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Resumo

Este trabalho visa esclarecer o processo de biodegradacdo anaerébia da dreche
cervejeira, por populacdes mistas, sob condigdes mesofilas (37 + 2°C) e terméfilas (55 +
2°C), na presencga de co-substratos sollveis (glucose e acetato) e de um corante azo,
Acid Orange 7. Efectuaram-se ainda ensaios de remogéo da CQO residual por aplicagéo
de tecnologias de polimento (microfiltragdo e coagulacdo/floculacgéo).

Os ensaios de Actividade Metanogénica Especifica (SMA) foram efectuados com as
populacbes mistas mesdfilas, desenvolvidas usando glucose como substrato principal, e
com duas populacdes mistas termofilas desenvolvidas, uma com glucose e a outra com
substratos maltiplos (dreche cervejeira e glucose). Os valores mais elevados da
actividade metanogénica especifica (SMA), no geral, foram alcancados para as
populacdes mesofilas incubadas com dreche (que variam entre 1,01+0,08 e 2,75+0,01
Lbiogas/gSSV.d). A presenca de um co-substrato parece aumentar os valores da SMA,
particularmente para as culturas termdéfilas alimentadas com acetato de sddio. Nestes

ensaios foi também obtida uma remocéo de cor elevada (93% +2%).

Os ensaios de biodegradacao anaerdbia visaram avaliar a biodegradabilidade da dreche
cervejeira. Os produtos de degradacdo foram monitorizados por quantificacdo da CQO,
da lignina soluvel (LS) e da lignina precipitada em meio acido (LPA), no licor
sobrenadante. O teor de LPA depende da hidrodinamica do sistema (descontinuo ou
continuo), da temperatura e do pré-tratamento da dreche (por exemplo para culturas
mesofilas incubadas com SBG e glucose o teor de LPA no licor residual de reactores
descontinuos foi de 0,17 + 0,01 g/L e no efluente tratado de um reactor termofilo
continuo foi de 0,02 g/L). A dreche pré-lavada é mais susceptivel a degradacdo em

regime termofilico.

Estudou-se a remocdo da carga residual de dois efluentes diferentes provenientes do
tratamento bioldgico em bioreactores UASB a operarem em condicGes termdfilas (55 +
2°C) e mesofilas (34 + 2°C) com dreche incorporada no leito de biomassa bacteriana.
Para este estudo recorreu-se a microfiltracdo e coagulacdo/floculacdo, sendo a eficiéncia

determinada em funcdo do teor de lignina e indice de carga organica (CQO), obtendo-se



para a microfiltracdo uma remogdo de 62 + 2 % da CQO residual no efluente mesofilo e
8 + 3%, no efluente termofilo. A coagulacdo/floculacdo removeu 67+4% e 97+1% da
CQO presente nos efluentes meséfilos e termofilo respectivamente. No entanto, foi
necessaria uma dosagem superior de coagulante para conseguir essa eficiéncia (0,5 ¢
Aly(SO4)3.16H,0 /L).



Abstract

This study aims to investigate the anaerobic biodegradation of spent brewery grains
(SBG) under anaerobic mesophilic and thermophilic regime, in the presence of a soluble
co-substrate (glucose or acetate) and an azo dye, Acid Orange 7. Polishing technologies
such as microfiltration and coagulation/flocculation were tested in order to remove the
residual COD.

Higher values of specific methanogenic activity (SMA) were in general attained for
mesophilic populations incubated with SBG (ranging from 1,01 + 0,08 to 2,75
+0,01Lbiogas / gSSV.d). The presence of a co-substrate seems to enhance SMA results,
particularly for thermophilic cultures supplemented with acetate. A high colour
removal was also attained (93% +2%).

Biodegradation experiments were performed to evaluate SBG degradation. Results for
degradation by-products were followed by quantification of COD, acid precipitable
polymeric lignin (APPL) and residual soluble lignin. Depending on the hydrodynamics
of the system (batch or continuous), the temperature and the pre-treatment of SBG (at
37 £2°Cor50*2°C), APPL is present in bigger or smaller amounts (for instance, for
mesophilic cultures incubated with SBG and glucose the APPL content in the residual
liguour was 0,17 + 0,01 g/L in batch mode and of 0,02 g/L in the treated effluent of a
thermophilic continuous reactor). Pre-washed SBG is more prone to biodegradation

under thermophilic conditions.

Results from polishing treatments applied to the treated effluents from mesophilic and
thermophilic continuous reactors show that microfiltration remove 62 + 2 % of residual
COD in the mesophilic effluent and 8 £+ 3 % in the thermophilic effluent.
Coagulation/flocculation removes 67 + 4 % and 97 + 1 % of the residual COD present
in the mesophilic and thermopbhilic effluents, respectively. However a higher coagulant

dosage was necessary to get this efficiency (0,5 g Al,(SO4)3.16H,0/L).
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Introdugcdo

1.Introducao

A conservacdo do ambiente tem vindo a adquirir uma crescente importancia ao nivel
social e econdémico. As preocupacOes inerentes a proteccdo ambiental e ao
desenvolvimento sustentavel tém culminado num enquadramento legal que preconiza a
gestdo de efluentes e residuos assente em medidas que visam a sua minimizacao,
reciclagem e valorizagdo, tendo por objectivo a prevencdo e o controlo integrado da

poluicao.

O tratamento das aguas residuais pode ser efectuado por tecnologias alternativas que
envolvem processos biologicos e/ou fisico-quimicos. As estacOes de tratamento de
aguas residuais (ETAR) sdo na sua maioria concebidas com base em processos
biologicos, em ambientes anaerdbios, aerébios ou andxicos, sendo o pré-tratamento e o

tratamento de polimento assente em tecnologias fisico-quimicas.

A aplicacdo do processo bioldgico anaerdbio oferece varias vantagens em comparacgéo
com o processo aerobio, entre as quais, menor consumo de energia, menor producédo de
lamas e, além disso, requer uma menor area de implantacdo e gera metano como bio-

combustivel (energia).

O desenvolvimento sustentado das sociedades prevé a poupanca de recursos, a reducao

da poluicéo proveniente das actividades industriais a par de uma produgéo de bens de

1



Introdugcdo

consumo menos agressiva para 0s ecossistemas. Quase todos o0s paises estdo a tentar
adaptar-se a esta realidade, alterando os seus processos de modo que 0s seus residuos
possam ser reciclados, reutilizados ou valorizados. A maioria das grandes empresas ja
ndo considera os residuos como tal, mas sim como uma matéria-prima para outros

processos. A industria cervejeira € um desses exemplos (Mussatto e outros, 2006 (a)).

A industria cervejeira é geradora de grandes quantidades de subprodutos e residuos
sendo os mais comuns a dreche, residuos de lGpulo e levedura. Estes subprodutos sao,
na maioria, de origem agricola, e podem ser facilmente valorizados (Mussatto. e outros,
2006 (a)).

Tendo a industria cervejeira um peso significativo na economia nacional, representando
cerca de 1,5% do PIB (produto Interno Bruto), a valorizagdo da dreche gerada como

subproduto pode ser considerada sob 0s seguintes aspectos:

- Como bioadsorvente, agente modificador (suporte) da biomassa bacteriana e substrato
complexo na producdo de biocombustivel (H,, CH; e etanol) por fermentagédo

anaeroébia.

- Agente de bioenrequecimento bacteriano de populac6es anaerobias mistas (mesofilas e
termofilas) favorecendo a biodegradabilidade de compostos xenobidticos como corantes

azo.
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2. Processos de degradacéo anaerobia

Os processos biologicos tém sido largamente utilizados no tratamento de efluentes
municipais e industriais, revelando-se, na maior parte dos casos, mais econémicos e
eficientes do que os processos fisico-quimicos. Durante as duas ultimas décadas o
processo de digestdo anaerobia tem vindo a assumir um papel importante no tratamento
de aguas residuais, tornando-se uma alternativa economicamente viavel face aos
processos aerobios tradicionais (Lettinga e outros, 1980). Nestes sistemas a matéria
organica existente na agua residual, € convertida em biogas, uma fonte de energia
renovavel, simultaneamente ao processo de depuracdo (Rajeshwar e outros, 2000;

Gijzen, e outros 2002).

Na literatura sobre o assunto sdo referidas varias vantagens dos processos anaerobios
face aos aerobios, tais como: necessidades nutricionais reduzidas, baixa producdo de
solidos, menor consumo de energia, baixos custos de investimento e operacao, producao
de um biocombustivel (metano), capacidade da biomassa preservar a sua actividade
apos longos periodos sem operar e tolerancia a condi¢cbes ambientais adversas (Lettinga
e outros, 1980; Eckenfelder e outros, 1988; Van Lier e outros, 1997; Chernicharro,
1997; Speece, 1996).

A aplicacdo dos processos de degradacao anaerdbia apesar de se encontrar muito focada

no tratamento de efluentes facilmente biodegradaveis, como os efluentes da industria
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alimentar e relacionadas, tem-se vindo a demonstrar, que as bactérias envolvidas no
processo tém capacidade para degradar uma larga gama de compostos organicos
recalcitrantes, tais como compostos aromaticos policiclicos, compostos organicos
clorados ou &cidos gordos de cadeia longa (Speece, 1996). A possibilidade de
“construir” consoércios especificos para degradar determinados compostos, de modo a
acelerar o processo de adaptacdo natural, surge como um potencial campo de
investigagdo futura. E importante conhecer a sensibilidade dos microrganismos
envolvidos no processo de digestdo anaerébia a compostos potencialmente inibitorios, e
avaliar a sua eventual capacidade de adaptacéo.

A aplicacdo de uma tecnologia adequada, mantendo as condi¢des ambientais 6ptimas,
aliada a uma aclimatizacdo do consorcio sdo factores que permitem a aplicacdo do
processo de degradacgéo anaerdbia ao tratamento de qualquer tipo de efluente (Lettinga e
outros, 1997).

2.1. Bioguimica e microbiologia do processo

A digestdo anaerdbia é um processo natural, realizado por um consércio de diferentes
tipos de microrganismos que na auséncia de oxigenio e interagindo entre si promovem a
fermentacdo estavel e auto-regulada (degradagédo) da matéria organica e ocasionalmente
inorgénica, sendo por isso fundamental a existéncia de uma relacdo equilibrada e
coordenada entre os diferentes grupos tréficos de bactérias presentes. Durante o
processo, a materia organica é convertida maioritariamente em metano, dioxido de
carbono e biomassa, podendo o metano ser utilizado como fonte alternativa de energia
(Pires, 2007 ).

O processo de digestdo anaerdbia ocorre de forma sequencial em 4 etapas principais,
cada uma com sua populacdo bacteriana especifica: Hidrolise, fermentacdo e

acidogénese, acetogénese e metanogénese (figura 2.1 adaptado de Costa, 2005).
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MATERIA ORGANICA

Proteinas Polimeros Lipidos
Hidratos de carbono

Aglicares Acidos gordos, &lcoois

Produtos intermédios 1
(propinato. butirato. etanol....)

3 Hidrogénio, diéxido
> de carbono
< 4
Metano
Di6xido de carbono

(1) Bactérias fermentativas

(2) Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio
(3) Bactéria acetogénicas consumidoras de hidrégenio
(4) Bactérias metanogénicas hidrogenotroficas

(5) Bactérias metanogénicas acetoclasticas

Figura 2.1: Diagrama ilustrativo das quatro principais fases envolvidas no processo de digestdo

anaerobia.

2.1.1- Hidrolise

A hidrolise constitui o primeiro passo da degradacdo anaerébia e consiste na conversao de
materiais particulados, pdélimeros (proteinas, hidratos de carbono e lipidos) nos seus
mondmeros (aminoacidos, acucares e &cidos gordos de cadeia longa, respectivamente) pela
accdo de enzimas extracelulares produzidas por bactérias hidroliticas. A velocidade da
conversao anaerébia da matéria organica é, muitas vezes, limitada pela hidrélise. Nesta

etapa a velocidade de hidrolise é dependente da temperatura, uma vez que a hidrolise é
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uma reac¢do quimica catalisada por enzimas, as quais Sa0 muito sensiveis & temperatura
(Mahmound e outros , 2003).

2.1.2 - Acidogénese /Fermentacao

Na acidogénese ou fermentacdo, os produtos da hidrdlise sdo transportados para o
interior da célula, onde sdo transformados em acetato, produtos intermediarios (&cidos

gordos volateis (AGV), alcoois) e hidrogénio.

A diversidade e niamero das espécies bacterianas fermentativas envolvidas no processo
depende largamente da composi¢do do substrato e o0 comportamento da fase acidogénica
afecta a metanogenese (Britz e outros, 1994). Estudos efectuados em digestores
anaerébios mostraram que as maiorias das bactérias fermentativas sdo anaerobias
obrigatérias sendo algumas anaerdbias facultativas (Pires, 2007). Estas ultimas
permitem manter o potencial redox no meio em niveis baixos, consumindo o oxigénio
que eventualmente possa entrar no digestor, dissolvido no efluente a tratar. As bactérias
fermentativas tém tempos de duplicacdo muito curtos, verificando-se que a fermentacéo

nunca é limitante no processo global da degradacéo anaerdbia (Gujer e outros, 1983).

2.1.3 - Acetogénese

A acetogenese constitui uma etapa importante nos processos anaerobios devido ao facto
de 70% da metanogenese ocorrer por via acetato. O objectivo € produzir, a partir dos
produtos da fermentacdo, 0s substratos necessarios na metanogénese, nomeadamente
acetato e hidrogénio. Cerca de 60% do acetato é formado por oxidacdo directa de
aminodcidos, acgucares simples e lipidos. No entanto as bactérias acetogénicas também
medeiam a oxidacdo de produtos intermediarios (propionato, butirato e alcool) a
acetato. O acetato pode ainda ser produzido por accdo das bactérias aetogenicas
hidrogenotréficas. Estas, em conjunto com as bactérias metanogénicas
hidrogenotréficas, mantém a pressdo de hidrogénio a um nivel baixo (10 — 10 atm),
formando com as bactérias produtoras de hidrogénio uma simbiose tréfica que favorece

termodinamicamente a reaccao global. (Pires, 2007 e Lopes, 2005).



Processos De Degradagio Anaerdbia

2.1.4 - Metanogénese

Constitui a etapa final do processo, na qual se produz metano a partir da
descarboxilacdo do acetato desencadeada pela ac¢do de bactérias acetoclasticas ou pela
hidrogenagdo do dioxido de carbono por bactérias hidrogenotroficas. Sendo o acetato o
principal precursor do metano por processos mesofilos (70% do metano provém do
acetato) torna-se evidente a importancia desta conversdo no conjunto de todas as etapas
da degradacdo anaerObia. As bactérias metanogénicas desempenham, talvez, o papel
mais importante em todo o processo de digestdo anaerdbia, por serem as produtoras
directas do metano. S&o anaerobias estritas, requerendo para o seu desenvolvimento um
potencial redox entre -250 e -300 mV, possuem coenzimas e cofactores especificos
(coenzima F420, F430, coenzima M, Metanopterina e Metanofurano (Wolfe, 1992)) e
degradam apenas um numero limitado de substratos com baixo namero de carbonos:
acetato, metanol, metilaminas, formato, e hidrogenio e didéxido de carbono. Elas sdo
divididas em dois grupos principais de acordo com os substratos utilizados para
produzir metano: um que forma metano a partir de acido acético ou metanol segundo a
equacdo 2.1 (bactérias metanogenicas acetoclasticas, responsaveis por 60-70% de toda a
producdo de metano a partir do grupo metil do &cido acético), e o segundo que produz
metano a partir do hidrogenio e dioxido de carbono (hidrogenotroficas, constituida por
uma gama bem mais ampla de espécies do que as acetoclasticas) (equacgédo 2.2). Esses
dois grupos de bactérias sdo responsaveis pelo consumo de hidrogénio das fases
anteriores (Sousa, 1996 e Lopes, 2005).

CH3;COO + H* — 3 CH4+CO, Equacdo 2.1

4H, + CO, —  » CH4+2H,0 Equacdo 2.2

As bactérias metanogénicas apresentam um crescimento lento e sdo relativamente
sensiveis a factores ambientais (temperatura e pH), constituindo o grupo de
microrganismos limitante da digestdo (em particular as acetoclasticas que apresentam

velocidade de crescimento mais lenta que as hidrogenotroficas) (Lopes, 2005).

Para alcancar uma digestdo anaerdbia eficiente, € necessario considerar 0s parametros

fisicos e quimicos favoraveis ao crescimento das populacGes, sendo 0s mais importantes
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pH, temperatura, alcalinidade e toxicidade realcando-se neste trabalho efeito da

temperatura (regimes mesofilo e termofilo).

2.2. Factores fisicos e quimicos

A eficiéncia da digestdo anaerdbia necessita de um equilibrio entre as velocidades de
producdo e de consumo de produtos intermediarios nas diferentes fases do processo.
Para conseguir alcancar essa eficiéncia, € necessario considerar os parametros fisicos e
quimicos favoraveis ao crescimento das populacbes. Entre eles destacam-se a
temperatura, alcalinidade, toxicidade, pH pressao parcial de hidrogénio. Outros factores,
como a transferéncia de massa, sobrecargas hidraulicas e a actividade metanogénica,
também desempenham papéis importantes no processo (Moraes, 2005; Chernicharo,
1997).

De um modo geral a digestdo anaerdébia tém um bom desempenho a valores de pH entre
6 e 8 (Lopes, 2005). Contudo as bactérias produtoras de metano tém um crescimento
Optimo na faixa de pH entre os 6,6 e 0s 7,4. As bactérias produtoras de &cidos tém um
crescimento 6ptimo na faixa de pH entre os 5,0 e 0s 6,0, mas podem mostrar-se activas

mesmo para valores de pH da ordem dos 4,5.

Durante a digestdo anaerdbia é necessaria alcalinidade suficiente como efeito tampéo
para servir a fim de compensar a diminuicdo de pH causada pela formacdo de acidos

organicos volateis durante a acetogénese (Lopes, 2005).

Como em todos os processos biologicos, a digestdo anaerdbia necessita de nutrientes
inorganicos em quantidade suficiente para que a manutencao/actividade dos

microrganismos seja realizada com sucesso. (Moraes, 2005).

Dado que a metanogénese ¢ normalmente a etapa limitante do processo de degradacéo
anaerdbia, é fundamental satisfazer os requisitos nutricionais deste grupo tréfico, de
modo a assegurar a eficiéncia e a estabilidade operacionais. Se houver limitacdo de
nutrientes, o crescimento é deficiente, embora tenha sido demonstrado que, mesmo
nessas condicoes, pode ocorrer uma significativa reducdo da carga poluente, o que pode

ser interessante na perspectiva da reducéo da producao de biomassa (Oliveira, 2005).
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2.2.1. Temperatura

A temperatura é um dos factores ambientais mais importantes no controlo da digestdo
anaerobia, pois afecta o processo biolégico de diferentes maneiras. A actividade
microbioldgica dos digestores anaerdbios, a velocidade das reaccGes quimicas e
bioquimicas (Moraes, 2005), e a producdo de metano dependem da temperatura.

Os microrganismos ndo possuem meios de controlar a sua temperatura interna, e dessa
forma, a temperatura no interior da célula é determinada pela temperatura ambiente.
Logo dos factores fisicos que afectam o crescimento microbiano, a temperatura é um

dos mais importantes para a sobrevivéncia e crescimento das espécies.

Podem classificar-se 0s organismos com base na temperatura Optima e na faixa de
temperatura nas quais sdo capazes de crescer e metabolizar, (Lettinga e outros, 2001).
Genericamente existem trés intervalos de temperatura optimos e favoraveis a digestao
anaerobia: psicrofilo de 0 °C a 20°C, mesofilo de 25 °C a 45 °C e termofilo de 45 °C a
70 °C. O mesofilo € o mais comum e tem sido amplamente implementado a escala real.
O termofilo, tem sido alvo de muitos estudos, enquanto o psicréfilo ndo tem merecido
muita atencdo por parte dos investigadores, provavelmente pelo facto da velocidade das

reaccOes ser mais lenta (Lopes, 2005).

A taxa de crescimento microbiano em temperaturas proximas a minima € normalmente
baixa, aumentando exponencialmente com o acréscimo da temperatura, até a um valor
maximo. A partir deste ponto de crescimento Optimo, o aumento de alguns graus
provoca uma queda abrupta na taxa de crescimento, tendendo para o valor zero
(Moraes, 2005 e Chernicharo, 1997).

Em condi¢bes psicrofilas, devido as baixas velocidades de crescimento de
microrganismos metanogénicos, obtém-se uma baixa producdo de metano. Logo sdo
necessarios elevados tempos de retencdo de solidos e baixos caudais para se obterem
eficiéncias de remoc¢do de CQO (Caréncia Quimica de Oxigénio) satisfatérias. Devido
também a baixa producdo de metano, ocorrem limita¢6es por difusdo dos substratos e
produtos metabdlicos originados pelos efeitos de mistura. Neste caso seria necessario

um dispositivo de agitacdo, acarretando um custo adicional da aplicacédo (Lopes, 2005).
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A degradacdo anaerdbia em condi¢des terméfilas apresenta vantagens em relacdo aos
processos psicrofilos. As temperaturas elevadas favorecem o desenvolvimento de
culturas com maiores velocidades de crescimento, podendo-se usar reactores mais
pequenos e obtendo-se maior producdo de metano. Apesar das vantagens existem
problemas de estabilidade dos processos termdfilos, tais como dificuldade de agregacéo
dos microrganismos no interior do reactor devido a maior velocidade de crescimento da
biomassa, degradacdo incompleta, podendo ocorrer acumulacdo de acidos organicos
volateis no efluente (Van Lier 1997; Lopes, 2005).

Os processos mesofilos encontram-se entre os processos psicrofilos e os termofilos,
nomeadamente no diz respeito a velocidade de crescimento bacteriano, aos tempos de

retencdo hidraulico e aos caudais de tratamento.

O efeito da temperatura na actividade biologica esta relacionado, em grande parte, ao
impacto na actividade enzimatica ou nas reac¢des bioquimicas. Assim, um aumento na
temperatura resulta num aumento da actividade enzimatica, enquanto uma diminuicao
na temperatura resulta numa diminuicdo da actividade enzimatica. Embora os
microrganismos anaerobios possam ser aclimatizados a temperaturas de operacao fora
da sua faixa Optima, a actividade da biomassa e o desempenho do reactor podem ser
afectados adversamente. Devido aos microrganismos formadores de metano crescerem
lentamente e serem muito sensiveis a pequenas mudancas de temperatura, a

aclimatizacdo dos mesmos deve ser realizada lentamente (Gerardi, 2003).

Segundo a lei de Van’t Hoff-Arrhenius uma elevacdo de temperatura de reacgdo
correspondente a 10°C, provocard uma duplicacdo da sua velocidade. Esta lei serve
apenas de referéncia, ndo sendo precisa na maior parte das reacdes, mas a sua idéia esta
correta, ou seja, um aumento de temperatura provoca um aumento de velocidade da
reacao (Atkins, 2003).

A temperatura influencia ndo somente 0s microrganismos geradores de metano, mas
também os geradores de &cidos. Portanto, flutuacGes na temperatura podem acarretar
vantagens para certos grupos e desvantagens para outros. Desta forma, a alteragdo na
actividade de diferentes grupos de microrganismos geradores de acidos gordos volateis

resulta em alteracdo na quantidade relativa de acidos organicos e alcoois, 0s quais sdo
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utilizados directa ou indirectamente como substrato pelos microrganismos formadores

de metano, afectando o desempenho global do digestor (Gerardi, 2003).

Outra dificuldade em relacdo a digestdo anaerdbia é a presenca de diferentes grupos de
microrganismos que possuem valores, ou faixas de valores, 6ptimos diferentes para uma
determinada condicdo operacional. Os microrganismos acetogénicos possuem uma
temperatura 6ptima de 30 °C, enquanto a temperatura dptima para 0s metanogénicos ja é
de 35 °C (Gerardi, 2003).

Um outro factor importante refere-se a flutuacdes na temperatura. Neste caso, a
actividade dos microrganismos geradores de metano é afectada mais intensamente do
que em relacdo a temperatura de operagdo constante. Dependendo da diminui¢do da
temperatura, pode ndo haver alteracdo na velocidade de producéo dos acidos, enquanto
a producdo de metano pode ocorrer mais lentamente (Gerardi, 2003).

O regime termofilo, tém sido adoptado na digestdo anaerobia, o qual tem apresentando
algumas vantagens quando comparado com o regime mesofilo, nomeadamente o
aumento da velocidade de destruicdo de solidos organicos, separacdo solido liquido

melhorada, e aumento de destruicdo de patogénicos (Kim e outros, 2003).

A influéncia da temperatura ndo se limita a velocidade de digestdo. E também afectada
a fraccdo de solidos organicos que pode ser metabolizada no processo de digestdo
anaerdbia. A fraccdo de material orgénico digerida diminui significativamente com a
temperatura. Esta reducdo provavelmente pode ser atribuida a uma baixa velocidade de
hidrolise, fazendo com que grande parte das particulas solidas e macromoléculas

permanecam intactas (Kim e outros, 2003).

Embora todas as reaccGes metabolicas sejam catalisadas por enzimas, s6 ocorrem se
forem termodinamicamente viaveis. As reac¢oes bioquimicas podem ser mais ou menos
espontaneas em determinadas condicGes de pH, temperatura e pressdo. Quanto menor a
energia livre de Gibbs, AG®, mais exotérmica ¢ a reac¢do ocorrendo de forma mais

espontanea (tabela 3.1) (Lopes, 2005).
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Tabela 2.1: Reac¢Oes bioquimicas envolvidas na conversdo da matéria organica em ambiente

anaerdbio e sua energia livre de Gibbs para regime meséfilo e termoéfilo (adaptado de Santos,

2005).

Reacgoes (ﬁ?ﬁfﬁ) (ﬁ?,oﬁf;ﬁ)
Acetogenicas
Glicose + 12 H,0O —> 6HCO3 +12H,+6H" +3,2 -51,8
Glicose + 4 H,0O —> 2 Acetato+2 HCO; +4 H, + 4 H* -206,3 -232,2
Etanol + H,0 —> Acetato+2 Hy + H” +9,6 +1,7
Lactano + 2 H,O —> Acetato + HCO3 + 2H, +H" -4,2 -12,6
Acetato + 4 H,0 —> 2HCO; +4H2+H" +104,2 +89,8
Propionato + 3H,0 ———> Acetato + HCO3 + 3H, + H” +76,5 +64,7
Propionato + 3 HCO; ——> Acetato + 3 Formato + H* +72,4 +61,6
Butirato + 2 H,0 ——> 2 Acetato+2 Hy"+ H' +48,3 +39,5
Butirato + 2HCO, — > 2 Acetato + 2 Formato + H* +30,6 +20,9
Homoacetogénicas
Acetato + 4 H,0 —> 2HCO; +4H2+H" +104,6 +90,2
2C0O, +4 H, —> Acetato+ 2 H,0O -55,0 -33,5
Metanogénicas
4 H,+HCO; +H" —> CH;+3H,0 -135,6 124,9
4 Formato + H,0 + H" ———> CH, + 3HCO; -130,4 -118,9
Acatato + H,O —> HCO; + CH,4 -31,0 -34,7

2.2.2 Actividade metanogénica especifica

A actividade metanogénica especifica (SMA — Specific Methanogenic Activity) pode ser

definida como a capacidade méaxima de conversdo biolégica de um determinado

composto a CH4 e CO,, por um consdrcio de microrganismos anaerdbios, realizada em

condic@es controladas de laboratdrio, para viabilizar a actividade bioquimica maxima de
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conversdo de substratos organicos a biogas. (Coat e outros, 1996; Brés, 2005; Aquino e
outros, 2007).

A SMA também pode ser utilizada para quantificar o nivel de toxicidade ou inibi¢do
exercida por dadas condi¢cdes sobre uma cultura anaerdbia. Pode ser expressa nas
unidades (massa de CQO-CH,4 por unidade de massa de SSV x dia), pois em geral
baseia-se na quantificacdo de biogas produzido (CH; e CO;) e ndo tanto na

quantificacdo do consumo de substrato fornecido (Coates e outros, 1996 e Bras, 2005)

A determinacdo da SMA é importante porque a remocdo de electrbes-equivalente
(equivalente redutor), ou seja, compostos reduzidos, responsaveis pela caréncia quimica
de oxigénio (CQO), do efluente a ser tratado, s6 ocorrera com a formagdo do metano,
que escapa facilmente da fase liquida pois é praticamente insoluvel em agua (Aquino e
outros, 2007). Sendo assim, a SMA pode ser utilizada como um pardmetro de
monitorizacdo da eficiéncia da populacdo metanogénica presente num reactor biolégico
e, como tal, é ainda uma ferramenta importante para o controle operacional de reactores

anaerdbios (Aquino e outros, 2007).

Em ultima analise, o conhecimento da SMA da biomassa de um dado reactor, permite
estabelecer a capacidade de méaxima remoc¢édo de CQO da fase liquida, e estimar a carga
organica maxima que pode ser aplicada, com minimizacao dos riscos de destabilizacdo
do processo anaerobio. Numa andlise inversa, pode estimar-se a massa minima de
biomassa anaerdbia a ser mantida no reactor para a remocdo de determinada carga

organica aplicada pela SMA.
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3.Compostos lenho-celuldsicos

A maioria dos residuos lenho-celulosicos é derivada de préaticas agricolas e de agro-
industrias. Estes residuos podem ser usados como substratos, para producdo de energia

e combustiveis.

Os principais componentes dos residuos lenho-celulésicos sdo a celulose, as

hemiceluloses e a lignina.

A celulose, principal componente da parede celular da fibra vegetal, € um polimero
linear formado por unidades de B- D-glucose cujas unidades estdo unidas por ligagdes B
(1-4) (Carvalho e outros, 2005; Bianchi, 1995 e Hendriks e outros 2009). As moléculas
de celulose tendem a formar pontes de hidrogénio intermoleculares (entre unidades de
glucose da mesma molécula) e extramoleculares (entre unidades de glucose de
moléculas adjacentes). O primeiro tipo de interaccdo € responsavel por uma certa
rigidez das cadeias unitario, e o ultimo pela formacéo de fibra vegetal (Bianchi, 1995 e
Hendriks e outros 2009). A celulose é constituida por uma estrutura cristalina
(ordenada) e uma amorfa (desordenada) (Carvalho; Bianch., 1995 e Hendriks e outros,
2009).
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A biodegradacdo das moléculas de celulose estd relacionada com a distribuicdo e
configuracdo da sua estrutura, como também com a sua associagdo a outros polimeros

tais como, a lignina, hemiceluloses, amido, proteinas e compostos minerais.

Outros constituintes dos materiais lenho-celulésicos sdo as hemiceluloses, que nédo
constituem uma Unica substancia, mas sim uma mistura de polissacarideos de baixa
massa molecular, os quais estdo associados a celulose e a lignina. As unidades de
acucares que formam as hemiceluloses podem ser subdivididas em pentoses (como a
xilose e arabinose) e hexoses (como manose, glicose e galactose) (Carvalho e outros,
2005; Bianchi, 1995 e Hendriks, 2009).

O principal componente da fraccdo hemicelul6sica dos residuos agro-industriais é o
xilano, polimero constituido por unidades de xilose (Carvalho e outros, 2005).

Além da celulose e hemiceluloses, a lignina, é o polimero mais abundante na natureza, e
estad também presente na parede celular da biomassa vegetal. Além da proteccéo contra
a accdo de microrganismos, a lignina é responsavel pela resisténcia mecanica, pelo
transporte de nutrientes e pela impermeabilidade. A lignina presente na matriz dos
compostos lenho-celuldsicos, dificulta a hidrolise da celulose e hemiceluloses (Bianchi,
1995 e Hendriks e outros 2009). A biossintese da lignina ocorre através da
polimerizacdo radicalar dos seus precursores: alcoois coniferilico, sinapilo e p-
cumarilico (figura3.1). Em geral, € classificada de acordo com a quantidade relativa dos
monomeros, guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenilo (H), derivados dos seus

precursores, respectivamente (Amparado, 2006)

OH OH OH
P e P
OCH;  HLC0 OCHy
OH OH OH
Alcool Alcool Alcool
coniferilico sinapilico peumarilico

iG) (5) (1

Figura 3.1: Alcoois precursores das unidades fenilpropanéides guaiacila (G), Sirigilla (S) e p-
hidroxifenilo (H). (Amparado, 2006)
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O aproveitamento dos residuos florestais e agro-industriais, como substratos em
processos biotecnoldgicos para a producdo de produtos de elevado valor, é uma
alternativa atractiva e promissora, uma vez que estes materiais sdo abundantes,
renovaveis e de baixo custo. A bioconversdo destes materiais poliméricos requer um
processo que compreende duas etapas: hidrolise (acida ou enzimética) dos polimeros de
acucares em monossacarideos, e a bioconversdo dos mondémeros em produtos de

interesse industrial (Carvalho e outros, 2005).

3.1. Dreche cervejeira

A dreche cervejeira (Brewer’s Spent Grain) € 0 principal subproduto residual da
industria cervejeira, representando cerca de 85% do total de subprodutos gerados. A
BSG corresponde a fracgdo insolivel do mosto, preparado por moagem e mistura dos
cereais como 0 malte, a cevada germinada, e cereais ndo maltados, arroz ou trigo,
separada por filtracdo (Unicer 2007). E um composto lenho-celulésico contendo cerca
de 17% de celulose, 28% de polissacarideos ndo-celulésicos (principalmente
arabinoxilano) e 28% de lignina (Mussatto e outros, 2006; Carvalheiro e outros, 2004).
Este residuo lenho-celuldsico € um material rico em proteinas e fibras, geralmente é
utilizado para alimentacdo animal (Carvalheiro e outros., 2004; Santos e outros, 2003).
Dada a composicao deste material, tém vindo a ser estudadas novas aplicacdes, como
aditivo alimentar, para recuperacdo de polissacarideos e como suporte de imobilizacao
de biomassa (Branyik, e outros;2004) e também como bioadsorvente. As dreches podem
constituir uma alternativa economicamente vantajosa nos processos de tratamento de

aguas residuais (Silva e outros, 2004).

Carvalheiro e outros, (2004) apresentam a seguinte composicdo média para as dreches
que analisaram (em base de peso seco): glucano (21,9 %), xilano (20,6 %), arabinano
(9,0 %), lenhina Klason — residuo insoluvel em acido (21,7 %), grupos acetil (1,1 %),
proteina (24,6 %) e cinzas (1,2 %).

A composicdo BSG pode variar dependendo da variedade de cevada utilizada, o periodo
da sua colheita, as caracteristicas do lapulo e de outros adjuvantes adicionados, e da

tecnologia utilizada na producdo da cerveja (Carvalheiro e outros., 2004; Santos e
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outros., 2003). Na tabela 3.1 encontra-se a composi¢do quimica de uma dreche, em que
ndo foi adicionado nenhum adjuvante (Mussato e outros, 2006.)

A BSG pode ser usada como produtora de energia, pela combustdo directa ou por
fermentacdo produzindo biogas. Uma alternativa para producdo de energia através da
BSG é a fermentacdo anaerdbia, a qual pode ser mais eficiente se dividida em duas
fases: hidrolitica e fermentativa/metanogeénica. A hidrolise do material fibroso da BSG é
a etapa limitante para a degradacdo completa do material. Na fase fermentativa
/metanogénica, 0s microrganismos acidogénicos convertem macromoléculas complexas
em &cidos gordos volateis, acetato, butirato e propinato, e posteriormente, as bactérias
metanogénicas convertem estes acidos em metano (Mussatto e outros 2006).

Tabela 3.1:Composicdo quimica da dreche cervejeira (Mussato e outros, 2006)

Componentes  Peso Seco (g.kg") Minerais mg.kg™

Celulose 167,8 Calcio 3515,0
Hemiceluloses 284,2 Potéassio 258,1
Xilose 199,4 Fésforo  5186,0
Avrabinose 84,8 Sédio 309,3
Lignina total 277,8 Ferro 193,4
Lignina de Klason 229,6 Zinco 178,0
Proteinas (N.6,25) 152,5 Silicio  10740,0
Cinzas 46,0
Extractivos 58,2

A BSG também pode ser usada em processos biotecnologicos. Esta é rica em
polissacaridos bem como proteinas e minerais sendo um substrato de elevado valor em
biotecnologia. A este respeito tém sido estudadas diversas aplicacfes em processos
biotecnologicos, nomeadamente no tratamento anaerébio de aguas residuais e como

suporte de imobilizacdo de biomassa (Mussatto, 2006, Silva e outro., 2004).

Sendo a dreche um produto lenho-celulésico com um teor de lignina elevado pode
eventualmente ser utilizado com o intuito de produzir lignina purificada, a qual neste

caso deve ser recuperada da biomassa vegetal.
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3.2 Degradacao da lignina

Os materiais lenho-celuldsicos sdo abundantes e encontrados em residuos de cereais,
bagaco da cana-de-agUcar, dreche cervejeira e florestais, entre outros sendo 0s seus

principais componentes a celulose, a hemiceluloses e a lignina.

A degradacéo de substancias lenho-celulosicas liberta furano e compostos fendlicos que
sdo tdxicos aos microrganismos do metabolismo fermentativo (Santos, 2007)

Apesar de amplamente distribuidos na natureza os compostos fenolicos fazem parte dos
principais poluentes toxicos residuais descartados pela industria petroquimica, téxtil,
papeleira entre outras. Os compostos fendlicos dividem-se em taninos, ligninas e alcoois

fendlicos (Santos e outros, 2003).

A lignina, como visto no capitulo 3, € uma molécula muito complexa e de dificil
caracterizacdo. Devido aos seus precursores (também conhecidos por monoglicdis)
interligam-se numa malha complexa, resistente a hidrolise acida e alcalina e a varios
complexos enzimaticos, ndo podendo ser clivada por enzimas hidroliticas, sendo por

isso de dificil degradacdo (Amparado, 2006 e Santos e outros, 2003).

A lignina esta geralmente presente na forma soltvel e insolivel. Tém sido utilizados
varios métodos para quantificacdo da lignina nomeadamente métodos gravimetricos e
métodos ndo gravimétricos. O primeiro grupo inclui o método da lignina precipitada em
meio acido em solucdo de a 72% de H,SO, - também conhecida por lignina acida ou
lignina Klason; oxidacdo da lignina pelo clorito de sodio; oxidacdo pelo permanganato
de potassio; solubilizacdo da macromolécula em solucdo acida de trietilenoglicol. Os
métodos ndo gravimétricos incluem aqueles por espectroscopia dos raios infra-
vermelhos e os baseados nas propriedades oOpticas da lignina, tais como a técnica da

lignina solivel em brometo de acetila (Santana e outros, 2006).

A recuperacdo da lignina pode ser efectuada por diferentes metodologias,
nomeadamente por coagulacdo/floculacio e por tecnologias de membranas

(microfiltracdo e ultrafiltracdo) (Pérez e outros, 2002)

Outro aspecto a avaliar € o da degradacdo da lignina por via bioldgica. Dependendo do

tipo de lignina (tamanho da molécula, facilidade em sofrer reaccdo de hidrdlise,
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heterogeneidade e complexidade molecular), a degradacdo biolégica pode ser oxidativa
e ndo especifica, mediada por enzimas extracelulares (Péres e outros, 2002).

Associado ao interesse de se aprofundar o estudo da biodegradagdo da lignina,
considera-se relevante o facto das enzimas lenholiticas, quando presentes na biomassa
bacteriana, favorecendo a biodegradacdo de compostos recalcitrantes (Revinocvich e
outros, 2004).

A maioria dos estudos da biodegradabilidade da lignina tem sido efectuada em meios
oxidativos (aerdbios), sendo escassa a literatura sobre a degradacdo da lignina em meios
redutores (anaerébios). Porém, devido a elevada biodeversidade dos consdrcios
bacterianos presentes nos sistemas anaerobios, e sendo conhecida a sua capacidade em
degradar compostos aromaticos (compostos fendlicos, azo, aminas entre outros) ndo
deve ser descartada uma eventual bioeliminag&o da lignina por via anaerdbia (Hendriks

e outros, 2009 e Ravinocvich e outros, 2004).

Esposito e Azevedo, 2004 citado por Santos (Santos, 2007), afirmam que existem trés
modos principais de degradacdo da lignina: ruptura oxidativa de cadeias laterais
envolvendo o Ca e o CB levando a formacéo de acidos carboxilicos, ruptura de ligac6es
B-aril-éter com consequente modificacdo das cadeias laterais, e degradacdo de ndcleos

aromaticos a partir da abertura oxidativa dos anéis.

Na biodegradacdo da lignina as enzimas ligninoliticas desempenham um papel
importante nas industrias papeleiras no branqueamento quimico de pasta e de papel,
bem como no campo da engenharia ambiental onde € sabido que enzimas
“ligninoliticas” podem degradar xenobioticos recalcitrantes, tais como dioxinas devido a
ampla especificidade do substrato destas enzimas e também na descontaminacdo de
efluentes (Hendriks e outros, 2009).
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3.3 Producéo de metano por digestdo anaerdbia

A produgdo de metano a partir de material lenho-celulésico, pode consistir em trés
fases, a primeira inclui nomeadamente pré-tratamento, hidrélise anaerdbia e
fermentacdo anaerdbia, seguindo-se a producdo de metano, e o pos tratamento da
fraccdo liquida. O passo de separacdo de produtos ndo é necessario durante a formagéo
de metano, pois 0 metano é um gas em condi¢cdes normais e pressao e temperatura, pelo

que se ird separar facilmente da fase liquida (Hendriks e outros, 2009).

O preé tratamento pode ser feito para melhorar o rendimento da hidrélise e o rendimento
total do metano. A hidrélise da matéria lenho-celulésica e a fermentacéo anaerdbia, bem
como a conversdo do metano ocorre num reactor como resultado da actividade
microbiana exercida por um consorcio de microrganismos. Por vezes efectua-se apenas
a segunda fase, hidrélise e a producdo de metano para producao de energia (Hendriks e
outros, 2009).

A vantagem de utilizar uma mistura de microrganismos é que quase todos os produtos,
como pentoses, hexoses, produtos volateis e por vezes compostos inibidores como
furfural e a lignina podem ser convertida a metano apdés um periodo de adaptacao
(Hendriks e outros, 2009).

3.4 Producéo de etanol por fermentacéo

A producdo de etanol a partir de matéria lenho-celuldsica consiste basicamente em
cinco etapas: pré-tratamento, (enzimatico), hidrélise, fermentacdo, separacdo de
produtos, e poés-tratamento da fase liquida. O pré-tratamento tem por objectivo
melhorar a taxa de producéo e a produtividade total dos acicares mondémeros na fase da

hidroélise.

A conversdo de (hemi) celuloses em agUcar pode ser feita quimicamente por acidos, ou
enzimaticamente através da adicdo de celulases (enzimas responsaveis pela hidrélise de

celulose).

As hexoses manoméricas (aclcares, 6 carbonos) podem ser convertidas, facilmente a

etanol por fermentacdo, ao passo que a fermentacdo de pentoses (agucares, 5 carbonos)
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so é feita por alguns. Produtos volateis também ndo sdo facilmente fermentados a
etanol. Um problema associado a fermentacéo € o facto do produto formado, etanol, ser
um inibidor das leveduras/bactérias que realizam a fermentacdo, limitando a
concentracdo de acUcares fermentaveis. Na producdo de metano este problema ndo se
verifica, uma vez, que este é pouco sollvel na fase liquida. Apos a fermentacdo, o
etanol precisa de ser recuperado por destilacdo. O furfural e outros inibidores como
compostos sollveis derivados da lignina, podem afectar a fase de fermentacdo
(Hendriks e outros, 2009).
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4. Processos de afinacao

Os processos de afinacdo, usados no tratamento de efluentes, destinam-se normalmente
a complementar os processos anteriores, aumentando a eficiéncia de remocéo de solidos
em suspensdo, de nutrientes (azoto, fésforo) ou compostos toxicos especificos que nao
possam ser eliminados pelos processos de tratamento convencionais. Estes processos
também sdo conhecidos como tratamento terciario e envolvem operacbes como a
adsorcdo, filtracdo, processos electroquimicos, cloracdo e tecnologias de membrana

(microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa), entre outros.

4.1 Processos de separacdo com membranas

Os processos de separa¢do com membranas, embora recentes, tém vindo a ser cada vez
mais utilizados com o intuito de se melhorar a qualidade dos diferentes tipos de agua na
superficie terrestre. As tecnologias de membranas também sdo usadas em industrias, tais
como as quimicas, farmacéuticas, téxteis, do papel e alimentares, quer na recuperagédo
de produtos, quer nos seus sistemas de tratamento. Nas tecnologias por membrana, €
possivel separar e remover solutos dispersos em solucdo ou suspensdo. Desta maneira,
as membranas sa utilizadas tanto para purificar produtos como para concentra-los Estes
processos apresentam como principais atractivos, em relacdo aos processos

convencionais de separacdo, 0 baixo consumo de energia, a reducdo do numero de
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etapas, maior eficiéncia na separagéo e elevada qualidade do produto final (Mulder,
1996).

As membranas permitem separar substancias com diferentes propriedades fisico-
quimicas (tamanho, forma, difusibilidade, etc.). O trabalho prético dessas barreiras
fundamenta-se nas caracteristicas das membranas semi-permeéveis que podem ser
definidas como o conjunto de métodos e propriedades que contribuem para o transporte
de matéria através de materiais com permeabilidade selectiva. Uma membrana semi-
permeavel €, portanto, uma barreira que permite transferéncias de matéria entre dois

meios que ela separa (Pelegrin, 2004).

As membranas sdo meios filtrantes que apresentam uma barreira selectiva, a qual retém
particulas de tamanho e peso molecular diferentes, segundo o didmetro dos seus poros
ou por difusdo dos solventes através da membrana. Os processos de separacdo com
membranas podem ser classificados de acordo com a natureza da sua forga motriz ou
gradiente de separacdo: pressdo, potencial quimico e potencial eléctrico. A aplicacéo de
uma forca motriz promotora de movimento, tal como a presséo, provoca o fluxo do
solvente e soluto através da membrana. A parte da solug¢do conhecida como “permeado”
ou “filtrado” consiste em moléculas menores do que o tamanho médio dos poros da
membrana que, juntamente com o solvente, passam atraves da membrana. A outra parte
da solucdo a ser tratada, que fica retida, € dominada “concentrado” ou “retido” e ¢
composta por solutos de alta massa molecular, tais como as macromoléculas e particulas

coloidais (figura 4.1).

Membrana
Fase ll
Permeado . Fase |
Concentrado
. .
- —
-
(5] ® ® ®
e ]
(<]
) L ® ® = =
-
e - -: x e =
1
= | =3
Fluxo

Forca motriz, AP, AC

Figura 4.1: Representacdo de um processo de separacdo de duas fases por uma membrana
Fonte: Adaptado de Ayala e outros, 2006
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Em relacdo aos processos de membranas onde se utiliza a pressdo como forga motriz
para a transferéncia de massa podem ser classificados dentro de quatro classes
principais de acordo com as dimensdes das particulas a reter (tabela 4.1). O tamanho das
particulas diminui quando se passa da microfiltracdo para a ultrafiltracdo, depois a
nanofiltracdo e por fim a osmose inversa (Maurel, 1996). Estes processos tém sido
utilizados para concentrar, fracionar e purificar soluc6es diluidas, em particular solucGes

aquosas.

Tabela 4.1: Intervalos de pressdo e fluxos volumétricos de permeado para processos de

membrana cuja forga motriz seja uma diferenca de pressao (adaptado de Mulder, 1996).

Processo Tamanho das Gama de pressoes Gama de fluxo
particulas retidas (bar) (L.m2h*.bar?)
Microfiltragdo 0,1-10 um 0,1-20 >50
Ultrafiltracdo 1-100 nm 1,0-5,0 10-50
Nanofiltragdo 0,5-5nm 50-20 1,4-120
Osmose Inversa <lnm 10 - 100 0,06-14

Os processos de separacdo envolvendo fases liquidas e que tém como forca motriz da
separacdo um gradiente de pressdo podem ser de dois tipos: filtragdo convencional, em
que o fluxo de fluido (suspensdo ou solugédo) alimentado é perpendicular @ membrana e
paralelo ao fluxo de permeado; e filtracdo tangencial, em que o fluxo de suspensdo ou

solucéo alimentada é perpendicular ao fluxo de permeado.

Na filtracdo convencional as particulas ou macrosolutos retidos formam uma camada ou
bolo sobre a membrana que aumenta de espessura com o tempo de filtracdo. Na
filtracdo tangencial, a espessura da camada depositada ndo aumenta indefinidamente,
pois as tensdes de corte, originadas pelo fluxo tangencial a superficie da membrana,
provocam o transporte das particulas ou macrosolutos de volta ao seio da solugédo
(Motta, 2006) (figura 4.2).
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a)Filtracdo convencional b) Filtracdo tangencial

Figura 4.2: Comparacéo entre filtracdo convencional a) e filtracdo tangencial b).
Fonte: Motta 2006

Os processos de separacdo com membranas possuem algumas vantagens em relacdo a
outros processos: economia de energia, selectividade, possibilidade de separar

compostos sensiveis ao calor e, simplicidade de operacédo e escalamento.

4.1.1 Microfiltracdo

A microfiltracdo é um processo de separacdo por membranas em que a forca motriz é a
diferenca de pressdo atraveés da membrana e 0s poros da membrana, para separacdo ou
concentracdo de particulas suspensas, de microrganismos, de grandes moléculas e de
emulsdes (Nogueira, 2003). Uma membrana tipica de microfiltracdo possui o tamanho
dos poros entre 0,1 e 10 pum, sendo portanto processos indicados para a retencdo de
materiais em suspensdo e emulsdo. Na microfiltracdo o solvente e todo o material
solivel permeiam a membrana. Apenas o material em suspensdo € retido. As
caracteristicas basicas do processo de microfiltracdo sdo resumidas na Figura 4.3
(Motta, 2006).
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Figura 4.3: Caracteristicas basicas da microfiltracdo

O desempenho da microfiltracdo em muitas aplicacdes é limitado pela colmatacdo de
membranas, que acarreta um decréscimo no fluxo de filtrado. As perdas continuas na
capacidade do filtro sdo devidas a formacdo de depdsito que surge naturalmente na
superficie da membrana durante a microfiltracdo e que, em adicdo a queda do fluxo da
membrana, age como uma membrana secundaria reduzindo a selectividade da

membrana original (Motta, 2006).

4.1.2 Ultrafiltracéo

A ultrafiltracdo é um processo de separacdo com membrana, em que o liquido a ser
tratado circula, sob uma certa pressdo, em contacto com a membrana. Através desta o
solvente e algumas espécies de baixo peso molecular conseguem passar para 0
permeado, enquanto que as moléculas de pesos moleculares maiores permanecem no
concentrado . Neste processo utilizam-se membranas microporosas, cujos diametros dos
poros estdo compreendidos entre 1 e 100 nm portanto mais fechadas do que as
membranas de microfiltragdo. Estas possuem baixa retencdo de sais e moléculas
organicas de massa molar inferior a 200 Da (1Da=1g/mol), e retém significativamente

moléculas de massa molar elevada, tais como polimeros, proteinas, e em geral de forma
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total particulas coloidais  (Mulder,1996 e Maurel, 1996). Na Figura 4.4 estdo
apresentadas as caracteristicas basicas do processo de ultrafiltracdo (Motta, 2006).

ULTRARILTRACAO

= A

TRANSPORTE CONVECTIVO

Figura 4.4: Caracteristicas basicas da ultrafiltracao.

Como as membranas de ultrafiltracdo apresentam uma distribuicdo de tamanho de poros
elas podem reter de maneira distinta, solutos de pesos moleculares diferentes. O
Coeficiente de rejeicdo, R, de uma membrana para um dado soluto é definido pala

relacdo:

Cp
R=1—— Equacdo 4.1
Co quac:

onde Cp e Co representam o concentracdo do soluto no permeado e na alimentacdo,

respectivamente.
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No caso da ultrafiltracéo, a selectividade de uma membrana €, em geral, caracterizada
pelo cut-off. Este é um termo usado para classificar membranas de ultrafiltracdo, sendo
um dado frequentemente fornecido pelos fabricantes de membranas. Contudo, o seu
significado é por vezes ambiguo, caso ndo sejam especificadas as condicbes de
determinagdo. Na maior parte dos casos indica a massa molar dos solutos a partir da
qual a rejeicdo é superior a 90 % (Maurel, 1996).

4.2. Coagulacéo /floculacéo

As aguas residuais e potaveis, em quantidades diferentes, contém material em
suspensdo, solidos que podem sedimentar e/ou sélidos dispersos que tém dificuldade em
sedimentar graviticamente. Uma parte desses solidos podem ser coloides. Nos coloides,
cada particula encontra-se estabilizada por uma série de cargas (eléctricas) superficiais
do mesmo sinal, as quais geram entre si repulsdo electrostatica. Uma vez que este
fendbmeno impede o choque entre as particulas, ndo existe tendéncia natural para que as
particulas formem agregados de maiores dimensdes, designados por flocos. As
operacdes da coagulacdo e floculacdo destabilizam os coloides originando a sua
agregacao e sedimentacdo. Isto consegue-se em geral pela adicdo de agentes quimicos

aplicando agitacdo (Trindade e outros, 2006).

Os processos de coagulacdo/ floculagdo tém sido utilizados para o tratamento de dgua
potavel e de efluentes industriais, tanto como etapa de pré tratamento como etapa de

tratamento terciario (Furlan, 2008).

Vulgarmente os termos coagulacéo e floculagdo utilizam-se indistintamente em relagéo
a formacdo de agregados de particulas. No entanto, convém salientar as diferencas
conceptuais entre estas duas operacdes. A coagulacdo corresponde ao fenémeno de
destabilizacdo da suspensdo coloidal, enquanto a floculacdo limita-se as accbes de
transporte das particulas coaguladas para provocar colisdes entre elas promovendo a sua

aglomeracdo (Trindade e outros, 2006).

O termo coagulacdo, deriva da palavra latina coagulare, que significa juntar. A
coagulacdo descreve o efeito produzido pela adicdo de um produto quimico a uma

dispersdo coloidal . Esta adicdo provoca uma destabilizacdo de um coloide produzida
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pela eliminacdo da dupla camada eléctrica que envolve as particulas coloidais com a
formacdo de nicleos microscopicos (Trindade e outros, 2006). Nesta etapa ocorre a

formacdo de particulas, que estardo propicias a realizar a etapa seguinte a floculag&o.

A floculacdo deriva do verbo Latino floculare, que significa formar um floco ou uma
aglomeracdo de particulas (Soares, 2004). Aglomeracdo das particulas desestabilizadas
primeiro em microflocos e posteriormente em aglomerados mais volumosos chamados

flocos.

Durante o processo de floculacdo, os agregados de particulas, inicialmente pequenos,
tendem a juntar-se em aglomerados de maiores dimensbes (capazes de sedimentar
graviticamente), quando se promove 0 contacto entre eles através de agitacdo da

suspensdo (Trindade e outros, 2006).

O tratamento prévio aos coloides, tendo em vista a sua separa¢do por precipitacao,
implica portanto duas etapas sequenciais (Trindade e outros, 2006):

1. Destabilizacdo (as teorias sobre 0o mecanismo deste fenomeno baseiam-se na
quimica coloidal e de superficies)
2. Transporte de nicleos microscépicos para formar agregados densos ( a teoria do

transporte baseia-se na mecanica dos fluidos).

Tém-se postulado diversas teorias para descrever o fenomeno das repulsdes entre
particulas coloidais. Essencialmente o que é necessario para caracterizar um sistema
coloidal é o conhecimento da natureza e amplitude das cargas electrostaticas das
particulas. A intensidade da carga superficial determina a distancia minima (de
equilibrio) a que as particulas se podem aproximar entre si. Quanto maior for essa carga,
maiores serdo as forcas de repulsdo e portanto maiores os impedimentos electrostaticos

a aproximacao das particulas (Matos e outros, 2007; Trindade e outros, 2006).

O potencial zeta é uma medida desta forca de repulsdo. Quanto maior for o seu valor
absoluto, maior sera a carga superficial da particula. A medida que diminui o seu
potencial zeta as particulas podem aproximar-se mais aumentando a probabilidade de
uma colisdo. Os coagulantes fornecem cargas de sinal contrario para atenuar ou eliminar
esse potencial. Note-se que no entanto a coagulacdo pode decorrer a um potencial baixo

sem necessidade de completa neutralizacdo. Se for adicionado demasiado coagulante as
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particulas ficam carregadas com sinal contrario (ao inicial) e podem voltar a dispersar-

se no liquido formando de novo uma suspensao estavel (Trindade e outros, 2006).

Para complementar e tornar efectiva a adicdo do agente coagulante é necessario
promover a homogeneizacdo da suspensdo para que se produza a destruicdo da
estabilidade do sistema coloidal (destabilizacdo). Para que as particulas se aglomerem
devem chocar entre si, sendo necessaria agitacdo do meio. O movimento browniano,
movimento aleat6rio induzido nas pequenas particulas ao serem atingidas por moléculas
da solucdo, estd sempre presente como uma for¢ca homogeneizadora natural. No entanto,
a sua ac¢do nao é suficiente sendo necessaria uma energia adicional de mistura, uma
agitacdo de grande intensidade que distribua o coagulante e origine colisdes rapidas.
Também sdo importantes na coagulacdo a frequéncia e o niamero de colisGes entre as

particulas (Trindade e outros, 2006).

Depois de adicionado o coagulante e realizado a operacdo de coagulacdo passa-se a
etapa de formacdo de flocos sedimentaveis. Pode acontecer que o floco formado pela
aglomeracéo de varios coloides ndo seja suficientemente grande para sedimentar com a
rapidez pretendida. Por isso, € por vezes conveniente utilizar produtos coadjuvantes da
floculagdo, designados simplesmente por agentes floculantes. Um floculante reune
particulas numa “rede”, formando “pontes” de liga¢do entre estas e¢ associando desta
forma as particulas individuais em aglomerados. A floculacdo é estimulada por uma
mistura lenta que junta (associa) pouco a pouco os flocos. Uma agitacdo demasiado
intensa pode desagregar os flocos rompendo as baixas energias de aglutinacéo entre as
particulas. Uma boa floculacdo favorece o tratamento das lamas (desidratacéo, filtracéo,
etc.) (Trindade e outros, 2006).

Normalmente, os coagulantes metalicos (sais de ferro e aluminio), sdo os mais usados
na clarificacdo de aguas (Barros e outros, 2002; Matos e outros, 2007). Tém a enorme
vantagem de actuar simultaneamente como coagulantes e floculantes. Em solucao, estes
agentes formam espécies complexas hidratadas e carregadas positivamente
(Fe(H,0)3* e AL(H,0)%%). No entanto tém o inconveniente de serem muito sensiveis a
variacbes no pH da solucdo. Se este ndo se encontra no intervalo adequado a
clarificacdo é pouco efectiva e pode solubilizar o ferro ou o aluminio originando

eventuais problemas no processo (Trindade e outros, 2006).
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A simulacdo dos tratamentos de coagulacdo/ floculagdo a escala laboratorial é
geralmente levada a cabo em aparelhos designados por Jar test. Os ensaios realizados
Jar test reproduzem as condi¢Bes segundo as quais se processara o tratamento fisico-
quimico a escala real (Furlan, 2008).

O decurso da operacdo de tratamento engloba trés fases fundamentais que na pratica
correspondem as trés etapas do processo: agitacdo rapida, que promove a dispersdo do
coagulante (coagulacdo); agitacédo lenta, que favorece a agregacdo dos flocos formados
(floculacéo); e a fase de repouso, durante a qual ocorre a sedimentacdo dos flocos e a
clarificacdo do liquido tratado (sedimentagdo) (Furlan 2008).

As dosagens de coagulante e auxiliar de coagulacdo necessérias para o tratamento de
um efluente séo de dificil determinacdo de forma analitica, pois existem inter-relacbes
complexas entre o coagulante quimico e os diversos componentes presentes nos
efluentes a serem tratados. Portanto, sdo utilizados os testes (jar test) para obter a
dosagem mais eficiente e econdomica de coagulante, para uma determinada intensidade e
duracdo da mistura. A gquantidade exacta de coagulante a ser usada e o valor de pH
Optimo para que ocorra sedimentacdo sdo determinados ensaios com adicdo de

quantidades crescentes de coagulante a um valor de pH pré-determinado (Furlan, 2008).

32



Material e métodos

5. Material e métodos

5.1. Inoculo e condiges de cultura

Os inoculos (lamas mistas) usados nos ensaios anaerobios foram desenvolvidos em dois
reactores descontinuos sem agitacdo, um em condicdes mesofilas (37+ 2 °C) e outro em

regime termofilo (55 + 2°C).

Ambas as populacbes foram alimentadas, por substituicdo do sobrenadante por

alimentacéo fresca, de forma descontinua em intervalos de 24h.

As figuras 5.1, 5.3 e 5.4 mostram as imagens em microscépio electronico de varrimento
das diferentes biomassas usadas, biomassa mesofila sem dreche, biomassa termofila
sem dreche e biomassa terméfila com dreche incorporada, respectivamente. Na figura
5.2 encontram-se imagens de microscopia electronica de varrimento de biomassa
mesofila com dreche incorporada (ndo usada neste trabalho) a titulo de comparagdo com

as restantes (Farropas, 2009).
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(a) (b)

Figura 5.1: Biomassa mesotfila, com formas esfericas (cocos) e bacilos agrupados,
incorporados na biomassa; a) granulos agrupados em colonias a uma ampliacdo de 5000 e

b)aspecto do gréanulo a uma ampliacéo de 100.

Format: 1024 x 768

@) (b)

Figura 5.2: Biomassa mesofila com dreche incorporada, (a) microrganismos com formas
esfericas (cocos) agrupados e bacilos agrupados, incorporados na biomassa; (b) microrganismos

em forma de bastdo (bacilos).
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a) b)

Figura 5.3: Biomassa termofila sem dreche, a) ampliacdao de 5000 e b)formacgédo de um granulo
a uma ampliacao de 300.

Figura 5.4:Biomassa termdfila com dreche parcialmente degradada e bem incorporada na

biomassa; a)ampliacdo de 500 e b)amplia¢éo 5000.

O substrato (glucose) foi dissolvido num meio de cultura (alimentacdo) com os
nutrientes essenciais ao desenvolvimento de populacdes anaerdbias mistas. O meio de
cultura foi resumido nas tabela 5.1 e 5.2. Para neutralizar e tamponizar o meio de
cultura utilizou-se bicarbonato de sédio (NaHCO3), ou um tampédo de fosfato (nos

ensaios da actividade).
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A caracterizagdo e quantificacdo da biomassa nos reactores foram realizadas atravées da

determinacdo dos so6lidos Suspensos (SS) e sélidos Suspensos Volateis (SSV). Admite-

se para este efeito que a concentracdo dos SSV é proporcional a concentracao de células

no inoculo.

Tabela 5.1: Composi¢do do meio de cultura utilizado para o desenvolvimento da biomassa

anaerdbia mista (adaptado de Bras, 2003 e Lopes, 2005).

Componentes Substéncia Concentragéo
CaCl, 0,058 g/L
KCI 0,025¢/L
NH,CI 0,017 g/L
) MgCl, 0,011 g/L
Nutrientes
Na,CO3 1 g/L
NaHZPO4Hzo 0,037 g/l_
Solucdo de micronutrientes 0,5 ml/L
NaHCO; 3,7-4g/L
Fonte de Carbono Glucose 1,50/L
NagHPO4 1,289/'.
Tampédo fosfato
NaH2P04 0,429/'.

A solucdo de micronutrientes, que € utilizada para a introducdo de oligoelementos,

continha a composicédo indicada na tabela 5.2.

Tabela 5.2: Composicao da solucdo de micronutrientes (adaptado de Lopes, 2005)

Compostos Concentracéo
H3BO; 0,1g/L
FeCl,.4H,0 4 g/L
ZnCl,.2H20 0,1g/L
CuCl,.2H,0 0,06 g/L

HCI (37%) 1 mL/L
(NH,;)6M007.4H,0 0,18 g/L
NiCl,.6H,0 0,1g/L
Na,Se03.5H,0 0,2 g/L
MnCl,.4H,0 0,5 mg/L
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A composi¢do de micronutrientes, compostos inorganicos, fornece 0s nutrientes

necessarios ao hom desenvolvimento da biomassa.
5.2. Dreche cervejeira

A dreche utilizada neste trabalho provém de uma empresa de producéo de cervejas da
regido de Lisboa, tendo sido utilizada sem qualquer processo de modifica¢do adicional.
A Unica operacdo a que foi sujeita constitui numa secagem a 60°C durante 12 h, da
responsabilidade da empresa e que teve como principal objectivo aumentar o seu tempo

de armazenamento, e reduzir os custos de transporte e armazenamento.

A dreche é um residuo granular castanho amarelado que resulta da separa¢do do mosto
durante o processo de fabricacdo da cerveja, é constituido por proteinas, glicidos,

lenhina, celulose, lipidos e cinzas.

A composicdo quimica da dreche cervejeira, utilizada neste trabalho, é descrita na tabela
53

Tabela 5.3:Composicdo quimica da dreche cervejeira utilizada, Silva e outros, 2004.

Componentes  Massa seca (%)

Cinzas 4,6
Extractivos* 9,5
Lignina 16,9
Holocelulose** 67,2

* Em etanol/tolueno
** Celulose + hemiceluloses, sendo a celulose 25,3 % da holocelulose

Na figura 5.5 encontra-se a imagem da dreche obtida em microscopio electronico de
varrimento.

5.2.1. Dreche Pré-lava

A dreche pré-lavada foi preparada com a dreche referida em 5.2, a qual foi colocada em
meio base (tabela 5.1) a 20%, durante 15 — 20 dias, com agitacdo duas vezes ao dia.

Estes ensaios foram efectuados em condicdes ndo esterilizada, a 37 +2°Ce50 +2°C.

5.2.2. Lixiviado da dreche

Foi considerado lixiviado da dreche o sobrenadante residual dos referidos em 5.2.1.
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& o G

(a) (b)
Figura 5.5:Dreche cervejeira observada por microscopia de varrimento; a) e b) filamentos da
dreche a diferentes ampliagdes:100 e 500 respectivamente.

5.3. Corante Acid Orange 7

O corante usado nos testes foi o Acid Orange 7 (AO7) — color Index n® 15510, com
forma molecular NaClsH11N,SO, e massa molar 350 g/mol. Na figura 5.6 esta a
representacdo da sua estrutura quimica.

Figura 5.6: Estrutura molecular do Acid Orange 7

O AO7 apresenta um pico de absorvancia maximo a um comprimento de onda de 482
nm, sendo a sua curva de calibracdo, determinada por Bras, 2003 num intervalo de

concentracdes do corante de 0-55mg/L, a seguinte:
Abs (482 nm) = (0,0590 + 0,0008) x C (AQ7) + (0,00 + 0,02) equacio 5.1

Em que Abs é o valor da absorvancia e C a concentragdo de corante (mg/L).
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5.4. Métodos analiticos

5.4.1 pH

Para medir o pH utilizou-se um aparelho de pH Methrom 744. A leitura do pH foi feita

no inicio de cada ensaio e no fim dos mesmos apds recolha de cada amostra.
5.4.2 Solidos

A determinagdo dos solidos suspensos (SS) e sélidos suspensos volateis (SSV), foi
realizada de acordo com as normas descritas no Standard Methods 1992.

Resumidamente para os SS, filtrou-se a vdcuo, com membranas Whatmann GF/C de 1,0
pm, um certo volume de amostra e os solidos retidos na membrana foram secos numa
estufa a 102 + 2 °C durante mais ou menos 24h. Os SS correspondem a diferenca de
peso entre a membrana com a amostra filtrada a vacuo e a mesma seca na estufa. Para
0s SSV, continuou-se 0 procedimento ja realizado para 0s SS em que a membrana e 0s
solidos contidos nela foram colocados na mufla a 550 + 50 °C durante 24 h. Os SSV

obtiveram-se pela diferenca do peso antes e depois da igni¢do na mufla.
5.4.3 Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

A determinacdo da CQO foi feita pelo método da oxidacdo em refluxo fechado, hum
digestor com dicromato, por titulacdo do dicromato que fica por reagir, apds a digestdo
do material organico. A digestdo das amostras foi feita em H,SO, a, durante 2 h, a 148
+2°C. Nestas condicdes, a matéria organica é oxidada a CO, e &gua. Para evitar a
interferéncia dos cloretos, usou-se sulfato de mercurio, que é adicionado a solucéo
padrédo de dicromato (solucdo I). Para garantir a oxidacdo dos alcoois e acidos de cadeia
longa usou-se o sulfato de prata como catalisador, que foi adicionado a solugdo de
H,SO, concentrada (solucdo Il). Para 1,5 ml de amostra adiciona-se 1 ml de solucgéo | e
2 ml de solucao Il. O excesso de dicromato foi titulado com uma solugdo de sulfato

ferroso amoniacal, usando-se como indicador uma solucéo aquosa de ferroina.

A CQO foi determinada na fase sollvel das amostras. As amostras recolhidas no final
dos testes foram previamente centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos a fim de

separar a matéria em suspensao.
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5.4.4 Cor

A andlise do corante foi feita por espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel
(entre 200 nm e 800 nm), tendo sido utilizado um aparelho de duplo feixe, Perkin-
Elmer, modelo Lambda 6. As diferentes leituras de absorvéancia foram efectuadas em
células de 1 cm de espessura.

5.4.5 Determinacao do teor de proteina

Neste trabalho o teor de proteina foi calculado a partir da determinacdo do azoto de
Kjeldahl. Para se obter o teor de proteina deve multiplicar-se o azoto de Kjeldahl por
um factor, k, o qual varia em funcdo do tipo de proteina. Para as bactérias e arquea
anaerobias utilizou-se um factor de Kjeldahl (kp) de 4,2 g-proteina/g-N-NH3 (Schmidt e
outros, 1994) e para a dreche de 6,25 g-proteina/g-N-NHj3 (Briggs, 1998).

O procedimento seguido para a determinagdo do azoto total de Kjeldahl foi o indicado
no Standard Methods,1992.

Este método baseia-se numa mineralizacdo dos compostos organicos contidos na
amostra, com formacdo de sulfato de amonio NH4HSO,, apds o que se procede a
libertacdo de amoniaco, por destilagdo, sendo fixado numa solugdo de &cido borico e
indicadores, realizando-se entdo uma titulacdo com acido sulfarico que permite obter o

valor de azoto presente na amostra.

Este método passa por trés fases: ataque da amostra, destilacdo e titulacdo. Durante o
ataque forma-se um complexo de cobre e amdnia que é decomposto pelo tiossulfato de

sodio.

A libertacdo do amoniaco contido no hidrogenossulfato de amonio consegue-se por
adicdo de base concentrada em quantidade suficiente para elevar o pH a valores iguais
ou superiores a 11, realizando-se de seguida a destilacdo. O destilado, contendo o
amoniaco é recolhido numa solugdo indicadora de acido borico, sendo fixado pelo

acido.

A concentracdo da amdnia foi entdo determinada por titulacdo com acido sulfurico, de
um modo indirecto, pois na préatica o acido mede a quantidade de ido borato presente na

solucdo. Calculou-se de seguida o teor de proteina expresso em mg NH3-N/L.
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5.4.6 Determinacéo da lignina

Este procedimento foi feito em dois passos: determinacdo da lignina solGvel que
permanece apos acidificacdo do meio (LS) e lignina precipitada em meio &cido (LPA).
A matéria insolivel pode conter cinzas e proteinas, o que deve ser contabilizado no
decurso da andlise gravimétrica. A lignina solivel é medida por espectroscopia UV-

visivel.

Sabendo a quantidade de lignina solivel e InsolGvel pode-se calcular a lignina total,
sendo esta dada por:

Lignina total = lignina solivel + lignina precipitada em meio 4cido Equagdo 5.2

5.4.6.1 Lignina precipitada em meio acido

Para a determinacdo da lignina precipitada em meio acido (LPA), inicialmente foi
adicionado a H,SO, concentrado até pH 2.5 para levar a precipitagdo da lignina,
deixando-se posteriormente decantar durante 24h.

Apos decantacdo, homogeneizou-se a solucdo e dividiu-se em duas partes de igual
volume, uma para quantificacdo gravimétrica (solucdo 1) e a outra para a determinagéo

do teor de proteina (solucéo I1).

Para a quantificacdo gravimetrica (determinacdo de SS, SSV e cinzas) filtrou-se a
solucdo | e procedeu-se como o ja descrito na seccdo 5.4.2 guardando-se o filtrado para

posterior analise da lignina soltvel.

As amostras usadas na quantificacdo do teor de proteina solucédo Il foram centrifugadas
durante 10 minutos a 4000 rpm, numa centrifugadora opendorf 5702RH. Concluida a
centrifugacao recolheu-se o sobrenadante, o qual foi adicionado ao filtrado da solucéo |
e homogeneizou-se esta nova solucdo. Transferiu-se o precipitado para um baldo de
50ml, perfazendo-se o volume com agua destilada, para posterior analise do teor de

proteina.

Na figura 5.7 encontra-se, numa forma esquematica, 0s passos seguidos para

determinacdo da lignina.
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l H>S04

~ Centrifugacdo
Amostra (V) Decantagéo 10 minutos -
Precipitagdo da lignina 24h (V) 4000 »
PH=25 rom
Ya PP. Diluigéo
A v 50ml
; Filtragdo para A
Determinacéo da Gaop Teor

quantificacdo
gravimétrica

lig. Insoltvel de proteina

. Sobrenadante
Filtrado  /

A 4

Solugéo contendo Determinagao da
Lignina soltvel lig. Soltvel

Figura 5.7: Esquema do procedimento para determinacéo da lignina.

O teor de lignina (L) foi calculado através da seguinte expresséo:

(L) = Pp da centrifugacdo (ou teor de SS) - teor de cinzas - teor de proteinas Equacéo 5.3

sendo a respectiva percentagem dada por:

% L= % x100 Equacio 5.4

O teor de cinzas é dado por:

Teor de cinzas (g/L) = SS — SSV (g/L);
em que

Pp — teor de precipitado (g/L),

SS- teor de solidos suspensos (g/L) e

SSV- teor de solidos volateis (g/L).

5.4.6.2 Lignina soluvel ap6s precipitacdo em meio acido

A determinacdo da lignina soltvel (LS) foi feita atraves da andlise espectrofotométrica
por UV- Visivel da solu¢do remanescente da filtracdo e do sobrenadante resultante da
centrifugacdo da lignina precipitada em meio &acido. A absorvancia foi medida ao

comprimento de onda de maxima absorcdo, seleccionado para este tipo de lignina,
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sendo usado como branco agua destilada (tabela 5.4). Esta etapa deve ser efectuada no
mais breve espaco de tempo, a fim de se evitar a hidrolise de compostos que poderdo
afectar a quantificacdo da lignina (de preferéncia nas primeiras 6 horas apos a recolha
da fraccéo solavel).

A quantidade de LS presente da amostra é assim dada pela seguinte equacao:

_ Abs*Vijirado *Diluicdo

LS Equacéo 5.5

€

em que

LS —lignina soltvel que permanece apés acidificacdo do meio;
Abs — absorvancia da amostra para 0 comprimento de onda de absor¢do maxima;
V — Volume de filtrado (ml);

¢ — Absortividade da biomassa a um comprimento de onda especifico (nm)

Tabela 5.4:Comprimento de onda de absorvancia maxima e constantes de absortividade para
determinacdo da lignina consoante o tipo de biomassa usado. (adaptada Sluiter, e outros;
2008)

Absortividade ao
comprimento de onda
recomendado (L/g.cm)

Comprimento de onda

Tipo de biomassa recomendado (nm)

Bagaco NIST SRM 8493 240 25

Restolho de milho — NREL 320 30

NREL — National Renewable Energy Laboratory

5.4.7 Microscopia electrdnica de varrimento

Para se realizarem as analises por microscopia electronica de varrimento (SEM-scan
electronic microscopy) a amostras de biomassa anaerébia meséfila e termofila
incubadas com dreche e sem dreche, foi necessaria uma preparacdo prévia destas.
Assim, foi introduzida um volume pequeno de cada amostra em receptaculos
individuais cilindricos de PVC perfurado milimetricamente, com dimens6es proximas

de 1,5 cm de diametro por 1,5 cm de altura. De seguida, todas as amostras foram
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imersas, por um periodo de 120 minutos, num volume de 25 ml de uma solucéo de
gluteraldeido a 4 %. Posteriormente, os receptaculos foram imersos, por periodos de 15
minutos, em sucessivas solugdes aquosas de etanol com concentragdes crescentes de 10,
20, 30, 50, 70 e 90%, finalmente, imersas por trés vezes consecutivas (15 minutos cada)
em etanol puro, para desidratacdo da amostra. Apos desidratacdo a amostra passou por
um processo de substituicdo do alcool por CO, e posterior metalizacdo com ouro. Apds
a preparacdo das amostras foram obtidas as imagens por SEM num microscépio
electrénico de varrimento Hitachis- 2700.

5.5 Metodologia experimental

55.1 Ensaios de actividade metanogénica especifica e biodegradabilidade
anaerébia

Os ensaios, de Actividade Metanogénica Especifica (SMA- Specific Methanogenic
Activity), e da Biodegradabilidade Anaerobia, foram realizados em sistemas
manomeétricos OxiTop OC 110, da WTW (figura 5.8). Estes sistemas permitem o
registo da variacdo da pressdo durante o periodo de incubacdo, em hPa, através de um
sensor electrénico. O incremento da pressdo nos frascos de incubacdo depende da

actividade metabdlica da biomassa, inoculo, nas condicGes especificas do ensaio.

Estes ensaios tiveram por objectivo quantificar o biogas produzido na conversdo de

substrato organico por culturas anaerobias durante um intervalo de tempo definido.

Sensor de pressao
OxTtop OC 110

<+— Placa de agitacdo

Microcontrolador

Figura 5.8: Frascos de incubagdo com Sistema OxiTop
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Os ensaios constituiram basicamente na incubacdo em continuo, de amostras de
biomassa anaerdbia mesofila e termofila, conforme as condi¢Bes pretendidas, em
frascos de 250 ml de capacidade, com agitacdo magneética, mantidos em estufas
termostatizadas a 37 + 2 °C, regime mesofilo e 50 + 2°C, regime termofilo

respectivamente.

A biomassa, inoculo referido na seccdo 5.1, foi previamente lavada duas vezes com
solugéo tampéo de fosfato (1.28 g/L Na;HPO, e 0.42 g/L NaH,PQO,), para remocao do
substrato residual. A lavagem foi efectuada a temperatura de incubacédo das culturas.

No inicio do ensaio, colocou-se em cada frasco de incubacdo 22 ml meio base (tabela
5.2) preparado com solucéo tampao de fosfato (59% v/v), biomassa previamente lavada
e sedimentada (26,5% v/v), e dreche cervejeira (6,5 v/v) humedecida em solucdo
tampao fosfato ou dreche pré-lavada (seccdo 5.2.2). Efectuou-se uma purga do meio
reaccional (biomassa, solucdo basal e dreche) com azoto durante cerca de 10 minutos.
Os frascos foram em seguida fechados, colocaram-se os sensores OxiTop e mantiveram-
se nas estufas termostatizadas em ambiente mesofilo e termoéfilo durante + 12 h, a fim
de se estimular o consumo da matéria organica armazenada nas células, e para
adaptacdo das lamas as condicdes especificas do ensaio, completando-se um periodo de
caréncia de substrato de aproximadamente 24 h. Apos este periodo, foi injectada de
solucéo concentrada de substrato (fonte de carbono soltvel a 55¢g/L), glucose ou acetato
de sodio (referida como acetato no presente trabalho) de forma a garantir no meio de
cultura dos frascos de incubacdo as concentraces pretendidas (3,85 g/L na fase
liquida). Simultaneamente e quando necessario injectou-se solucdo de corante (1g/L) de
modo a obter uma concentracdo na fase liquida nos frascos de 50 mg/L. A adi¢do do
substrato e corante foi cerca de 8% (v/v) de volume total da mistura reaccional. Para o
estudo da SMA usou-se como branco uma mistura reaccional idéntica, mas sem adicao
de substrato e corante (10ml biomassa + 25 ml meio base). No estudo da
biodegradabilidade o branco além de conter 10 ml biomassa e 25 ml de meio base,

também continha 2,5 ml de dreche cervejeira himida.

A composicao da solucdo basal é igual a do meio de cultura, sem fonte de carbono mas
com solucdo tampéo fosfato (20g/L Na,HPO,4.12H,0 e 2 g/L NaH,PQOy,).

A contagem do tempo de incubacéo iniciou-se ap0s a adicdo de substratos e corante. As

medicdes da variacdo de pressdo foram realizadas automaticamente pelo sensor de
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acordo com os intervalos de tempo programados, tendo sido a anélise da SMA efectuada
pela leitura de pressdo no controlador ap6s 24 h de incubacdo nos frascos,

considerando-se, normalmente, apenas os resultados obtidos nos primeiros 60 minutos.

Os ensaios foram realizados em duplicado, quer para determinacdo da actividade, quer
para a biodegradabilidade.

A SMA € em geral expressa em funcdo do volume de biogés, vindo expressa em
unidades de Lpiogasy@SSVX d). Os testes de actividades devem se efectuados com
culturas na fase de crescimento exponencial (excesso de substrato) na qual a reaccao
ocorre a velocidade méaxima. A actividade anaerdbia deve ser calculada a velocidade
maxima de producdo de biogéas, a partir do declive méaximo (m) da curva obtida por
representacdo dos valores do incremento da presséo em funcéo do tempo de incubacdo.

Para o célculo da SMA, converteu-se o valor do declive (hPa/h) em volume de biogas
produzido por hora, a partir da lei dos gases perfeitos e dividiu-se pela massa de
biomassa contida no frasco de incubacdo, quantificada como solidos suspensos volateis
(SSV). A equacdo 4.5 Apresenta a equacdo geral para a determinacdo da actividade

metanogénica especifica:

P>V g xV,
SMA=—2—m Equagdo 5.6

RXTxXm

em que:
SMA- actividade metanogénica especifica (Lpiogas/(SSV X d));
P-Variacdo de pressdo por unidade de tempo (Pa/d);

Vm- volume molar & presséo e temperatura de trabalho (m*/mol);
Vd- volume disponivel para o gas (m°);

R- constante dos gases perfeitos (8,314 J/(mol.K));

T- temperatura (K) ;

m- massa de biomassa (gSSV) e

Vd-Volume disponivel = Vtotal — Vmistura reaccional.

Nos estudos de biodegradacdo as medicdes de pressdo foram realizadas de acordo com

intervalos de tempo programados, entre 24 a 28 dias, sendo 0s seus valores registados e
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guardados nos sensores automaticamente. No final do periodo de incubacéo, os valores
foram transferidos para um controlador, e deste para um computador permitindo o

tratamento de resultados e respectiva representacdo grafica.

Terminados os ensaios (28 dias apds o inicio) as amostras foram recolhidas, e leu-se o
respectivo pH para posterior analise da biodegradabilidade anaerdébia. Para tal as
amostras foram centrifugadas para determinagdo de CQO, Cor, e lignina. A
concentracdo de corante foi determinada por espectrofotometria, sendo a absorvancia
medida ao comprimento de onda correspondente a absorvancia maxima (A max = 482
nm). A concentra¢do de corante em g/L foi calculada de acordo com a lei de Lambert-
Beer pela curva de calibragéo, equagéo 5.1.

Com base nas curvas cumulativas de biogés obtidas nos ensaios de biodegradabilidade
anaerdbia foi calculada a producdo média de biogas por unidade de massa de biomassa e
por unidade de tempo.

5.5.2 Ensaios de afinagdo

Recorreu-se aos processos de afinagdo com o objectivo de remover a carga poluente

residual

Os processos de afinacdo, usados em tratamento de efluentes, destinam-se normalmente
a complementar os processos anteriores, aumentando a eficiéncia de remocéo de solidos
em suspensdo, de nutrientes ou compostos toxicos especificos que ndo possam ser

eliminados pelos processos de tratamento convencionais.

Neste trabalho foram usados como processos de afinacdo, tecnologias de membranas,

mais propriamente a microfiltracdo, e também a testes de coagulacdo/floculacéo.

Em cada um destes métodos visou-se sobretudo reduzir a quantidade de matéria
organica, bem como a de outros solidos, mais propriamente a lignina, presentes no
efluente a tratar. A eficiéncia de cada tipo de tratamento foi determinada em funcéo da

capacidade de remocao de lignina e indice de carga organica (CQO).

Nos processos de afinacdo aqui estudados, usou-se dois tipos de efluentes de descarga

diferentes, provenientes do tratamento biolégico em bioreactores UASB — Upflow
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Anaerobiv Sludge Blanket, a operarem em condic¢fes termofilas (55 + 2°C) - efluente
terméfilo e meséfilas (34 + 2°C) — efluente mesofilo, com dreche incorporada no leito
da biomassa bacteriana. Os reactores em causa estavam a ser aplicados ao tratamento de

um efluente téxtil simulado sem adigéo de corantes.

5.5.2.1 Microfiltracéo

Os ensaios de microfiltracdo foram levados a cabo em uma célula da Amicon/Millipore
modelo 8010, onde foram realizados ensaios a baixa pressao (de 0,5 a 2 bar). Na figura
5.9 pode ver-se a célula de microfiltracdo com agitacdo Amicon/Millipore 8010 de 10

mL utilizada neste trabalho, bem como a sua representacdo esquematica.

Legenda:
1 -Tampa 6 - Agitador magnético
2 - Corpo da célula 7 - o-ring
3 - Suporte da membrana 8 - o-ring
4 — Base 9 —Ligacao ao tubo que vem da garrafa de N2

5- Suporte da célula (evita que a tampa salte) 11 — Tubo do permeado

Figura 5.9: Célula de microfiltragdo com agitacdo Amicon/Millipore 8010 de 10 ml.
Fonte: http://www.microglass.it

As membranas usadas neste trabalho foram membranas de microfiltracdo: FSM 0.45

PP, encontrando-se as suas caracteristicas resumidas na tabela 5.5.
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Tabela 5.5: Resumo das caracteristicas da membrana utilizada.

Membrana FSM 0.45PP

Material PVDF hidrofilico

Tipo de membrana  Microfiltragdo

Os ensaios de microfiltragho com membranas foram efectuados em duas partes
principais: uma primeira parte que inclui o estudo do fluxo critico para a membrana com
o efluente em estudo, e numa segunda parte foram feitos testes de microfiltracdo a um

fluxo abaixo do fluxo critico.

Primeiramente procedeu-se a determinacdo do fluxo critico, pois trabalhar em condicdes
de filtracdo a regime critico gera um consumo elevado de energia e aumento dos custos
de operacdo, como também a colmatacdo certamente irreversivel, uma vez que o fluxo
critico determina o fluxo a partir do qual se pode trabalhar na membrana sem haver
colmatacdo irreversivel, podendo causar sérios danos e membrana. Portanto a
determinacdo experimental do fluxo critico € importante para o bom desempenho da

membrana.

Previamente aos ensaios, de microfiltracdo, as membranas foram compactadas e
deixadas em repouso durante pelo menos 1 h imersas em &gua destilada. Esta
compactacdo foi feita fazendo passar dgua destilada, na célula de microfiltracdo com
agitacdo a 900 rpm, durante quatro minutos a 2 bar, repetindo-se este procedimento até

estabilizacdo dos fluxos.
Fluxo Critico

Antes e apos dos ensaios para a determinacdo do fluxo critico foram realizados testes de

permeabilidade hidraulica, para verificar a colmatacdo da membrana.

O ensaio de permeabilidade hidraulica foi levado a cabo na célula de filtracdo com
agitacdo de 900 rpm. Estes consistiram na introducdo de 10 mL de &gua destilada na
célula de ultrafiltracdo, registando-se a temperatura ambiente para poder corrigir sempre
cada valor para a temperatura de referéncia, 25 °C. Seguidamente ajustou-se o

manometro a pressao pretendida, (0,5; 1; 1,5 e 2 bar), recolheu-se volume para um copo
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previamente tarado, registou-se o tempo para recolha desse volume, mediu-se a massa
de permeado recolhido e calculou-se o fluxo de permeagdo a temperatura ambiente e

corrigido para 25 °C usando a seguinte equagao

(T °C)
Jv(25°C) = Jv(T /°C)——= 50 5.
( ) (I' ) " (25°C) Equagdo 5.7

onde
Jv( T/°C)- fluxo de permeado a temperatura de trabalho

J= v
Ax At

Equacdo 5.8

em que:

A- Area da membrana
At -Tempo de filtragdo

Mw - Viscosidade da agua

Sendo 1 calculada pela equacéo

_T(C)

mw(cP) =0.398+1.3%e %8 Equacdo 5.9

A permeabilidade hidraulica (Lp) pode ser calculada por regressdo linear dos valores
dos fluxos corrigidos para a temperatura de referéncia (25 °C) em funcéo da presséo, de
acordo com a equagao:

Lp = i—‘g Equacdo 5.10

Os ensaios para o calculo do fluxo critico também foram feitos na célula de filtracéo
com agitacdo de 900 rpm, em que se filtrou, a solucdo a ser estudada, durante 5 minutos
a diferentes pressdes (0,5; 1;1,5 e 2 bar) comecando-se com a pressao mais baixa,
registando-se os fluxos obtidos. Para cada valor de pressdo repetiu-se o procedimento
10 vezes excepto para a P =2bar, em que apenas se repetiu 5 vezes, até se verificar uma
variacdo pouco significativa de fluxos, que indicam a auséncia de colmatacdo

irreversivel.
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Microfiltracdo

Calculado o fluxo critico procedeu-se aos ensaios de microfiltracdo a fim de estudar a
remogdo de lignina nos diferentes efluentes em estudo. Para isso usou-se a célula de
microfiltragdo mas agora a pressao atmosférica com auxilio de uma bomba peristéltica,

Watson Marlow 101 U/R, que recolhia o permeado por sucgéo.

Todos os ensaios de microfiltragdo foram feitos durante 30 minutos. Para tal, encheu-se
a célula com 10 ml do efluente em estudo, e com o auxilio da bomba peristaltica
recolheu-se o permeado, cerca de 8 mL a uma velocidade de agitacdo do efluente de 900
rpm. Todos os ensaios foram feitos em quadruplicado.

Apos recolha dos permeados procedeu-se a analise destes, nomeadamente remocao de
CQO pelo método analitico referido no sub capitulo 5.4.3 e também analise da remocao
de lignina por espectrofotometria na regido do ultravioleta- visivel referida no sub-

capitulo 5.4.4.

5.5.2.2 Coagulacéo/floculacao

Os ensaios de coagulacao/floculacdo foram efectuados atraves do jar test, tendo-se
utilizado para o efeito um floculador de 6 posicBes, Stuart Scientific , modelo

Flocculator SW1, com uma velocidade variavel entre 7 e 240 rotagdes por minuto(rpm).

Os ensaios no jar test foram efectuados em trés fases: coagulacdo, realizada com a
agitacdo maxima, durante 2 minutos; floculacdo, durante 30 minutos a uma velocidade
de agitacdo igual a 20 rpm, e sedimentacdo das amostras (sendimentacdo), a qual
ocorreu durante 1 hora. Nestes ensaios de jar test usou-se como agente coagulante,
sulfato de Aluminio, Aly(S0,)3.16H,0 [97%], preparando-se uma solu¢do aquosa
(10g/L) deste.

Iniciaram-se os ensaios com 1L do efluente em estudo colocado em copos de vidro de
1L de capacidade, (previamente agitado para boa homogeneizacdo); introduziram-se as
pas de agitacdo dentro dos copos, ligou-se o aparelho e ajustou-se a velocidade de
agitacdo para 0 maximo. Seguidamente adicionaram-se a cada copo quantidades
crescentes da solucdo de agente floculante, preparada previamente (de acordo com a
tabela 5.6), mantendo-se a velocidade por mais dois minutos (coagulacdo); Apds este

periodo de tempo reduziu-se a velocidade de agitacdo para 20 rpm durante 30 minutos
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(floculacdo). Desligou-se a agitacdo, retiraram-se as pas e deixou-se 0 meio sedimentar
durante 1h (sedimentacdo). Apds sedimentacdo recolheram-se amostras de cada copo,

cerca de 100ml, do sobrenadante de cada copo para posterior analise.

Tabela 5.6: Volumes de solucdo coagulante adicionada em cada copo e respectiva concentragao
de coagulante no copo

V (mL) C (g/L)
Copo Sol.coagulante Dentro do copo

1(branco ) 0 0

2 10 0,1

3 25 0,25

4 50 0,50

5 75 0,75

6 100 1

(1) Usou-se como branco o efluente em estudo

Finalmente, procedeu-se a leitura do pH, espectrofotometria de UV-visivel, CQO,
turbidez e lignina de cada amostra retirada, assim como a determinacédo de lignina pelo
método descrito na sec¢do 5.4.6, bem como a analise espectrofotométrica. Fazendo-se

também estas andlises para o branco.

A leitura turbidez das amostras, foi feita usando um turbidimetro da marca Orbeco-
Hellige (Digital Direct Reading Turbidimeter), modelo 965-53 com trés escalas:0,00-
9,99; 00,0-99,9 e 000-999.
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6. Resultados e Discussao

6.1.Ensaios de  Actividade Metanogénica Especifica e
Biodegradabilidade Anaerobia

A digestdo anaerobia requer a actividade metabdlica estavel de uma populagdo mista de
bactérias, sendo a populacdo metanogénica a mais sensivel de entre os membros de todo
0 acervo bacteriano anaerébio (Lopes, 2005). Desta forma, um dos primeiros
indicadores da faléncia do processo da digestdo anaerobia € a diminuicdo da producéao

de metano.

Os ensaios da actividade metanogénica especifica consistiram em avaliar a capacidade
de culturas mistas, desenvolvidas em diferentes ambientes, termofilo e mesofilo, em
converter substratos soluveis (acetato e glucose) e solidos (dreche cervejeira) em
metano e CO,. Determinou-se a SMA de culturas mistas desenvolvidas com glucose, em
ambiente terméfilo e mesofilo e de culturas mistas desenvolvidas com dreche e glucose

em ambiente termofilo.

Os testes da SMA foram realizados de acordo com a metodologia descrita na seccéao
5.5.1,

A figura 6.1 mostra, a titulo de exemplo, uma das curvas obtidas por representacdo dos
valores de pressdo em funcdo do tempo de incubacdo, a partir da qual se determinaram
os valores das actividades. A actividade anaerobia foi calculada com base no valor do

declive maximo da curva, o qual representa a taxa maxima de producdo de biogas

53



Resultados e discussdo

(hPa/h). Esta taxa pode ser convertida em volume de biogés por unidade de tempo, pela
equacdo dos gases perfeitos. A SMA foi expressa em relacdo a massa de biomassa
introduzida em cada frasco de incubacéo, quantificada com base no teor de SSV.

A actividade metanogénica especifica foi medida no inicio da reaccéo, fase para a qual a
velocidade de formacdo de biogas, nas condi¢fes do ensaio, € maxima (ver seccao
5.5.1)

P (hPa)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
tempo (h)

Figura 6.1: Exemplo de uma curva experimental de actividade metanogénica, usando-se o
sistema OxiTop.

Na tabela 6.1 estdo representados os valores do teor de sdlidos suspensos e solidos
suspensos Vvolateis obtidos para os diferentes inoculos usados nos ensaios de SMA e
biodegradabilidade. Em cada frasco de incubacéo foi adicionado cerca de 26,5% (v/v)
de inoculo, de modo a obter um teor de inoculo no meio reaccional de 2,2-13,4 g
SSVIL.

Tabela 6.1: Caracterizacdo dos diferentes tipos de biomassa estudados, Solidos suspensos

(SST) e solidos volateis (SSV), para os diferentes ensaios.

Ensaios
Indculos la6 7all
SS(g/L) SSV (g/L) %inertes | SS (g/L) SSV (g/lL) %oinertes

Termofilas 1 89,2 22,2 75 74,0 15,7 79
Termofilas2  153,5 28,4 81 - - -
Termofilas 3 84,0 27,6 67 - - -
Termoéfilas4  204,6 46,9 77 - - -

Mesofilas 1 8,1 7,8 4 - - -

Mesofilas 2 16,7 13,5 19 - - -

Mesofilas 3 14,0 12,0 14 13,4 11,2 16
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Para os ensaios em regime termofilo usaram-se os inoculos desenvolvidos com glucose
(termdfilas 1, 2 e 3) e um inoculo tendo como fonte de carbono glucose (soluvel) e
substratos complexos presentes na dreche cervejeira (terméfilas 4). Neste caso 0s
valores de SMA foram calculados para as primeiras duas horas de ensaio (tabela 6.2).

Nos ensaios em regime mesofilo usaram-se trés tipos de inoculos (mesofilas 1,
mesdfilas 2 e mesofilas 3), todos desenvolvidos tendo apenas a glucose como substrato
principal. Os valores de SMA foram calculados para as primeiras duas horas de ensaio
com o inoculo meséfilas 3 e para os primeiros 20 minutos de ensaio com o0s inoculos
mesofilas 1 e 2 (tabela 6.3).

Nas tabelas 6.2 e 6.3 estéo indicados os valores médios das actividades metanogénicas
especificas para as diferentes condicfes testadas, em ambiente terméfilo e mesdéfilo

respectivamente.

Comparando os valores de SMA obtidos para os inoculos de biomassa termofila
incubada com glucose (termofilas 1, 2 e 3), verifica-se que se obtiveram actividades
muito menores para o inoculo termofilas 3, independentemente da fonte de carbono
adicionada. Considerando que o teor de SSV era idéntico nos 3 inoculos, bem como o
teor de inertes, e ainda que os tipos de substratos eram semelhantes (Tabelas 6.1 e 6.2)
dever-se-a4 admitir que as diferencas nos valores de SMA para o inoculo 3 se devem a
interferéncias originadas por oscilagbes de temperatura, presenca de algum teor de
oxigénio residual no meio e fugas de biogas nos frascos de incubacgdo. Estes factores
actuando de modo somativo poderdo originar discrepancias acentuadas nos resultados
finais. As fugas de biogas, principalmente a temperaturas tdo elevadas (50 * 2°C) , sdo
passiveis de ocorrer, pois o limite maximo de temperatura aconselhado pelo fabricante
para se efectuarem medicdes de pressdo com o equipamento Oxitop® da WTW, é de
50°C. A esta temperatura 0s sistemas tornam-se menos estanques e mais susceptiveis a
fugas. Por outro lado ndo se devem deixar de considerar possiveis efeitos de inibicdo

causados por eventuais erros na preparacdo dos meios de cultura.
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Tabela 6.2: Valores médios de SMA (Lbiogas/(gSSV.d)) e respectivos desvios padrdo, obtidos
para culturas mistas termdfilas. Os valores entre paréntesis indicam o nimero de réplicas (n).

Actividade Metanogénica Especifica (Lbiogas/(gSSV.d)

Ensaios Substrato adicionado Termdfilas1 Termdfilas2 Termdfilas3 Termofilas 4
1 Dreche 1,25 0,63 0,37 0,95
(1) +0,06 (2) +0,00(2) +0,11(2)
2 Dreche e glucose 1,18 1,1 0,40 0,78
+0,07 2) +0,2(2) +0,02 (2 +0,112)
3 Dreche, glucose e AO7 1,1 0,88 0,40 (1) 0,76
+0,22) +0,09(2) +0,008 (2)
4 Dreche e acetato 1,20 1,44 0,389 1,28
+0,03 (2) @ +0,009 (2) +0,06 (2)
5 Dreche, acetato e AO7 1,00 1,4 0,37 1,39
+0,06 (2) 40,12 10,02 (2) 10,02
6 Dreche e AO7 1,254 0,5 - 0,93
+0,073 (2) @ ™
7 Glucose 1,19 - - -
(1)
8 Lixiviado da dreche 1,2 - - -
(10%, v/v) 10,12
9 Dreche pré-lavada 1,48 - - -
+0,04 (2)
10 Dreche pré-lavada e glucose 1,2 - - -
+0,2(2)
11 Lixiviado da dreche 0,72 - - -
(50% , V/V)) +0,08 (2)

Termdfilas 1, 2 e 3- biomassa termofila desenvolvida com glucose; Termofila 4- Biomassa
termofila desenvolvida com glucose e dreche.

Relativamente aos ensaios efectuados com o inoculo terméfilas 4 (desenvolvido na

presenca de glucose e dreche), verifica-se que este apresenta actividades semelhantes as

obtidas com os inoculos termofilas 1 e 2 (desenvolvidos com glucose), ndo se

identificando efeitos significativos nos valores de SMA quando se utiliza um inoculo

adaptado a dreche e glucose.

Por comparacdo das actividades em funcdo do substrato adicionado (tabela 6.2)

observa-se que estas sdo mais elevadas na presenca de dreche e acetato (no ensaio 4 a
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SMA foi de 1,20+0,03 e 1,44 Lbiogas/(gSSV.d) para os inoculos terméfilas 1 e 2,
respectivamente, e de 1,28+0,06 Lbiogas/(gSSV.d) para as termdfilas 3). Sendo o acetato
um substrato directo das arquea metanogénicas acetoclasticas, a sua adi¢cdo ao meio de
cultura origina um estimulo a producdo de metano, a qual deve ser mais acentuada na
fase inicial das reaccdo bioquimicas. Para além disso, em condi¢Bes terméfilas a
metanogénese do acetato ocorre quer por via da descarboxilagad, quer pela oxidagdo do
acetato a CO, e H, seguida pela reducdo do CO, a CH,4 por co-culturas sintroficas
(Santos e outros, 2004).

A adicdo de glucose ndo afectou os valores de SMA. Relativamente a degradacdo da
dreche em meio anaerobio, sabe-se que esta contém na sua composicdo celuloses e
hemiceluloses (tabela 5.3), que por hidrélise podem originam acucares, nomeadamente
pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glucose,manose e galactose), que sao substratos
das bactérias fermentativas (fase acidogénica). A fase de hidrdlise consiste na primeira
etapa da digestdo anaerdbia, sendo necessarias 4 etapas da digestdo anaerdbia para

mineralizacdo dos compostos (sec¢éo 2.1).

A adicdo de corante com concentracdo (50mg/L) introduz uma ligeira diminuicdo das
actividades para a maioria dos ensaios, indiciando a existéncia de inibicdo para qualquer

dos inoculos (tabela 6.2).

Verifica-se uma actividade maior (tabela 6.2) quando se utiliza como substrato dreche
pré-lavada (SMA de 1,48+0,04 Lbiogas/(gSSV.d)) relativamente a obtida para a dreche
“tal qual” ( SMA de 1,25 Lbiogas/(gSSV.d)). Esta diferenca pode ser atribuida a um
processo de degradacdo mais facil, apos se tratar a dreche em meio base a 50 + 2°C, por
um periodo de 15-20 dias. O lixiviado da dreche causou inibi¢do da actividade quando
se aumentou a sua concentracdo no meio base de 10 para 50% (v/v), tendo-se registado
uma diminuicdio de SMA de 1,20+0,10 Lbiogas/(gSSV.d) para 0,72+0,08
Lbiogas/(gSSV.d), respectivamente.

A actividade da biomassa mesotfila, desenvolvida com glucose, para os diferentes tipos
de substrato, revela também uma elevada variabilidade de resultados (Tabela 6.3). Os
inoculos mesofilas 1 e 2 foram testados apenas durante 24 horas, tendo-se calculado a
actividade nos primeiros 20 minutos de ensaio. Os valores de SMA foram mais elevados

nestes 2 inoculos relativamente ao inoculo mesofilas 3. Neste Ultimo caso, a actividade
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foi calculada nas primeiras 2 horas de ensaio, tendo o tempo total de teste sido de 28
dias. Assim, esta actividade resulta da média de um conjunto de valores muito mais
elevado e maiores tempos de reac¢do, 0 que pode levar a presenca de produtos
metabdlicos no meio que afectam a velocidade de reaccdo directa ou a formagdo de
patamares associados a adaptacdo do inoculos aos substratos multiplos, dentre deste
intervalo de tempo, diminuindo o declive da curva de actividade em regime mesofilo e

consequentemente os valores de SMA (Figura 6.1).

Os valores de SMA mais elevados para as mesdfilas 1 em comparacdo com mesofilas 2
(Tabela 6.3) podem atribuir-se ao menor teor de inertes presente no inoculo mesoéfilas 1
(Tabela 6.1)

Tabela 6.3: Valores médios da SMA (Lbiogas/(gSSV.d)) e respectivos desvios padrdo obtidos
para culturas mistas mesofilas, para os diferentes substratos adicionados. Os valores entre
paréntesis indicam o niamero de réplicas (n).

Actividade Metanogénica Especifica (Lbiogas/(gSSV.d)

Ensaios Substrato adicionado Mesofilas 1 Mesofilas 2 Mesofilas 3
1 Dreche 2,4 1,8 0,56
@ +0,1@2) + 0,06 (3)
2 Dreche e glucose 2,75 1,66 0,80
+0,012 +0,02 (2 +0,08 (4
3 Dreche, glucose e AO7 2,2 1,14 0,67
+04©2 + 0,032 +0,08(4)
4 Dreche e acetato - 1,14 0,47
+0,08(2) +0,09 (3
5 Dreche, acetato e AO7 2,2 1,08 0,45
+022 + 0,032 + 0,044
6 Dreche e AO7 2,4 1,01 0,41
+0,22) +0,08(2) + 0,019
7 Glucose - - 0,5
(€]
8 Lixiviado da dreche - - 0,51+0,00
(10%, v/v) @
9 Dreche pré-lavada - - 0,5

@

10 Dreche pré-lavada e glucose - -- -

Mesofilas 1,2 e 3- biomassa mesofila desenvolvida com glucose
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Relativamente a fonte de carbono, os valores mais elevados foram obtidos para a
mistura de substratos dreche e glucose. A adicdo de acetato como substrato soltvel ndo
teve o efeito estimulador observado nas termdfilas (Tabela 6.2). Este tipo de resposta
pode dever-se ao facto de em regime mesofilo o acetato ser preferencialmente utilizado
pelas metanogénicas acetoclasticas, ndo sendo favorecidas outras vias metabolicas

alternativas para a sua degradacgéo.

A par do observado em regime termofilo a adicdo de corante origina uma diminuicao da
SMA. A titulo de exemplo a SMA obtida com biomassa mesofila 1 (dreche e glucose)
diminuiu de 2,75+0,01 Lbiogas/(gSSV.d) para 2,20+0,40 Lbiogas/(gSSV.d) ao se
adicionar AO7 (Tabela 6.3).

Brés, 2003 obteve para culturas meséfilas mistas incubadas com glucose valores de
actividade de 0,66+0,03 Lbiogas/(gSSV.d). Lopes, 2005 obteve para 0 mesmo tipo de
cultura e substrato valores de 0,27+0,09Lbiogas/(gSSV.d). O mesmo tipo de populacéo
desenvolvida com glucose, quando incubada com acetato revelou uma actividade
significativamente menor, de 0,099+0,03 Lbiogas/(gSSV.d),de acordo com Lopes,
2005. No presente trabalho obteve-se um valor de 0,5 Lbiogas/(gSSV.d) para culturas
mistas mesofilas incubadas com glucose. Refira-se ainda que o acetato suplementado ao
substrato complexo (dreche) em populacdes mesoéfilas mistas ndo surtiu alteracdes nos
valores de SMA (Tabela 6.3). Estes valores de SMA encontram-se dentro do referido na
literatura sobre resultados de actividade anaerdbia, podendo as diferencas estar
associadas a diferentes fases de crescimento da biomassa mesofila. A composicdo do
meio de cultura de desenvolvimento do inoculo, principalmente do tipo de substrato, e 0
tipo de reactor influenciam a actividade anaerObia da biomassa e determinam a
composicao e a morfologia da comunidade microbioldgica (Frang e outros, 1994 citado
e Bras, 2003).

A escassez de resultados de SMA em regime terméfilo ndo permitiu estabelecer
comparacdes com a literatura. Os valores para a SMA foram superiores aos obtidos em
regime meso6filo se calculados nas primeiras 2 horas de ensaio (Terméfilas 1 — Tabela
6.2 e Mesofilas 3 — Tabela 6.3). Convém realcar que os testes em termofilo foram
efectuados a 50 + 2°C, temperatura inferior a tipicamente usada nestes sistemas (entre
55 e 65°C).
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Para um estudo mais aprofundado da biodegradabilidade anaerdbia destes substratos,
seguiu-se o procedimento indicado na seccdo 5.5.1, tendo-se prolongado os testes por
um periodo de 28 dias. Utilizaram-se os inoculos terméfilas 1e mesofilas 3 (Tabela 6.3),
estando o teor de SSV indicado na Tabela 6.1.

Na figura 6.2 encontram-se representados exemplos de algumas curvas da evolucdo da
producdo de biogas resultante da degradacdo dos diferentes substratos adicionados nos
testes de biodegradabilidade realizados em ambiente termofilo, durante 24 dias.

—— Dreche e glucose
400 - — Dreche, glucose e AO7
—— Dreche e AO7

3507 Dreche pré-lavadae glucose ——
300 - rec epré- ava aegucos

e
-

= 250 -
£ 200 |
a 150 "
o0 o ——
50 +
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25
tempo (d)

Figura 6.2: Exemplos de curvas de pressao de biogas acumulado em fungdo do tempo, para 0s
diferentes substratos adicionados & biomassa termofila.

Para os ensaios termofilos, a maior producdo de biogas foi obtida quando se usou

dreche e glucose como substrato (Figura 6.2 e Tabela 6.4).

Na figura 6.3 encontra-se representada a evolucdo da producao de biogas resultante da
degradacdo dos diferentes substratos adicionados nos testes de biodegradabilidade

realizados em ambiente meséfilo, apresentando-se as curvas em duplicado.
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Figura 6.3: Exemplos de curvas de presséo de biogas acumulado em funcgdo do tempo, para 0s
diferentes substratos adicionados, a biomassa mesofila.
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Figura 6.3 (continuacgdo): Exemplos de curvas de pressao de biogas acumulado em funcéo do
tempo, para os diferentes substratos adicionados a biomassa mesofila.

De acordo com o obtido para os testes em termofilo observou-se em regime mesofilo
uma maior acumulacdo de biogas para os substratos multiplos glucose/dreche (Tabela
6.4 e Figura 6.2).

O ensaio que continha dreche e acetato, como substrato, acumulou uma maior
quantidade de biogas na fase inicial (até ao vigésimo dia), altura a partir da qual se
obtiveram valores cumulativos mais elevados para os substratos dreche e glucose (entre
0,033 e 0,040 Lbiogas/gSSV.d); o maior volume de biogas acumulado para estes

ensaios, esta de acordo com os valores mais elevados obtidos para a SMA (Tabela 6.3).

A adicdo de substratos sollveis (glucose e acetato) parece favorecer a degradacdo da
dreche, quer em regime mesofilo, quer em termofilo. Os valores calculados para a taxa
especifica média de utilizacdo do substrato (Tabela 6.4) corroboram essa ideia. A

presenca de corante implicou em geral uma diminui¢do do biogas gerado.

Na fase inicial de reaccdo (até cerca de 5 dias) registou-se uma taxa de producdo de
biogas mais elevada em regime termofilo (Figura 6.2), comparativamente a obtida em
regime mesofilo (Figura 6.3). Estes resultados podem justificar-se pelas diferencas de

concentracdo dos inoculos usados nos ensaios (Tabela 6.1), ndo se reflectindo nos
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valores de SMA por esta ser uma taxa especifica (calculada por unidade de massa de
biomassa).

Tabela 6.4: Quantidade média de biogas produzido (Lbiogas/(gSSV.d)) para os diferentes
inoculos, mesofilo e termofilo, indicando também os respectivos desvios padrdo. O nimero de

réplicas esta indicado entre paréntesis (n).

mLbiogas/(gSSV.d)

Ensaio Substrato adicionado Termdfilo  Mesofilo

1 Meio base - -

2 Dreche - 15

3 Dreche e Glucose 40 (1) 33

4 Dreche, Glucose e AO7 27+1 (2) 40+11

5 Dreche e Acetato - 2545 (2)

6 Dreche, Acetato e AO7 - 30+19 (2)

7 Glucose 10 () 13

8 Dreche e AO7 4 (1) 8+2 (2

9 Lixiviado da dreche - 2@

10 Dreche pré lavada e glucose  36+1(2) -

11 Drehe pré lavada (10%, v/v) 4 (1) -

Alguns exemplos comparativos das curvas cumulativas de biogas em regime termofilo e

mesofilo estdo apresentados na Figura 6.4.
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Figura 6.4: Exemplos de curvas da pressao de biogas acumulado em funcéo do tempo para as
diferentes condi¢cdes ambientais, mesofilas (mesotfilas 3) e termdfilas (termdfilas 1).

Os valores de CQO das solucdes adicionadas aos diferentes tipos de inoculo no inicio e

nas amostras recolhidas no final dos ensaios de biodegradabilidade anaerébia em

sistemas mesofilos e termofilos estdo indicados nas Tabelas 6.5 e 6.6.
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Tabela 6.5:Valores de CQO inicial dos meios com os varios substratos testados

Solugéo inicial CQO inicial (mg/L)

Meio base 13,30

Acetato 1757+166

Glucose 2398+386
AO7 83+19
Acetato e AO7 1494
Glucose e AO7 2663
Lixiviado da dreche termdfilo 6812
Lixiviado da dreche mesofilo 8301

Tabela 6.6: Valores médios da CQO residual e correspondentes desvios padrdo das amostras
recolhidas no final dos ensaios de biodegradacdo para os diferentes substratos adicionados, para
0s ambientes em estudo.

CQOfinal (mg/L)

Ensaio Substrato adicionado Termofilo Mesofilo
1 Meio base 273+13 416+97
2 Dreche 1488+660 4254220
3 Dreche e Glucose 1717+173 872+410
4 Dreche, Glucose e AO7 2194456 342+161
5 Dreche e Acetato 2502+129 3424247
6 Dreche, Acetato e AO7 1880+116 518+205
7 Glucose 598+56 415+147
8 Dreche e AO7 15534289 436+29
9 Lixiviado da dreche (10% v/v) 505+28 145+29

10 Dreche pré lavada e glucose 798+56 1743+234
11 Dreche pré lavada 678+28 13704293

Os substratos residuais gerados por degradacdo da dreche apresentam valores mais
elevados de CQO em regime termofilo, na maioria dos ensaios. Apesar de se obterem
curvas de producdo de biogas na fase inicial mais elevadas em regime termofilo, ao
final de 24-28 dias de ensaio, a producéo de biogas é mais elevada em regime mesofilo.
Em regime termofilo parece ocorrer uma maior acumulacdo de produtos os quais
contribuem para o aumento da CQO. Saliente-se no entanto, que a dreche pré-lavada é
mais facilmente degradada em termofilo, possivelmente por lixiviacdo de alguns
componentes da fase solida para a fase liquida e por poder ocorrer hidrolise parcial de

alguns compostos, o que facilita a fermentacdo acida e a metanogénese. Contudo, no
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processo de degradacdo da dreche “ tal qual” em regime termofilo os produtos
lixiviados para a fase liquida parecem introduzir algum efeito inibitdrio nas fases de
fermentacdo 4cida e metanogénica, por acumulacao destes, e 0 consequente aumento da
CQO residual (tabela 6.6). Neste sentido foram obtidas percentagens de remocdo de
CQO para o ensaio com lixiviado de dreche a 10% (v/v) em meio base em regime
terméfilo de 26%, indicando baixa biodegradabilidade.

Os espectros de UV-visivel do sobrenadante das solugdes residuais recolhidas no final
dos ensaios, indicam bandas de absorcéo significativamente mais largas nos ensaios em
terméfilo para os substratos dreche, glucose e acetato (figura 6.5 (a) e (b); e figura 6.6
(a)). Estes resultados estdo de acordo com valores de CQO residual obtidos nos ensaios
terméfilos, os quais sdo mais elevados do que os dos ensaios mesoéfilos (Tabela 6.6).

Para a dreche pre-lavada, os valores mais elevados da CQO residual em regime
mesofilo sdo corroborados pelas absorvancias mais acentuadas na regido do UV (Figura
6.6 (b)).

5,0 1 Termofilo Meséfilo
45 - >0 1
4,0 451
"~ Meio base
35 40 1 ---- Meiobase
8 Dreche 3,5 Dreche
§ 3,0 ——— Dreche e glucose -g 30 - Dreche e glucose
< c ,
2 ) —— Dreche e acetato ° ' ¢ c
< 20 2204\
< \
1,5 - 1,5 -
1,0 - 1,0 -
0,5 - 0,5 A
0,0 T T T T T i 010 T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda(nm)
(@) (b)

Figura 6.5:Exemplos dos espectros tracados para UV-visivel do sobrenadante das solugdes
residuais recolhidas no final dos ensaios: (a) termofilo e (b) mesofilo.
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Figura 6.6: Espectros tracados para UV-visivel do sobrenadante das solucdes residuais
recolhidas no final dos ensaios termdfilo e mesofilo, usando como substrato (a) dreche e (b)
dreche pré-lavada.

6.2. Remocdao de corante AO7

O estudo da degradacdo do corante AO7 foi efectuado através de espectrofotometria do UV —
visivel, como o indicado na sec¢do 5.4.4. Nas figuras 6.7 e 6.8 estdo representados 0s espectros
tracados para os diferentes meios de cultura testados, termofilo e mesofilo respectivamente, no

final dos ensaios de biodegradacao anaerdbia.

4,0 40 1
3,5 A
3,5 1 ——— A07 ’ ———A07
3,0 - —— Dreche, glucose e AO7 © 3,0 1 —— Dreche, acetato e AO7
S 2,5 - g 2,5 -
<% «g 20 -
2 20 - g2
2 315 -
-2 1,5 1 < Y
1,0 - 1,0 A
0,5 - 0,5 -
0,0 T T T T T \ OIO T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 6.7: Espectros obtidos no final do ensaio de biodegradabilidade para o ensaios termdfilo em que
houve adicdo de corante AO7 (C0=33,9 + 0,6 g/L).
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Figura 6.7 (continuagéo): Espectros obtidos no final do ensaio de biodegradabilidade para o ensaios
termofilo em que houve adicdo de corante AO7 (C0=33,9 + 0,6 g/L).
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Figura 6.8: Espectros obtidos no final do ensaio de biodegradabilidade para os ensaios meséfilos em que
houve adicdo de corante AO7 (C0=33,9 + 0,6 g/L).
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Verifica-se que para o final de todos os ensaios efectuados o corante foi reduzido praticamente
na sua totalidade, sendo um pouco mais notorio para os ensaios onde foi utilizada glucose como
substrato soltvel. A descoloragdo anaerdbia do corante AO7 deve-se a redugdo da ligagdo azo. A
adicdo de dreche a biomassa implica o desenvolvimento de culturas mais diversificadas, além de
poder actuar como agente condicionador, adsorvente e transportador de electrdes, factores que no
seu conjunto favorecem a descoloracdo. A possibilidade de ocorrer mineralizacdo de algumas
aminas é de se considerar, contudo sdo necessarias analises de HPLC (ndo efectuadas no ambito
do presente trabalho) para se confirmar esta hipotese.

Na tabela 6.7 estdo representados os valores da concentragéo residual de AO7 (mg/L), bem como
as respectivas remocdes (%). As concentragdes foram calculadas usando a recta de calibragédo
para a corante determinada por Bras, 2003 (ver secc¢do 5.3). Para o célculo da remoc¢édo usou-se o

valor da concentracdo inicial, CO, que foi em média de 33,9+0,6 mg/L

Tabela 6.7: Valores médios da concentracao final de corante AO7 e remocdo média do mesmo para 0s
diferentes meios de cultura estudados, representando-se também os respectivos desvios padrdo. Entre
paréntesis esta indicado o nimero de réplicas (n).

Concentracdo final de AO7 (mg/L) | Remoc¢ao de AO7 (%)
Substrato adicionado Mesofilo Termofilo Mesofilo  Termofilo
Dreche, Glucose e AO7 3,8+0,7 1,5+0,2 89+2 95,6+0,7
(2 (2) 2 (2
Dreche, Acetato e AO7 6+1 2,2+0,5 84+4 93+2
(2 (2) (2) (2
Dreche e AO7 4,340,6 2,3+0,2 87+2 93,1+0,6
(2) (2 (2) 2

Co(AO7)= 33,9+0,6 mg/L (A=482nm)

Ocorreu remogédo do corante em todos o0s ensaios analisados. Para ambas as condi¢fes
em estudo verifica-se uma eficiéncia de remocdo do AO7 acima dos 84%, sendo mais

acentuada em regime termofilo (entre 93,0+2,0 e 95,6+0,7%).
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6.3 Degradacao da lignina

Com o objectivo de se avaliar a degradacdo dos compostos lenho-celulésicos presentes
na dreche cervejeira, para além da CQO, efectuou-se a quantificacdo da lignina no licor
sobrenadante (fase liquida), no final dos ensaios de biodegradabilidade. A determinagéo
da lignina foi feita ap6s acidificagdo do meio (pH de 2,5), nas duas fases resultantes
(como descrito no subcapitulo 5.4.6): lignina solivel que permaneceu no licor
sobrenadante ap6s a acidificacdo (LS) e lignina precipitada em meio &cido que
precipitou (LPA). A soma das duas frac¢des (LPA+ LS) foi usada no célculo da lignina
total da fase liquida (LT). Paralelamente quantificou-se o teor de proteina que precipitou

com a lignina em meio &cido.

Estas analises foram efectuadas para os ensaios em que se utilizaram os inoculos

termofilas 1 e mesofilas 3 (Tabela 6.1).

Nas tabelas 6.9 e 6.10 encontram-se o0s valores obtidos pela analise gravimétrica
(sélidos suspensos — SS, solidos suspensos volateis — SSV e cinzas) e para o teor de

proteinas em regime termofilo e mesoéfilo, respectivamente.

A quantidade de precipitado formada apés a acidificacdo do licor residual (teor de SS)
dos ensaios termofilos foi mais elevada quando se utilizou apenas dreche como
substrato (0,8 £ 0,2 mgSS/L, variando a percentagem de SSV entre 29 e 38%) (Tabela
6.8). Para substratos multiplos (dreche e acetato ou dreche e glucose) o teor de SS
diminuiu a percentagem de SSV no precipitado foi também mais baixa (variou entre 7 e
20%). A percentagem de SSV foi mais elevada na dreche pré-lavada (cerca de 74%)
relativamente a dreche, indicando uma maior susceptibilidade de degradacdo da
primeira em condicdes termofilas (de acordo com os valores de CQO, Tabela 6.6).
Observou-se também uma formacdo de precipitado relativamente mais baixa (valor de
SS de 0,23 £ 0,02 gSS/L), a par de um menor teor de proteina (35+ 1 g proteina/L) nos
ensaios com dreche pré-lavada. O teor de proteina variou entre 23 £ 9 e 116 ¢

proteina/L.

Para os ensaios mesoéfilos (Tabela 6.9) o teor de precipitado variou entre 0,19 + 0,04 e
0,74 £ 0,07 gSS/L, tendo sido mais elevada para a dreche pré-lavada. Neste Gltimo caso
obtiveram-se valores de CQO residual também mais elevados (Tabela 6.6), indicando a

presenca de compostos de dificil degradacdo nestas condicdes de ensaio. O teor de
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proteina variou entre 12 + 1 e 381 + 29 g proteina/L, sendo também maior para a dreche
pré-lavada.

Tabela 6.8: Valores médios da quantificacdo gravimétrica e respectivos desvios padréo, obtidos
no licor sobrenadante recolhido nos ensaios com culturas mistas termoéfilas 1. Os valores entre

paréntesis indicam o numero de réplicas (n).

Ensaio  Substrato adicionado SS SSv Cinzas  Teor de proteinas
(g/L) (g/L) (g/L) (g proteina/L)

0 Meio Base 0,3 0,13 0,2 73
40,1® +0,07@) 10,20 1123

1 Dreche 0,8 0,3 0,5 116

(1) @ €] @

2 Dreche e Glucose 0,3 0,021 0,2 48
+02@ +0,008@» +02@ 1@

3 Dreche, Glucose e AO7 0,481 0,06 0,42 23
0,009 10,03 +0,06 (2) 19

4 Dreche e Acetato 0,4 0,05 0,3 80
103 0@ +03@ 2

5 Dreche, Acetato e AO7 0,5 0,1 0,43 88
012 0,1 0,04 (=2 +19 2

6 Dreche e AO7 0,8 0,23 0,7 65
+0,2@ +0,06(2 +0,2¢) +12 (2

7 Glucose 0,2 0,1 0,062 67
012 +0,12» +0,002¢) +16 2

8 Lixiviado da dreche 0,20 0,12 0,080 34
(10%, viv) +0,07 (2 +0,07 2 +0,002 (2 +14 (2)

9 Dreche pré lavada 0,23 0,17 0,06 35
40,02 +0,02¢2 +0,02 (2 1@

10  Dreche pré lavada e glucose 0,147 0,07 0,07 54
+0,003 29 +0,042) +0,04 (2 +10 (2
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Tabela 6.9: Valores médios da quantificacdo gravimétrica e respectivos desvios padrdo, obtidos
no licor sobrenadante recolhido nos ensaios com culturas mistas meséfilas 3. Os valores entre
paréntesis indicam o numero de réplicas (n).

. - SS SSV  Cinzas Teor de proteinas
Ensaio  Substrato adicionado (/L) (/L) (/L) (g proteina/l)

0 Meio Base 0,4 0,20 0,2 94
40,13 40,0433 +0,2(3 +203)

1 Dreche 0,6 0,1 0,5 133

(1) 1) €] (€]

2 Dreche e Glucose 0,5 0,176 0,3 12

40,120 40,0052 +0,1 @

3 Dreche, Glucose e AO7 0,4 0,13 0,22 17
+0,125(n=2) +0,10 29 +0,02 (2 +8 (2)

4 Dreche e Acetato 0,5 0,17 0,3 18
+0,2@ 40,032 +0,1¢) +8 ()

5 Dreche, Acetato e AO7 0,558 0,16 0,40 56
+0,002 @) +0,02 29 +0,03 (2 +20 (2

6 Dreche e AO7 0,5 0,21 0,3 23
+03@ +01@ +02@ +8 ()

7 Glucose 0,40 0,2 0,17 127
+0,072 +0,1¢ +0,08 (2 +16 (2)

8 Lixiviado da dreche 0,19 0,08 0,14 77
(10%, viv) +0,04 2 +0,05@ +0,01 ) +37 (2)

9 Drehe pré lavada 0,74 0,4 0,3 381
10,072 +02@ 0,2 +29 (2)

10  Dreche pré lavada e glucose 0,6 0,27 0,4 278
031 0,042 0,3 +89(2)

O teor de proteina do meio base pode resultar da lise das células e das substancias

extracelulares poliméricas.. Ao final de 24-28 dias as células sem substrato podem

rebentar libertando produtos metabolicos residuais (com estrutura semelhante a das

substancias humicas) para o meio reaccional, o que contribui para a libertacdo de

proteinas. Nos ensaios com glucose, sendo este um substrato de rapida assimilacao,

espera-se obter ao final de 28 dias uma situacdo semelhante a do meio base (Tabelas 6.8

e 6.9). Neste sentido, os valores de CQO residual no ensaio com meio base e no ensaio

com glucose foram também relativamente proximos (Tabela 6.6).
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As andlises ao teor de lignina (Tabelas 6.10 e 6.11) revelaram uma elevada
variabilidade, independentemente do tipo de substrato adicionado (a lignina total, LT,
variou entre 0,068+0,008 e 0,24+0,05 g/L em regime terméfilo e entre 0,022+0,009 e
0,0,20+0,03 g/L em regime mesofilo). Em regime termdfilo os valores mais baixos de
lignina precipitada em meio &cido (LPA) e total (LT) foram para os meios que
continham dreche e glucose ou dreche e acetato (Tabela 6.10). Assim, a matéria
organica presente nas amostras recolhidas no final dos ensaios (expressa em termos de
CQO, Tabela 6.6) podera ser originada pela lignina residual (embora em baixas teores)
e por outro tipo de compostos, nomeadamente proteinas residuais, polifenois, acidos
volateis e ainda outros produtos intermediarios resultantes do metabolismo anaerdbio,

que sdo mais dificilmente degradados a temperaturas mais elevadas (50 * 2 °C).

Em condicGes termofilas a lignina parece ser mais degradavel para substratos maltiplos
(dreche e glucose ou dreche e acetato) independentemente da dreche se encontrar na
forma hidrolisada ou “tal qual”. O teor de lignina precipitada em meio acido (LPA) na
dreche pre-lavada a 50 + 2 °C foi inferior ao da dreche (de 0,13 = 0,02 g/L e de 0,16

g/L, respectivamente).

Em regime termofilo, a fase de pré-lavagem parece favorecer a degradacdo da dreche.
Os ensaios com dreche pré-lavada indicam valores de CQO mais baixos, associados a
baixos teores de proteina, nas amostras recolhidas no final dos ensaios (Tabelas 6.6 e
6.10). A lavagem prévia da drechede pode assim ser uma etapa determinante do

processo de degradacdo termofilo.

Os resultados obtidos em mesofilo (Tabela 6.11) indicam um maior teor de lignina para
0s ensaios com dreche, ensaios para 0s quais o teor de proteina (Tabela 6.9) e os valores
da CQO residual foram mais baixos (Tabela 6.6). O facto da dreche ter sido tratada com
meio base durante 15 dias a 37 + 2°C, pode ter deixado a lignina mais exposta ao ataque
microbiano. Porém, registaram-se baixos teores de lignina precipitada em meio acido no
licor sobrenadante dos ensaios com dreche pré-lavada e valores significativamente mais
elevados da CQO residual (Tabela 6.6) e de proteina (Tabela 6.9), o que podera ser
indicativo de existéncia de inibicdo, devido a uma acumulacdo da fonte de azoto
(proteina contida na dreche, Tabela 5.3 subcapitulo 5.2). A degradacdo da dreche nao

sujeita a lavagem prévia parece ser mais favoravel em regime mesofilo, originando um
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licor residual com lignina precipitada em meio acido que podera eventualmente ser

recuperada.

O lixiviado da dreche, apesar de mais degradado por via mesofila, apresentou teores de
lignina precipitada em meio &cido e proteina relativamente baixos em ambos os regimes
(Tabelas 6.10 e 6.11).

Tabela 6.10: Valores médios e percentagens medias dos diferentes tipos de lignina soltuvel —
LS; precipitada em meio &cido (LPA) e total - LT, e respectivos desvios padrdo, obtidos no licor
sobrenadante recolhido nos ensaios com culturas mistas termofilas 1. Os valores entre paréntesis

indicam o namero de réplicas (n).

Ensaio  Substrato adicionado LPA(g/L) LPA(%)* LS(g/L) LT(g/L)

0 Meio base - - - -
1 Dreche 0,16 21,2 0,08 0,24
(1) ) ® @
2 Dreche e Glucose - - 0,068 0,068
+0,008 (2) +0,008 (2)
3 Dreche, Glucose e AO7 0,03 7 0,078 0,11
+ 0,04(2) +7(2) 40,001 @ +0,04(2
4 Dreche e Acetato - - 0,078 0,078
+0,001(2) +0,001(2)
5 Dreche, Acetato e AO7 0,06 10 0,08 0,14
+0,09(2) 14+ @  +0,00 (2) +0,09 (2)
6 Dreche e AO7 0,16 22 0,08 0,24
+0,05 @2 +12(2) +0,00(2 +0,05(2)
7 Glucose - - - -
8 Lixiviado da dreche 0,09 42 0,044 0,13
(10%, viv) +0,06 2 +14@ 0,008 2 +0,06(2)
9 Dreche pré lavada 0,13 58 0,070 0,20
+0,02 (2) +2(@2  +0,0012) +0,02(2)
10  Dreche pré lavada e glucose 0,02 11 0,052 0,07

+0,03(2) +16 2) +0,002¢2) +0,03(2)

(*) —teor de lignina em (%) no precipitado (SS)
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Tabela 6.11: Valores médios e percentagens médias dos diferentes tipos de lignina soltvel —
LS; precipitada em meio &cido (LPA) e total - LT, e respectivos desvios padrdo, obtidos no licor
sobrenadante recolhido nos ensaios com culturas mistas mesofilas 3. Os valores entre paréntesis
indicam o namero de réplicas (n).

Ensaio  Substrato adicionado LPA (g/L) (IEZSA,: LS (g/L) LT(g/L)
0 Meio base - - - -
1 Dreche 0,014 2,44 0,06 0,07
) ) @) €3]
2 Dreche e Glucose 0,17 38 0,058 0,2
40,012 +13» 0,006 0,1
3 Dreche, Glucose e AO7 0,1 28 0,056 0,2
10,12 +17¢2 +0,008 (2 +0,1(
4 Dreche e Acetato 0,15 32 0,05 0,20
40,0420 +2¢ +0,01¢» 0,032
5 Dreche, Acetato e AO7 0,101 18 0,072 0,174
+0,004¢2) +2¢2 +0,002 2y +0,007 (2)
6 Dreche e AO7 0,18 36 0,057 0,2
+0,092) +4(2) +0,006 @) +0,1
7 Glucose - - - -
8 Lixiviado da dreche - - 0,022 0,022
(10%, viv) +0,009 2) +0,009 (2)
9 Dreche pré lavada 0,05 8 0,06 0,1
40,08 +12 +0,02¢2» 10,12
10 Dreche pré lavada e 0,01 3 0,06 0,074
glucose 40,020 +4(@ +0,02@ +0,0000)

(*) —teor de lignina em (%) no precipitado (SS)

As figuras 6.9 e 6.10 representam 0s espectros tracados para os diferentes meios de

cultura terméfilas 1 e mesofilas 3 respectivamente, usados na determinacéo da lignina

soluvel, depois de acidificado o meio (ap0s a precipitacdo). O teor de lignina soltvel no

licor sobrenadante foi calculado, com base nas leituras de absorvancia efectuadas a um

comprimento de onda tipico para este tipo de lignina (+ 280 nm) (Tabela 5.4).
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As figuras 6.9 e 6.10 representam 0s espectros tracados para os diferentes meios de
cultura termoéfilo 1 e mesofilo 3 respectivamente, para a determinagdo da lignina
soltvel. A partir destes pode-se ter uma ideia sobre o teor de lignina soluvel, através dos
picos de absorcao para 0 comprimento de onda tipico para este tipo de lignina (+ 280
nm) (tabela 5.4).
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Figura 6.9: Espectros tragados para quantificacdo da lignina soluvel para o inoculo termofilo 1,
para os diferentes substratos adicionados.

Em meio terméfilo observou-se a formacdo de bandas de absorvancia na regido do
ultravioleta, até por volta dos 320 nm (Figura 6.9). Estas bandas alargam-se quando o
meio contém dreche. A adicdo de glucose ou acetato a dreche ndo afectou

significativamente a evolu¢do dos espectros. Assim, para os ensaios com dreche “tal
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qual”, o teor de lignina solivel ndo apresentou grandes variacOes (Tabela 6.10).
Relativamente aos ensaios com dreche pré-lavada verificou-se que no licor
sobrenadante ocorreu um acentuar do pico a 320 nm. Este pico pode ser atribuido a
presenca de diversos compostos no meio, incluindo compostos fendlicos. Os compostos
fendlicos estdo naturalmente presentes na casca dos grdos de cevada. Porém, a lignina é
uma macromolécula polifendlica (Mussato e outros., 2006) e o aparecimento de um
novo pico a 320 nm pode dever-se a formacdo de compostos fendlicos originados pela
degradacédo desta. O facto dos valores de CQO residual na descarga terem sido mais
baixos para 0s ensaios com dreche pré-lavada, indica que a formacéo destes compostos
ndo afecta a digestdo anaer6bia. Os compostos fendlicos sdo passiveis de degradacdo
condicBes anaerdbias e a sua mineralizacdo poderia ser conseguida por prolongamento

dos ensaios de degradacao (Sreekanth e tal., 2009).

Em regime mesofilo ndo se registou a formagdo de picos de absorcdo por volta dos
320nm (Figura 6.10), com excepcdo do ensaio com lixiviado da dreche. No entanto, a
formagdo de um pico por volta dos 280 nm indica a presenca de lignina soltvel. No
geral, os valores do teor de lignina total tendem a ser mais elevados para 0s ensaios com

dreche em regime mesofilo.

A figura 6.11 ¢ elucidativa da evolugdo dos espectros de UV obtidos na fase liquida
(LS) apos precipitacao da lignina em meio acido, para os diferentes inoculos estudados.
Refira-se que as absorvancias sdo em geral mais elevadas em regime termofilo,
indicando uma presenca mais acentuada de produtos metabolicos residuais, que

contribuem para a CQO residual.

45 - — Meio base 4,5 - — Meio base
40 - — Dreche 4,0 - —— Dreche
3'5 L Dreche e acetato 35 —— Glucose
s - F — Drechee AO7 @30 - X —— Dreche e glucose
5 3.0 1 SV \ —— Dreche, glucose e AO7
[=
& 2,5 - S 2,5 -
z \ g
o 2,0 - \. 0 2,0 -
@ N a8
< 15 - N\ < 15 -
4 ~ AN 4
1,0 o N 1,0
0,5 - o 0,5 -
0,0 ; ; — 0,0
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
Comprimento de onda(nm) Comprimento de onda(nm)

Figura 6.10: Espectros tracados para quantificacdo da lignina soltvel para o inoculo mesofilo
para os diferentes substratos adicionados.
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Figura 6.10 (continuacgao): Espectros tracados para quantificacdo da lignina soltvel para o
inoculo mesdfilo para os diferentes substratos adicionados.

Na figura 6.11 pode-se observar uma comparacdo dos espectros para os diferentes

inoculos estudados.
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Figura 6.11: Comparacdo dos Espectros tragados para quantificacdo da lignina solvel para os
diferentes inoculos termoéfilo 1 (tracejado) e meséfilo 3.

78



Resultados e discussdo

4,5 - — 4,5 -
0, ’ ,
0 Jv\lemado da dreche (10%,v/v) 1, Dreche pré-lavada
’ N \ 7 T Y
4 IR ——— mesofilo
35 \\ —— mesdfilo 3,5 .
&30 - s ©30 - A termofilo
2 Vo e termdfilo ° 7 '
@ 2,5 - & 2,5
2 2’
E 210 T 8 2,0 T
<15 - 215 -
1,0 - 1,0 -
0,5 - 0,5 - -
OIO T T T 1 0,0 T T T ;7;7;*’]
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
Comprimento de ondanm Comprimento de onda nm
4,5 - ;
20 1s Dreche pré-lavada e glucose
3,5 -
{';; 3,0 -
< 2,5 -
< 77— mesdfilo
2 2,0 - ' P
<151 S S e terméfilo
1,0 -
0,5 -
0,0 T T T ‘77|
200 250 300 350 400

Comprimentode ondanm

Figura 6.11: Comparacédo dos Espectros tracados para quantificacdo da lignina sollvel para os
diferentes inoculos termofilo 1 (tracejado) e mesdfilo 3.
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6.4.Processos de afinacdo

Os processos de afinacdo, (como descrito no subcapitulo 5.5.2), foram efectuados com
dois efluentes de descarga diferentes proveniente de reactores continuos UASB, o

efluente terméfilo e o efluente mesoéfilo.

Antes dos ensaios de afinacdo propriamente ditos, procedeu-se a quantificacdo da
lignina dos dois efluentes de descarga provenientes de reactores continuos UASB,
usados nos testes de afinacdo. Esta quantificagdo foi efectuada como o descrito no
subcapitulo 5.4.6: lignina soltuvel, que permaneceu no efluente de descarga (LS) e
lignina precipitada em meio acido (LPA). Paralelamente quantificou-se o teor de
proteina que precipitou com a lignina em meio acido, tabela 6.12.

Tabela 6.12:Valores dos diferentes tipos de lignina e teor de proteina obtidos nos diferentes

efluentes de descarga, termdéfilo e mesofilo.

Efluente de descarga
Termofilo  Mesofilo

Lignina precipitada em meio acido

0,02 0,11
(g/L)I |
Lignina solGve
0,01 0,01
(9/L) |
Lignina tota
0,03 0,12
(L)
Teor de proteina 57 55

(g proteina/L)

A andlise dos teores de lignina (tabela 6.12) mostra que o efluente mesofilo apresenta
valores mais elevados de lignina total (0,12 g/L) que o efluente residual terméfilo
(0,03). Em relacdo ao teor de proteina os dois efluentes ndo apresentam diferencas

sigificativas.
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6.4.1 Microfiltragdo

Os ensaios de microfiltracdo iniciaram-se com testes preliminares para determinacgao do
fluxo critico, efectuados com efluentes de descarga provenientes de dois reactores

anaerdbios continuos, um terméfilo e outro mesdéfilo, nos quais foi incorporada dreche

cervejeira.

Os diferentes resultados referentes ao fluxo critico estdo indicados na figura 6.12 em
que estdo representados os graficos de barras que correspondem os fluxos criticos (Jv)
para cada ensaio realizado nas difrentes pressdes de trabalho (P) Observa-se que a 0,5
bar ndo estava a haver colmatacao significativa, sendo os valores de fluxo de 67,4 + 0,5
L/hm% Acima dos 0,5 bares ja ocorre colmatacio, verificando-se uma descida dos

fluxos ao longo dos ciclos para cada pressao.

a0 88
< 60 86
= = 84
= 40 =
;1/ W 0,5 bar d g2 M 1bar
= 20 = 80
0 78
1 3 5 7 9 1 3 5 7 9
Numero de ciclos Numero de ciclos
150 32 |
2 100 @ 76
= 74
2 s0 37
— 1,5 bar R m2bar
o
68 -
1 35 7 9 cc |
Numero de ciclos 1 2 Nimess de cichs

Figura 6.12: Representacdo grafica correspondente aos fluxos criticos para cada ensaio

realizado nas difrentes press@es de trabalho.

Na figura 6.13 representam-se graficamente os valores dos fluxos de permeado
calculados anteriormente para cada pressdo num grafico Jv versus P, bem como os

ensaios de permeabilidade feitos com agua antes e depois dos ensaios referentes ao

fluxo critico.

81



Resultados e discussdo

200 N
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(1) Fluxo calculado as diferentes pressdes; (2) e (3) ensaio de permeabilidade com agua antes e apds

ensaios de fluxo critico respectivamente.

Figura 6.13:Ensaios de permeabilidade hidraulica e fluxo critico

Observa-se uma diminuicdo da permeabilidade hidraulica (Lp), confirmando-se que
houve colmatagdo nos ensaios a pressdo mais elevada, sendo claramente acentuada
quando se aplicou a pressdo de 1 bar (figura 6.13). Desta forma, considerou-se que 0
fluxo critico sera aproximadamente 67,4 + 0,5 L/hm?, que é o correspondente & press&o
de trabalho de 0,5 bar. Sendo a &rea da membrana de 4,1 cm? o fluxo critico

corresponde a um caudal de 27,6 + 0,3 mL/h.

Apos os ensaios preliminares, o efluente tratado nos reactores anaerobios continuos,
operado com biomassa anaerobia mista e dreche cervejeira incorporada no leito, tinha as

caracteristicas indicadas na tabela 6.13.

Tabela 6.13: Variagdo dos valores de CQO e respectivos desvios pdrdo para os diferentes

efluentes. Os valores entre paréntesis indicam o numero de réplicas (n).

CQO (mgO2/L)

Amostra Termoéfilo Mesofilo
Alimentagao 1171457 ) 686457 (2)
Permeado 1070 + 23 4) 262 + 8 (1)

Remocédo de CQO (%) 8+3@ 62+ 2 4
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Este efluente foi tratado na célula de microfiltracdo (descrita no subcapitulo 5.5.2.1),
tendo-se obtido valores de CQO no permeado e de percentagem de remocdo de CQO
bastante distintos. No efluente proveniente do reactor mesofilo (efluente mesofilo) a
CQO foi cerca de metade da CQO do efluente do reactor terméfilo.

A aplicacdo da microfiltracdo aos dois efluentes revela uma maior eficiéncia para o
efluente de descarga mesofilo (% remocédo de CQO de 62+2%), indicando a presenca de

compostos de massa molar superior.

O efluente de descarga do sistema termofilo (efluente terméfilo), apesar de apresentar
um teor de matéria organica muito mais elevado (tabela 6.13), ndo pode ser purificado
por microfiltracdo (membrana FSM 0.45 PP), pois as moléculas tendem a ndo ser

retidas pela membrana (%remocéo de CQO de 8+3%)

Pelos espectros obtidos para os permeados e concentrados recolhidos na microfiltracédo,
bem como para os efluentes iniciais (alimentacdo), verificam-se diferencas
significativas, em particular no concentrado, tendo-se obtido valores de absorvancias na
regido dos 200 aos 300 nm muito mais elevados no tratamento do efluente mesofilo

(figuras 6.14, 6.15 e 6.16), 0 que esta de acordo com os resultados de CQO.

6 -

. Termofilo
.g 4 -
c
<«
23 -
2 —— Permeado
]
<2

—— Concentrado T

—— AlimentacaoT
O T T T 1

200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.14:Espectros inicial e apos microfiltragdo do efluente termdfilo (T)
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Figura 6.15:Espectros inicial e apds microfiltragdo do efluente meséfilo (M)
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Figura 6.16: Comparacao dos espectros do concentrado e alimentagéo dos efluentes

mesofilo(M) e termdfilo (T) apds a microfiltragao.

E de realcar também a presenca de um pico mais significativo por volta dos 280 nm
indicando a possivel presenca de lignina. Ndo tendo sido possivel determinar os
diferentes tipos de lignina, apresenta-se contudo a remoc¢do de absorvancia a 280 nm,
que se pode relacionar com o contetdo de lignina. Deste modo obtiveram-se valores de

remocdo iguais a 51 + 6% para o permeado do efluente mesofilo. No efluente termofilo
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ndo foi considerada esta quantificagdo visto ndo se ter observado de forma tdo nitida a
formacdo de uma banda a cerca de 280 nm. Porem, observou-se concentragéo de outro
tipo de moléculas, provavelmente de polifendis ou outros intermediarios que podem
ndo ser também degradados por via termdfila, explicando-se assim o elevado teor de

matéria organica solubilizada presente no efluente.

A utilizagdo da microfiltragdo, utilizando membranas FSM 0.45PP, como processo de

afinacdo é mais eficiente para efluentes tratados em regime mesofilo.

6.2.2 Coagulacédo/Floculagdo

Nos ensaios realizados no equipamento jar test, foram testadas varias concentracfes de
coagulante como descrito em 5.5.2.2. Procurou-se avaliar o desempenho das melhores
condicdes de coagulacdo/floculacdo, quanto a clarificacdo, remocgédo de CQO e remogéo
de lignina do efluente.

Os resultados foram conduzidos a um pH de + 8, correspondente ao pH do efluente

antes do processo de coagulacédo/floculacéo.

Os valores de CQO bem como a percentagem de remocdo de CQO, em funcdo da

concentracdo de coagulante (Al>(SO,)3.16H,0) estdo apresentados na tabela 6.14.

Tabela 6.14: Variacdo dos valores de CQO das amostras para os diferentes efluentes em estudo

CQO (mgOy/L) Remocéao de CQO (%)

Ensaio  Ccoaguiante (9/L) Termofilo Mesofilo Termofilo  Mesofilo

1 (branco) 0 1211+57  727+57 - -
2 0,1 1050 162 16+5 78+3
3 0,25 969 323 2248 55,6+0,2
4 0,50 40 242 97+1 67+4
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A variacdo dos valores da CQO obtidos, tabela 6.14, indicam remocdo da matéria
orgénica. Para o regime termofilo, percentagem de remocdo de CQO aumentou com 0
aumento da dose de coagulante, variando de 16 + 5% até 97+1% para uma concentracdo
de 0,1 g/L até 0,5 g/L respectivamente. J& para o regime mesoéfilo, essa tendéncia ndo se
verificou, obtendo-se uma maior remoc¢do de CQO (78+3%) para uma concentracdo de
0,1g/L, e menor remocao para a concentracao de 0,25 g/L (55,6+0,2%).

Pela andlise da tabela 6.14 também se pode verificar que o efluente terméfilo apds
coagulacdo, apresenta valores de CQO muito inferiores aos obtidos para o efluente
mesoéfilo (ensaio 4), indicando uma coagulacdo mais eficiente. O efluente terméfilo
apresenta maior variacdo quanto da remo¢do de CQO (16+5% a 97+1%) para as
diferentes dosagens de coagulante, do que a obtida para o efluente, meséfilo no qual
essa variacdo foi pequena (55,6+0,2% a 78+3%).

Na tabela 6.15 encontram-se representados os valores da % de remocao de turbidez, dos
diferentes efluentes estudados, para as diferentes concentragdes de coagulante

adicionado.

Tabela 6.15: % de remocdo da turbidez para as diferentes amostras dos efluentes em estudo,
em funcdo da concentracdo de coagulante adicionado

Remocao de turbidez (%)

Amostra Ceoagutante (9/L) Termofilo Mesofilo
2 0,1 88 74
3 0,25 84 73
4 0,50 83 53

A remocéo de turbidez para o efluente mesofilo variou entre 53% , correspondente a
uma concentracdo de coagulante 0,5g/L de coagulante adicionado e 73-74% para
concentracdes de 0,1-0,25¢/L. Para o regime termofilo a remocdo para ambas as
concentragdes variou ligeiramente entre 88 e 83% tendendo a diminuir a medida que se

aumenta a concentracdo de coagulante (tabela 6.15). De um modo geral pode admitir-se
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que a remocdo de turbidez foi mais eficiente para o efluente tratado em regime

anaerébio termofilo.

As figuras 6.17 e 6.18 mostram 0s espectros obtidos em amostras com diferentes
concentracdes de coagulante, adicionado para os efluentes de descarga dos reactores

terméfilo e mesofilo respectivamente.

3,5 Termofilo
3
5 branco
,5
® 0,1g/L
é 2 —0,25¢g/L
2 —05¢g/L
21,5
o
<
1
0,5
0
200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 6.17:Espectros inicial e apds coagulacdo/floculacdo, das diferentes amostras do efluente

termdfilo.
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Figura 6.18:Espectros inicial e apds coagulagdo/floculacéo, das diferentes amostras do efluente

mesofilo
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Os espectros, do ultravioleta - visivel, indicam que houve remoc¢&o da lignina, medida a
um comprimento de onda de 280 nm. No efluente mesofilo hd uma maior diferenca nos
picos de absorcdo maxima, e consequentemente maior diferenga nas percentagens de

remocao de lignina, do que a obtida para o efluente termoéfilo (tabela6.16).

Na tabela 6.5 encontram-se registados s valores das absorvancias lidas no comprimento
de onda caracteristico para ligninas (280nmm), bem como a quantidade de lignina
soluvel e sua % de remocdo para as diferentes amostras, a diferentes concentracdes de
coagulante, para ambos os efluentes estudados.

Tabela 6.16: Absorvancias, lignina solivel(LS) e %de remocdo de lignina solivel para
as diferentes concentrac¢des de coagulante adicionado.

Abs. (280nm) LS (g/L) Remocéo de LS (%)

Ccoagulante

Amostras (/L) Termoéfilo Meséfilo Termdfilo Meséfilo Termdfilo  Mesofilo
1 (branco) 0 0,219 0,878 0,008 0,032 - -
2 0,1 0,079 0,317 0,0029 0,01153 63,93 63,9
3 0,25 0,075 0,207 0,0027 0,0075 65,75 76,4
4 0,50 0,112 0,452 0,0041 - 48,86 -

Analisando a tabela 6.16 pode-se dizer que a amostra com uma concentracdo de
coagulante de 0,25¢/L para ambos os regimes, no final apresenta menor quantidade de
lignina solGvel, ou seja houve maior remocdo desta sendo maior para 0 ambiente
mesofilo. Mas o efluente termofilo apresenta menores gquantidades de lignina o que

sugere gque em ambiente termofilo esta degrada-se mais.
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7. Conclusoes e perspectivas de trabalho futuro

Face aos resultados obtidos, apresentados e discutidos no capitulo 6, pode-se concluir
que a temperatura tem influéncia nos processos de biodegradabilidade anaerdbia de

compostos lenho — celuldsicos.

Quando se estudou a influéncia dos diferentes meios de cultura terméfilos, para as
actividades, concluiu-se que a dreche e glucose ndo afectaram as actividades pois
apresentam actividades semelhantes as obtidas para a cultura com glucose. Por exemplo
quando se adicionou como substrato dreche e acetato obtiveram-se para as actividades
valores de 1,20 + 0,03 Lbiogas/(gSSV.d) e 1,28 + 0,06 Lbiogas/(gSSV.d),
respectivamente para culturas adaptadas a glucose e culturas adaptadas a dreche e

glucose.

Para as culturas termoéfilas adaptadas com glucose (inoculo termofilas 2), tendo dreche e
acetato como substratos, as actividades sdo superiores as obtidas para dreche e glucose,
sendo de 1,44 Lbiogas/(gSSV.d) e 1,1 Lbiogas/(gSSV.d), respectivamente (tabela 6.2).
Ja para as mesofilas concluiu-se o contrério (tabela 6.3), a adicdo de dreche e glucose
como substratos, origina actividades maiores 1,7 + 0,2 Lbiogas/(gSSV.d) nédo
apresentando o acetato 1,14 +0,03 o efeito observado para as termofilas. No geral as

actividades das culturas termofilas sdo maiores do que as das meséfilas (tabelas 6.2 e
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6.3) quando a actividade é calculada nas primeiras 2 horas. A SMA calculada nos

primeiros 20 minutos foi maior para as culturas mesofilas.

Ocorreu remocgdo do corante AO7 em ambas as culturas (maior que 84%) sendo mais
acentuada para a termofila (acima dos 93%), tabela 6.8.

De acordo com os valores obtidos para a degradacdo da dreche (CQO, solidos, proteina
e lignina), pode-se dizer que as culturas mesdfilas e terméfilas degradam a dreche de
maneira diferente, parecendo a lignina ser mais degradada em condicdes termofilas,
quando a dreche se encontra pré-lavada. Em regime mesofilo a dreche pré-lavada
apresenta maior percentagem de SSV no precipitado recolhido no licor sobrenadante
(74%) tabela 6.1, em relacdo a dreche ( 0 que esta de acordo com os valores de CQO
(tabela 6.6). A LPA (lignina precipitada em meio 4cido) da dreche pré-lavada foi
inferior ao da dreche “tal qual”(de 0,13 + 0,02 g/L e de 0,16 g/L, respectivamente).

A degradacdo da dreche ndo sujeita a pré-lavagem parece ser mais favoravel em
condigdes mesofilas, sendo o teor de LPA mais acentuado no licor sobrenadante (tabela
6.12). A presenca de LPA contribui para 0 aumento dos valores da CQO residual (tabela
6.6) .

Da analise dos resultados obtidos dos processos de afinagdo nas varias condigcdes de
operacédo testadas, concluiu-se que a microfiltracdo é mais eficiente para a concentracao
e tratamento do efluente de descarga de um reactor continuo mesofilo. Obteve-se uma
remocdo de CQO de 62+2 %, bastante mais elevada do que a obtida para o efluente de
descarga de um reactor continuo termdfilo (remocdo de CQO de 8+3 %). Estes
resultados indicam que os efluentes sdo constituidos por compostos residuais diferentes.
O efluente meséfilo parece conter um maior teor de lignina do que o terméfilo, de
acordo com os resultados obtidos em descontinuo (tabelas 6.10 e 6.11). O efluente
proveniente do reactor anaerobio termofilo tende a ndo ser retido pelas membranas de
microfiltracdo FSM 0.45PP, indicando a presenca de moléculas menores, possivelmente
compostos resultantes da degradacdo da lignina, como compostos fendlicos entre

outros.

Analisando os resultados da coagulacdo/floculacdo conclui-se que este processo é mais
eficiente para o efluente de descarga térmofilo, apresentando este valores de remocao de
CQO e turbidez maiores (97+1%, e 83 % respectivamente) tabela 6.14 e tabela 6.15.
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O tipo de produtos de degradacgdo residuais gerados em sistemas continuos mesofilos e
termdfilos, implica a utilizacdo de diferentes pds-tratamentos, tendo em vista quer a
recuperagdo de compostos para valorizagdo (por exemplo de lignina ou polifenois), quer
a purificacdo do efluente tratado, para uma possivel reutilizacdo ao processo produtivo.

Ensaios de degradacdo anaerébia com dreche hidrolisada (por exemplo em condicbes
acidas) poderiam ajudar a definir se a hidrélise dos compostos lenho-celuldsicos
constitui a etapa limitante do processo de degradagdo anaerdbia.

Devido ao elevado teor de proteinas obtido nos ensaios meséfilos com dreche pré-
lavada (tabela 6.9), pode admitir-se que a presenca de azoto amoniacal no meio seja
elevada, devendo-se proceder a sua monitorizacdo, a fim de se avaliarem eventuais
efeitos inibitérios. Este tipo de procedimento é ainda aconselhado nos ensaios com
dreche “tal qual”, pois em ambas as situagdes a CQO residual no licor sobrenadante foi

elevada (tabela 6.6).

Para além da quantificagdo da lignina, presente no licor sobrenadante recolhido nos
ensaios com culturas mistas, aqui estudada seria importante quantificar também a
lignina presente na biomassa, bem como a quantificacdo dos agucares por HPLC no

licor sobrenadante.

Uma vez que neste estudo se verificou a possivel formacdo de compostos fendlicos
provenientes da degradacdo da lignina seria interessante, quantificar e identificar estes

compostos por HPLC.

Visto que a microfiltracdo usando membranas FSM 0.45PP, ndo é muito eficiente, seria
de interesse estudar um outro tipo de membrana de microfiltracdo ou até mesmo aplicar
a ultrafiltracdo tendo em vista a recuperacdo de lignina quer a purificacdo da agua

residual.
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