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RESUMO

A Atividade Metanogénica Especifica (AME) consiste na determinagdo do potencial méximo de
geracdo de metano pela comunidade microbiana selecionada e contida dentro de um sistema. Por
meio de um teste de laboratorio sdo fornecidas as condigdes Otimas, tais como a adigdo de
substrato e o controle de temperatura, a fim de favorecer o metabolismo de arqueias
metanogénicas para a producao de metano. Uma vez que permite mensurar a atividade biologica,
essa analise pode ser utilizada como parametro de monitoramento periodico da atividade do lodo,
determinando a massa minima de lodo a ser mantida no reator para a remogao da carga orgénica
aplicada, contribuindo, portanto, para o controle operacional do sistema de tratamento, bem como
para obtencdo de maior geracdo de energia na estagdo de tratamento de esgoto (ETE).
Considerando que o efluente tratado na ETE-UFLA apresenta condi¢des distintas das observadas
para esgoto sanitario tipico, bem como problemas na captacdo e utilizacdo do biogas produzido
na estacdo, o presente trabalho teve como finalidade avaliar o potencial maximo de geracdo de
metano em lodo anaerébio de um reator UASB da ETE-UFLA por meio do ensaio de AME com
lavagem do biogés em soluc¢do alcalina e medi¢do direta do volume de metano. Adicionalmente,
avaliou-se também a comunidade microbiana contida no lodo de UASB utilizado para inoculo e
apos 70 dias de cultivo em meio basal Zinder para enriquecimento de arqueias metanogénicas,
com identificacdo por meio da Plataforma de Sequenciamento de Nova Geragdo [llumina MiSeq.
Obteve-se resultado de AME de 0,055 gDQOcn4/gSTV.d, valor ao menos duas vezes menor que
o usualmente encontrado para lodos anaerdbios tratando esgoto doméstico, sendo observada
significativa alteracdo no resultado no caso de uma perturbacdo operacional da ETE,
demonstrando o potencial deste ensaio como parametro de monitoramento de sistemas
anaerdbios. Estimou-se ainda que cada reator UASB da ETE teria capacidade de converter 117
kgDQO d' em CH,, produzindo quase 46 m> d' de gas metano. A avaliagio da comunidade
microbiana mostrou que o lodo de UASB possui abundincia de 3,89% de arqueias
metanogénicas hidrogenotroficas do género Methanobacterium, e apenas 0,12% de
Methanosaeta, arqueias acetoclasticas. Apds o periodo de cultivo, a abundancia de Methanosaeta
aumentou de 0,12% para 1,37%, indicando que o método empregado foi efetivo no cultivo de
arqueias metanogénicas acetoclasticas.

Palavras-chave: Arqueias metanogénicas. Lodo Anaerobio. Reator UASB.



ABSTRACT

The specific methanogenic activity (SMA) is the determination of the maximum potential of
methane production by the microbial community contained within a system. Through a
laboratory test, optimum conditions are provided, such as substrate addition and temperature
control, in order to favor the metabolism of methanogenic archaeas to produce methane. Since it
allows quantification of the biological activity, the test can be used periodically as a monitoring
parameter of the sludge activity, determining the minimum sludge mass required to be
maintained in the reactor for the removal of the applied organic load, thus contributing with the
operational control of the treatment system. Considering that the wastewater treated at UFLA’s
WWTP shows distinct characteristics if compared with typical sanitary sewage, as well as issues
regarding collection and utilization of the generated biogas in the system, the present study aimed
to evaluate the maximum potential of methane generation by the anaerobic sludge from a UASB
reactor in the wastewater treatment plant of the Federal University of Lavras using the SMA test,
through biogas washing in alkaline solution and direct measurement of methane. In addition, the
microbial community within the UASB sludge, as well as after 70 days of cultivation in Zinder
basal medium for enrichment of methanogenic archaea, was also evaluated, through Illumina
MiSeq Next-Generation Sequencing Platform for identification of microorganisms. An SMA
value of 0.055 gCODcn4/gTVS.day was obtained, at least two times lower than the values usually
found for anaerobic sludge treating domestic wastewater, while a significant change in the result
was observed in the case of an operational disturbance in the STP, demonstrating the potential of
this test as a monitoring parameter in anaerobic systems. It was further estimated that each UASB
reactor in the STP would be able to convert 117 kgCOD day™' to CHy, producing almost 46 m’
day” of methane. The evaluation of the microbial community showed that the UASB sludge
3.89% in abundance of the hydrogenotrophic methanogen Methanobacterium, and only 0.12% of
the acetoclastic Methanosaeta. After cultivation, Methanosaeta increased in abundance from
0.12% to 1.37%, indicating that the method was effective for cultivating acetoclastic
methanogenic archaea.

Keywords: Anaerobic Sludge. Methanogenic Archaeas. Specific Methanogenic Activity. UASB
Reactor.
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1 INTRODUCAO

O langamento de efluentes domésticos e industriais, ndo tratados ou com baixa eficiéncia
de tratamento, em corpos d’agua receptores, pode ocasionar uma série de impactos ambientais
negativos, tais como a contaminacdo por microrganismos e seus metabolitos, substancias
recalcitrantes, eutrofizagdo artificial, deteriorando corpos d’agua receptores e inviabilizando sua
utilizagcdo para os mais diversos fins. De acordo com estudos mais recentes, apenas 52,4% da
populacdo brasileira t€ém acesso a coleta de esgoto, e somente 46% dos efluentes domésticos
gerados no pais sdo tratados (BRASIL, 2019).

Uma das formas mais utilizadas de tratar efluentes ¢ por meio da digestdo anaerdbia, um
processo por meio do qual um grupo de microrganismos, em ambiente livre de oxigénio, realiza a
conversdo de compostos organicos complexos em produtos mais simples, em especial metano e
gés carbonico (TABATABAEI et al., 2010). A digestao anaerdbia tem recebido crescente atengdo
nos ultimos anos pelo fato de reduzir a poluicdo ambiental enquanto produz biogas — uma fonte
de energia renovavel com elevado potencial energético —, remover organismos patogénicos e
reduzir os problemas relacionados a disposicdo de residuos organicos (VELUCHAMY;
KALAMDHAD, 2017).

O potencial maximo de geracdo de metano de determinada biomassa em um reator
anaerobio pode ser obtido pela Atividade Metanogénica Especifica (AME), um teste de
laboratério que fornece as condigdes 6timas para conversdo de matéria organica em gas metano.
A AME pode ser utilizada como pardmetro de monitoramento em reatores anaerdbios para
avaliagdo da atividade dos microrganismos metanogénicos € como controle operacional desta
etapa de tratamento. Neste sentido, ¢ possivel estimar a carga méxima a ser aplicada que ndo
provoque um desequilibrio na comunidade microbiana e, consequentemente, possibilite um
melhor funcionamento do sistema (AQUINO et al., 2007).

Ademais, conhecer a estrutura da comunidade microbiana envolvida nas principais
reagdes metabolicas da digestdo anaerdbia, sua diversidade, riqueza e abundéancia ¢ fundamental
para a compreensdo do estado de equilibrio entre os microrganismos, do potencial e das
limitagdes das reagdes, além de servir como alerta acerca de processos inibitorios que possam
comprometer as etapas do tratamento anaerébio (ANTWI et al., 2017). Uma interagdo equilibrada

entre os microrganismos envolvidos nas etapas da degradag@o anaerdbia € indispensavel para que
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os intermediarios produzidos sejam degradados até formar o gis metano, possibilitando a
producdo eficiente de biogas. Nao obstante, ainda hd muito a se conhecer acerca da diversidade e
importancia dos microrganismos, o que justifica o interesse em expandir os estudos de reatores
anaerobios a fim de buscar maiores informagdes para subsidiar melhorias no seu desempenho,
sobretudo para dguas residudrias diferentes do esgoto sanitario tipico.

Diante deste cenario, a UFLA trata os efluentes sanitarios gerados na instituicdo
utilizando reatores anaerobios de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB). O reator UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), foi desenvolvido por Lettinga e colaboradores em 1970, na
Holanda, para tratamento de efluentes industriais, comegando a ser utilizado no Brasil na década
de 1980, em funcdo das condi¢des climaticas favoraveis, da compacidade e da possibilidade de
reducdo das dimensdes dos reatores de tratamento aerdbio, como os lodos ativados, os quais
usualmente sdo utilizados apods sistemas anaerobios, resultando em vantagens econdmicas
(CAMPOS, 1999; CHERNICHARO, 2007), o que levou a ampla utilizagdo deste sistema em
estacdes de tratamento de esgoto sanitario.

Pelo fato de o efluente gerado na UFLA apresentar caracteristicas consideravelmente
distintas das normalmente observadas em esgoto, e serem observados problemas na captagdo do
biogas produzido, como baixa vazdo de gas alimentando os bags de armazenamento (MATOS,
2019), o presente trabalho teve como finalidade a avaliagdo do potencial maximo de geragdo de
metano por digestdo anaerdbia em um reator UASB localizado na ETE-UFLA, bem como o
estudo da comunidade microbiana envolvida no processo, de forma a corroborar na operagao
adequada desses sistemas e com vistas ao aproveitamento energético do biogas gerado.

O trabalho estd estruturado em duas partes, sendo a Parte 1 composta por introdugao,
objetivos e referencial tedrico, e na Parte 2 encontram-se dois artigos cientificos que foram
produzidos durante a execucdo da pesquisa, apresentados da forma que serdo submetidos para
publicacdo. Ao final sdo apresentadas consideragdes finais do trabalho, englobando os resultados

obtidos nos dois artigos, e recomendagdes para trabalhos futuros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de geracdo de metano e a diversidade microbiana de lodo proveniente
de um reator UASB instalado na Esta¢do de Tratamento de Esgoto da Universidade Federal de

Lavras — ETE-UFLA.

2.2 Objetivos especificos

* Realizar ensaios de Atividade Metanogénica Especifica, testando-se diferentes
procedimentos metodoldgicos volumétricos (medicao direta do volume de metano e medicao do
volume e composi¢ao do biogés) para lodos anaerobios (Artigo 1);

* Cultivar e selecionar arqueias metanogénicas a partir de lodo de UASB em reator em
escala laboratorial (Artigo 2);

* Avaliar a comunidade microbiana inicialmente contida no lodo e enriquecida ap6s cultivo
da comunidade metanogénica por meio de técnica de Sequenciamento de Nova Geracdo (Artigo

2).
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3 REFERENCIAL TEORICO

O lancamento de esgoto bruto no solo ou em corpos hidricos foi empregado por muito
tempo, sendo ainda observado em diversos locais. Porém, com o crescimento das populacdes
urbanas, o aumento da carga organica disposta no ambiente ultrapassou a capacidade de
autodepuragdo da natureza, resultando na deterioracdo de solos e ecossistemas aquaticos,
surgindo a necessidade de se buscar alternativas de tratamento que reduzam ou eliminem o
impacto ambiental causado pelos esgotos sanitarios. Alguns efeitos negativos do
desenvolvimento e urbanizagdo podem ser atenuados ou até eliminados por meio de um
tratamento efetivo de efluentes domésticos e industriais.

Até 2017, somente 52,4% da populagdo brasileira possuia coleta de esgoto, e apenas 46%
dos esgotos gerados eram tratados, uma situacdo preocupante face aos possiveis prejuizos que
podem ser causados no ambiente pela disposi¢cdo de poluentes (BRASIL, 2019).

Os esgotos sanitarios sdo compostos majoritariamente por agua (99,9%), que contém
solidos suspensos, compostos organicos, nutrientes, metais, solidos dissolvidos inorganicos,
organismos patogénicos, contaminantes toxicos em caso de despejo de efluentes industriais, entre
outros compostos. A esses 0,1% de material em massa ¢ que se deve a necessidade de tratamento

do esgoto (CAMPOS, 1999; VON SPERLING, 2005).

3.1 Tratamento de Esgoto Sanitario

Uma estagdo de tratamento de esgoto consiste na otimizagdo dos processos naturais de
degradagdo de poluentes pelos organismos na natureza, por meio do fornecimento de condigdes
Otimas para a atividade dos microrganismos que atuam na decomposicdo da matéria organica, a
fim de se alcangar a melhor eficiéncia possivel em menor tempo de detengdo hidraulica (TDH),
reduzindo custos em relagdo a tempo e espaco. O tratamento de esgotos sanitarios pode ocorrer
em nivel preliminar, primario, secundério e terciario. Os tratamentos preliminar e primario
incluem processos fisicos para remocdo de soélidos grosseiros e sedimentdveis, como
gradeamento, desarenacdo e decantagdo, enquanto o secundario envolve processos bioldgicos,
que podem ser aerdbios ou anaerdbios (CAMPOS, 1999; NUVOLARI, 2003). O tratamento

terciario tem a finalidade de melhorar a qualidade do efluente do tratamento bioldgico,
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removendo matéria organica residual ou substancias menos afetadas pelo tratamento anaerdbio,
como nutrientes, compostos organicos reduzidos e organismos patogénicos (KHAN et al., 2011).
As caracteristicas dos esgotos variam de acordo com a época (estagdes do ano, dias da
semana, etc.), as atividades da populacdo atendida, atividade industrial e condi¢cdes climaticas
(LOPES, 2015). As caracteristicas tipicas observadas em esgoto doméstico estdo apresentadas na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Caracteristicas tipicas de esgoto doméstico bruto.

Parametros Concentracio
Baixa Média Alta
DBO (mg L™) 110 190 350
DQO (mg L™) 250 430 800
NA (mg L™ 12 25 45
N-org (mg L") 8 15 25
ST (mgL™) 390 720 1230
STF (mgL™) 160 300 520
STV (mg L™) 110 200 340
S. Sed. (mL.(L.h)™") 5 10 20
PT (mg L") 4 7 12
OG (mgL™h 50 90 100

DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio; DQO: Demanda Quimica de Oxigénio; NA = Nitrogénio
Amoniacal; N-org: Nitrogénio organico; ST = Solidos Totais; STF = Sé6lidos Totais Fixos; STV = Soélidos
Totais Volateis; S. Sed.: Sélidos Sedimentaveis; PT = Fosforo Total; OG = Oleos e Graxas.

Fonte: Metcalf; Eddy (2003).

Devido a baixa eficiéncia de remoc¢do de matéria organica de sistemas bioldgicos
anaerdbios convencionais, por muito tempo o estudo e implementagdo de sistemas aerdbios
obtiveram maior atencdo, pois apresentam boa eficiéncia de tratamento e ndo requerem grandes
areas. Porém, comumente apresentam alto custo energético, produzem grande quantidade de lodo
ndo estabilizado, e demandam alto investimento de instalagdo, operacdo e manutengdo. Com o
surgimento dos sistemas anaerobios de alta taxa, como o reator UASB e os filtros anaerdbios, que
promovem elevado contato entre o efluente e os microrganismos, possibilitando maior remogao
de matéria organica em menor tempo de detengdo hidraulica, as estratégias de tratamento
retornaram para os processos anaerobios. Estes sistemas apresentam baixo custo, possibilidade de
recuperacdo de energia na forma de biogas, baixo consumo energético e baixa producdo de lodo,
o qual ja esté estabilizado (KHAN et al., 2011).

Como evidenciado por Seghezzo et al. (1998), sistemas de tratamento de esgoto

adequados precisam ser simples em design e eficientes em remocao de poluentes, com baixo
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consumo de energia, devem maximizar reuso de dgua e recuperagdo de produtos, além de
demandar baixa mecanizagdo e sofisticacdo, requisitos essenciais para viabilidade de aplicacao
tanto em paises industrializados quanto em desenvolvimento, onde custos de investimento e
consumo energético precisam ser reduzidos e eficiéncia de tratamento precisa ser otimizada.
Neste contexto, a digestdo anaerobia, parte importante do tratamento secundario, ¢ foco

deste trabalho e sera discutida no topico a seguir.

3.2 Digestao Anaerdbia

A digestdo anaerdbia ¢ o processo de conversdo da matéria organica complexa em
metano, gas carbonico e outros compostos em menor quantidade, como agua, gas sulfidrico e
amoOnia, em ambiente livre de oxigénio molecular, por meio de processos metabdlicos complexos
em etapas sequenciais, produzindo novas células bacterianas. A digestdo depende principalmente
de trés grupos de microrganismos: bactérias fermentativas (acidogénicas), bactérias sintréficas
(acetogénicas) e arqueias metanogénicas. A formag¢ao de metano ocorre preferencialmente onde,
além da auséncia de oxigénio, nitrato e sulfato também nao estejam disponiveis como aceptores
de elétrons (CHERNICHARO, 2007; TABATABAEI et al., 2010).

A digestdo anaerobia tem sido aplicada para tratamento de residuos soélidos, dejetos
animais, efluente de industrias agricolas e alimenticias, bem como para esgotos sanitarios, com
consideragdes em relacdo a temperatura de operagdo, sendo um processo mais atrativo para
paises em regides de clima tropical e subtropical (CHERNICHARO, 2007). O tratamento
anaerdbio de efluentes apresenta diversas vantagens, entre elas a geracdo de uma fonte de energia
(o biogés), ndo requer energia para aeragdo, € menor custo para manejo do lodo (BANDARA et
al., 2012).

Em sistemas anaerdbios, ¢ desejavel que se obtenha o méximo de conversdao de matéria
organica em metano possivel, ndo s6 pela possibilidade de utilizacdo energética do gés, mas
porque a matéria organica (em DQO) ¢ removida efetivamente da fase liquida ao ser convertida
para metano, que apresenta baixa solubilidade e se desprende do liquido, promovendo eficiéncia
na remog¢do da carga organica do sistema, embora uma pequena parcela do metano possa
permanecer como metano dissolvido no efluente (SOUZA, 2010).

O aumento da utilizacdo e aceitagdo dos sistemas de digestdo anaerdbia nos ultimos anos
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se deve a verificagdo de que aproximadamente 70% da matéria organica das aguas residudrias ¢
removida sem a necessidade de gasto energético ou adi¢do de substancias quimicas para o seu
funcionamento. Além disso, a melhor compreensdo do processo como um todo, resultado dos
estudos e pesquisas na area, permitiu o desenvolvimento de sistemas mais eficientes que os
sistemas classicos (CAMPOS, 1999). Sistemas anaerdbios de alta taxa, como os reatores UASB,
combinados com um sistema de pos-tratamento, consistem em uma alternativa sustentavel para o
tratamento de aguas residudrias, pois reduzem o gasto energético em relagdo a sistemas
puramente aerdbios (KHAN et al., 2011).

Alguns fatores ambientais afetam a digestdo anaerdbia e precisam ser monitorados a fim
de se obter uma remocdo satisfatoria de matéria organica. A temperatura de operagdo, por
exemplo, afeta intensamente a atividade e crescimento bioldgicos, sendo observado que abaixo
de 20°C ja ocorre redugdo da degradagdo. O tratamento anaerébio de aguas residudrias pouco
concentradas, como 0s esgotos sanitarios, em temperatura ambiente ou baixas temperaturas ja
tem sido demonstrado com sucesso, porém a taxa de remocao de DQO e de produ¢do de metano
sd0 mais baixas devido a menor atividade microbiana sob condi¢gdes psicrofilicas. Além disso, em
baixas temperaturas, a solubilidade do CH4 em 4dgua aumenta, podendo levar a maiores perdas de
metano dissolvido no efluente (BANDARA et al., 2012).

O pH também apresenta forte influéncia sobre a digestdo anaerdbia, devendo ser mantido
em valores acima de 6,5. Para algumas dguas residudrias, a sua propria composi¢ao ¢ suficiente
para manutencdo do pH por meio da alcalinidade, como geralmente ocorre com esgoto sanitario.
No entanto, para alguns efluentes industriais, por exemplo, pode ser necessdrio adicionar um
agente de tamponamento para controle do pH do meio (LETTINGA et al., 1984; SEGHEZZO et
al., 1998).

Reatores anaerobios devem manter uma relacdo alcalinidade/DQO satisfatoria, a fim de
evitar queda do pH a valores abaixo de 6,2, o que pode levar a falhas no sistema por inibi¢ao dos
microrganismos metanogénicos. Agdag e Sponza (2005) observaram que a adi¢do de bicarbonato
de s6dio (NaHCOs) para suplementar a alcalinidade de um biodigestor anaerobio tratando
residuos solidos organicos aumentou significativamente a concentragdo de metano no biogas
produzido, e sua producdo acumulada ao longo do experimento, além de manter o pH em valores
acima de 7,0. Neste estudo, os autores sugerem uma relagdo alcalinidade/DQO de 1,3.

Recomenda-se que a concentragio de alcalinidade esteja na faixa de 1000 a 5000 mg CaCO; L™,
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dependendo da concentracdo de DQO do efluente e da produgdo de acidos organicos volateis no
sistema.

A compreensdo da microbiologia da digestdo anaerdbia ¢ fundamental para que as
vantagens do tratamento de efluentes por este método sejam obtidas. E necessario conhecer a
ecologia e a fun¢do das comunidades microbianas envolvidas para propiciar melhor controle dos
processos bioldgicos, ja que a eficiéncia do sistema depende da atuagdo da biomassa ativa nos

reatores (TABATABAEI et al., 2010).

3.2.1 Fases da digestdo anaerdbia e comunidade microbiana envolvida

A digestdo anaerdbia ocorre em quatro etapas sequenciais, podendo ocorrer uma quinta
fase, cada uma dependente de um grupo de microrganismos especifico: hidrdlise, acidogénese,
acetogénese, metanogénese e sulfetogénese. Estas etapas estdo ilustradas na Figura 3.1.

Na primeira fase do processo de degradag¢do anaerobia ocorre a hidrdlise de substincias
particuladas complexas (polimeros), como proteinas, carboidratos e gorduras, em substincias
dissolvidas mais simples, como aglicares e aminoacidos, para que possam ser assimiladas pelas
bactérias fermentativas. Essa conversdo ¢ realizada por enzimas exdgenas excretadas por
bactérias fermentativas hidroliticas (LETTINGA et al., 1984; LECKER et al., 2017).

Os principais géneros de bactérias que atuam na fase de hidrolise da digestdo anaerdbia
incluem: Clostridium, Micrococcus e Staphylococcus, que produzem lipases que degradam
lipideos; Bacteroides, Butyvibrio, Clostridium, Fusobacterium, Selenomonas, Streptococcus,
Proteus, Peptococcus e Bacillus, que atuam na degradacdo de proteinas pela producdo de
proteases; Clostridium, Staphylococcus, Acetivibrio e Eubacterium, que produzem amilases para
degradacdo de polissacarideos (CHERNICHARO, 2007).

Na acidogénese, as substancias soltveis, produtos da hidrélise, sdo metabolizadas pelas
bactérias fermentativas, e convertidas principalmente em acidos organicos volateis, tais como
propionato e butirato, além de alcoois, acido latico, gas carbonico, hidrogénio, amonia e sulfeto
de hidrogénio. Por serem os 4cidos organicos o principal composto produzido pelas bactérias
fermentativas, essas sdo comumente denominadas bactérias fermentativas acidogénicas
(LETTINGA et al., 1984; LECKER et al., 2017). O acido acético ¢ usualmente o intermediario

mais abundante em sistemas de digestdo anaerdbia, sendo o precursor de cerca de 72% do metano
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produzido por lodo de ETEs (CHERNICHARO, 2007).

Figura 3.1 — Rotas metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestao anaerdbia.

Organicos complexos
(carboidratos, proteinas, lipideos)

Bactérias fermentativas
(hidrélise)

\ 4
Organicos simples
(agtcares, aminoacidos, peptideos)
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(acidogénese)

Acidos organicos
(propionato, butirato, etc)

Bactérias acetogénicas
(acetogénese)

A
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Arqueias metanogénicas
(metanogénese)
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Fonte: Chernicharo (2007).

As bactérias fermentativas que atuam na acidogénese podem ser de diversos grupos de
microrganismos, sendo os géneros mais comumente encontrados em reatores anaerdbios:
Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus, Butyribacterium, Propionibacterium, Eubacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus e Escherichia
(CHERNICHARO, 2007).

As bactérias acetogénicas oxidam os subprodutos da acidogénese, convertendo-os em
substratos adequados para a metanogénese. Esses subprodutos sdo o hidrogénio, o gas carbonico
e o acetato (LECKER et al., 2017). De todas as substancias produzidas pelas bactérias

acidogénicas, apenas o hidrogénio e o acetato podem ser utilizados pelas arqueias metanogénicas.



22

No entanto, nesse ambiente, pelo menos 50% da DQO biodegraddvel ¢ convertida em
propionatos e butiratos, que sdo posteriormente decompostos em acetato e hidrogénio, pela ag¢ao
das bactérias acetogénicas. Os géneros conhecidos de bactérias acetogénicas comumente
presentes em reatores anaerobios sdo Syntrophobacter e Syntrophomomas (CHERNICHARO,
2007).

Na metanogénese, etapa final da degrada¢do anaerobia, ocorre a conversdo dos
subprodutos da digestdo em gas metano e gas carbonico. Esta etapa ¢ realizada pelas arqueias
metanogénicas, que utilizam uma variedade de substratos, incluindo o acido acético, formico,
hidrogénio e gas carbdnico, metanol e metilaminas. Nesse sentido, as arqueias metanogénicas
podem ser divididas em dois grupos principais em fun¢do da afinidade por determinado substrato
e pela producdo de metano: as acetoclasticas, que geram metano a partir do acetato; e as
hidrogenotroficas, que produzem metano a partir da redug¢do do CO, utilizando o H, como doador
de elétrons (CHERNICHARO, 2007; ABREU, 2007).

Tanto as arqueias metanogénicas acetocldsticas quanto as hidrogenotroficas sao
importantes no processo de digestdo anaerdbia por produzirem metano, que ¢ removido do
liquido, e por consumirem o hidrogénio produzido nas fases anteriores da digestdo. Até pouco
tempo a participacdo das arqueias metanogénicas hidrogenotrdficas na producdo de metano era
subestimada, porém estudos demonstraram que, em alguns casos, o acetato ¢ oxidado a CO; e H,,
e estes organismos realizam a conversao a metano e dgua (LECKER et al., 2017).

A digestdo anaerobia ocorre por uma associagdo sintrofica entre bactérias anaerdbias,
leveduras e/ou protozodrios anaerdbios, e bactérias sintroficas, acetogénicas e arqueias
metanogénicas. Sintrofia consiste em uma situagdo nutricional na qual dois ou mais organismos
combinam suas capacidades metabdlicas a fim de catabolizar uma substancia que estes ndo
seriam capazes de catabolizar sozinhos. As bactérias anaerobias, fungos e protozoarios
hidrolisam polimeros a monomeros e lipidios a glicerol e acidos graxos de cadeia longa, e
juntamente com as bactérias sintroficas, fermentam estes produtos a acido acético, CO, e H. As
arqueias metanogénicas, por fim, convertem acetato, H, e CO, a metano (THAUER et al., 2008).

O grau de dependéncia entre os microrganismos anaerobios pode variar
consideravelmente. Enquanto os organismos metanogénicos dependem dos produtos das fases
anteriores da digestdo anaerdbia para obten¢do de substrato, estes também podem afetar

significativamente a atividade das bactérias fermentativas pela remocao de produtos metabolicos.
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Isto ocorre com bactérias acetogénicas, cujas reagdes de degradagdo dos substratos sdo
endergonicas (AG>0), ou seja, ndo espontaneas, caso nao estejam associadas a um organismo que
consuma seus produtos metabdlicos, no caso o H,, mantendo baixa pressdo de hidrogénio e
permitindo que a reagdo ocorra (SCHINK; STAMS, 2006).

Caso a concentracdo de H, no meio aumente, devido a um excesso de substrato
fermentéavel, por exemplo, ou inibicdo de arqueias metanogénicas hidrogenotroficas causada por
queda do pH ou presenca de compostos toxicos, a reacdo de acetogénese ndo ocorre, levando a
acumula¢do de acidos organicos. Isto pode causar reducdo do pH e inibir ainda mais as
metanogénicas, o que leva ao chamado “azedamento” de reatores, cessando por completo a
metanogénese e parando a fermentagdo na acidogénese, marcado pelo acumulo de grandes
quantidades de dacidos graxos que causam mau cheiro, problema encontrado em reatores

anaerobios mal operados (SCHINK; STAMS, 2006).

Tabela 3.2 — Comparagdo energética de reagdes comuns na degradagdo anaerdbia.

N° Reaciao AG, kI
reacio™)
Acidogénese
1 Glicose — Acetato C¢H,0¢ + 2H,0 — 2CH;CO0O + 2CO, + 2H" + 4H, -206
2 Glicose — Propionato C¢H 2,04 + 2H, — 2CH;CH,COO" + 2H,0 + 2H" -358
Glicose — Butirato C6H1206 i CH3CH2CH2COO- + 2C02 + H+ + 2H2 -255
Acetogénese
4 Bicarbonato — Acetato 2HCO; + 4H, + H — CH;COO" + 4H,0 -104,6
5 Propionato — Acetato CH;CH,COO™ + 3H,0 — CH;COO + HCO; + H' + 3H, +76,1
6 Propionato — Acetato CH;CH,COO + 2HCO; — CH;COO + H' + 3HCOO +72,2
7 Butirato — Acetato CH;CH,CH,COO™ + 2H,0 — 2CH;COO + H' + 2H, +48,1
8  Etanol — Acetato CH;CH,OH + H,0 — CH;COO + H' + 2H, +9.,6
9 Lactato — Acetato CH;CHOHCOO' + 2H,0 — CH;COO + HCO5 + H' + 2H, -4,2
Metanogénese e Sulfetogénese
10 Acetato — Metano CH;COO + H,O — CH4 + HCOy -31,0
11 Hidrogénio — Metano H, + XHCO;5 + “H" — Y4CH, + %H,0 -339
12 Formiato — Metano HCOO™ + %H,0 + “WH" — “4CH, + 3%HCO; -32,6
13 Bicarbonato — Metano HCO; +4H, + H — CH, + 3H,0 -135,6
14 Sulfato — Sulfeto SO~ +4H, + H' — HS + 4H,0 -151,9

Reagdo global sintrofica

15 Propionato — Metano CH;CH,COO" + 1,75H,0 — 1,75CH4 + 1,25HCO; + 0,25H" -56,6

Fonte: Chernicharo (2007).

A Tabela 3.2 traz algumas reagdes comuns na degradacdo anaerobia comparando a
variacdo de energia livre padrao (em pH = 7, pressdo = 1 atm e temperatura = 25°C) de cada

etapa. Observa-se que as bactérias acidogénicas sdo as mais favorecidas energeticamente (reagdes
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1 a 3), enquanto as reagdes acetogé€nicas nao sdo termodinamicamente favoraveis (reagdes 5 a 8),
porém estas ocorrem naturalmente em reatores anaerdbios gracas a sintrofia com as arqueias
metanogénicas. A sintrofia esta ilustrada pela reacdo global (15), que resulta em 56,6 kJ/mol de
energia, sendo a rea¢do termodinamicamente favoravel, porém resulta em um baixo valor de
energia que precisa ser dividido entre os microrganismos acetogénicos, metanogénicos
acetoclasticos e metanogénicos hidrogenotroéficos, resultando na baixa taxa de crescimento dos
mesmos (CHERNICHARO, 2007).

Os microrganismos metanogénicos sao os mais restritos em rela¢do as condi¢des do meio,
preferindo valores de pH préximos da neutralidade, com uma faixa 6tima normalmente entre 6,5
a 8,2. A hidrdlise da matéria organica nas fases iniciais da digestdo anaerdbia resulta na geragdo
de 4cidos organicos volateis, sendo essencial a manuten¢do de um equilibrio entre a produgdo e o
consumo de acidos para o funcionamento satisfatorio do processo anaerébio. De acordo com as
caracteristicas do efluente a ser tratado, pode ser necessaria a adi¢ao de alcalinidade ao meio. Se
a concentracdo de acidos no meio exceder a alcalinidade disponivel, o reator ird “azedar”,
inibindo severamente a atividade microbiana, especialmente a metanogénica (AGDAG;
SPONZA, 2005).

A metanogénese possui alguns interferentes, além das condigdes ambientais, como a
concentragdo de certas substincias. A geragdo de metano como principal produto da digestdo
anaerobia ocorre apenas em ambientes anoxicos com baixas concentragdes de sulfato, nitrato, Mn
(IV) e Fe (III), ja que, por razdes termodindmicas das reagdes, a metanogénese ¢ desfavorecida
pela presenca desses aceptores de elétrons (THAUER et al., 2008).

A sulfetogénese ¢ indesejavel e nem sempre ocorre, podendo acontecer quando as aguas
residuarias que contém compostos de enxofre encontram-se em condi¢des favoraveis a sua
produgdo, pela redugdo de sulfatos (NUVOLARI, 2003). Esse processo transforma sulfatos e
outros compostos a base de enxofre em sulfetos durante a oxidagdo de compostos organicos, € ¢
realizado por bactérias redutoras de sulfato. A sulfetogénese ocorre como rota alternativa a
acetogénese e metanogénese, provocando competicdo por substrato entre 0s microrganismos
envolvidos nestas reagdes. A intensidade dessa competicdo depende de varios aspectos, em
especial o pH e a relagio entre DQO/SO,> (demanda quimica de oxigénio/concentragio de
sulfatos) (CHERNICHARO, 2007).

Entre as bactérias redutoras de sulfato existem as que oxidam seus substratos até o
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acetato, grupo considerado acetoclastico ndo-fermentativo, como Desulfobulbus sp.,
Desulfomonas sp. e a maioria das espécies do género Desulfotomaculum, e o grupo que oxida
seus substratos completamente até gas carbonico, competindo efetivamente com a metanogénese,
representado pelos géneros Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfobacterium e
Desulfonema (CHERNICHARO, 2007).

Conhecer a estrutura das comunidades microbianas envolvidas nas quatro reacdes
metabolicas principais da digestdo anaerdbia ¢ fundamental para o entendimento do potencial e
das limitagdes dessas reagdes, além de servir como alerta acerca de processos inibitorios que
possam comprometer o processo de digestdo anaerobia. Fatores como temperatura, configuragao
do biorreator, alteragdes no pH e no substrato e compostos toxicos irdo alterar a comunidade de
microrganismos quanto aos diferentes grupos troficos, como bactérias fermentativas, sintréficas e
metanogénicas, variando inclusive nas diferentes alturas dentro de um mesmo reator UASB

(GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000; ANTWI et al., 2017).

3.2.2 Arqueias metanogénicas

O dominio Archaea ¢ composto principalmente por microrganismos extremofilos, que
crescem em ambientes normalmente considerados indspitos para a vida, com condigdes extremas
de temperatura, salinidade e pH. Em se tratando das arqueias metanogénicas, um maior
conhecimento da biologia desses organismos, para melhor compreensdo das fungdes exercidas
por eles e suas interagcdes com outros componentes da biodiversidade, possibilitam a otimizagao
de processos que incluem o tratamento de esgoto doméstico (CARDOSO et al., 2003).

A separag¢do do dominio Archaea do dominio Bacteria foi proposta em 1990 baseada na
diferenga do tipo de RNA ribossomico contido nas células desses organismos e diferengas na
parede celular (WOESE; KANDLER; WHEELLIS, 1990). As arqueias possuem papel importante
nos ciclos biogeoquimicos, e estdo distribuidas em diversos ambientes. Desses microrganismos,
pode-se destacar os metanogénicos, sendo que a capacidade de produzir metano como residuo do
metabolismo anaerdbio ¢ uma caracteristica encontrada somente nos organismos deste grupo. As
arqueias metanogénicas sdo naturalmente encontradas em ambientes com auséncia de oxigénio e
abundancia de matéria organica, como pantanos, fundo de acudes e lagos, sedimentos marinhos e

ramen de bovinos, além dos processos de tratamento anaerdbio de aguas residuarias (CARDOSO
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et al., 2003; KURODA et al., 2014).

Tabela 3.3 — Vias metabolicas da metanogénese e arquéias associadas.

Via metabolica Ordem Reacio AG, (kdJ mol
'de CHy)

Methanosarcinales
Acetoclastica (Methanosaeta, CH;COOH — CH,4 + CO, -31,0
Methanosarcina)

Methanosarcinales
(Methanosarcina)

Hidrogenotrofica Methanobacteriales 4H, + CO, — CHy4 + 2H,0 -135.,6
Methanococcales 4HCOOH — CH4 + 3CO, + 2H,O -130,1
Methanomicrobiales
Methanopyrales

- -
Methanosarcinales 4CH;O0H — 3CH, + CO, + 2H,0

ilotré + - +
Metilotrofica (Methanosarcina) 4CH;NH, 2HZ§ H—> 3CH4 + CO,
3

-104,9
-75,9

Fonte: Abreu (2007).

As arqueias hidrogenotroficas sdo representadas por cinco ordens, sendo que quase todas
as espécies realizam a redu¢do de CO; a CHy, utilizando H, como principal doador de elétrons. J&
as acetoclasticas e metilotréficas sdo representadas pela ordem Methanosarcinales, sendo capazes
de gerar CH4 de uma variedade de compostos metilicos, ou do grupo metil do acetato (COSTA;
LEIGH, 2014).

De acordo com diversos estudos, arqueias metanogénicas das classes Methanomicrobia e
Methanobacteria s3ao as principais hidrogenotroficas e acetoclasticas, respectivamente,
encontradas em lodos metanogénicos. Os géneros Methanosarcina € Methanosaetha, da ordem
Methanosarcinales, utilizam acetato como substrato, porém Methanosarcina tem a capacidade de
utilizar também hidrogénio e diversos compostos metilicos (CHERNICHARO, 2007; KURODA
et al., 2014).

A Tabela 3.4 traz a classificagdo de classe, ordem, familia e género das arqueias
metanogénicas conhecidas. Uma descricao especifica de cada ordem, familia e género pode ser
encontrada no trabalho de Garcia, Patel e Ollivier (2000).

Arqueias metanogénicas acetoclasticas, apesar de serem poucas espécies, costumam ser 0s
microrganismos predominantes em sistemas de digestdo anaerdbia. Todas as espécies que
utilizam acetato pertencem a ordem Methanosarcinales, na qual a familia Methanosaetaceae

possui taxa maxima de crescimento especifico menor, porém tem maior afinidade pelo acetato,
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sendo predominante em sistemas com baixa concentracdo de acetato (menor que ImM ou 59
mg/L). Ja a familia Methanosarcinaceae possui menor afinidade pelo acetato, porém apresenta
maior taxa maxima de crescimento especifico, predominando em concentragdes de acetato
maiores de 1 mM, o que comumente ocorre em sistemas com baixa eficiéncia ou no periodo de

partida de reatores (CHERNICHARO, 2007).

Tabela 3.4 — Classificacdo das arqueias metanogénicas conhecidas.
Classe Ordem Familia Género

Methanobacterium

Methanobacteriaceae Methanobrevibacter
Methanosphaera

Methanothermobacter
Methanothermaceae Methanothermus
Methanococcus
Methanothermococcus
Methanocaldococcus
Methanotorris
Methanomicrobium
Methanoculleus
Methanofollis
Methanogenium
Methanolacinia

Methanobacteria  Methanobacteriales

Methanococcaceae

Methanococci Methanococcales
Methanocaldococcaceae

Methanomicrobiaceae
Methanomicrobiales

Methanoplanus
Methanocorpusculaceae ~ Methanocorpusculum
Methanospirillaceae Methanospirillum
Methanomicrobia Methanosarcina

Methanococcoides
Methanohalobium
Methanohalophilus

Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanolobus
Methanomethylovorans
Methanimicrococcus
Methanosalsum
Methanosaetaceae Methanosaeta

Fonte: Demirel e Scherer (2008).

Bandara et al. (2012) analisaram o tratamento de esgoto doméstico em reator UASB em
temperaturas que variaram de 6°C a 31°C, e avaliaram a comunidade de arqueias do lodo
anaerdbio, observando que, apds a adaptagdo dos microrganismos as baixas temperaturas,
ocorreu reducdo da diversidade e da abundancia relativa de arqueias metanogénicas
acetoclasticas, e aumento de metanogénicas hidrogenotroficas, demonstrando que estes

organismos possuem papel importante na remocdo de DQO no tratamento de esgoto doméstico
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em baixas temperaturas. O lodo de indculo, no inicio do experimento, apresentou predominancia
de Methanosaeta, metanogénicas acetocldsticas, enquanto no lodo maduro, ao final do
experimento, predominaram Methanolinea tarda e Methanobacterium beijingense, as quais
utilizam H; e formiato para crescimento e producdo de metano.

Kuroda et al. (2014) realizaram experimento comparando lodos anaerobios de tratamento
de diversos efluentes, e reportaram predominancia dos géneros Methanobacterium, da ordem
Methanobacteriales, e Methanosaeta, da ordem Methanosarcinales, em lodo de reator UASB
tratando esgoto doméstico a temperatura ambiente (10°C a 29°C). Methanobacterium séo
metanogénicas hidrogenotroficas com papel importante na degradacdo final da digestdo
anaerdbia utilizando H, ou formiato, enquanto Methanosaeta sio metanogénicas acetoclasticas,
frequentemente encontradas em lodo metanogénico do tratamento de efluentes industriais e
domésticos. Os autores também encontraram, em menor quantidade, os géneros
Methanospirillum e Methanolinea, da ordem Methanomicrobiales, que sdo metanogénicas
hidrogenotroficas.

Zhang et al. (2018) avaliaram a comunidade de um reator UASB em escala piloto tratando
esgoto doméstico com temperatura de operagdo na faixa de 10 a 20°C e observaram
predomindncia de arqueias acetoclasticas  Methanosaetaceae e  hidrogenotroficas
Methanomicrobiales. Os autores reportaram leve reducdo de Methanosaetaceae com a
diminui¢do da temperatura para 12,5°C e 10°C em comparagdo com 15 e 20°C, enquanto a
abundancia de Methanomicrobiales aumentou a 10°C.

Diaz et al. (2006) analisaram granulos anaerébios de reator UASB tratando efluente de
cervejaria por meio de trés técnicas distintas, e observaram predominancia de arqueias do grupo
Methanosaeta, sendo que Methanosaeta concilii correspondeu a 70% dos clones de arqueias
obtidos, além de identificar também a presenca de Methanosarcina mazei € Methanospirillum
hungatei, concluindo que metanogénicas acetoclasticas sdo mais abundantes que metanogénicas
hidrogenotroficas. J& digestores tratando dejetos animais costumam apresentar predominancia de
Methanosarcina, o que pode ser atribuido aos altos niveis de amodnia livre presentes nesse
substrato, que restringe a atividade de Methanosaeta (TABATABAEI et al., 2010).

Dentre as ordens de arqueias metanogénicas, destaca-se ainda a capacidade de
metanogénese reversa que algumas ordens possuem, tais como Methanosarcinales,

Methanobacteriales € Methanococcoides, as quais, além de contribuirem para a producdo de
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metano, sdo também capazes de consumir o metano gerado no sistema. O grupo ¢ conhecido
como Arqueias Anaerobias Metanotroficas, do inglés Anaerobic Methanotrophic Archaea —

ANME (KNITTEL; BOETIUS, 2009; SINISCALCHI, 2015).

3.3 Reatores Anaerobios de Fluxo Ascendente e Manda de Lodo (UASB)

No tratamento anaerdbio aplicam-se condi¢des favordveis ou exclusivas ao
desenvolvimento de microrganismos adaptados a auséncia de oxigénio, em especial bactérias
acidogénicas e arqueias metanogénicas, a fim de acelerar o processo de degradacdo da matéria
organica. Estas condi¢des abrangem o projeto do reator, que deve manter grande massa de
bactérias envolvidas no processo em contato intenso com a matéria organica do efluente, bem
como condi¢des operacionais, que incluem o pH, a temperatura, a presenca de nutrientes e a
auséncia de compostos toxicos (VON SPERLING, 2005; LETTINGA et al., 1984).

O reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo, UASB (do inglés Upflow
Anaerobic Sludge Blanket), foi desenvolvido por Lettinga e colaboradores na Holanda na década
de 1970, com o objetivo de criar um sistema de tratamento anaerobio para tratar efluentes com
alta carga organica em tempos de detencao hidraulica reduzidos (3 a 4 horas). Foram adicionados
separadores para solidos e para o gés, a fim de solucionar o problema da perda de biomassa e
baixo tempo de retencdo do lodo nos digestores que ja existiam. Os resultados em testes de
bancada com o sistema desenvolvido mostraram que este tinha capacidade de receber cargas
organicas na faixa de 15 a 40 kg de DQO por m’ de reator por dia, com tempos de detengo
hidraulica (TDH) de 3 a 8 horas. Os resultados em escala real mostraram um tratamento
satisfatorio operando com carga organica de 16 kg de DQO por m’ por dia com TDH de 4 horas
(LETTINGA et al., 1980).

Diante dos resultados obtidos desde entdo, tem se observado que os reatores UASB
constituem uma alternativa interessante para o tratamento de esgoto, principalmente para paises
em desenvolvimento e pequenas comunidades, além de que o biogds e o efluente tratado,
produtos do tratamento de esgoto doméstico em reatores UASB, podem ser recuperados e
reutilizados (KHAN et al., 2011).

O sistema UASB consiste em um reator sem a presenca de material suporte para a

biomassa, e apresenta um separador trifasico, que permite a separacdo dos solidos e gases
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gerados do efluente final tratado (LETTINGA et al., 1984; LETTINGA, 1995). Em reatores de
alta taxa, como o reator UASB, o tempo de retencdo de microrganismos, o lodo, ¢ maior que o
tempo de reten¢do do liquido, o que propicia maior eficiéncia do processo. No reator UASB, a
agua residudria a ser tratada ¢ inserida no reator pelo fundo, e segue um fluxo ascendente através
da manta de lodo, sendo o efluente tratado coletado na parte superior (TABATABAETI et al.,
2010).

A eficiéncia de tratamento dos reatores UASB estd no estabelecimento da manta de lodo
no fundo do reator, onde ocorrem os processos biologicos. O contato intenso entre a biomassa € o
efluente ¢ possibilitado pela turbuléncia causada pela entrada de liquido, distribuida de maneira
uniforme no fundo do reator, e pela liberacdo do biogas produzido. Para o tratamento de esgoto
doméstico, que ¢ considerado um efluente de baixa carga organica, o contato entre a agua
residuaria e o lodo pode se tornar um fator limitante, j4 que a producdo de biogas ¢ menor,
necessitando de uma melhor distribuicdo do fluxo de alimentacdo do que seria necessario para
efluentes industriais, a fim de manter a mistura do lodo (LETTINGA, 1995; SEGHEZZO et al.,
1998).

Nos reatores UASB, as comunidades de microrganismos metanogénicos formam
granulos, normalmente com dimensdes de 0,2 a 5,0 mm, ou flocos, que apresentam alta
densidade e alta atividade metanogénica. Os diferentes tipos fisiologicos de microrganismos
ficam muito préoximos uns dos outros, melhorando a transferéncia de elétrons entre as espécies,

propiciando a alta taxa de formagio de metano (DIAZ et al., 2006).

3.3.1 Aplicabilidade do reator UASB

A aplicabilidade dos reatores UASB comegou a ser discutida com os trabalhos de Lettinga
nos anos 1980, que apresentou resultados indicando que, em paises de clima quente, seria
possivel atingir remoc¢ao de DQO em torno de 70%. Porém, a eficiéncia de degradagdo diminui
com a reducdo da temperatura de operagdo, chegando a valores de eficiéncia de 50% de remogao
de DQO a 15°C (KHAN, 2011).

Sistemas anaerébios costumam ser mais utilizados no tratamento de efluentes industriais
com elevada carga organica. Assim, como esgoto sanitdrio normalmente apresenta menores

concentragdes de DQO, ha produgdo de metano relativamente baixa, insuficiente para aquecer o
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reator, que em muitos locais ¢ necessario para manter condigdes mesofilicas de temperatura de
operacgdo. Por isso, o UASB para tratamento de esgoto doméstico tornou-se mais popular em
paises tropicais, que possuem menor necessidade de aquecimento, atingindo eficiéncias de
remog¢ao de DQO acima de 70% (LEW et al., 2004).

Uma das grandes vantagens de sistemas de tratamento que utilizam reatores UASB esta
no fator econdmico. A aplicacdo de um reator UASB seguido de um sistema aerdbio possibilita
economia de custos de instalagdo na faixa de 20 a 50% e de custos operacionais acima de 50%
em comparagdo com sistemas de lodos ativados convencionais (CHERNICHARO et al., 2015).

O reator UASB ¢ visto como uma tecnologia sustentdvel para tratamento de aguas
residudrias domésticas, pelo menor gasto com energia para operagdo do sistema. No entanto, este
sistema isoladamente ndo tem capacidade de tratar os esgotos a niveis que atendam os padrdes de
lancamento, o que requer a associagdo a um pos-tratamento. Na India, a maioria das ETEs que
aplicam UASB possuem unidades de polimento final, como lagoas, apos a digestdo anaerdbia.
No Brasil, normalmente sdo empregados lodos ativados, filtros aerados submersos ou lagoas de
estabilizacdo apos reatores UASB. No entanto, tratamentos que combinam UASB + lagoas
raramente atingem padrdes de langamento de agéncias regulatorias. Por outro lado, UASB
seguido de métodos aerdbios de alta taxa fornecem efluentes com baixa DQO residual, com

valores abaixo de 50 mg L™ (KHAN et al., 2011).

3.4 O Metano

Atualmente, a matriz energética mundial ¢ muito dependente dos combustiveis fosseis,
como petroleo, carvao mineral e gas natural. A medida que se prevé o esgotamento dessas fontes
de energia ndo-renovaveis, surge a necessidade de buscar outras fontes que as substituam. Ao
mesmo tempo, o volume de residuos organicos e 4guas residudrias produzidos aumenta
anualmente.

O metano derivado do tratamento anaerobio de residuos organicos ¢ um gas inodoro e
incolor, e possui elevado potencial de utilizagdo como combustivel alternativo. Além disso, o gas
¢ facilmente separado do liquido, o que contribui na redu¢do de custos do processo, se comparado
a biocombustiveis liquidos, como o etanol (TABATABAEI et al., 2010). O biogas produzido na

digestdo anaerdbia de esgotos domésticos € composto majoritariamente por metano (70 a 80%),
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nitrogénio (10 a 25%) e gas carbonico (5 a 10%) (CHERNICHARO et al., 2015).

Estimativas apontam que a metanogénese ¢ responsavel pela geracao de aproximadamente
um bilhdo de toneladas (1 Gt) de metano por ano no mundo todo, em locais como pantanos,
sedimentos aquaticos, solos alagados de plantio de arroz, aterros de residuos, entre outros, com
implicagdes importantes na producao de combustivel e no aquecimento global. A concentracao
de metano na atmosfera nos ultimos 100 anos aumentou de 0,9 a 1,8 ppm, um dado preocupante
J& que o metano ¢ um potente gas de efeito estufa (THAUER et al., 2008; COSTA; LEIGH,
2014).

O metano produzido pela remogd@o de DQO em reatores anaerobios pode ser recuperado
(28% a 75%) e transformado em energia. Em termos energéticos, 1 m® de biogas contendo 75%
de metano equivale a 1,4 kWh de energia elétrica. O biogés pode ser utilizado para alimentar
geradores ou em iluminagdo publica (KHAN et al., 2011).

Apesar do potencial do elevado poder calorifico do metano, a utilizagao efetiva do biogés
para geracdo de energia ainda é pouco aplicada, e a grande maioria das estagdes de tratamento de
esgoto realizam a queima do mesmo sem o aproveitamento energético. Além disso, problemas na
captagdo do gas podem resultar em reducdo do potencial energético, incluindo o metano que
permanece dissolvido na fase liquida, possiveis vazamentos, intrusdes de dgua de chuva que
causam diluicdo do esgoto e consequente reducdao na produgdo de biogas, e a falta de controle e
conhecimento em relagdo a composicao do biogas e o volume produzido, dificultando a avaliacao
do real potencial energético dos sistemas de tratamento (CHERNICHARUO et al., 2015).

A biomassa abundante de diversas industrias poderia ser utilizada como matéria-prima
para produgdo de metano, combinando tratamento de residuos e efluentes com geracdo de
energia. Dejetos animais, residuos agricolas, residuos solidos urbanos, esgoto doméstico, residuos
de industrias alimenticias e florestais sdo exemplos de fontes de biomassa que poderiam ser
transformadas em biogas. Estima-se que no futuro pelo menos 25% de toda a bioenergia
produzida seja derivada de biogas produzido a partir de residuos. Além de constituir uma fonte de
energia, a conversdo de residuos a metano também contribui intensamente na redugdo das
emissOes de gases de efeito estufa, j4 que evita perdas de gis metano para a atmosfera
(TABATABAEI et al., 2010).

A producdo de metano vem ganhando atencao dos paises da Unido Européia, por reduzir a

dependéncia na importacdo de gas natural, e por permitir o transporte e utilizacdo em locais
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distantes de onde foi produzido. Atualmente, estuda-se o armazenamento de excessos de energia
de fontes eolica e solar, transformando-a para H, por meio de eletrolise aquosa, e o H, em metano
ao combind-lo com biogas em reatores contendo arqueias metanogénicas hidrogenotroficas, que
transformardo o CO; do biogas e o H, em CHy. A digestdo anaerdbia de residuos orgénicos ja €
um sistema bem estabelecido para producdo de energia renovavel na Unido Européia, fornecendo
biogas contendo 30-40% de CO; e 60-70% de CH4. O biogas pode ser melhorado por meio deste
sistema, aumentando a concentracdo de metano no gas, o que aumenta o calor especifico e o
potencial energético (ALFARO et al., 2018).

O biogas recuperado pode ser utilizado diretamente em caldeiras e fornos para substituir
outros combustiveis, para gerar energia elétrica, na cogeracdo de eletricidade e calor, ou como
combustivel alternativo para injecdo nas linhas de gés natural e utilizacdo em veiculos a gas

(CHERNICHARO et al., 2015; ALFARO et al., 2018).

3.5 Tecnologias dependentes e independentes de cultivo para a identificacido de

microrganismos metanogénicos

A biologia molecular surgiu a partir da descoberta da estrutura quimica da molécula de
DNA por Watson e Crick na década de 50, e possui atualmente aplicagdes em diversos campos
da ciéncia e biotecnologia, especialmente na area de medicina (PINHO, 2006).

As estimativas da diversidade de comunidades microbianas costumavam depender
somente de técnicas de cultivo de microrganismos, porém, atualmente os métodos moleculares de
andlise de DNA permitem a avaliagio de toda a comunidade bacteriana, inclusive os
microrganismos que ndo podem ser cultivados em laboratério (AMHA et al., 2018). Os
microrganismos sao frequentemente identificados por meio da andlise do gene RNAr 16S, sendo
realizada inicialmente a extracdo do DNA total, seguida pela técnica de PCR, cujos produtos sdo
clonados em vetores, selecionados e sequenciados. O sequenciamento € entdo buscado em bancos
de dados genomicos por homologia da sequéncia, os quais contam com informagdes taxondmicas
e filogenéticas da linhagem correspondente a sequéncia estudada (LUCENA, 2008).

A andlise de sequenciamento do gene RNAr 16S, uma das técnicas mais utilizadas
atualmente, consiste em uma tecnologia independente de cultivo para identificacdo de
microrganismos. Técnicas dependentes de cultivo sdo utilizadas para obter culturas isoladas de

microrganismos (KURODA et al., 2014), por meio do favorecimento de microrganismos que
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crescem em determinadas condi¢des e exigéncias nutricionais (VICH, 2010).

Os granulos metanogénicos formados em reatores sdo comunidades microbianas
complexas. Técnicas de biologia molecular fornecem informagdes importantes sobre a posi¢ao
filogenética de microrganismos nutricionalmente dependentes uns dos outros. Alguns desses
microrganismos sdo dificeis de cultivar, devido as diversas condi¢des especiais de crescimento
que demandam. Técnicas como a extracdo, clonagem e sequenciamento de DNA e RNA
fornecem informagdes a respeito de quais microrganismos estao presentes no sistema e quais sao
mais ativos (DIAS et al., 2006). Métodos moleculares podem ser utilizados no biomonitoramento
de sistemas de tratamento anaerobio a fim de evitar falhas e otimizar a produgdo de metano, além
de possibilitar a identificacdo de novas espécies envolvidas (TABATABAETI et al., 2010).

A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE, do inglés Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) e a hibridizacao fluorescente in situ (FISH, do inglés Fluorescent In Situ
Hybridization) sao frequentemente utilizadas em estudos de microbiologia ecologica, fornecendo
resultados satisfatorios na deteccdo de mudangas na composi¢do microbiana ao longo do tempo
ou na comparagdo de composi¢do microbiana entre reatores diferentes. A DGGE possui aplicacao
em diversas formas de monitoramento de sistemas bioldgicos, como na analise da biodiversidade
de lodo granular, na comparagdo de start-up e evolucao de reatores, na investigacdo de mudancgas
na populacdo em reatores, na determinacdo da diversidade de populacdes e na analise da
dindmica da populacdo microbiana em reatores anaerobios. Ja a estrutura dos granulos, a
distribuicdo microbiana de populagdes, e a topografia e biodiversidade sdo analisadas por FISH
(DIAZ et al., 2006).

Porém, esses métodos moleculares inicialmente desenvolvidos apresentam resultados
limitados que podem dificultar a andlise da alta diversidade de lodos anaerdbios e da importancia
de populacdes com menores abundancias para o equilibrio dos microbiomas (AMHA et al.,
2018).

J& na ultima década, técnicas de metagenomica baseadas no sequenciamento de nova
geracdo (NGS, do inglés next-generation sequencing) vém crescendo na pesquisa de
microrganismos dos mais diversos habitats. Metagenomica avalia o conteido genomico de
comunidades microbianas, fornecendo dados acerca da estrutura ¢ fun¢do da mesma, e assim
permitindo a obten¢do de informagdo sobre organismos que ndo podem ser facilmente cultivados.

No NGS, o DNA extraido de um organismo ou amostra ambiental ¢ fragmentado, e cada
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fragmento ¢ sequenciado em paralelo em escala de micrometro, sendo cada reacdo de
sequenciamento individual registrada separadamente, possibilitando a realizacdo de milhdes de
reacdes de sequenciamento paralelas e a identificacdo de todo o DNA presente em uma amostra
em uma Unica corrida do equipamento. Os instrumentos da Illumina sdo os mais utilizados no
mercado devido ao seu custo-beneficio e a alta precisdo de sequenciamento (JUNEMANN et al.,

2017).

3.6 Atividade Metanogénica Especifica

A eficiéncia de tratamento de um sistema anaerdbio ¢ dependente da atividade
microbiologica da biomassa presente nos reatores, sendo que a remog¢do propriamente dita dos
compostos organicos do efluente ocorre na metanogénese e pode ser quantificada pela atividade
metanogénica especifica.

A atividade metanogénica especifica (AME) determina a capacidade maxima de produgdo
de metano de uma determinada biomassa anaerobia, por meio de teste realizado em laboratorio
com condicdes controladas, a fim de viabilizar a maxima atividade bioquimica para conversao da
matéria organica a biogas (AQUINO et al., 2007), utilizando substratos especificos e onde a
disponibilidade deste ndo seja um fator limitante (HUSSAIN; DUBEY, 2013). O teste de AME
vem sendo utilizado para monitorar o desempenho de reatores anaerobios e avaliar o potencial da
biomassa em converter o substrato em metano (BARROS et al., 2010).

Além de ser utilizado como andlise de rotina para avaliar a atividade metanogénica de
lodos anaerébios, o teste de AME possui outras aplicagdes, como (AQUINO et al, 2007):

* Avaliar o comportamento da biomassa sob o efeito de compostos inibidores;

* Determinar a toxicidade relativa de compostos presentes em efluentes;

* Estabelecer o grau de biodegradabilidade de substratos;

* Monitorar mudancas de atividade do lodo pela acumulacdo de materiais inertes;

* Determinar a carga organica maxima que pode ser aplicada, ou ainda a massa minima de
lodo a ser mantida no reator para desempenho satisfatorio do sistema;

* Avaliar parametros cinéticos.
O tratamento eficiente de um efluente depende principalmente da quantidade de

microrganismos metanogénicos ativos em um reator anaerdbio. No entanto, a avaliacdo dos



36

solidos suspensos volateis inclui a mensuragdo tanto de biomassa microbiana quanto de matéria
organica particulada presente, além de ndo fornecer nenhum indicativo do potencial
metanogénico da biomassa. Sendo assim, do ponto de vista de design e operagdo de sistemas
anaerobios, a atividade metanogénica especifica ¢ de especial importancia (HUSSAIN; DUBEY,
2013).

Na pratica, o teste de AME relaciona uma determinada quantidade de biomassa (gSTV) e
de substrato (gDQO), sob condi¢des controladas, e avalia a produ¢do de metano ao longo de certo
periodo de tempo, calculando a AME a partir das taxas de produtividade méxima de metano, (em
mL de CH4 por grama de STV por dia ou mg de DQO removida na forma de CH4 por grama de
STV por dia — Figura 3.2) (BARROS et al., 2010; CAMPOS, 1999). O ensaio mede a velocidade
da fase metanogénica, e associado a quantificacdo da biomassa, fornece o potencial
metanogénico maximo de um reator operando sob condi¢des supostamente ideais (ABREU;

ARAUIJO, 2011).

Figura 3.2 — Determinacao grafica da taxa maxima de producio de metano.
A

Taxa maxima produc¢do CH, = dV/dt

Volume acumulado
de CHa(ml)

Tempo incubacao (d) -
Fonte: Aquino et al. (2007).

Para avaliar a atividade metanogénica do lodo, deve-se alimentar a biomassa com
substratos que favorecam essa etapa do processo. Para isso, utiliza-se como substrato para o teste
uma mistura de acidos organicos volateis, sendo normalmente acetato, propionato e butirato.
Assim, o teste ird verificar, além da atividade dos microrganismos metanogénicos, a capacidade
sintrofica entre estes e os microrganismos acetogénicos, visto que os metanogénicos necessitam
da boa atividade dos organismos produtores de acetato para geracdo de metano (AQUINO et al,
2007). O teste de AME com acetato como substrato ira verificar apenas a atividade das arqueias

metanogénicas acetocldsticas, enquanto a utilizagdo de propionato permite a quantificagdo
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também das bactérias acetogénicas e das arqueias hidrogenotroficas. A atividade metanogénica
pode entdo prever a situacdo da biomassa de um reator, bem como determinar a capacidade
potencial de carga orgénica a ser aplicada no reator anaerébio (VELUCHAMY; KALAMDHAD,
2017).

Barros et al. (2010) realizaram teste de AME com lodo de um reator UASB em escala de
laboratério (60L) em fase de start-up tratando esgoto doméstico, operado em batelada. O teste foi
realizado utilizando acetato de s6dio como substrato, e incubagdo a 30°C com agitagdo, com
medi¢do direta do volume de metano gerado por meio da passagem do biogds em frascos
contendo NaOH, obtendo resultado de AME de 0,017 mgDQOcns/mgSSV.d durante o periodo de
start-up, sendo que, de acordo com os autores, valores médios esperados para sistemas estaveis
ficam em torno de 0,14 mgDQOcus/mgSSV .dia.

Utilizando solu¢dao de nutrientes e solu¢do dos acidos organicos acético, propionico e
butirico, Schneiders et al. (2013) avaliaram a atividade metanogénica especifica de lodo de reator
UASB tratando efluente de uma industria alimenticia, em frascos incubados a 33°C com agitagio.
A medicdo do biogas foi realizada pela passagem do biogds por frascos contendo NaOH e
medig¢do direta do volume de metano produzido, resultando em AME de 0,17 gDQO¢n4/gSSV.d.

Rocha et al. (2001) avaliaram a AME de lodo de reatores UASB tratando esgoto
doméstico, efluente de cervejaria e de fabrica de alimentos de processamento de milho, em
relacdo a diferentes concentracdes de substrato e biomassa no teste. Os frascos foram incubados a
30°C sem agitagdo, utilizando acetato de sodio como substrato, € o biogas passou por frascos
contendo NaOH para medi¢ao direta do volume de metano produzido. Para o lodo de esgoto
doméstico, a atividade maxima obtida foi de 0,21 gDQOcns/gSSV.d, com concentragdo de
acetato e de biomassa de 2 gDQO/L e 0,57 gSSV/L, respectivamente. O lodo de cervejaria
apresentou AME de 1,26 gDQOcn4/gSSV.d para concentracao de biomassa e de substrato de 0,58
gSSV/L e 4g DQO/L, chegando a 1,74 gDQOcuns/gSSV.d mantendo-se a concentragdo de
substrato e reduzindo a concentracdo de biomassa para 0,23 gSSV/L. Para o lodo da fabrica de
alimentos, a AME maxima foi de 1,20 gDQOcpns/gSSV.d para concentragdes de biomassa e de
substrato de 0,25 gSSV/L e 4 gDQO/L, respectivamente. O estudo demonstrou que a AME
diminui com o aumento da concentracdo de solidos suspensos, € aumenta com o aumento da
concentragdo de substrato.

Zhang et al. (2018) avaliaram a opera¢do de um reator UASB em escala piloto tratando
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esgoto doméstico com redugdo gradual da temperatura de operacao de 20°C até 10°C e utilizaram
a AME como um dos parametros de monitoramento ao longo das fases do experimento, e
encontraram valores na faixa de 0,24 — 0,27 gDQO¢pn4/gSSV.d.

Moncada e Silva (2016) utilizaram a AME para avaliar a viabilidade de utilizacdo de
esterco bovino como indculo para tratamento de residuos de cozinha. A atividade do inéculo foi
avaliada utilizando diferentes substratos, a fim de observar cada uma das etapas da digestdo
anaerdbia separadamente. A metanogénese foi avaliada nas duas rotas metabdlicas, sendo
realizados testes utilizando acetato ¢ formiato como substratos, além de solu¢des de nutrientes e
vitaminas, incubados a 39°C sem agitagdo. Foram obtidos resultados de 0,60 gDQOcp4/gSSV.d
para o teste que avaliou a metanogénese acetoclastica, com acetato como substrato, e 0,68
gDQOcn4/gSSV.d para o teste que avaliou a metanogénese hidrogenotrofica, utilizando formiato
como substrato. A maior AME para a via hidrogenotrofica foi atribuida ao fato de que o formiato
¢ transformado em H, e CO,, que pode ser convertido em metano pelas hidrogenotroficas, ou em
acetato por bactérias homoacetogénicas e entdo em metano pelas arqueias metanogénicas
acetoclasticas.

Hussain e Dubey (2013) realizaram o monitoramento da aclimatagdo de um reator para
digestdo de fenol utilizando testes de AME em cada fase do processo, aumentando a
concentragdo de fenol na alimentacdo do reator e alterando as concentra¢des de nutrientes
(C:N:P). Os autores realizaram testes de AME com acetato e com benzoato como substratos, e
encontraram valores de 0,21 a 0,40 gDQOcus/gSSV.d com acetato e de 0,28 a 0,47
gDQOcn4/gSSV.d com benzoato nas diferentes fases do processo.

Alves, Cammarota e Franca (2005) utilizaram testes de AME para avaliar a inibi¢cdo da
biomassa anaerdbia por substancias presentes em efluentes de laboratdrio de pesquisa, utilizando
o efluente do Laboratorio de Tecnologia Ambiental da Escola de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Estas substancias sdo oriundas dos reagentes quimicos das
analises realizadas em laboratorio, considerando que, até aquela data, poucas universidades
empregavam a segregacao e descarte adequados aos residuos, que acabavam sendo lancados na
rede de esgoto local, comprometendo a eficiéncia das estagdes de tratamento. Para os ensaios,
utilizou-se lodo de reator UASB de uma industria alimenticia, alimentado com esgoto doméstico
bruto, solu¢do de acidos orgénicos volateis (acético, propidnico e butirico) e solugdo nutriente,

incubados a 35°C. A medi¢do do metano foi realizada por coleta ¢ medi¢do do biogas, ¢ analise
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da composic¢ao (% de metano) por meio de cromatografia gasosa. A AME controle permaneceu
na faixa de 0,10 — 0,16 gDQOcus/gSSV.d. Os autores observaram que os elementos sodio,
cromo, fenol e sulfato, além das interagdes sulfato-merctrio e sulfato-sodio apresentaram os
maiores efeitos sobre o percentual de inibicdo da AME.

Cordeiro et al. (2018) avaliaram o lodo de dois reatores UASB em escala piloto tratando
esgoto doméstico por meio de analise da composi¢cdo do biogas por cromatografia gasosa e por
meio de sistema automatizado de AME, sendo a incubacio realizada a 35°C com acetato como
substrato. Para os reatores tratando esgoto doméstico, os autores encontraram AME de 0,09 e

0,10 gDQOcu4/gSTV.d no sistema automatizado, e 0,30 e 0,26 gDQOcus/gSTV.d por

cromatografia gasosa.

Os dados da literatura quanto a ensaios de AME estdo sumarizados na Tabela 3.5, sendo

que valores usuais para AME de lodo tratando esgoto doméstico estdo na faixa de 0,10 a 0,4

gDQO/gSTV.d (CHERNICHARO, 2007).

Tabela 3.5 — Revisdo da literatura quanto a ensaios de AME.

Método de

Fonte do indculo Substrato Temperatura . - AME Referéncia
medi¢cao de CH,
UASBeg.;tézt:)t—up ) Acetato de 30°C com Lavagem do mg]g’(%l(z / Barros et al.
- I : x : ‘ CH4
domeéstico sodio agitacdo biogas em NaOH meSSV.d (2010)
UAdSeBin_dzsf,lt;liznte [;(;loiisgie;cg’ 33°C com Lavagem do gD%(l)7 / Schneiders
. ~ . . CH4
alimenticia butirico agitacdo biogas em NaOH ¢SSV.d etal. (2013)
UASB - esgoto Acetato de 30°C sem Lavagem do gD%él / Rocha et al.
, . , g . ~ . , CH4
doméstico sodio agitacao biogas em NaOH oSSV .d (2001)
UASB - efluente Acetato de 30°C sem Lavagem do gD8(734 / Rocha et al.
.. , g . ~ . , CH4
de cervejaria sodio agitacao biogas em NaOH oSSV.d (2001)
UASB P ’eﬂu.ente Acetato de 30°C sem Lavagem do 1,20 Rocha et al.
de industria sodio agitacd biogs em NaOH ~ EDQ0cu/ (2001)
alimenticia gHtacao 08as © gSSv.d
. o \ 0,24 - 0,27
UASB (piloto) — Acetato de 10 a 35°C com Método Zhang et al.
esgoto doméstico sodio agitacao manométrico gDQOcu/ (2018)
gSSv.d
. Acetato de 39°C sem Lavagem do 0,60 Mon.cada €
Esterco bovino sodio agitacdo biogas em NaOH gDQOcud/ Silva
gttag & aSSV.d (2016)
. . 39°C sem Lavagem do 0,68 Mon.cada ¢
Esterco bovino Formiato agitacio biogds em NaOH gDQOc¢ps/ Silva
sitag & oSSV.d (2016)
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UASB — efluente 30 - 32°C sem Lavagem do 0,21 a 0,40 Hussain e
contendo fenol Acetato agitacao biogas em NaOH gDQOcuy/ Dubey
gSSv.d (2013)
UASB — efluente 30 - 32°C sem Lavagem do 0,28 2 0,47 Hussain e
contendo fenol Benzoato agitacao biogas em NaOH gDQOcuy/ Dubey
gSSv.d (2013)
UASB — efluente  Acido acético, o Ana11§e~da 0,10-0,16 Alves,
s n 35°C sem composicdo do Cammarota
de industria propidnico e o S gDQOc¢ps/
alimenticia butirico agitagao biogds por gSSv.d ¢ Franga
cromatografia ) (2005)
. . Analise da 0,30 ¢ 0,26 .
UASB (piloto) — Acetato de 35°C sem composicdo do Cordeiro et
, , 4. . - . , gDQOCH4/
esgoto doméstico sodio agitacao biogas por oSTV d al. (2018)

cromatografia
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4 ARTIGO 1: ANALISE DA ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA DE LODO
DE REATOR UASB TRATANDO ESGOTO SANITARIO

RESUMO

A Atividade Metanogénica Especifica (AME) consiste na determinagdo do potencial méximo de
geracdo de metano pela comunidade microbiana selecionada e contida dentro de um sistema. Por
meio de um teste de laboratério sdo fornecidas as condigdes Otimas a fim de favorecer o
metabolismo de arqueias metanogénicas para a producdo de metano. O presente estudo teve
como finalidade avaliar o potencial maximo de geracdo de metano em lodo anaerdbio de um
reator UASB da ETE-UFLA por meio do ensaio de AME, a qual foi avaliada utilizando acetato
de sodio como substrato a temperatura de 30°C, com lavagem do gas em solugdo alcalina e
medi¢do direta do volume de metano produzido. O resultado mais satisfatério de AME obtido foi
de 0,055 gDQOcn4a/gSTV.d, sendo observada significativa alteracdo no resultado no caso de uma
perturbagdo operacional da ETE, demonstrando o potencial deste ensaio como pardmetro de
monitoramento de sistemas anaerobios. Os resultados estimam que cada reator UASB da ETE
teria capacidade de converter 117 kgDQO d”' em CH,, produzindo quase 46 m’ d' de gas
metano.

Palavras-chave: Arqueias metanogénicas. Lodo Anaerobio. Reator UASB.

ABSTRACT

The specific methanogenic activity (SMA) is the determination of the maximum potential of
methane production by the microbial community contained within a system. Through a
laboratory test, optimum conditions are provided in order to favor the metabolism of
methanogenic archaeas to produce methane. The objective of this study was to evaluate the
maximum potential of methane generation by the anaerobic sludge from a UASB reactor in the
wastewater treatment plant of the Federal University of Lavras using the SMA test, which was
performed using sodium acetate as substrate at 30°C, through biogas washing in alkaline solution
and direct measurement of the volume of methane produced. The most satisfactory SMA result
obtained was 0.055 gCODcpns/gTVS.day, while a significant change in the result was observed in
the case of an operational disturbance in the STP, indicating the potential of this test as a
monitoring parameter in anaerobic systems. The results estimate that each UASB reactor in the
STP would be able to convert 117 kgCOD day” to CH,, producing almost 46 m® day™ of
methane.

Keywords: Anaerobic Sludge. Methanogenic Archaeas. Specific Methanogenic Activity. UASB
Reactor.
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4.1 Introducao

A digestdo anaerobia ¢ o processo por meio do qual um grupo de microrganismos, em
ambiente livre de oxigénio, realiza a conversdo de compostos organicos em produtos mais
simples, em especial metano e gas carbonico. Uma das principais vantagens da digestdo
anaerdbia estd na possibilidade de recuperacdo do gas metano produzido e sua utilizagdo para
geracdo de energia, seja pela sua queima direta ou pelo melhoramento do biogas para uso como
combustivel para transporte (VASCO-CORREA et al., 2018).

Esse processo ocorre em etapas sequenciais dependentes de diferentes grupos de
microrganismos especializados, que sdo: hidrdlise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Na
hidrolise ocorre a quebra de polimeros, como proteinas, carboidratos e gorduras em substancias
mais simples, como agucares e aminodcidos. Na acidogénese os produtos da hidrélise sdo
convertidos em acidos organicos volateis, como propionato e butirato (LECKER et al., 2017). O
acido acético ¢ usualmente o intermediario mais abundante em sistemas de digestdo anaerdbia,
sendo o precursor de cerca de 72% do metano produzido por lodo de ETEs (CHERNICHARO,
2007).

Na acetogénese, bactérias acetogénicas oxidam os subprodutos da acidogénese,
convertendo-os em hidrogénio, gds carbdnico e acetato, substratos adequados para a
metanogénese (LECKER et al., 2017). Por fim, na metanogénese ocorre a transformacgdo da
matéria organica em metano e gas carbdonico pela atividade das arqueias metanogénicas, as quais
podem ser divididas em dois grupos principais em func¢do da afinidade por determinado substrato:
as acetoclasticas, que geram metano a partir do acetato; e as hidrogenotréficas, que produzem
metano a partir da reducdo do CO, utilizando o H, como doador de elétrons (CHERNICHARO,
2007; ABREU, 2007).

Em sistemas anaerobios, ¢ desejavel que se obtenha o maximo de conversdo de matéria
organica em metano possivel, ndo s6 pela possibilidade de utilizacdo energética do gés, mas
porque a matéria organica (em DQO) ¢ removida efetivamente da fase liquida ao ser convertida
para metano, que apresenta baixa solubilidade e se desprende do liquido, promovendo eficiéncia
na remo¢ao da carga organica do sistema (SOUZA, 2010). O biogas produzido na digestdo
anaerobia de esgotos domésticos ¢ composto majoritariamente por metano (70 a 80%), nitrogénio

(10 a 25%) e gas carbdnico (5 a 10%) (CHERNICHARO et al., 2015). Em termos energéticos, 1
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m’ de biogas contendo 75% de metano equivale a 1,4 kWh de energia elétrica (KHAN et al.,
2011).

O potencial maximo de geragdo de metano de determinada biomassa em um reator
anaerobio pode ser obtido pela Atividade Metanogénica Especifica (AME), um teste de
laboratorio que fornece as condi¢des Otimas para conversdo de matéria organica em metano. O
teste de AME pode ser utilizado como parametro de monitoramento em reatores anaerdbios e
como controle operacional desta etapa de tratamento. Neste sentido, ¢ possivel estimar a carga
maxima a ser aplicada que ndo provoque um desequilibrio na comunidade microbiana e,
consequentemente, possibilite um melhor funcionamento do sistema (AQUINO et al., 2007;
HUSSAIN; DUBEY, 2017).

Na pratica, o teste de AME relaciona uma determinada quantidade de biomassa (gSTV) e
de substrato (gDQO), sob condi¢des controladas, e avalia a produ¢do de metano ao longo de certo
periodo de tempo, calculando a AME a partir das taxas de produtividade maxima de metano (em
mL de CH4 por grama de STV por dia ou mg de DQO removida na forma de CH4 por grama de
STV por dia) (BARROS et al., 2010).

Pelo fato de o efluente gerado na UFLA apresentar caracteristicas consideravelmente
distintas das normalmente observadas em esgoto sanitario, € serem observados problemas na
captagdo do biogas produzido, como baixa vazao de gas alimentando os bags de armazenamento
(CAMPOS, 2019), o presente trabalho teve como finalidade a avaliagdo do potencial maximo de
geracdo de metano por digestdo anaerobia em um reator UASB localizado na ETE-UFLA, de
forma a corroborar na operacdo adequada desses sistemas fornecendo informacgdes técnicas aos
responsaveis pelo processo e com vistas ao aproveitamento energético do biogas gerado.

Pelo fato de o efluente gerado na UFLA apresentar caracteristicas consideravelmente

distintas das normalmente observadas em esgoto,

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Caracterizacdo da area de estudo

O presente trabalho teve como objeto de estudo os reatores UASB em funcionamento na

Estacdo de Tratamento de Esgoto da Universidade Federal de Lavras (ETE-UFLA), localizada
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em Lavras/MG. A ETE, operada pela UFLA, realiza o tratamento dos efluentes gerados no
campus e demais areas da universidade, em funcionamento desde 2016. Os residuos quimicos
gerados nos laboratorios sdo armazenados e tratados separadamente pelo Laboratério de Gestao
de Residuos Quimicos da UFLA ou por empresa terceirizada e, portanto, ndo integra os efluentes
tratados pela ETE-UFLA.

O tratamento preliminar conta com grades grossa e fina, seguido de caixa de gordura. O
tratamento bioldgico ¢ realizado por sistemas com reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket Reactor) seguidos por Filtros Bioldgicos Aerados Submersos (FBAS). O efluente ainda
passa por filtros de areia, e segue para desinfeccdo em clorador e radiagdo UV, sendo entdo
langado em lagoa de passagem e desdgua em um coérrego. As etapas de tratamento do esgoto

realizadas na ETE-UFLA estdo representadas esquematicamente na Figura 4.1.

Figura 4.1 — Esquema das etapas de tratamento da ETE-UFLA

Sistema de Caixa de
gradeamento gordura Elevatoria

Afluente = OO |T\ —’O’_’

Calha Parshall

l

UASB
FBAS
Filtros de areia G"@ G‘@
Lagoa de infiltracdo | | | ‘J
UV Clorador

Fonte: Fialho (2018).

Em um dia normal, a ETE trata em torno de 150 a 200 m* de esgoto sanitario, havendo
contribuicdo de duas elevatorias que encaminham o esgoto de diferentes pontos da UFLA até a
ETE. Uma terceira elevatdria projetada ainda ndo esta em funcionamento, a qual aumentara a

vazao tratada pela ETE nos proximos anos.
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A ETE conta com seis reatores UASB cilindricos, com 62,3 m?® de volume 1til cada um e
vazdo projetada de até 150 m*® por dia cada. Um desenho esquemadtico dos reatores esta
apresentado na Figura 4.2. O efluente tratado na ETE apresenta caracteristicas bastante varidveis,
apresentando DQO em torno de 847+652 mg L™ (MATOS, 2019), sendo que valores usuais para
esgoto sanitario tipico variam de 250 a 800 mg L™' (METCALF; EDDY, 2003).

Figura 4.2 — Desenho esquematico dos reatores UASB instalados na ETE-UFLA.

:X_‘ ‘4=> Saida do efluente

tratado

Separador
trifasico

5,49 m

Entrada de esgoto
v =X5 v

3,80 m
Fonte: Do autor (2019).

4.2.2 Caracterizacdo da biomassa presente nos reatores UASB

A fim de caracterizar os reatores UASB em termos de concentracdo de biomassa

microbiana, realizou-se uma andlise preliminar de todos os seis reatores (denominados de A, B,
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C, D, E, F), coletando-se uma amostra de lodo de cada uma das alturas (conforme setas
vermelhas na Figura 4.2). Assim, para cada reator, foram analisadas amostras dos cinco pontos
quanto aos so6lidos totais (ST) e solidos totais volateis (STV) para levantamento do perfil de
solidos dos reatores, além de andlises de ST e STV para amostra composta dos cinco pontos,
representando o reator como um todo. A amostra composta foi obtida pela mistura de um mesmo
volume de cada uma das alturas. As andlises da série de solidos foram realizadas por gravimetria
de acordo com a metodologia descrita por APHA, AWWA e WEF (2005). O valor de STV foi o
parametro utilizado como estimativa da concentracdo de biomassa microbiana no sistema.

A partir dos valores de STV da amostra composta para cada reator, foi selecionado o que
apresentou a maior concentracdo de biomassa para utilizacdo nos testes de Atividade
Metanogénica Especifica. Temperatura ¢ pH foram determinados utilizando medidor de pH de
bancada mPA210 da marca MS TECNOPON, para fins de monitoramento.

As andlises e ensaios descritos neste trabalho foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia do Nucleo de Engenharia Ambiental e Sanitaria, Departamento de Recursos

Hidricos e Saneamento, da Universidade Federal de Lavras.

4.2.3 Atividade Metanogénica Especifica

Os testes de Atividade Metanogénica Especifica foram realizados de acordo com
metodologia descrita por Aquino et al. (2007) com adaptagdes (utilizacdo apenas de acetato de
sodio como substrato, ¢ STV como quantificagdo da biomassa, de acordo com Abreu e Aratjo
(2011)), sendo a quantificacdo do metano produzido realizada por dois métodos distintos.

Inicialmente, coletou-se amostra composta do reator UASB, porém, diferentemente da
coleta descrita no item 4.2, utilizou-se apenas as amostras das quatro alturas inferiores, por
entender-se que a altura superior ja se encontra acima dos defletores e ndo compde mais a manta
de lodo. Determinou-se entdo a concentracdo de soélidos totais volateis (STV) da amostra
composta, a fim de se estimar a biomassa a ser inoculada nos testes, sendo realizada uma nova
coleta a cada ensaio realizado (coletas em: ensaio 1 12/02/19; ensaio 2 11/06/19; ensaio 3
03/07/19; ensaio 4 20/08/19).

Durante a pesquisa, diversos sistemas experimentais foram utilizados para realiza¢do dos

testes, sendo encontradas dificuldades em relacdo a vedagdo satisfatoria dos frascos e ao
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transporte adequado do gés produzido para o frasco de lavagem. Serd apresentado o resultado de
um sistema em que, da triplicata inoculada, apenas um dos frascos forneceu resultados, € o
sistema final utilizado no restante do experimento.

Para os ensaios de AME utilizou-se solucdo de nutrientes composta por macronutrientes e
micronutrientes, cujas solugdes-estoque foram preparadas conforme as concentragdes
apresentadas nas Tabelas 4.1 e 4.2. Para preparar 1 L da solucdo de nutrientes foram utilizados
100 mL de solu¢do de macronutrientes € 1 mL de micronutrientes, além de 0,2 g de extrato de
leveduras como fonte adicional de vitaminas. Para o acetato de sodio, utilizou-se uma solugao-
estoque de 100 g L. Os testes foram montados utilizando relagdo alimento por microrganismo
de 0,5 gDQO gSTV™'. Utilizou-se acetato de sodio como fonte de carbono, com concentragio de
acetato nos frascos de reacdo igual a 2 g L' (que resulta em concentragio de DQO de 2,17 g L™)

e, consequentemente, uma concentragdo de STV de 4,34 g L' (ABREU; ARAUJO, 2011).

Tabela 4.1 — Concentracdes das substincias utilizadas no preparo da solucdo-estoque de

micronutrientes.
Substancia Concentracao

FeCl;.6H,0 2,00gL"
ZnCl, 0,05gL"
CuCl,.2H,0 0,03gL’
MnCl,.4H,0 0,50 gL
NiCl.6H,0 0,05gL"
AICl; 0,05gL"
CoCl,.6H,0 2,00gL"
H;BO; 0,01 gL’

HCI concentrado ImLL"

Fonte: Chernicharo (2007); Souto et al. (2010).

Tabela 4.2 — Concentracdes das substincias utilizadas no preparo da solucdo-estoque de

macronutrientes.

Substancia Concentracao
KH,PO4 6,50 gL’
K,HPO, 1,50 gL

NH,CI 500gL’
Na,S.9H,0 0,50 gL
CaCl,.2H,0 1,00gL"
MgCl,.6H,0 1,00g L

Fonte: Chernicharo (2007); Souto et al. (2010).
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Assim, adicionou-se aos frascos de reacdo o volume calculado da amostra composta de
lodo, com base na andlise de STV, juntamente com o volume necessario de acetato de sodio, e
completou-se o volume de reacdo com a solugcdo de nutrientes. Injetou-se gas inerte (N,) nos
frascos para lavagem da atmosfera e imposi¢ao do ambiente anaerdbio durante 2 minutos a 1 psi.

A medi¢do do gés produzido foi feita diariamente até que ndo houvesse mais geragdo de
gas. Elaborou-se um grafico da produ¢do acumulada de metano ao longo do tempo, a partir do
qual determinou-se a AME, dada pela inclina¢do da reta tangente no ponto de inflexdo da curva
obtida, que corresponde ao coeficiente angular no trecho de maior inclinacdo do grafico dividido
pela quantidade de biomassa presente no frasco (concentracdo de STV). Este resultado
corresponde 3 AME, (Atividade Metanogénica 1, em mL de CH4 por grama de STV por dia), que
foi convertida para g de DQOcnu4, utilizando-se o fator de conversao estequiométrica (F = 394 mL
de CH4 por g de DQO, a 30°C e 1 atm). Para isso, dividiu-se a AME;, por F, obtendo-se a AME,,
expressa em g DQOcpus/gSTV .dia.

4.2.3.1 Medigao direta do volume de metano

Para este método, o biogas produzido foi lavado em solugdo de NaOH, a qual absorve o
CO; e libera somente o metano. Realizou-se a montagem dos testes utilizando frascos tipo
antibiotico com capacidade de 100 mL, sendo o frasco de reagdo composto por 80 mL de solucao
(lodo + substrato + nutrientes) e 20 mL de atmosfera interna (headspace). Este foi conectado por
valvulas de trés vias e mangueiras a um frasco de mesmo volume contendo 50 mL de NaOH 15%
para lavagem do gas, seguido por outro frasco contendo dgua, para deslocamento do volume de
metano produzido.

As conexdes foram vedadas utilizando adesivo de silicone acético transparente, € o teste
foi montado em triplicata com acetato, além de uma triplicata sem acetato como controle. Este foi
denominado sistema 1 (S1 — Figura 4.3). Os frascos foram inoculados em banho-maria mantido
na faixa de 30 a 32°C e instalados com desnivel, conforme Figura 4.3. No teste realizado com
este sistema, apenas um dos frascos com acetato forneceu resultados, e os demais apresentaram

problemas de vedacao e consequente vazamento do gas produzido.



54

Figura 4.3 — Esquema do S1 para determina¢do da AME com lavagem do biogas.

Frasco de reacio

Banho-maria
30°C

NaOH15%

Agua\ O

Fonte: Do autor (2019).

Devido aos problemas encontrados nos sistemas utilizando os frascos tipo antibidtico com
tampas de borracha, realizou-se a montagem de um sistema utilizando frasco Schott e tampa do
tipo trap de gés para o frasco de reacdo, com lavagem do gas em NaOH 15% e deslocamento de
agua. Este segundo sistema, por se tratar de um volume maior e, portanto, maior
representatividade amostral, foi montado em apenas um frasco, mantendo as mesmas
concentragdes e propor¢des de headspace (20%), lodo, substrato (acetato) e solugdo de
nutrientes, sendo o volume total do frasco de 630 mL. Este foi denominado sistema 2 (S2 —

Figura 4.4), no qual foram realizados trés ensaios.



55

Figura 4.4 — Esquema do S2 para determina¢do da AME com lavagem do biogas.

Banho-maria
30°C

NaOH 15%

Agua

Fonte: Do autor (2019).

4.2.3.2 Medig¢do do volume e analise da composi¢ao do biogas

Os testes foram montados utilizando frascos tipo antibidtico com capacidade de 100 mL,
composto por 80 mL de solugdo (lodo + substrato + nutrientes) e 20 mL de atmosfera interna
(headspace), em triplicata com acetato, além de uma triplicata sem acetato como controle. Os
frascos foram vedados com tampas de borracha e lacres de aluminio, com o auxilio de alicate
recravador, e inoculados em estufa incubadora a 30°C.

A medicao do gas foi realizada diariamente com auxilio de seringa de vidro esmerilhada,
que oferece resisténcia desprezivel a entrada do gas, sendo possivel a afericdo do volume de gas
produzido, e em seguida transferido para tubos vedados a vacuo com o auxilio de valvulas de trés
vias, e armazenado para analise em cromatografia gasosa. As coletas e analises do biogas gerado
nos frascos foram realizadas até que nao houvesse mais producao de gas, atingindo o maximo de
producdo acumulada de metano.

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas na Central de Analise e Prospecg¢ao
Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras. Foi realizada
leitura de curva padrdo de metano, realizando a dilui¢do do CH4 padrdo com 99,5% de pureza

(White Martins) no mesmo tubo utilizado para o armazenamento das amostras de biogds com o
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auxilio da seringa de vidro utilizada para inje¢cao de gas no cromatografo.

A andlise do teor de metano presente no biogas foi realizada por Cromatografia Gasosa
com Detector de Ionizacdo de Chamas (GC-2010 Shimadzu), sendo que o método do metano
empregado teve como pardmetros: isotérmico = 50°C; tempo total do método = 5 min;
temperatura do injetor = 200°C; temperatura do detector = 200°C; volume injetado = 0,5 mL;
split 1:5; velocidade linear = 50 cm s™'; fluxo da coluna = 3 mL min™; coluna RT-QPlot 30 m x
0,32 mm x 10 um (divinilbenzeno); gas de arraste = He.

Os valores da area do pico obtidos para as amostras foram convertidos em concentragdo
de metano (%) utilizando a curva padrdo obtida, que, multiplicada pelo volume medido de
biogas, fornece o volume de metano produzido, o qual foi utilizado para gerar o grafico de

producdo acumulada de metano e calculo da AME, conforme descrito anteriormente.
4.3 Resultados e Discussio
4.3.1 Caracterizag@o da biomassa presente nos reatores UASB

A andlise preliminar dos reatores mostrou que existe diferenga quanto a concentragdo de
biomassa entre os reatores, sendo que o reator B apresentou a maior concentragao de STV, tendo
sido o selecionado para a realizacdo dos ensaios de AME. O levantamento do perfil de s6lidos

estd apresentado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Levantamento de ST e STV para cada reator UASB da ETE-UFLA.

Reator

Altura' A B C D E F
ST STV ST STV ST STV ST STV ST STV ST STV
1 136,62 42,28 130,79 53,55 152,84 63,38 123,61 51,52 130,08 50,07 119,91 50,97
2 114,16 41,19 104,7 43,43 131,69 55,31 109,49 47,01 123,25 46,59 114,01 47,61
3 2,53 1,08 86,93 36,1 62,78 25,66 18,5 7,92 52,54 20,87 63,04 27,39
4
5

597 2,73 7,06 273 3,68 145 7 3,0 342 124 506 22
0,65 0,16 2,08 0,75 09 03 094 032 1,29 053 09,13 421
AC* 51,67 18,47 64,97 2633 5361 21,78 48,1 21,5 56,76 248 5826 24722

" Altura de coleta da amostra, de acordo com a Figura 1, do fundo para o topo do reator; > Amostra
composta; ST = Solidos totais; STV = Solidos totais volateis. Valores dados em g L
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4.3.2 Atividade Metanogénica Especifica por medi¢do direta do volume de metano

Os resultados obtidos para os ensaios de AME estdo apresentados na Tabela 4.4. O
primeiro ensaio foi realizado no sistema com os frascos tipo antibidtico (S1), enquanto os demais
foram realizados no sistema unico com frasco Schott (S2). Os graficos de produc¢do acumulada de
metano obtidos estdo apresentados na Figura 4.5.

O primeiro teste, realizado no sistema 1, apresentou resultado inferior aos demais. Como
dentre os seis frascos inoculados apenas um forneceu resultado, supde-se que este também pode
ter apresentado vazamentos de gis na montagem do experimento, afetando as medigdes de

metano produzido.

Tabela 4.4 — Resultados de atividade metanogénica especifica (AME) obtidos.

Ensaio STV do lodo pH AME; AME,
(g/L) (mL CH4/gSTV.d) (gDQOcpns/gSTV.dia)

1 43,36 6,5 1,28 0,0033

2 44,75 6,7 21,56 0,055

3 35,11 6,6 6,09 0,0155

4 44,75 6,8 4,77 0,0121

Ensaio 1 realizado no sistema S1 (em frascos tipo antibidtico); ensaios 2 a 4 realizado no sistema S2
(reator unico em frasco Schott).

Conforme observado na Tabela 4.4, houve uma redu¢do na concentracdo de biomassa
(STV) e na atividade metanogénica especifica entre os testes 2 e 3. De acordo com os operadores
da ETE, neste periodo foi realizada a substituicdo da bomba de uma das elevatdrias de esgoto, e a
mesma foi instalada com poténcia e vazao muito superiores a que era anteriormente utilizada. Por
isto, além de fazer transbordar a area do gradeamento e calha Parshall da ETE quando as bombas
eram ativadas, estava ocorrendo o carreamento de sélidos dos reatores por conta da maior
velocidade de subida do esgoto dentro dos mesmos, sendo observada inclusive maior
concentracdo de solidos no efluente.

No teste 4 a concentracdo de STV voltou a subir, porém a AME manteve-se baixa. As
diferengas observadas entre os testes podem ser atribuidas, portanto, a perda de biomassa do
reator no periodo de analise. Porém, mudangas na AME durante o monitoramento de reatores
podem indicar também processos de inibicao da biomassa ou acumulagdo de matéria organica de

dificil degradagdo ou até ndo-biodegradavel (HUSSAIN; DUBEY, 2017).
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Figura 4.5 — Producdo acumulada de metano dos ensaios de AME para: a) Ensaio 1 (S1); b)
Ensaio 2 (S2); c¢) Ensaio 3 (S2); d) Ensaio 4 (S2).
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Avaliando, portanto, o maior resultado de AME obtido, de 0,055 gDQOcu4/gSTV.dia,
observa-se que este valor estd abaixo dos reportados na literatura, sendo que valores usuais para
AME de lodo tratando esgoto doméstico estio na faixa de 0,1 a 0,4 gDQOcus/gSTV.d
(CHERNICHARO, 2007). Rocha et al. (2001) obtiveram resultados da ordem de 0,21
gDQOcn4s/gSSV.d para lodo tratando esgoto doméstico, 1,26 gDQOcus/gSSV.d para lodo
tratando efluente de cervejaria e 1,20 gDQOcun4a/gSSV.d para lodo tratando efluente de industria
alimenticia de processamento de milho, todos utilizando acetato de sédio como substrato a 30°C.
Zhang et al. (2018) avaliaram um reator UASB em escala piloto operando na faixa de 10 —20°C e
utilizaram a AME como um dos pardmetros de monitoramento, sendo observados valores de 0,24
a 0,27 gDQOcua/gSSV .d.

Alvarez et al. (2004) avaliaram a atividade metanogénica especifica no monitoramento de

um reator UASB tratando esgoto doméstico operado a 15°C acoplado a um digestor a 35°C, com



59

recirculacdo de lodo do UASB para o digestor, no periodo de start-up. A AME foi determinada
utilizando acido acético a 1 g L' como substrato ¢ concentragio de biomassa de 4 g SSVL', ea
temperaturas de 20°C ¢ 35°C. A AME do lodo do reator UASB subiu de 0,042 gDQOcp4/gSSV.d
com 43 dias de operagdo para 0,047 gDQOcn4/gSSV.d com 128 dias de operagdo a 20°C, ¢ de
0,055 para 0,079 gDQOcn4/gSSV.d a 35°C.

Braga et al. (2017) utilizaram ensaios de AME para avaliar o efeito da presenga ou
auséncia de alguns metais, que atuam como micronutrientes, na atividade da biomassa anaerobia
de seis reatores UASB em ETEs de diferentes cidades nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais.
Metais-traco estdo envolvidos na atividade enzimdtica microbiana, existindo valores 6timos e
limitantes de concentragdo para cada tipo de metal e de microrganismo. Os ensaios foram
realizados utilizando 1,24 g L'deSTV, 1 g L de 4cido acético como substrato e com solucio de
macronutrientes, porém sem adicdo de micronutrientes (metais-trago) para que 0s mesmos
fossem fornecidos apenas pelos ja existentes no lodo. Os autores encontraram valores de AME
que variaram de 0,033 a 0,103 gDQOcun4a/gSTV.d, sendo o menor valor d¢ AME observado no
reator que apresentou concentracdo de cobre (Cu) significativamente maior que nos demais,
apesar de, conforme apontado pelos autores, diferencas na AME ndo podem ser atribuidas
diretamente as concentracdes de metais sem considerar outros fatores, como adaptacdo ao
substrato e composi¢cdo do in6culo (BRAGA et al., 2017).

Lucena et al. (2011) avaliaram a AME de um reator UASB de uma ETE de Recife
tratando esgoto doméstico, estudando separadamente as diferentes alturas da manta de lodo do
reator. Os autores utilizaram acidos acético, propidnico e butirico como substratos, solugdes de
macro e micronutrientes e concentragio de biomassa de 5 g SSV L. Os resultados demonstraram
que existe certa diferenca entre as amostras das diferentes alturas da manta de lodo, sendo que a
AME reduziu de 0,37 gDQOcn4/gSSV.d no fundo do reator para 0,29 gDQOcns/gSSV.d para a
maior altura amostrada.

Pelo fato de a ETE estudada tratar os efluentes liquidos de uma universidade, onde as
mais diversas pesquisas e experimentos sao realizados diariamente, ¢ possivel que parte dos
efluentes quimicos e/ou biologicos gerados possam afetar o sistema de tratamento. A
universidade conta com coleta e tratamento especificos para estes efluentes, porém ¢
responsabilidade de cada usuério dos laboratérios e dependéncias da universidade de realizar a

separacdo e o acondicionamento adequado dos mesmos para que possam receber a destinagdo
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correta. Dessa forma, eventualmente pode ocorrer o lancamento de produtos quimicos na rede de
esgoto, levando a alteragdes na comunidade microbiana dos reatores e adaptagdo da mesma ao
efluente sendo tratado. Nos ensaios de AME, o lodo ¢ submetido a um substrato que pode diferir
das caracteristicas do esgoto a qual a biomassa estd adaptada, resultado em baixos valores de
AME.

Alves, Cammarota e Franga (2005) avaliaram a inibicdo da biomassa anaerdbia por
substancias presentes em efluentes de laboratdrio de pesquisa, utilizando lodo de reator UASB de
uma industria alimenticia e solu¢ao de acidos organicos volateis (acético, propidnico e butirico)
como substrato e observaram que sodio, cromo, fenol e sulfato, além das interacdes sulfato-
mercurio e sulfato-sodio apresentaram os maiores efeitos sobre o percentual de inibi¢do da AME.

O acumulo de 4cidos graxos (4cidos organicos de cadeia longa), produtos da hidrélise de
lipidios, comum em reatores tratando efluentes ricos em lipidio, também ¢ um fator que pode
inibir a atividade dos microrganismos hidroliticos, acidogénicos, acetogénicos e metanogénicos.
Porém, arqueias apresentam maior tolerancia ao acimulo de 4cidos graxos do que as bactérias,
sendo que arqueias metanogénicas hidrogenotroficas sdo mais resistentes a toxicidade por estes
compostos do que as acetoclasticas (KOUGIAS et al., 2016).

Vale ressaltar que a maioria dos valores de AME da literatura discutidos utilizam sélidos
suspensos volateis (SSV) como estimativa de biomassa, e somente o estudo realizado por Braga
et al. (2017) utilizou solidos totais volateis (STV) assim como no presente estudo e conforme a
metodologia aqui empregada descrita por Abreu e Aratjo (2011). Este fator deve ser considerado
na comparagdo de resultados, visto que pode causar diferencas no calculo final da AME e
apresentar valores menores do que os que poderiam ser obtidos utilizando SSV.

Além disso, os ensaios realizados neste trabalho utilizaram somente acetato de sodio
como substrato para metanogénese, sendo quantificada, portanto, a atividade de arqueias
metanogénicas acetoclésticas, ja que, de modo geral, cerca de 70% do metano oriundo do
tratamento anaerdbio de esgoto vem do acetato (CHERNICHARO, 2007). Porém, em alguns
casos, inclusive em situacdes de estresse na operacdo dos reatores, arqueias hidrogenotroficas
podem passar a ser predominantes na biomassa anaerobia (VENKITESHWARAN et al., 2017;
AMHA et al., 2018) e ultrapassar a atividade acetocléstica na produ¢do de metano, sendo também
uma possibilidade para explicar os resultados de AME para o lodo analisado.

Ao analisar as dimensdes do reator UASB (Figura 4.2) juntamente com a vazao de projeto
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dos mesmos, de 150 m® d”', tem-se um TDH de projeto de aproximadamente 10 horas. No
entanto, com a vazdo sendo tratada na ETE atualmente (cerca de 200 m® d), o sistema esta
operando com um TDH de 1,87 dias, reduzindo a carga organica aplicada, o que também pode
estar afetando a atividade da biomassa e reduzindo a AME do lodo, conforme os resultados
obtidos por Paula (2007), que observou aumento da AME de 0,1 para 0,37 gDQOcu4/gSSV.d ao
reduzir o TDH de um reator UASB tratando esgoto doméstico de 9 para 5 horas.

O resultado de AME fornece quanto de DQO foi convertida em CHy4 por grama de STV
por dia. Assim, analisando esse resultado, ¢ possivel estimar a carga organica que pode ser
aplicada ao reator a fim de evitar um desequilibrio da digestdo anaerobia (AQUINO et al. 2007).
Desta forma, considerando o resultado de 0,055 gDQOcns/gSTV.d, a concentracdo de STV
obtida na coleta do lodo utilizado neste teste (44,75 gSTV L), e as dimensdes do reator
apresentadas na Figura 4.2, calculou-se a estimativa da quantidade total de biomassa no reator e
sua capacidade de conversdo de DQO em metano, resultando em uma carga organica maxima de
117,2 kg DQO d™' por reator UASB, equivalente a 2,46 kg DQO m™ d™' (célculos considerando o
volume da manta de lodo até a altura do ponto de coleta logo acima dos defletores — Figura 4.2),
valor proximo da carga organica volumétrica usualmente considerada no projeto de reatores
UASB para esgoto sanitario, na faixa de 2,5 a 3,5 kg DQO m™ d”' (CHERNICHARO, 2007).
Além disso, considerando a AME,; deste mesmo ensaio, de 21,56 mL CH4/gSTV.d, multiplicada
pela quantidade total de biomassa no reator, tem-se que cada reator tem capacidade de gerar

45,96 m®> d”' de CH..

4.3.3 Atividade Metanogénica Especifica por medi¢ao do volume e analise da composi¢ao

do biogas em Cromatografia Gasosa

Os resultados obtidos para o ensaio de AME realizado em frascos tipo antibidtico e
quantificagdo do metano por meio da analise da composi¢do do biogas estdo apresentados na
Tabela 4.5, para os frascos com substrato (acetato de sddio). Os frascos sem substrato (controle)
resultaram em valores proximos de zero (na faixa de 10™ gDQOcus/gSTV.d), como esperado, e
ndo estdo apresentados. Este ensaio foi realizado concomitantemente com o segundo ensaio do
sistema S2 (Ensaio 3) com medicao direta de metano, na tentativa de visualizar uma relagdo entre

as duas formas de quantificagdo do metano.
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Tabela 4.5 — Resultados de atividade metanogénica especifica (AME) obtidos por andlise do

biogas.
Ensaio AME, AME, )
(mL CH4/gSTV.d) (gDQOcn4/gSTV.dia)
0,3978 0,0010
Com acetato 0,4242 0,0011
0,3929 0,0010
Média 0,4050 0,0010

Conforme observado, os valores obtidos por este método foram 55 vezes menores que o
melhor resultado discutido no item 3.2. Isso ocorreu devido a forma de transferéncia do biogas
coletado dos frascos de reagdo para os tubos utilizados para o armazenamento e transporte das
amostras. Devem ser utilizados tubos vedados a vacuo do tipo utilizado para coleta de sangue.
Porém, pela indisponibilidade de frascos novos lacrados de fabrica para cada amostra, os frascos
foram reutilizados. Para isso, utilizou-se de seringa de plastico com valvula de trés vias e agulha
para remover “todo” o ar de dentro do frasco, sendo o biogas coletado posteriormente injetado no
mesmo, que era entdo fechado com duas camadas de plastico filme e fitas adesivas. Os tubos
eram armazenados por até trés dias e transportados até o laboratorio onde as andlises de
cromatografia foram realizadas.

Neste processo, observou-se que, mesmo retirando ar de dentro do tubo diversas vezes,
ndo era possivel remover por completo todo o gas do mesmo. Ao retirar a agulha da tampa e
vedar o tubo com o plastico filme ocorria a entrada de ar atmosférico, ja que o tubo tinha volume
de 10 mL e as amostras apresentavam volumes menores (de 0,1 a 7,6 mL). Além disso, ndo se
sabe da eficiéncia de vedagdo de géas das seringas e valvulas utilizadas no processo. Todos esses
fatores podem ter afetado a coleta e amostragem do biogas, levando a diluicdo do mesmo e perda

de metano. Por este motivo, os resultados obtidos por cromatografia foram desconsiderados.

4.4 Conclusao

Observou-se que os valores de AME para o lodo de UASB estudado encontram-se abaixo
dos comumente reportados na literatura, com ressalvas em relagdo a unidade de estimativa de
biomassa utilizada para comparac¢ao dos resultados. Observou-se também que, uma perturbagao

operacional da ETE, resultou em alteragdo significativa da AME, demostrando o potencial deste
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ensaio como parametro de monitoramento de sistemas anaerdbios. Os baixos valores de AME
obtidos podem ser ocasionados por eventuais lancamentos de efluentes quimicos na rede de
esgoto da universidade, e pela utilizagdo somente de acetato de so6dio como substrato,
subestimando a participagdo das arqueias metanogénicas hidrogenotroficas na geragdo de metano.
Apesar dos valores relativamente baixos de AME, cada reator UASB da ETE teria capacidade de
converter 117 kgDQO d-' em CH,, produzindo quase 46 m> d”' de gas metano. Sugere-se a
implementagdo do monitoramento da estacdo de tratamento de esgoto por meio de ensaios
periddicos de AME com lavagem do biogéas em solucdo de hidroxido de sdédio, por apresentar
menor custo e possibilitar a obtengdo de resultados satisfatorios, bem como um melhor

entendimento do sistema.

Referéncias

ABREU, E. F. Estudo da diversidade microbiana metanogénica em reatores UASB tratando
esgoto sanitario. 2007. 93 p. Dissertacdo (Mestrado em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos
Hidricos) — Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2007.

ABREU, E. F.; ARAUJO, J. C. Ensaio de Atividade Metanogénica Especifica (AME) para Lodos
Anaerdbios. Procedimento Operacional Padrao. 27 p. Belo Horizonte : Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental / UFMG, 2011.

ALVAREZ, J. A. et al. Performance of a UASB-Digester system treating domestic wastewater.
Environmental Technology, v. 25, p. 1189-1199, 2004.

ALVES, L. C.; CAMMAROTA, M. C.; FRANCA, F. P. Inibicdo de lodo biologico anaerdbio
por constituintes de efluente de laboratorio de controle de polui¢do. Eng. sanit. ambient. v. 10,
n. 3, p. 236-242, 2005.

AMHA, Y. M. et al. Inhibition of anaerobic digestion processes: Applications of molecular tools.
Bioresource Technology, v. 247, p. 999-1014, 2018.

APHA, AWWA ¢ WEF. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
Washington, D.C. : American Public Heakth Association, 2005.

AQUINO, S. F. et al. Metodologias para determinagdo da Atividade Metanogénica Especifica
(AME) em lodos anaerobios. Eng. Sanit. ambient. v. 12, n. 2, p. 192-201, 2007.

BARROS, A. R. M. et al. Acompanhamento da partida de reator UASB através da atividade
metanogénica especifica — AME. In: V Congresso Norte-Nordeste de Pesquisa e Inovagdo —
CONNEPI 2010, Anais..., Maceio, 2010.



64

BRAGA, A. F. M. et al. Metal fractionation in sludge from sewage UASB treatment. Journal of
Environmental Management, v. 193, p. 98-107, 2017.

CAMPOS, J. R. (Coord.). Tratamento de esgotos sanitirios por processo anaerdbio e
disposicao controlada no solo. Projeto PROSAB. 464 p. Rio de Janeiro : ABES, 1999.

CHERNICHARO, C. A. L. et al. Anaerobic sewage treatment: state of the art, constraints and
challenges. Rev Environ Sci Biotechnol, v. 114, p. 649-679, 2015.

CHERNICHARO, C.A.L. Principios do Tratamento Biologico de Aguas Residuarias — Vol. 5
— Reatores Anaerobios. 246 p. Belo Horizonte : UFMG, 2007.

FIALHO, D. E. S. Horménios estrégenos em estacio de tratamento de esgoto: sistema
combinado UASB e FBAS, Dissertacio (Mestrado Profissional em Tecnologias e Inovagdes
Ambientais — em andamento), Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2018.

HUSSAIN, A.; DUBEY, S. K. Specific methanogenic activity test for anaerobic degradation of
influents. Applied Water Science, v. 7, p. 535-542, 2017.

KHAN, A. A. et al. Sustainable options of post treatment of UASB effluent treating sewage: A
review. Resources, Conservation and Recycling, v. 55, p. 1232-1251, 2011.

KOUGIAS, P. G. et al. Dynamic functional characterization and phylogenetic changes due to
Long Chain Fatty Acids pulses in biogas reactors. Nature Science Report v. 6, n. 28810, 2016.

LECKER, B. et al. Biological hydrogen methanation — A review. Bioresource Technology, v.
245, p. 1220-1228, 2017.

LUCENA, R. M. et al. Study of the microbial diversity in a full-scale UASB reactor treating
domestic wastewater. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 27, p. 2893-2902,
2011.

MATOS, M. P. et al. Estimativa da produ¢do e perdas de metano por diferentes modelos em
reator UASB da ETE-UFLA. In: 30° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental —
ABES, Anais de Congresso, Natal/RN, 2019.

METCALF, L.; EDDY, H. Wastewater Engineering: Treatment and Reuse. 4 ed. Revisado por
George Tchobanoglous, Franklin L. Burton, H. David Stensel. New York : McGraw-Hill, 2003.

PAULA, de. F. S. Influéncia de aspectos hidraulicos na otimizacao de parametros de projeto
de reatores UASB tratando esgotos domésticos. 2007. 126 p. Dissertacdo (Mestrado em
Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos) — Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2007.

ROCHA, M. A. G. et al. Avaliagdo e comparagdo entre a atividade metanogénica especifica de
lodos de esgotos doméstico e industriais. In: 21° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitéaria e



65
Ambiental, Anais..., Jodo Pessoa/PB, 2001.

SOUTO, T. F. et al. Influence of incubation conditions on the specific methanogenic activity test,
Biodegradation, v. 21, p. 411-424, 2010.

SOUZA, C. L. Estudo das rotas de formacio, transporte e consumo dos gases metano e
sulfeto de hidrogénio resultantes do tratamento de esgoto doméstico em reatores UASB.
2010. 127 p. Tese (Doutorado em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos) —
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2010.

TABATABAEI, M. et al. Importance of the methanogenic archaea populations in anaerobic
wastewater treatments, Process Biochemistry, v. 45, p. 1214-1225, 2010.

VASCO-CORREA, J. et al. Anaerobic digestion for bioenergy production: Global status,
environmental and techno-economic implications, and government policies. Bioresource
Technology, v. 247, p. 1015-1026, 2018.

VENKITESHWARAN, K. et al. Correlating methane production to microbiota in anaerobic
digesters fed synthetic wastewater. Water Research, v. 110, p. 161-169, 2017.

ZHANG, L. et al. Anaerobic treatment of raw domestic wastewater in a UASB-digester at 10°C

and microbial community dynamics. Chemical Engineering Journal, v. 334, p. 2088-2097,
2018.



66

5 ARTIGO 2: ENRICHMENT OF METHANOGENIC MICRORGANISMS FROM
SLUDGE OF A SEWAGE TREATMENT PLANT

ABSTRACT

Anaerobic digestion is a process that relies on a balanced interaction between different groups of
microorganisms that comprise an anaerobic biomass, each group responsible for a step,
depending mainly on acidogenic and acetogenic bacteria and methanogenic archaea.
Methanogenic archaea can be divided in acetoclastic, which produce methane from acetate, and
hydrogenotrophic, which produce methane mainly from CO, and H,. Regarding the relevance of
understanding the microbiology involved in anaerobic digestion in order to provide better control
of biological processes, this study aimed to investigate the community composition in the sludge
of a UASB reactor in operation at UFLA’s WWTP since 2016. It was also intended to cultivate
methanogenic biomass from this sludge, specifically acetoclastic methanogenic archaea, using a
bench scale reactor, providing optimum conditions for their growth, such as nutrients, substrate
and temperature control. The sludge was cultivated using Zinder basal medium and sodium
acetate as carbon source for 70 days. Samples of inoculum and enriched sludge were sequenced
in the New Generation [llumina MiSeq platform. Results showed that the inoculum had higher
abundance of the hydrogenotrophic methanogen Methanobacterium (3.89%), followed by the
acetoclastic Methanosaeta (0.12%). After cultivation, Methanosaeta increased in abundance from
0.12% to 1.37%, indicating that the method was effective for cultivating acetoclastic
methanogenic archaea.

Keywords: Anaerobic Sludge. Methanogenic Archaeas. UASB Reactor.

5.1 Introduction

Anaerobic digestion is the conversion of complex organic matter in simpler products,
primarily methane and carbon dioxide, in an environment lacking molecular oxygen, through
sequential steps, producing new bacterial cells. This process depends on three main specialized
microorganisms groups: fermentative bacteria (acidogenic), syntrophic bacteria (acetogenic) and
methanogenic archaca (TABATABAEI et al., 2010). The treatment of wastewater through
anaerobic digestion has several advantages, including the generation of an energy source, the
biogas, it does not require energy for aeration, and lower costs for sludge treatment (BANDARA
et al., 2012).

Methanogenesis, the final step of anaerobic digestion, is performed by methanogenic
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archaea. In terms of affinity for substrate, they can be divided into two main groups: acetoclastic,
which produce methane from acetate; and hydrogenotrophic, which produce methane reducing
CO, with H; as the electron donor. In general, about 70% of methane produced in anaerobic
systems come from the degradation of acetate by acetoclastic archaeas (AYDIN et al., 2015).
Hydrogenotrophic archaea are represented by five orders, where almost all the species reduce
CO, to CH4 with H; as the main electron donor. Acetoclastic and methylotrophic archaea are
represented by the order Methanosarcinales, producing CHy from a variety of methyl compounds
or methyl group from acetate (COSTA; LEIGH, 2014). Methanogenic archaea from classes
Methanomicrobia and Methanobacteria are the main hydrogenotrophic and acetoclastic,
respectively, found in methanogenic sludges (KURODA et al., 2014).

Understanding the microbiology involved in anaerobic digestion is essential to reach the
advantages of this method of treatment (TABATABAETI et al., 2010). Studying the structure and
equilibrium between microorganisms from this biomass allows the understanding of the potential
and limitations of the system, serving as a warning about inhibitory factors that may compromise
the process (ANTWI et al., 2017). However, much remains unknown about the diversity and
importance of microorganisms, justifying the interest in expanding studies of anaerobic rectors in
order to seek further information to support improvements in their performance, specially in
cases of wastewater with non-domestic characteristics.

The composition and diversity of the anaerobic biomass can affect hydrolytic and
methanogenic activity, meaning that different microbial population can show different anaerobic
digestion efficiencies, which can also be altered by microbial adaptation. This can lead to a lower
diversity but a more specified biomass. One way of reaching this is through selective population
enrichment (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2018).

The sewage treatment plant at Federal University of Lavras (UFLA) applies anaerobic
digestion in UASB reactors as part of the treatment. Since the sewage produced in the university
usually presents distinct characteristics if compared with usual domestic sewage, and the
reactors’ start-up process did not use inoculum, this study intended to investigate the community
composition in the sludge of a UASB reactor in operation at UFLA’s WWTP since 2016, as well
as cultivate methanogenic biomass from this sludge, specifically acetoclastic methanogenic
archaea, using a bench scale reactor, providing the adequate nutrients, substrate and

environmental conditions.
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5.2 Material and Methods

5.2.1 Sewage treatment plant, sampling and selection of the UASB reactor for the study

The sludge was collected from a UASB reactor operating at the wastewater treatment
plant (WWTP) from Federal University of Lavras (UFLA), in Lavras/MG-Brazil. The plant treats
the sewage generated in the University, wherein chemical waste is stored and treated by a
specific laboratory. The WWTP treats about 150 to 200 m* of sanitary sewage per day in six
UASB reactors, preceded by preliminary treatment and followed by aerated biological filters. The
dimensions of each reactor is shown in Figure 5.1, where each one presents a volume of 62.3 m?
with a designed flow rate of up to 150 m?* per day. The sewage treated at the WWTP shows
highly variable characteristics, with chemical oxigen demand (COD) around 847+652 mg L'
(MATOS, 2019), while usual values for typical sanitary sewage varies from 250 to 800 mg L'
(METCALF; EDDY, 2003).

The sludge samples were collected from all six UASB reactors at the five points available,
as shown in Figure 5.1 by the red arrows. Total solids (TS) and total volatile solids (TVS)
concentrations were analyzed for each sample, according to APHA, AWWA and WEF (2005), as
well as for the composite sample of each reactor, obtained by mixing the same volume of each
sample from all five points, in order to represent the entire reactor. This result was used to select
the reactor with the highest biomass concentration for the experiment, estimated by the total
volatile solids concentration. Temperature and pH were measured using pH meter mPA210 from

MS TECNOPON.

5.2.2 Reactor setting for biomass cultivation

The sludge was collected on 11/22/2018, temperature and pH were measured, and TS and
TVS were analyzed. The reactor for cultivating anaerobic biomass was incubated on 11/29/2018,
using Zinder basal medium, with sodium acetate as substrate, according to the methods presented
by Sarti (2007), with adaptations. A sample of the inoculum was frozen for posterior molecular
analysis.

The reactor had a total volume of 500 mL, and a volume of 30% (150 mL) was used as
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headspace (Figure 5.2). The inoculum concentration in the reactor was 7% v/v and
food/microorganism ratio was 0.2 kg DQO/kg STV.d, which was multiplied by 7 since the
medium was changed once a week, operating as a batch reactor. The volume was completed with
Zinder basal medium, with the concentrations shown on Table 5.1 and 5.2. Nitrogen (N, 99.99%)
was pumped into the liquid and the headspace of the reactor for 20 minutes to remove oxygen

and assure anaerobic conditions. A bag was connected to the top of the reactor for gas storage.

Figure 5.1 — Scheme of the design of the UASB reactors installed at ETE-UFLA.
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Source: The author (2019).

Table 5.1 — Zinder basal medium composition.

Substance Quantity (in 1 L solution)
KH2P04 04 g
MgC126H20 0.1 g
CaC12.2H20 0.05 g
Metal-trace solution 10.0 mL

Source: Sarti (2007).



Table 5.2 — Metal-trace solution composition.

Substance Quantity (in 1 L solution)
FGSO4.7H20 0.556 g
MnS04.H,O 0.086 g
CoClL.6H,O 0.17 g
ZnS0,4.7H,0 021¢g

H;BO; 0.19¢

Na,MoOy4 00lg

Source: Sarti (2007).

Figure 5.2 — Reactor setting for anaerobic biomass enrichment.
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1. 500 mL Schott flask; 2. Connection for sludge sampling; 3. Bag for produced gas storage; 4.
Connection for removal and insertion of medium; 5. Peristaltic pump.

Source: The author (2019).

5.2.3 Reactor operation and monitoring

The reactor was sealed and operated for 70 days at 35°C in bacteriological incubator,

without mixing, with a hydraulic retention time of 7 days. In order to feed the reactor, it was left

settling until the sludge was primarily on the bottom, and a volume of approximately 290 mL of

liquid from the top was pumped out, while another 290 mL of Zinder solution with the same
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initial concentration of sodium acetate, flushed with nitrogen, was pumped in. The medium

removed from the reactor was monitored by measuring temperature and pH.

5.2.4 Enriched sludge sampling and analysis

After 70 days, a sample of the enriched sludge was collected and sent for sequencing. The
samples of inoculum and enriched sludge were sequenced by DSMA Desenvolvimento
Sustentavel e Monitoramento Ambiental, in Mogi das Cruzes/SP-Brazil. The rRNA was
amplified to detect Bacteria and Archaea, and sequenced in New Generation [llumina MiSeq.

First, the DNA was extracted using DNeasy PowerSoil Kit — Qiagen according to
manufacturer instructions, and quantified by Electrophoretic Running and Fluorimeter using
Ultrapure Agarose Electrophoresis Quantus — Promega. The DNA was amplified with
Polymerase Chain Reaction (PCR), with primers 515F-806R (518F:
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA; 806R: GGACTACHVGGGTWTCTAAT), specific for the V4
hypervariable region of the 16S rRNA gene for Bacteria and Archaea domains. Sequencing
reactions were subjected to initial denaturation at 95°C for 3 minutes, followed by 35 cycles at
95°C for 30 seconds, 55°C for 30 seconds, 72°C for 30 seconds and final extension at 72°C for 5
minutes. The products were then purified and attached to adapters according to manufacturer’s
instructions.

The New Generation Sequencing (NGS) of 16S rRNA was performed in the MiSeq
Platform, with bioinformatics analysis according to Caporaso et al. (2012). The sequences
obtained were compared with the genetic database from SILVA (www.arb-silva.de). Diversity
indices (Shannon, Simpson and Chaol) were calculated by QIIME (Quantitative Insights Into

Microbial Ecology) software, a next-generation microbiome bioinformatics platform.

5.3 Results and Discussion

5.3.1 Preliminary analysis and selection of the UASB reactor for the study

The preliminary sampling and analysis from all six reactors showed that there was a

difference in biomass concentration between them, where reactor B presented the highest volatile
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total solids concentration, hence being the one selected to be analyzed in the study. The solids

profile analysis is shown in Table 5.3.

Table 5.3 — Total solids and total volatile solids analysis for each UASB reactor.
Reactor
Height' A B C D E F
TS TVS TS TVS TS TVS TS TVS TS TVS TS TVS
1 136.62 42.28 130.79 53.55 152.84 63.38 123.61 51.52 130.08 50.07 119.91 50.97
2 114.16 41.19 104.7 43.43 131.69 55.31 109.49 47.01 123.25 46.59 114.01 47.61
3 253 1.08 86.93 36.1 6278 2566 185 7.92 5254 20.87 63.04 27.39
4
5

597 273 7.06 273 3.68 145 7 304 342 124 506 22
0.65 0.16 208 075 099 03 094 032 129 053 0913 421
(o8 51.67 18.47 64.97 2633 53.61 2178 48.1 215 56.76 24.8 58.26 24.22

' Height of sample collection, as shown in Figure 1, from bottom to top of the reactor; > Composite
sample, mixing all the five samples for each reactor; TS = Total solids; TVS = Total volatile solids.
Values shown in g L™

5.3.2 Reactor monitoring

The monitoring of the medium that was removed once a week from the reactor showed
that the pH was maintained in the range of 7.2 — 8.0, concluding that the conditions were
adequate for anaerobic digestion during the experiment, without acidification or high ammonia

production that could affect biomass activity. No alkalinity addition was needed.

5.3.3 Biomass analysis

The extracted DNA evaluation and quantification with electrophoretic running and
fluorimeter showed a concentration of genomic DNA of 53.7 mg/uL for the inoculum and 63.4
ng/puL for the enriched sludge, which are satisfactory for amplification and sequencing. A total of
507,844 reads of sequences were obtained, which 286,986 were from the inoculum sample and
220,858 were from the enriched sludge sample. The samples were treated and filtered with
QIIME software. The diversity indices shown in Table 5.4 indicate a decrease in diversity from
the inoculum to the enriched sludge after cultivation, as expected, since the objective was to
select specific groups of microorganisms. Thus, the indices confirm that the 70 days cultivation

was successful in selecting some groups of microorganisms.
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Table 5.4 Comparison between diversity indices for the inoculum and the enriched sludge.

Inoculum Enriched sludge
Number of reads 286,986 220,858
Number of OTUs 794 546
Shannon (H”) 4.38 3.45
Simpson (1/D) 0.85 0.68
Chao 1 800 579

The data was analyzed in terms of phylum, order and genus, considering only the ones

with relative abundance higher than 1%, and discussed by domain.
5.3.3.1 Phylum

One phylum from the Archaea domain and eight from the Bacteria domain were
identified, as shown in Figure 5.3. Euryarchaeota, which contain all the methanogenic archaea,
decreased from 4.77% in the inoculum to 3.36% in the enriched sludge.

Acidobacteria, Caldiserica, Chloroflexi, Firmicutes and Synergistetes decreased in
relative abundance from inoculum to enriched sludge, while Actinobacteria (2.66% to 2.98%),
Bacteroidetes (1.33% to 5.25%) and Proteobacteria (31.25 to 74.84%) increased. The microbial

community composition of the samples in terms of phylum is shown in Figure 5.3.

Figure 5.3 — Microbial community composition in inoculum and enriched sludge after 70 days in
terms of phylum.

Enriched sludge i -

Samples 7

T T T

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

Relative abundance

B Euryarchaeota W Acidobacteria B Actinobacteria Bacteroidetes B Caldiserica

B Chloroflexi Firmicutes Proteobacteria Synergistetes Other

Source: The author (2019).
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A heatmap was generated, using QIIME software, considering all phyla identified in both
samples (phyla with less than 1% of relative abundance are also shown), comparing the
community before and after cultivation (Figure 5.4). The graph illustrates the differences in
diversity and composition between the two samples, representing higher abundance of an OTU in
a more intense color, making it possible to visualize OTUs that increased, decreased and

maintained abundance throughout the experiment by the difference in color intensity.

Figure 5.4 — Heatmap for all the phyla identified before and after cultivation.
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(D_0__Bacteria;D_1_ Chlamydiae)
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(D_0_ Bacteria;D_1__Lentisphaerae)
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(D_0__ Bacteria;D_1__Proteobacteria)
(D_0__Bacteria;D_1__Bacteroidetes)
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(D_0__Bacteria;D_1__Cyanobacteria)
(D_0__Bacteria;D_1_ Chloroflexi)
(D_0__Bacteria;D_1__Synergistetes)
(D_0_ Bacteria;D_1__ WS1)
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Inoculum Enriched Sludge

5.3.3.2 Order

Two orders from Euryarchaeota were identified, Methanobacteriales, which decreased
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from 3.98% in inoculum to 1.93% in enriched sludge, and Methanosarcinales, which increased
from 0.14% to 1.38%.

Fifteen orders of bacteria were identified, where eight decreased in relative abundance.
Corynebacteriales, from the phylum Actinobacteria, increased from 0.18% to 1.52%;
Flavobacteriales and Sphingobacteriales, from Bacteroidetes, rose from 0.03% to 3.12% and
0.02% to 1.66%, respectively. From Proteobacteria, Caulobacterales went from 0.08% to
11.08%, Rhizobiales increased from 0.34% to 2.72%, Pseudomonadales rose from 25.54% to
55,18% and Xanthomonadales rose from 0.06% to 3.57%.

The microbial community composition in terms of order is shown in Figure 5.5.

Figure 5.5 — Microbial community composition in inoculum and enriched sludge after 70 days in
terms of order.

s |

Samples 4

T T T T T T T T T 1

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%  90% 100%
Relative abundance

B Methanobacteriales Methanosarcinales B Aminicenantales B Corynebacteriales

B Bacteroidales B Flavobacteriales B Sphingobacteriales Caldisericales
Anaerolineales B Clostridiales B Caulobacterales B Rhizobiales
Syntrophobacterales Nitrosococcales B Pseudomonadales Xanthomonadales
Synergistales B Other

Source: The author (2019).

5.3.3.3 Genus

Two genera from Euryarchaeota were identified: Methanobacterium, that decreased from
3.89% to 1.92%, and Methanosaeta, which increased from 0.12% to 1.37%.

Nineteen genera of bacteria were identified, where three are uncultured microorganisms,
including one from the order Anaerolineales that represented 30.7% of the sequences in the

inoculum. The genus Rhodococcus, from the phylum Actinobacteria, increased from 0.03% in



76

the inoculum to 1.44% in the enriched sludge. From Bacteroidetes, three genera
(Chryseobacterium, Cloacibacterium and Sphingobacterium) increased from ~0.01% to 1.12-
1.64%. From Proteobacteria, five genera increased in abundance: Brevundimonas, from 0.07%
to 10.55%; Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium, from 0.05% to 1.13%;
Pseudomonas, from 25.54% to 55.18%; Pseudoxanthomonas, from 0.02% to 2.27%; and
Stenotrophomonas, from 0.01% to 1.2%.

The microbial community composition in terms of order is shown in Figure 5.6.

Figure 5.6 — Microbial community composition in inoculum and enriched sludge after 70 days in
terms of genus.
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Source: The author (2019).
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5.3.4 Archaea domain

The inoculum from the UASB reactor showed 4.77% of abundance from archaea (phylum
Euryarchaeota), higher than the ones found by Venkiteshwaran et al. (2017) when analyzing 50
different anaerobic sludges from both industrial and domestic wastewater treatment plants, and
higher than most of the CSTR reactors codigesting mixtures of slaughterhouse, household and
restaurant waste, crops, wheat sillage and/or manure (0 — 7%) analyzed by Sundberg et al. (2013),
but lower than the reactors treating sewage sludge (2 — 20%) studied by this same author.

The total abundance of the phylum Euryarchaeota reduced from 4.77% in the inoculum to
3.36% in the enriched sludge. On the level of genera, it can be observed that the highest
abundance of archaea in the inoculums was from Methanobacterium, a hydrogenotrophic
methanogen that reduce CO; to CH4 with H; as electron donor, while some strains can also use
formate, secondary alcohols and CO, with optimum growth temperatures of 37-45°C
(GARRITY; HOLT, 2001).

Since the experiment had sodium acetate as the only substrate, the expected growth was
for acetoclastic archaeas, which the only genus identified was Methanosaeta with an initial
abundance of only 0.12%, increasing to 1.37% after cultivation. This genus uses only acetate as
substrate, which is converted to methane and carbon dioxide, presenting optimum temperature for
mesophilic strains of 35-40°C and optimum pH of 6.5-7.5 and can be isolated from anaerobic
digestors treating domestic wastewater (GARRITY; HOLT, 2001). The large difference in
abundance between these two genera suggests that hydrogenotrophic activity may be higher than
acetoclastic in the UASB reactor.

Comparison of kinetics of acetate utilization indicate that Methanosarcina is favored at
higher acetate concentrations, while lower concentrations would favor Methanosaeta
(GARRITY; HOLT, 2001; CHERNICHARO, 2007), and Methanosarcina usually outcompetes
Methanosaeta in digesters with high acetate concentration (>500 mg L™") (VENKITESHWARAN
et al., 2017). This suggests that lower concentration of acetate occur in the UASB reactor, since
Methanosarcina was not present in the sample.

Inhibition of acetoclastic methanogens can induce an increase in syntrophic acetate
oxidizing bacteria, since they compete for substrate, which can increase, consequently, the

hydrogenotrophic methanogenic activity. This SAO mechanism has yet to be more deeply studied
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and understood, since there’s little knowledge about which populations present this metabolism
(AMHA et al, 2018). This process is not thermodynamically favorable under standard
conditions, but can occur via syntrophic interaction between acetate-oxidizing bacteria and
hydrogenotrophic archaea, and has been reported to be sustained under high temperature, salts,
volatile fatty acids and ammonia conditions (LEE et al., 2015; MULLER et al., 2016).

Sundberg et al. (2013) analyzed the biomass from 21 CSTR anaerobic reactors, seven
digesting sewage sludge and 14 codigesting various wastes from slaughterhouses, restaurants,
households, etc., and found that six of the reactors fed with sewage had dominance of
Methanosaeta and only one had the dominance of the hydrogenotrophic Methanobrevibacter,
while all the codigestion reactors had hydrogenotrophic archaeas as the most abundant. The
sewage fed reactor with hydrogenotrophic archaeca dominance operated with significantly higher
hydraulic retention time than the others, condition necessary for the growth of microrganisms that
act in syntrophic acetate oxidation (SAO) to hydrogen and carbon, which could explain the lack
of acetoclastic methanogens.

The designed hydraulic retention time for the UASB reactors in this study, considering the
data presented in item 2.1, would be approximately 10 hours. However, considering the flow rate
informed by the WWTP workers (around 200 m® d™), the reactors are operating at an HRT of
1.87 days, 4.5 times the original design. This can be affecting the biomass in the reactors, either
by inducing SAO, as discussed by Sundberg et al. (2013) or inhibiting/selecting microorganisms
through lack of substrate.

Also, hydrogenotrophic methanogens, such as Methanobacterium, which presented
significantly higher abundance than Methanosaeta in the UASB sludge, usually present
dominance at thermophilic reactors and shows higher tolerance to stress conditions such as low
pH, high volatile fatty acids concentration (VENKITESHWARAN et al., 2017; KOUGIAS et al.,
2016) and high ammonia concentrations (AMHA et al., 2018), suggesting that there may be stress

factors involved in the operation of the reactors causing inhibition of acetoclastic methanogens.

5.3.5 Bacteria domain

Firmicutes and Bacteroidetes are known to act in the hydrolysis step, being usually the

most abundant groups of microrganisms in mesophilic anaerobic digestion plants (JUNEMANN



79

et al., 2017), what was not observed in the UASB sludge analyzed, which had dominance of
Chloroflexi (35.26%) and Proteobacteria (31.25%), followed by Firmicutes (12.58%) and
Caldiserica (8.18%). Proteobacteria was the phylum with the highest growth after cultivation,
representing almost 75% of the enriched sludge.

Chloroflexi are, in general, aerobic bacteria normally found in activated sludge systems
(GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2018) and reported to be common in systems adapted for
biological nutrient removal (BIORNSSON et al., 2002). However, all the organisms from this
phylum were from the Anaerolineae class, obligate anaerobes found in various types of natural
and artificial anaerobic systems (ROSENKRANZ et al., 2013).

Leptolinea, from the order Anaerolineales, was 3.05% of the inoculum, while an
uncultured genus from this order represented 30.7% of the sample, demonstrating the need to
further study the microbiota involved in anaerobic digestion. Rosenkranz et al. (2013) operated
an anaerobic batch reactor for acclimation of sludge with high phenol concentration feed (up to
1200 mg L") and found that the most abundant microorganism in the specialized sludge at the
end of the experiment was an uncultured Anaerolinaceae bacterium, within the Chloroflexi
phylum. This family is also known to be associated with anaerobic degradation of oil-related
compounds (ROSENKRANZ et al., 2013).

The abundance of Firmicutes — commonly found in sewage treatment plants —, higher in
inoculum and lower in the enriched sludge, agree with the findings of Gonzalez-Fernandez et al.
(2018), who compared sludge digesting domestic sewage and sludge adapted to digest
microalgae. Proteobacteria are also frequently reported as a high portion of microorganisms in
anaerobic sludges, including adapted sludge digesting microalgae (GONZALEZ-FERNANDEZ
et al., 2018).

In the Firmicutes phylum, the order identified was Clostridiales, a fermentative group of
organisms that are thought to consume hydrocarbon intermediates and produce organic acid
precursors, such as acetate and formate (ROSENKRANZ et al., 2013). This group represented
11.6% of the UASB sample, decreasing to 1.8% after cultivation, as expected, since acetate was
the only substrate added. From this order, the main genus found was Clostridium, an important
anaerobe that represented 4.3% of the sludge’s biomass (Clostridium sensu stricto 1). Almost all
members of this genus form butyrate as a fermentation product, except for the species

Clostridium ljungdahlii, which produces acetate from fructose and from H,/CO,. In general,
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Clostridium produce various organic acids and alcohols from fermentation of carbohydrates or
peptones (WHITMAN et al., 2009). Also, between the few species of bacteria identified as
SAOB (syntrophic acetate-oxidising bacteria — discussed in the previous section), one is
Clostridium ultunense (MULLER et al., 2016).

From the phylum Caldiserica, the fourth highest abundance in the inoculum, the only
genus identified was Caldisericum, a group that uses thiosulfate, sulfite and elemental sulfur as
electron acceptors, known to be found in terrestrial hot springs (MORI, 2018). This phylum is not
commonly reported as the main ones in anaerobic sludge treating domestic sewage, indicating the
specificity of the university’s sewage, which may be more similar to industrial wastewater.

Pseudomonas, the genus with the highest abundance in both the inoculum and the
enriched sludge, with the largest growth observed in the reactor, are a known bacteria acting in
acidogenesis in anaerobic systems (CHERNICHARO, 2007). Most species from this genus are
strictly aerobic, while some can use nitrate as an electron donor, allowing anaerobic growth,
where some species are known denitrifiers. This group can grow with ammonium or nitrate as
nitrogen source and a single organic compound as carbon and energy source, with no nutritional
supplements dependence, showing an ideal temperature for growth at 28°C for most species
(PALLERONI, 2015).

Comparing the genera identified in this study with the one made by Venkiteshwaran et al.
(2017) with sludges from 50 different sources, which had the phyla Bacteroidetes, Firmicutes and
Synergistes as the most abundant, none of the most common genera appointed by the authors
from these phyla were found in relevant abundance in the sludge analyzed here.

Syntrophobacter, a known genera of acetogenic bacteria commonly found in anaerobic
reactors (CHERNICHARO, 2007), represented only 0.08% of the UASB sludge, and
Syntrophomonas, also a syntrophic acetogen (VENKITESHWARAN et al., 2017), had an
abundance of 0.06%. Muller et al. (2016) found abundance of Syntrophomonas between 2 — 3%
when monitoring laboratory scale reactors fed with municipal household waste for 642 days, and
Delforno et al. (2017) found 5.1% of abundance of Syntrophobacter in an UASB treating
commercial laundry wastewater. The order Syntrophobacterales in the present study had six
identified genera in the UASB sludge sample, which together had 1,06% abundance, including
Syntrophobacter. These values may indicate some possible issues around acetogenic biomass,

which could lead to the low abundance of acetoclastic methanogens and cause poor methane
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production. Besides an elevation of hydrogen pressure and accumulation of acetogenesis products
(CHERNICHARO, 2007), the presence of antibiotics in the sewage has also been reported as an
inhibition factor for acetogenic syntrophic bacteria (AYDIN et al.,, 2015). Since there is a

veterinary hospital inside the campus, residues of antibiotics can end up in the sewage system.

5.4 Conclusion

The UASB sludge used as inoculum for the cultivating reactor presented highest
abundance of the hydrogenotrophic methanogen Methanobacterium, with significant lower
abundance of the acetoclastic Methanosaeta, suggesting higher hydrogenotrophic than
acetoclastic activity in the reactor. This can be due to lower concentration of acetate in the
UASB, stress conditions such as low pH, high volatile fatty acids or ammonia concentration, or
the characteristics of the sewage treated in the STP, which may be more similar to industrial than
domestic wastewater and lead to specialization or inhibition of biomass.

The considerably high hydraulic retention time in which the UASB reactors are operating
might also be affecting the diversity of the biomass, and maybe inducing syntrophic acetate
oxidation (SAQO), a metabolism that has yet to be more studied. Symtrophobacter and
Syntrophomonas, the known genera of syntrophic acetogenic bacteria most commonly found in
anaerobic reactors, represented only 0.08% and 0.06%, respectively, of the UASB sludge, which
may indicate possible issues affecting acetogenic biomass.

In the Bacteria domain, Chloroflexi, Proteobacteria, Firmicutes and Caldiserica were the
most abundant phyla in the inoculum, while an uncultured genus from the order Anaerolineales
represented 30.7% of the sample.

A decrease in total abundance of archaeas was observed after cultivation, explained by the
highest abundance of hydrogenotrophic methanogens in the inoculum, which decreased since the
substrate used in the experiment was meant to enrich acetoclastic archaeas. The acetoclastic
Methanosaeta increased in abundance from 0.12% to 1.37% after cultivation, indicating that the
method was effective for cultivating acetoclastic methanogenic archaea. Proteobacteria was the
Bacteria phylum with the highest growth after cultivation, representing almost 75% of the

enriched sludge, in which Pseudomonas had the largest growth in the cultivating reactor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com relagdo aos resultados de atividade metanogénica especifica, que se mostraram
menores que os comumente reportados na literatura, podem ser melhores entendidos observando
a comunidade microbiana presente no lodo do reator UASB. Como apresentado no Artigo 2, as
arqueias metanogénicas hidrogenotréficas possuiam abundancia significativamente maior que as
acetoclasticas. Os ensaios de AME utilizaram somente acetato de sédio como substrato, sendo,
portanto, mensurada apenas a atividade de arqueias acetoclasticas, as quais usualmente aparecem
em maior quantidade em reatores UASB tratando esgoto doméstico. Porém, neste caso, a AME
foi subestimada, ja que ndo havia substrato adequado para a maior parte das arqueias
metanogénicas presentes no indculo. Por este motivo, recomenda-se, para trabalhos futuros, a
avaliacdo da AME utilizando também formiato, propionato, entre outros substratos que avaliem a
biomassa anaerobia como um todo.

Além disso, sugere-se a investigacdo de possiveis langamentos eventuais de efluentes
quimicos na rede de esgoto, com possivel acumulo de substancias prejudiciais a degradacao
anaerobia nos reatores, bem como se existem fatores causando a predominancia de arqueias
metanogénicas  hidrogenotroficas e a presenca Dbastante reduzida de bactérias
acetogénicas/sintroficas.

Sugere-se também avaliar se o tempo de deten¢do hidraulico (TDH) sendo empregado nos
reatores, quase 4,5 vezes o TDH de projeto, pode afetar a atividade e composi¢ao da biomassa
anaerdbia, bem como o efeito que um tanque de equalizagdo de vazao teria sobre a operagao dos
reatores, ja que ocorre intermiténcia de fluxo de esgoto, ocasionando elevadas velocidades de
subida do efluente dentro do UASB em alguns momentos e nenhuma entrada de carga orgénica

€m outros.



