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RESUMO

Uma nova combinagédo de reatores anaerobios horizontais de alta taxa, em série, e construtivamente simples,
foram utilizados para o tratamento de &guas residuarias de suinocultura. Verificou-se valores estaveis de pH,
alcalinidade e 4cidos volateis nos reatores. A producdo especifica média de metano foi de 0,30 m® CH, (kg
DQOq.ta removida). Segundo os dados do Illumina HiScan, aproximadamente 87% da microbiota do lodo foi
representada pelo Dominio Bactéria e 7% pelo Dominio Archaea, destes observou-se que 0 Dominio Bacteria,
as ordens Methanosarcinales, Methanobacteriales e Methanomicrobiales, as familias Methanosarcinaceae e
Methanobacteriaceae e 0 género Methanosarcina foram os mais representativos em diversidade microbiana.

PALAVRAS-CHAVE: Arquéias metanogénicas, Biogas, Energias renovaveis, lllumina.

INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade de grande importancia, pois a carne suina corresponde a aproximadamente
37% da proteina animal consumida no mundo (McGLONE, 2013). Conforme revisado por Deng et al., (2014),
na China, Estados Unidos, Europa ocidental e outros paises, a suinocultura especializou-se, diminuindo o
namero de criadores, mas aumentando o nimero de animais por fazenda e isto acarretou como consequéncia a
concentracdo de dejetos em pequenas areas. Solucdes funcionalmente simples para o tratamento de aguas
residuarias de suinocultura com alta relacdo beneficio/custo e apropriadas as realidades locais, devem ser
estudadas. Entre as solucdes destaca-se a digestdo anaerdbia.

A aplicacéo da digestdo anaerdbia, nas suas diversas formas, € uma tecnologia vidvel para implantacdo em
paises com regides de clima tropical e subtropical, onde as condicdes climaticas sdo favoraveis a operacédo de
reatores a temperatura ambiente. Essa tecnologia, em geral, é de baixo custo, robusta e 0s sistemas anaerdébios
modernos vém apresentando melhoria, com altas remogdes de material organico e producdo de metano, baixa
producdo de lodo, pequena demanda de érea, entre outras vantagens (Duda e Oliveira, 2011; Shin et al., 2011).
Nas propriedades rurais, 0s menores requisitos de area, de complexidade estrutural de construgdo podem
configurar-se como vantagens para a utilizagdo dos reatores anaer6bios horizontais com leito de lodo
(RAHML) e leito fixo (RAHLF). Os reatores anaerdbios horizontais de alta taxa, com uma geometria tubular e
fluxo horizontal contendo em seu interior biomassa imobilizada em suporte estacionario de espuma de
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poliuretano foi proposta por ZAIAT et al. (1994) e foram extensivamente estudados no tratamento de esgoto
domeéstico, aguas residuarias industriais e para a remogao de agentes toxicos e recentemente no tratamento de
aguas residudrias de origem agropecuaria e agroindustrial, como as aguas residuarias provenientes do
processamento de mandioca (COLIN et al., 2007).

As caracteristicas das aguas residuérias de suinocultura utilizadas neste trabalho, com baixas concentragdes de
solidos totais podem favorecer a utilizagdo dos RAHML e do RAHLF. Em alguns paises asiaticos, conforme
descrito por Yang et al., (2015) uma grande quantidade de agua é usada na producdo de suinos, para
proporcionar o conforto térmico aos animais, pois possuem o sistema termoregulador deficiente (Lima et al.,
2011) e para lavar os pisos. Assim a agua residuaria de suinocultura é produzida em grandes volumes com uma
baixa concentracéo de nutrientes e de sdlidos totais, cerca de 1 a 2%. Ainda segundo Yang et al., (2015), o teor
médio de matéria seca (MS) nas &guas residuérias de suinocultura de animais em terminagdo na China, é seis
vezes menor que as descritas na Europa.

O tratamento anaerobio de aguas residuérias de suinocultura € um processo bioquimico com maltiplos estagios,
gue envolvem muitas espécies de micro-organismos simbidticos, nos quais o material organico complexo
destas &guas residuarias € hidrolisado, e fermentado em intermedidrios, principalmente &cidos graxos voléteis,
gue posteriormente serdo reduzidos a metano e diéxido de carbono (KIM et al., 2012). Conforme revisado e
citado por Urbinati e Oliveira (2014) utilizando-se reatores anaerébios em série para o tratamento de aguas
residuarias de suinocultura é possivel aumentar a remocéo de sélidos suspensos, DQO, metais e coliformes,
com a redugdo do TDH hidraulico e o0 aumento da estabilidade do sistema.

A separacdo das fases de hidrélise, fermentacdo e metanogenese em ambientes diferentes de reacdo também foi
citado por Schievaro et al., (2014) como proposta para aumentar o desempenho global do processo,em termos
de estabilidade, mas como descrito por Xiao et al., (2013) a separacdo completa da fase acidogenica da
metanogénica é dificil, pois a atividade das metanogénicas na fase acidogénica é necessarias para apoiar a
interacdo sintréfica entre os diferentes grupos de micro - organismos.

O conhecimento da microbiota com o cruzamento de informacdes obtidas com as técnicas moleculares e 0s
processos funcionais em reatores anaerdbios é fato muito recente. O sequenciamento do rDNA 16S tem
oferecido detalhes sobre a composi¢cdo da estrutura das comunidades microbianas anaerdbias, apontando
inclusive a existéncia e a atuacdo de varios organismos que ainda ndo estavam descritos na literatura (Pervin et
al. 2013). Em busca destas e outras informaces, 0s sequenciadores da segunda geracdo, Roche-454 e a Solexa
da Illumina estdo gerando muita informagdo, com diminui¢cdo nos custos e tempo de trabalho laboratorial
devido o uso da clonagem in vitro e de sistemas de suporte sélido para as unidades de sequenciamento.

Portanto, o objetivo do trabalho serd a avaliacdo de quatro reatores anaerébios horizontais de alta taxa, em
série, para o tratamento de &guas residuérias de suinocultura, quanto a producdo de biogas e a microbiota
presente no lodo.

MATERIAIS E METODOS

O sistema de tratamento anaerébio era composto por um reator anaerébio horizontal com manta de lodo
RAHML - (R1) e trés reatores horizontais de leito fixo (RAHLF) - (R2, R3 e R4), em série, conforme ilustrado
na Figura 1. Foi utilizado como meio suporte nos reatores anaerobios horizontais de leito fixo R2, R3 e R4,
anéis plasticos de eletroduto corrugado com indice de vazios de 87%.

Os reatores anaerébios horizontais foram construidos com tubos de policloreto de vinila (PVC), com 6 m de
comprimento e diametro interno de 249; 200; 150 e 100 mm, resultando em volumes (teis de 292; 164; 91 e 41
L, respectivamente. Os tempos de detencdo hidraulica (TDH) aplicados nos reatores anaerébios horizontais
foram de 12,0; 6,72; 3,60 e 1,68 horas, para 0 R1, R2, R3 e R4, respectivamente. Os dejetos de suinos
utilizados como afluente nos reatores anaerdbios horizontais foram coletados diariamente, em confinamento de
suinos em fase de crescimento e terminag8o, alimentados com racéo a base de milho e soja, com complemento
vitaminico e mineral. A temperatura média observada durante a operagio dos reatores foi de 22,6 °C, com
coeficiente de variacdo de 15%.
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Figura 1. Sistema de tratamento anaerébio, composto por quatro reatores anaerébios em série (R1, R2,
R3 e R4).

Os reatores anaerébios horizontais R1, R2, R3 e R4 foram inoculados, preenchendo-se 30% do volume (til,
com lodo proveniente de reatores UASB que tratavam aguas residuarias de suinocultura. Os valores de sélidos
totais e volateis do inoculo foram de 61,2 e 41,9 g L™, respectivamente.

A avaliacdo de desempenho da unidade experimental se baseou na monitorizagdo da agua residuaria de
suinocultura bruta afluente e do efluente dos reatores, com frequiéncia de amostragem de duas vezes por
semana. Os pardmetros determinados foram demanda quimica de oxigénio total (DQOtotal), e demanda
quimica de oxigénio dissolvida (DQOdiss), sélidos suspensos totais (SST), solidos suspensos volateis (SSV),
pH, alcalinidade parcial (AP), segundo metodologias descritas por APHA, AWWA, WPCF (2005). O volume
de biogés produzido foi monitorado diariamente por meio de medidas em gasémetros, e a composicdo do
biogas foi analisada semanalmente em cromatografia gasosa, conforme descrito por APHA, AWWA, WPCF
(2005).

Para analisar o consorcio microbiano, através do sequenciamento de nova geracdo (lllumina), foram coletadas
amostras do lodo, na porcéo intermediaria dos reatores anaerdbios horizontais, ap6s o periodo de estabilidade
dos reatores (196 dias de operagdo), baseado na producdo de biogas. O DNA genomico foi extraido em
triplicate, de 0,35 mg de lodo obtido de cada reator (R1, R2, R3 e R4) usando o kit PowerSoil® DNA Isolation
Kit (MO BIO Laboratories, Carlsbad, California). A qualidade do DNA foi analisada utilizando o NanoDrop-
1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). O sequenciamento do DNA das amostras de cada reator foi
realizado no HiScan Illumina platform by 2 x 100 pb na UNESP, Campus de Jaboticabal. As sequencias
geradas pelo lllumina foram anotadas e analisadas através do MG-RAST (http:// metagenomics.anl.gov/) que é
um servidor de aplicacbes web de cdédigo aberto que sugere a andlise filogenética e funcional automatica de
metagenomas (Glass, 2010; Meyer et al., 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foram avaliados os pardmetros fisicos quimicos dos reatores anaerébios horizontais. Os valores
médios de demanda quimica de oxigénio total (DQOtotal) e demanda quimica de oxigénio dissolvida
(DQOdiss) aplicados no R1 foram de 5.314 e 1507 mg L™, implicando em cargas orgénicas volumétricas
médias (COV) de 12 (R1), 11 (R2), 18 (R3) e 33 (R4) g DQOtotal (L d)™. Os valores de DQOtotal do afluente
sd0 proximas as observadas por Yang et al., (2015), de 5692 mg L™, e estes baixos valores decorrem da
utilizacdo de grandes volumes de agua, necessarios para proporcionar o conforto do animal e da necessidade
de limpeza diaria dos pisos, em virtudes das elevadas temperaturas. A concentragdo média de acidos volateis
totais (AVT) no afluente (1014 mg L™) equivaleu a 67% da DQOdiss e os valores de SSV (2781 mg L™Y)
corresponderam a 72% dos sélidos totais (3862 mg L™) no afluente. Estes valores s&o similares aos observados
por Shin et al., (2011) em aguas residuarias de suinocultura, e que segundo os pesquisadores indicam uma
mistura heterogénea de substratos prontamente disponiveis para 0s micro — organismos acidogénicos e
metanogénicos.
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Foram observadas eficiéncias de remoc¢do de DQOtotal, DQOdiss, SST e SSV de 47, 7, 50 e 48% e de 68, 41,
72 e 75%, para R1 e o sistema R1+R2+R3+R4 (Figura 2), respectivamente.
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Figura 2. Eficiéncias médias de remog¢do da demanda quimica de oxigénio total (DQOtotal), demanda
quimica de oxigénio dissolvida (DQOdiss), sélidos suspensos totais (SST) e solidos suspensos
volateis (SSV) para o conjunto de reatores anaerobios horizontais (R1+R2+R3+R4).

O R1 foi responsavel pela remoc¢éo de grande parte do material organico, que pode ter ocorrido em virtude do
TDH aplicado, de 12 horas, que é equivalente ao TDH do R1, R2 e R3 somados. Embora os reatores R2, R3 e
R4 tenham apresentado menores eficiéncias, contribuiram para a estabilidade na remoc¢édo de material organico
do sistema estudado.

As eficiéncias médias de remocdo de DQOtotal do conjunto de reatores anaerébios horizontais
(R1+R2+R3+R4) (Figura 2) aplicando-se um TDH de 1d, foram pouco inferiores as observadas por SONG et
al., (2010) tratando aguas residuarias de suinocultura em um reator UASB, com TDH de 6,4 vezes superior e
COV de 2,3 g DQOtotal (L d)™, que observou eficiéncias médias de remocio de DQOtotal de 74%. Portanto,
o0s sistemas compostos pelos reatores anaerdbios horizontais, em série, podem ser uma excelente alternativa
para o tratamento de aguas residuarias de suinocultura, com boas remocdes de material organico e baixo TDH
e altas COV.

Foram observados valores médios decrescentes nas concentracdes de acidos volateis totais (AVT), de 754 para
595, 546 e 528 mg L™, no R1, R2, R3 e R4, respectivamente. No afluente foram observados valores médios de
pH de 6,9. Observou-se que nos efluentes dos reatores os valores de pH superiores aos do afluente, de 7,1 (R1)
e 7,2 (R2, R3 e R4), indicando a capacidade de tamponamento dos reatores, em virtude da remocédo de acidos
volateis. Os valores de pH do efluente dos reatores anaerébios horizontais estdo dentro da faixa étima para a
digestdo anaerdbia é de 7,8 a 7,2 (WARD et al., 2008).

Os valores médios de alcalinidade total (AT), parcial (AP) e intermediaria (Al) no afluente foram de 1968,
1095 e 872 mg L™, respectivamente. No efluente do reator R4 os valores de AT e AP aumentaram para 2368 e
1707 mg L™, respectivamente .Os maiores valores de AT no efluente dos reatores anaerébios do que nos seus
afluentes indicam que houve incremento de alcalinidade, proporcionando capacidade tampédo aos reatores. O
aumento da alcalinidade total (AT) ocorreu em virtude do acréscimo na concentragdo de bicarbonato, como
pode ser observado por meio dos aumentos acentuados dos valores médios da alcalinidade parcial (AP) nos
efluentes do R1, R2, R3 e R4, de 1465, 1451, 1664 e 1707 mg L™, em relag&o a do afluente, de 1095 mg L™
respectivamente. A alcalinidade intermediaria (Al), proporcionada pelos &cidos graxos volateis, diminuiu no
afluente, de 872 mg L™ no afluente para 743, 946, 700 e 661 mg L™ nos efluentes do R1, R2, R3 e R4,
respectivamente, indicando o consumo destes &cidos. As percentagens de metano no biogas foram similares, de
79%, nos quatro reatores anaerobios horizontais e as producdes volumétricas de metano médias foram de 1,15
(R1), 0,91 (R2), 0,88 (R3) e 1,00 (R4) e 1,03 (R1+R2+R3+R4) m® CH, (m*® d)*, conforme pode ser observado
na Figura 3.

4 ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



Congresso Brasileiro de B
EBE ‘ Engenharia Sanitaria e fimbiental
Y a B de Dububra de 2015 | Rio de Janeiro | A) ABES

2,04

1,54

1,04

*

0,0 T T T T T
R1 R2 R3 R4 R1+R2+R3+R4

Produgao volumétrica de metano (Nm*/m? d)

Figura 3. Producédo volumétrica de metano para os reatores anaerébios horizontais em série (R1, R2, R3
e R4) e o conjunto de reatores anaerébios horizontais (R1+R2+R3+R4).

A producdo especifica de metano foi de 0,25 (R1); 0,24 (R2); 0,23 (R3); 0,18 (R4) e 0,30 (R1+R2+R3+R4) L
CH,; (g DQOyya removida). O decréscimo na producdo especifica de metano no r4, pode ter ocorrido em
virtude do aumento da fracdo de matéria organica recalcitrante no seu efluente e também do baixo tdh e
aumento da cov média para valores de 33 g DQOtotal (L d)™.

Observa-se que no R2, R3 e R4 permaneceu a producdo de metano, dessa forma eles contribuiram para o
aumento da conversdo da DQO a metano a partir das aguas residuarias de suinocultura indicando a utilizagéo
do sistema com os reatores em série. Isto pOde ser evidenciado pela obtencdo de valores de produgdo
especifica de metano proximo ao teérico de 0,35 L CH, (L DQOremovida)™. O valor de producéo especifica
de metano obtida para o sistema (R1+R2+R3+R4) indica que é possivel manter altas conversdes, mesmo
aplicando-se baixos TDH, e consequentemente reduzindo o tamanho do sistema, quando utilizou-se os reatores
anaerobios horizontais de alta taxa, instalados em série. Song et al. (2010) tratando agua residudrias de
suinocultura em um reator UASB, obtiveram valores similares de 0,28; 0,33; 0,31 e 0,29 m® CH, (kg DQOja
removida), aplicando TDH superiores, de 7,0; 6,4; 5,0 e 3,5 d, respectivamente.

Os resultados da metagendmica, utilizando o sequenciamento de segunda gerac¢do, Illumina HiScan permitiram
a deteccdo de uma grande diversidade de bactérias e arquéias presentes no lodo dos reatores anaerébios
horizontais R1, R2, R3 e R4. A maior diversidade microbiana foi observada para 0 Dominio Bactéria (Figura
4). Isto porque as bactérias realizam a hidrélise, a acidogénese e a acetogénese dos compostos simples e
complexos das aguas residuarias de suinocultura e para isso ha necessidade da presenca no lodo vérias espécies
diferentes.

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5



Congresso Brasileiro de B
EB Engenharia Janitaria e fimbiental

Y a B de Outubra de 2015 | Rio de Janeira | I ABES

0,5%

3,0%_ 0,5%

_\‘
|

0,5%

6,6%
6,3% | I
R3

Figura 4. Distribuicdo taxondmica dos Dominios encontrados nas amostras de lodo do inoculo e dos
reatores anaerobios de alta taxa para o tratamento de aguas residudrias de suinocultura.
Inoculo (1); reatores (R1, R2, R3 e R4). Resultado baseado no sequenciamento de nova
geracgdo (lllumina).
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Essa maior representatividade é ampliada pela predominancia de sdlidos suspensos organicos nas aguas
residuarias de suinocultura as quais necessitam das bactérias para a hidrdlise extracelular das proteinas, dos
carboidratos e dos lipideos em aminoécidos, aclcares e acidos graxos para a produgdo, também pelas
bactérias, de acidos graxos de cadeia longa, acidos graxos volateis, alcoois e cetonas, e finalmente acetato,
CO, e H, 0s quais serdo utilizados pelas arquéias metanogénicas para a formacao do biogas.

O Dominio Bactéria €é composto por 26 filos segundo Taxonomy Browser NCBI 2014
(http:/imww.ncbi.nlm.nih.gov/guide/taxonomy/). Alguns destes filos consistem em uma ou poucas espécies,
mas existem filos representativos, como por exemplo, os filos Proteobacteria, Bacteroides, Firmicutes e
Actinobacteria que foram encontrados nos lodos de inoculo (1) e dos reatores R1, R2, R3 3 R4 (Tabela 2).

O filo Proteobacteria aparece como o mais abundante no lodo do inoculo e no lodo dos R1, R2, R3 e R4. Liu
et al. (2015) observaram maior abundancia relativa do Filo Proteobacteria em &guas residudrias de
suinocultura, em virtude de ser o filo mais abundante no trato digestivo dos suinos e no ambiente das fazendas.
Consequentemente, dessas bactérias, as facultativas e anaerdbias estritas, estdo permanecendo ativas no lodo
dos reatores anaerdbios. Normalmente as bactérias do filo Proteobacteria encontram-se em ambientes com alto
teor de nutrientes e matéria organica, fezes de mamiferos e seu papel principal esta relacionado a
decomposicdo da matéria organica (Kopecky et al., 2011). Observou-se aumento da distribui¢do taxondmica
do filo proteobacteria do inoculo para o lodo dos reatores, o que estd associado ao aumento das cargas
organicas e consequentemente da atividade de decomposicdo da matéria organica nos reatores anaerdbios
horizontais.

O filo Firmicutes inclui muitas bactérias da classe Clostridia e é responsavel pela degradacdo de material
organico complexo (Wirth e al., 2012) e da fermentagdo do &cido latico e do &cido acético (Jang et al., 2014).
Tipicamente as bactérias que pertencem ao filo dos Bacteroides produzem vérias enzimas liticas e acido
acético durante a degradacdo de material organico (Jang et al., 2014). As actinobactérias sdo responsaveis pela
produgdo de 4cido propidnico (Gao e Gupta, 2005).

O perfil dos filos encontrados também foi observado por Kim et al, (2013) em ambientes anaerdbios.
Observando-se a Tabela 2, verifica-se que a distribuicdo taxondmica dos Filos das bactérias nos reatores R1,
R2, R3 e R4 sdo similares, mesmo aplicando-se COV de até 33 g DQOtotal (L d)™ no R4.
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Dentre os cinco filos mais representativos, aparece também o Euryarchaeota, representante do dominio
Avrchaea, sendo este o responsavel pela producdo do metano.

Tabela 2. Distribuicdo taxondmica dos Filos (em %) dos Dominios Bacteria e Archaea encontrados nas
amostras de lodo do inoculo e dos reatores anaerdbios horizontais de alta taxa para o
tratamento de 4guas residuérias de suinocultura.

Inoculo Reator 1 Reator 2 Reator 3 Reator 4
Proteobactéria 35,6 44,8 40,6 40,6 44,4
Bacteroids 13,9 13,1 11,2 12,5 13,8
Firmicutes 14,5 9,0 13,7 114 8,5
Actinobacteria 6,0 78 7,1 6,2 7,2
Euryarcheota 12,3 6,1 57 59 53
Outros 17,7 19,2 21,7 23,4 20,8

Resultado percentual baseado no sequenciamento de nova geragéo (lllumina)

O metano pode ser produzido pelas arquéias metanogénicas acetoclaticas e hidrogenotréficas em diferentes
condicfes ambientais e operacionais dos reatores (Franke-Whittle et al., 2014). Assim, as Archaeas, embora
contabilizadas com menor diversidade genética do que as bactérias apareceram no inoculo e em todos 0s
reatores, visto que as condicGes impostas aos reatores anaerobios horizontais permitiram manter altas
producBes de metano. Destacaram-se as ordens Methanosarcinales (familias Methanosarcinaceae e
Methanosaetaceae), Methanobacteriales (familia Methanobacteriaceae) e Methanomicrobiales (familia
Methanomicrobiaceae). Os géneros mais representativos foram a Methanosarcina com 8%, Methanosaeta
acima de 2%, e Methanothermobacter, Methanobrevibacter e Methanoculleus abaixo de 2% de diversidade
(Figura 5). Essa representatividade das arquéias, confirmam o papel fundamental da manutencéo no lodo de
populacdes de metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotréficas pela estabilidade que garantem ao processo,
para as altas producdes de biogas, com a conversao equilibrada do &cido acético e do H, e CO, a metano (Song
et al. 2010; Franke-Whittle et al. 2014).
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Figura 6 Diversidade taxondmica do grupo Archaea encontrada nas amostras de lodo do inoculo e dos
reatores anaerobios de alta taxa no tratamento de aguas residuarias de suinocultura.
Resultado obtido pelo Illumina (Metagenoma).

CONCLUSOES

Apresentamos neste trabalho uma nova configuracdo e combinacdo de reatores anaerobios horizontais de alta
taxa, em série, onde foram obtidas as altas produgdes volumétrica (1,03 m*® CH, (m® reator d)™) e especifica
(0,30 L CH, (g DQOy removida)™) de metano com TDH baixo (2 a 12 h) e COV de 10 a 30 g DQO (L d)™.
Para isso houve um equilibrio na quantidade das principais representantes da microbiota dos reatores
anaerobios horizontais. Isto indica que é possivel diminuir os volumes, utilizando os reatores anaerdbios
horizontais em série, para o tratamento de aguas residuarias de suinocultura com baixa concentracdo de
solidos.
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