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RESUMO

A digestdo anaerobia ¢ um processo biologico que também ocorre nos reatores anaerobios de fluxo ascendente
e manta de lodo - reatores UASB, que vém sendo utilizados no tratamento de varios efluentes liquidos. A
atividade metanogénica especifica (AME) é um ensaio que avalia a capacidade bioquimica maxima do lodo
em converter substratos organicos a metano (CH,). Tradicionalmente, a AME ¢ calculada usando como
estimativa da biomassa a concentragao de solidos totais volateis (STV), mesmo sabendo que tal pardmetro nao
inclui apenas microrganismos, mas também matéria orgénica particulada, o que subestima os valores reais de
AME. A utilizagdo da contagem direta de células ¢ uma forma mais representativa de quantificagdo da
biomassa, que permitiria uma analise real e confiavel do potencial e do desempenho de um lodo anaerdbio na
degradacdo de residuos. Os objetivos do presente trabalho foram: (i) quantificar os microrganismos totais e
arquéias presentes em lodos de reatores UASB (R1 e R2), antes e apos testes de AME, e (ii) comparar os
valores de AME obtidos pelos métodos de quantificacdo de biomassa. Os resultados mostraram que os lodos
de ambos os reatores apresentaram maior taxa de AME oriunda da atividade acetoclastica. Para calculo da
AME, recomenda-se a utilizagao de valores iniciais de biomassa (STV, contagem total de microrganismos ou
de arquéias), uma vez que pico de produgdo de CH,4 ocorre logo no inicio do teste e a comunidade microbiana
sofre alteragdes populacionais. O reator R2 apresentou maiores taxas de AME que o R1 em termos de STV e
contagem total de células, enquanto que, pelo método de contagem de arquéias, o resultado foi o contrario. As
maiores diferencas percentuais de atividade entre reatores foram observadas nas taxas de AME expressas em
termos de contagem de arquéias metanogénicas. Sugere-se que outros testes de AME, comparando os
diferentes métodos de quantificacdo, sejam realizados e avaliados estatisticamente para confirmacdo dos
resultados. O conhecimento de parametros de desempenho dos reatores, tal como a atividade metanogénica de
campo, ¢ importante para verificar se as diferengas observadas nos testes de AME representam diferengas
reais na atividade e produg@o de metano dos reatores em campo.

PALAVRAS-CHAVE: atividade metanogénica especifica, reatores UASB, lodo anaerdbio, arquéias
metanogénicas, FISH.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os sistemas anaerobios vém sendo amplamente pesquisados no mundo. Particularmente no
Brasil, reatores UASB se tornaram uma opg¢ao atrativa no tratamento de esgotos, tanto como unidades tnicas
ou seguidos de alguma forma de pos-tratamento. Tais reatores apresentam vantagens em relagdo a processos
aerdbios convencionais, por serem sistemas mais simplificados, com menores custos de implantacdo e de
operacdo, além de possuirem uma producéo de lodo excedente bem menor (CHERNICHARO, 2007). Apesar
do grande niimero de pesquisas no pais, existem poucas informagdes sobre a diversidade, a composicdo ¢ a
dindmica dos ecossistemas microbianos presentes nestes sistemas, o que poderia contribuir para compreensao
do funcionamento, bem como no monitoramento e na otimizacao de condi¢cdes de operagdo dos reatores.

No que diz respeito a digestdo anaerdbia, trata-se de um processo essencialmente bioldgico, complexo, que
envolve varias etapas, podendo-se distinguir duas principais: primeiramente, substancias organicas complexas
sdo hidrolisadas e fermentadas pela a¢do de diversos microrganismos e rotas metabodlicas e convertidas a gas
carbonico (CO,), hidrogénio (H,) e acidos graxos de cadeia curta (acetato, formiato, butirato, etc.); em
sequéncia, CHy ¢ gerado a partir da redugdo de CO, ¢ H, ou a partir da degradacdo de outros produtos
(acetato, formiato). Esta segunda etapa ¢ denominada metanogénese e ¢ realizada por arquéias metanogénicas.

A estabilidade do sistema anaerdbio depende dos grupos microbianos viaveis envolvidos no processo. Tais
microrganismos encontram-se agregados, constituindo o lodo anaerébio. Uma das formas de se avaliar a
atividade de um lodo anaerobio ¢ pela analise da atividade metanogénica especifica - AME. Tal técnica
consiste em avaliar capacidade bioquimica maxima de lodos anaerdbios em converter substratos organicos a
metano (CH,) sob condi¢des controladas de laboratério (AQUINO et al., 2007). Apesar de existirem diversas
metodologias na literatura para se avaliar a AME, em todas elas a estimativa da biomassa do lodo tem sido
feita por meio de andlise de solidos volateis (totais ou suspensos). Contudo, a falta de métodos para se
determinar a concentragdo e viabilidade da ampla diversidade de grupos microbianos envolvidos na digestao
anaerdbia ¢ uma limitagdo significante nos estudos de cinética do processo, desenvolvimento, operagdo e
monitoramento de reatores, uma vez que a medida da biomassa por solidos volateis ndo fornece este tipo de
informag@o. Processos de contagem direta fornecem as maiores estimativas de microrganismos e sdo
ocasionalmente utilizadas para célculo indireto da biomassa (SOLERA et al., 2001). Por outro lado, séo
técnicas dispendiosas e trabalhosas, que requer recursos mais sofisticados. H& de se ter em mente que ndo ha
um método universal que possa ser aplicado, uma vez que microrganismos € reatores anaerobios sdo
extremamente diversos e todos os métodos apresentam vantagens ¢ desvantagens.

No presente trabalho, empregou-se trés formas diferentes de quantificagdo da biomassa: a primeira foi por
meio da determinagdo da concentragdo de sélidos totais volateis (STV); a segunda, por meio da contagem do
numero total de células microbianas coradas com DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol); e a terceira foi a técnica
de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) para contagem das arquéias metanogénicas presentes nas amostras
de lodo, utilizando-se a sonda ARC 915, especifica para microrganismos do Dominio Archaea. A contagem
total de células coradas com DAPI (que € um corante de DNA) apresenta a desvantagem de néo ser possivel a
diferenciagdo de células microbianas viaveis das ndo-viaveis, além daquelas que estdo em estado de
dorméncia (SOLERA et al., 2001). Quanto a hibridac¢do in situ, é possivel se ter uma nogdo da atividade
metabodlica dos microrganismos, pois a intensidade do sinal emitido pela célula hibridada é proporcional ao
contetido de ribossomos presente na mesma, que, por sua vez, estd diretamente relacionado com a atividade
metabolica.

Os principais objetivos deste trabalho foram, portanto, quantificar o nimero de microrganismos e o contetido
de biomassa de lodos de dois reatores UASB antes e ap6s testes de AME e fazer uma andlise comparativa dos
resultados obtidos pelos diferentes métodos de contagem.

MATERIAL E METODOS
Primeira etapa: testes de atividade metanogénica especifica

Caracterizacdo dos reatores

Amostras de lodo foram coletadas de dois reatores UASB, em escala piloto, ambos com volume total de 343 L
e 4 m de altura. Um deles tratava-se de uma versdao modificada de reator UASB, desenvolvido por Pereira et
al. (2007), denominado reator com duplo estagio de coleta de biogas - UASB/DECB. O segundo era um reator
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UASB convencional. Os reatores, doravante denominados R1 e R2, respectivamente, foram instalados no
Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) da UFMG/COPASA, situado na ETE — Arrudas,
(Belo Horizonte/ MG). Os reatores encontravam-se em operacdo ha 3 anos, ambos alimentados com esgotos
brutos tipicamente domésticos da cidade de Belo Horizonte, apds passarem pela etapa de tratamento
preliminar. Embora seja contraditoria a ocorréncia da granulagdo de lodo anaerdbio tratando esgotos
domésticos (AIYUK et al., 2006; PEREIRA et al. 2009), ambos os reatores-piloto apresentaram o fendmeno
de biogranulagdo do lodo ao longo dos anos de operacdo, de modo que, para o presente estudo, eles possuiam
biomassa granular bem estabelecida.

Os reatores operaram com carga organica volumétrica de 2,0 kg de DQO /m’.d. A eficiéncia média de
conversdo bioldgica da matéria organica (considerando a DQO filtrada do efluente) para o periodo de
amostragem foi de 77% em ambos os reatores.

Determinacdo da concentracdo de sélidos totais volateis (STV)

Esta analise foi feita de acordo com o Standard Methods (AWWA,APHA/WEF, 2005), a partir de 40 ou 50
mL de lodo e em triplicata.

Teste de atividade metanogénica especifica (AME)

Os testes foram realizados em triplicata e nas condigdes recomendadas por Souto (2007): relagdo alimento/
microrganismo de 0,5 gDQO,ceo/gSTV, concentragdo de acetato 2,0 g/L e de formiato 3,05 g/L. Antes do
teste, foi feita a analise de STV das amostras de lodo para se estimar o volume de indculo a ser adicionado em
cada frasco-reator, a fim de se obter uma concentragdo de 4,34 gSTV/L. Apds adi¢@o do indculo, colocou-se
2,0 mL de solugdo concentrada de acetato de sodio (139,3 g/L) ou 4 mL de solugdo concentrada de formiato
de sodio (230,48 g/L), completando-se o volume para 100 mL com solucdo de macro e micronutrientes
(adaptado de CHERNICHARO, 2007; SOUTO, 2007). Foram adicionados a soluc¢do de nutrientes 0,2 g/L de
extrato de leveduras, como fonte adicional de vitaminas, e 0,01 g/L de resazurina, como indicador do
potencial redox do meio. Cerca de 10% volume dos frascos foi reservado para atmosfera interna (headspace).
Os frascos foram fechados com rolhas de borracha e lacres de aluminio e o headspace foi lavado com fluxo de
N, por 2 minutos. Os frascos foram incubados em estufa a 30°C com agitacdo orbital e continua (200 rpm). O
biogas foi coletado e analisado em cromatdgrafo gasoso duas vezes por dia no inicio do teste e uma vez por
dia no final, até verificar diminui¢do na produgdo de biogas. Graficos com curvas de produgdo acumulada de
metano em funcdo do tempo foram construidos e as taxas de AME foram calculadas com base no trecho de
maior inclinacdo, referindo-se ao periodo de maior producdo de CHy. O volume produzido no periodo foi
convertido em g de DQOcy4 utilizando-se fator de converséo estequiométrica (F = 394 mL CH4/gDQO, para
temperatura de 30°C e pressdo de 1 atm (AQUINO et al., 2007)).

Segunda etapa: contagem de microrganismos totais e de arquéias

Tratamento e fixacdo das amostras (adaptado de AMANN et al., 1990)

Antes e ap0s os testes de AME, 1,0 mL de amostra de lodo foi lavada duas vezes com tampao PBS (NaCl
0,13M; Na,HPO, 0,7 mM; NaH,PO, 0,3 mM; pH 7,2) e centrifugada a 8.600 rpm por 5 minutos, descartando-
se o sobrenadante apds cada lavagem. Completou-se o volume para 1,0 mL com solug¢do de pirofosfato de
sodio 0,2% em tampdo PBS. A amostra foi submetida a agitacdo em microdesmembrador com 0,2 g de
micropérolas de vidro a 4.200 rpm por 2 minutos (1minuto em banho de gelo apds cada minuto na agitacdo)
para desagregagdo dos granulos microbianos. Transferiu-se 500uL de amostra para um microtubo de 2,0 mL e
adicionou-se 1,5 mL de tampdo de fixacdo (tampdo PBS com 4% de paraformaldeido). Armazenou-se a
mistura por 4 a 16 horas a 4°C. Apds a fixag@o, as amostras foram centrifugadas (8.600 rpm por 5 minutos) e
o sobrenadante foi descartado. O lodo sedimentado foi lavado duas vezes em 500 uL de PBS e centrifugado
(8.600 rpm por 5 minutos), sendo o sobrenadante descartado apds cada lavagem. O lodo foi ressuspendido e
diluido em solucdo de PBS e etanol 100% (dilui¢do final: 2X). As amostras foram mantidas a -20°C.

Hibridizagéo in situ fluorescente (FISH) e contagens de microrganismos

Aproximadamente 1,0 uL de cada amostra de lodo diluida (40X para lodo dos reatores e 2X para lodo de
testes de AME) foi adicionado a ldminas de teflon, seguindo-se desidratacdo em banho de etanol (AMANN et
al. 1990). Apds a secagem das laminas, foram aplicados, em cada amostra, 9,0 uL de tampao de hibridizagéo
(25% de formamida) e 1,0 uL da sonda ARC 915 (5> GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT 3’) (RASKIN et
al., 1994), especifica para microrganismos do Dominio Archaea, na concentra¢do de 25-50 ng/puL marcada
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com Cy3. As laminas foram incubadas em cdmara umida a 45°C durante 2 horas. Apods a secagem das laminas,
foram aplicados 9,0 pL de agua destilada e 1,0 uL de solu¢do de DAPI (0,001%) em cada amostra, mantendo-
as no escuro durante 5 a 10 minutos. As amostras foram observadas em microscopio Olympus BX-50
(aumento de 1.000 vezes), sob epifluorescéncia, com filtros especificos para captacdo da fluorescéncia emitida
pela croméforo Cy3 (510 a 550 nm) e pelo corante DAPI (330 a 385 nm). Cerca de 15 imagens digitais de
cada amostra foram registradas para contagem do numero de microrganismos totais ¢ de arquéias. Os testes
foram feitos em duplicata.

RESULTADOS
Primeira etapa: testes de atividade metanogénica especifica

O teste de AME durou cerca de 8 dias e, apds a construgdo dos graficos de produgdo de metano em fungio do
tempo, verificou-se que o pico de produgdo ocorreu entre os 3 primeiros dias (resultados ndo mostrados). O
pico de produgdo nos cultivos com acetato ocorreu entre o 2° ¢ 3° dia (R1) e 1° ¢ 2° (R2); nos cultivos com
formiato e nos frascos-controle (sem substrato), o pico ocorreu logo no 1° dia (resultados nao mostrados).

Na literatura nacional, tem sido comum o calculo da AME utilizando concentragdo média de STV (ARAUJO,
1995; STEIL, 2001), descontando-se o valor de AME de frascos-controle (lodo cultivado sem substrato)
daqueles com o lodo cultivado com substratos especificos, sendo o valor resultante a AME real do lodo. No
presente trabalho, ao serem comparados os valores de STV € STVana das amostras, verificou-se alta
variabilidade no inicio e no final do teste (Figura 1). Isto tem um significado importante, pois os valores de
AME séo diretamente influenciados pela concentragdo de STV presente no lodo. Em todas as amostras, houve
diminui¢do na concentragdo de STV, sendo essa redugdo mais drastica nos cultivos com acetato: de 4,34 g/L
para 2,80 g/L (R1) e 2,59 g/L (R2). Nos cultivos com formiato, entretanto, a concentragdo de STV diminuiu
muito pouco: de 4,34 g/L para 4,23 g/L. (R1) e 3,96 g/L (R2). Estes resultados provavelmente indicam que
parte dos so6lidos organicos volateis presentes nas amostras de lodo foi consumida pelos microrganismos e
esse consumo foi maior nos cultivos com acetato € nos frascos-controle, sendo menor nos cultivos com
formiato.
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Figura 2: Concentrac0es iniciais e finais de STV nos diferentes cultivos
do teste de AME com lodo de reatores UASB

De acordo com a Tabela 1, observa-se comportamento similar das amostras de lodo dos dois reatores, nos
diferentes cultivos, no que se refere a producdo acumulada de metano e nos valores de pH antes e apds o teste.
Ambos os tipos de amostra apresentaram maior produgdo acumulada de metano nos cultivos com acetato, com
pouca variagdo de pH, sugerindo intensa atividade de arquéias acetoclasticas e, provavelmente, de outros
microrganismos nao-metanogénicos consumidores de acetato, tais como bactérias redutoras de sulfato. Grande
variagdo do pH foi observada nos cultivos com formiato (de 6,7 a 9,4) em ambos os tipos de amostra,
apresentando producdo de CH, acumulada ligeiramente maior que nos frascos-controle, o que sugere atividade
de arquéias hidrogenotroficas e/ou de bactérias acetogénicas consumidoras de formiato. Estas ultimas sdo
microrganismos sintroficos que produzem acetato, que pode ser utilizado por arquéias acetoclasticas.
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Tabela 1: Caracteristicas e desempenho de lodos de reatores anaerdbios em testes de AME.
Producao pH

Substrato Reator STV o imulada de CHa AME (gDQOcx/
(o) (mL) Inicial Final gSTV.d)
Acetato R1 4,34 67,3+4,0 6,9 7,3 0,127
R2 4,34 85,8+19 7,0 7,3 0,146
Formiato R1 4,34 411+7,0 6,7 94 0,053
R2 4,34 46,7+0,8 6,8 9,4 0,056
Controle R1 4,34 235+0,1 6,9 6,5 0,042
R2 4,34 156 +0,5 6,9 6,5 0,025

Ainda conforme a Tabela 1, no que se refere a atividade metanogénica especifica, os primeiros resultados
foram baseados na concentragdo inicial de STV e mostram que o reator R2 apresentou maior AME em ambos
os tipos de cultivo (acetato e formiato). Entretanto, nos frascos-controle, a atividade metanogénica foi maior
nas amostras do reator R1.

Nos trabalhos na literatura, citados anteriormente, os testes de AME foram conduzidos de forma semelhante
ao do presente trabalho: o biogas foi caracterizado em cromatografo gasoso e a concentragdo de metano foi
avaliada em termos de mmol. Os valores de AME do presente trabalho foram também calculados com base na
concentragdo média de STV (R1 e R2, respectivamente: acetato: 0,168 e 0,185; formiato: 0,054 e 0,059;
controle: 0,049 e 0,028 DQOcp4/ g de STV.d) para comparagdo com dados da literatura. Entretanto, o valor da
AME de frascos-controle ndo foi descontado daqueles testados com substrato. Aratijo (1995) avaliou a
atividade metanogénica de lodo oriundo de reator anaerébio de leito fluidificado alimentado com esgoto
sintético em escala de bancada. A autora também encontrou menores valores de AME nos cultivos com
formiato. Os lodos apresentaram maior atividade acetoclastica em relacdo a hidrogenotrofica. Steil (2001)
avaliou a atividade metanogénica de lodos obtidos de biodigestor que tratava residuos de aves de postura e de
frangos de corte. A autora testou uma mistura de varios substratos em diferentes relagcdes A/M (gDQO/gSTV),
encontrando os melhores resultados nas relagdes 0,25 e 0,50. No presente trabalho, a relagdo utilizada foi de
0,50 gDQO/gSTV e os valores de AME encontrados nos cultivos com acetato e nos frascos-controle foram
maiores que aqueles observados por Steil (2001) (0,010 a 0,052; controle: 0,004 ¢ 0,006 DQOcps/ g de
STV.d). Isto provavelmente ocorreu porque no cultivo com acetato, a maior parte da DQO seria convertida a
metano diretamente pelas metanogénicas acetocldsticas, enquanto que a mesma quantidade de DQO, oriunda
de diversos substratos, seria degradada por microrganismos acidogénicos, acetogénicos, além das arquéias
metanogénicas. Outra explicacdo pode estar relacionada a caracteristicas bioldgicas intrinsecas do lodo: o fato
dos cultivos sem substrato com lodo de reatores UASB apresentarem uma atividade metanogénica maior
poderia indicar que o lodo de tais reatores ¢ mais ativo que o lodo de biodigestores de residuos.

Segunda etapa: contagem de microrganismos totais e de arquéias

Apds a contagem do nimero de células microbianas totais (coradas com DAPI) e de arquéias metanogénicas,
hibridadas com a sonda ARC 915, foi feita uma estimativa da concentragcdo de microrganismos por grama de
STV antes e apos o teste de AME, cujos resultados sdo apresentados nas Figuras 3 e 4. Pode-se verificar uma
reducdo no numero de células totais (3 a 9 vezes) e de arquéias (3 a 38 vezes) no final do teste. A redugdo foi
maior nos frascos cultivados com formiato nos dois tipos de amostra. O consumo de H, e CO, dissolvidos no
meio por arquéias hidrogenotréficas ou por bactérias acetogénicas pode ter sido o responsavel pelo aumento
do pH dos cultivos (de 6,7 para 9,4), o que por sua vez, pode ter inibido o crescimento dos microrganismos
em geral no final do experimento.

Comparando-se esses resultados com aqueles apresentados na Figura 2, verifica-se que nem sempre ha uma
correspondéncia entre o numero de microrganismos e o valor de STV nas amostras de lodo. Nos frascos de
AME com formiato (tanto com o lodo do reator R1 quanto com o do reator R2), ndo houve diminuig¢do na
concentragdo de STV ao longo do ensaio de AME (Figura 2). Nao obstante, para os valores de células totais e
de células de arquéias por grama de STV (Figuras 3 e 4, respectivamente), houve uma diminui¢do dréstica
desses valores ao longo do ensaio de AME, indicando que as células foram morrendo ao longo do
experimento (apesar deste ser bem curto de até 8 dias).
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Solera et al. (2001) também verificaram que, dependendo do tipo de lodo analisado, néo ha correlagéo entre
contagem de microrganismos e analise de solidos volateis. Neste estudo, os autores comparam alguns métodos
de quantificagdo de biomassa microbiana utilizando lodo de reatores anaerobios termofilicos (55 °C), em
escala de bancada e sob condigdes estaveis. Dois reatores eram de um estagio, no qual as fases acidogénica e
metanogénica se processavam em um mesmo compartimento, enquanto que outros dois reatores eram de dois
estdgios, caracterizados pela separacdo das fases acidogénica e metanogénica. A biomassa do lodo foi
quantificada por analise de SSV, pela contagem de células totais coradas com DAPI e por microscopia de
fluorescéncia para contagem de metanogénicos autofluorescentes que contém o fator F420. Os autores
concluiram que houve uma alta correlagdo entre contagem direta de microrganismos corados com DAPI e
biomassa expressa na forma de SSV nos reatores de fase unica e que, apesar do aumento no tempo de
deten¢do hidraulica (TDH), a porcentagem de microrganismos metanogénicos autofluorescentes permaneceu
constante (17% da comunidade total). Consequentemente, ambas as técnicas poderiam ser utilizadas como
formas de quantificagdo de biomassa. Entretanto, no caso dos reatores de duas fases, ndo houve correlagio
positiva entre os dois parametros, uma vez que mudancas na concentra¢do de solidos ndo implicaram em
mudangas no nimero de microrganismos, especialmente de metanogénicos. Neste caso, a biomassa ndo
deveria ser estimada por analise de SSV, mas sim por contagem direta de microrganismos.
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Figura 3: Estimativas inicial e final do nimero de microrganismos totais por grama de STV nos
diferentes cultivos de teste de AME com lodo de reatores UASB.
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Figura 4: Estimativas inicial e final do nUmero de arquéias metanogénicas por grama de STV nos
diferentes cultivos de teste de AME com lodo de reatores UASB.

Diante destes resultados, optou-se em avaliar a atividade metanogénica com os valores iniciais de contagens
de células totais e de arquéias, uma vez que o pico de produgdo de metano, importante para o calculo da AME,
ocorreu no inicio do experimento. A Tabela 2 apresenta as concentragdes iniciais e porcentagens de
microrganismos totais e de arquéias, bem como o niimero de microrganismos por grama de STV.
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Solera et al. (2001) encontraram de 0,49 a 2,35 x 10'? células totais por grama de biomassa (SSV), enquanto
que no presente trabalho os valores encontrados foram 0,9 e 1,2 x 10" células totais por grama de STV
(Tabela 2). Um dos fatores que poderia explicar os maiores valores encontrados pelos autores citados seria a
técnica utilizada de quantificacdo de biomassa, por SSV, uma vez que esta analise resulta em valores
ligeiramente menores de biomassa que a analise de STV, utilizada no presente estudo.

Tabela 2: Estimativa da biomassa por contagem direta de microrganismos totais e arquéias (FISH), por
analise de STV e do ndmero de microrganismos por grama de biomassa em lodos de reatores UASB

STVinca ~ N°células totais ~ N°arquéias  N°célulastotais ~ N°arquéias  Bactérias Arquéias

Reator (1) (x102)/L (x102)/L (L01)/gSTV  (x104)/gSTV (%) (%)
R1 4,34 297+078 034013 6,8 0,9 86,7 133
R2 4,34 318070  053%0,19 73 1.2 83,4 16,6

Tanto a comunidade microbiana total quanto a de arquéias eram maiores no reator R2. As arquéias
constituiam 16,6% da comunidade total, enquanto que no reator R1 era em torno de 13,3%. Estes resultados
corroboram com os primeiros resultados de AME, os quais mostraram atividade maior nos frascos-reatores
com lodo do reator R2, os quais apresentaram maior nimero ¢ porcentagem de arquéias. O nimero de
microrganismos totais por grama de STV foi de 7,3 x 10" e o de arquéias de 1,2 x 10'". Resultados
semelhantes foram encontrados por Solera et al. (2001) nos reatores termofilicos de um unico estigio, nos
quais a porcentagem de microrganismos nao-metanogénicos era em torno de 83% e a de arquéias,
representadas pelos metanogénicos autofluorescentes era de 17%.

Na Tabela 3apresenta-se a comparagdo dos valores de AME pelos trés métodos de quantificacdo de biomassa
e diferencas percentuais de atividade entre os reatores. Observa-se que as taxas de AME, expressas em termos
de contagem de células totais ¢ de arquéias, também apontaram maiores valores nos cultivos com acetato para
ambos os tipos de lodo. Comparando-se os resultados entre reatores, quando a AME ¢ expressa em termos de
grama de STV, a atividade metanogénica do R1 ¢ inferior a do R2 em 13%, para o substrato acetato, e em
5,4%, para o formiato. Quando a AME ¢ expressa em termos de niimero de microrganismos totais, essa
diferenca diminui (AME do R1 é 5% menor que a do R2 para acetato) ou ndo ¢ observada, quando o substrato
¢ o formiato. Entretanto, quando os valores sdo expressos em termos de nimero de arquéias, verifica-se o
contrario: a AME do reator R1 é maior 14,3%, para o acetato, ¢ 20,7% para o formiato. Quanto aos frascos-
controle, sem substrato, o lodo do reator R1 apresentou as maiores taxas de AME pelos trés métodos de
quantificac@o de biomassa, com atividade metanogénica muito maior (40,5 a 56,5%) que o lodo do reator R2.

Tabela 3: Comparacao de valores de AME obtidos pelos trés métodos de quantificacdo de biomassa e
diferenca percentual de AME entre os reatores

Atividade Metanogéncia Especifica Diferenca percentual entre R1 e R2 (%)
AME AME AME
Substrato  Reator g DSQT(\)/CS4/ ggagg%;gz g 2\?(3;?;/5 1doll em termos em termos de em termos de
951tV ' g ' de STV células totais arquéias
R1 0,127 0,019 0,140
Acetato R? 0.146 0,020 0.120 13,0 50 14,3
. R1 0,053 0,008 0,058
Formiato R? 0.056 0.008 0,046 54 0,0 20,7
R1 0,042 0,006 0,046
Controle R 0025 0,003 0020 40,5 50 56,5

Os resultados mostram que os valores de AME expressos em termos de contagem de arquéias metanogénicas
foram os que apresentaram maiores diferencas percentuais entre os reatores. Entretanto, outros testes de AME,
comparando-se os métodos de quantificagdo de biomassa, assim como analises estatisticas sdo recomendados
para confirmag@o dos resultados. Além disso, informagdes sobre a atividade metanogénica de campo dos
reatores, calculada com base na produg@o diaria de metano e na quantidade de biomassa (STV) presente no
lodo, sdo importantes para avaliacdo dos resultados obtidos nos testes de AME, pois ¢ possivel que as
diferencas observadas nos testes laboratoriais entre reatores sejam pouco significativas e ndo representem
diferencas reais na atividade bioldgica e na produgdo de metano dos mesmos em campo.
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CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Ambos os reatores comprovaram, como descrito na literatura, maior taxa de produgido de metano oriunda
da atividade acetoclastica pelos trés métodos de quantificagdo de biomassa. A atividade hidrogenotrofica
praticamente ndo foi detectada, pelo menos quanto ao substrato utilizado (formiato), sendo bem menor
que a atividade metanogénica detectada nos frascos-controle;

Quanto a analise de solidos, ocorreram variagdes também entre inicio e fim do teste, com redugdo de
biomassa no final, provavelmente devido a consumo de matéria organica residual e endogenia (morte de
microrganismos). Os cultivos com acetato apresentaram maior redug@o no valor de STV .. Os cultivos
com formiato, entretanto, apresentaram as menores variagoes nos valores de STV;

A redugdo mais drastica de microrganismos ocorreu nos cultivos com formiato, nos quais o pH alterou
de 6,7 a 9,4. Essa alteracdo pode ter sido causada pelo rapido consumo de formiato e H, e CO,
dissolvidos no meio por arquéias hidrogenotroficas e/ ou bactérias homoacetogénicas;

Para calculo da AME, recomenda-se a utilizagdo de valores de STV, contagem total de células com
DAPI ou de arquéias por FISH antes do teste (e ndo o valor médio obtido entre o inicio e o fim do teste),
uma vez que o pico de producdo de CH, ocorre logo no inicio do teste (entre os 3 primeiros dias) ¢ a
comunidade microbiana sofre alteragdes populacionais (conforme apresentado neste trabalho), que
podem descaracterizar a comunidade inicial do teste.

Em dois métodos de quantificagdo de biomassa (analise de STV e contagem total de células), foi
observado que o reator R2 apresentou maiores taxas de AME que o reator R1 nos cultivos com acetato e
formiato; resultado contrario foi visto quando se utilizou o método de contagem de arquéias;

O reator R1 também apresentou maiores taxas de AME nos frascos-controle pelos trés métodos de
quantificacdo, o que poderia indicar que o lodo inicial destes frascos tinha uma concentragdo maior de
matéria organica residual dissolvida que o lodo dos frascos-reatores do R2;

Os valores de AME expressos em termos de contagem de arquéias metanogénicas foram os que
apresentaram maiores diferencas percentuais entre os reatores. Entretanto, outros testes de AME,
comparando-se os métodos de quantificacdo de biomassa devem ser feitos e avaliados estatisticamente
para confirmag@o dos resultados. O conhecimento de parametros de desempenho dos reatores, tal como a
atividade metanogénica de campo, ¢ importante para verificar se as diferengas observadas nos testes
laboratoriais entre reatores representam diferengas reais na atividade e producdo de metano dos reatores
em campo.
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