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RESUMO

A populacdo mundial produz, anualmente, em torno de 2,01 bilhdes de toneladas
de residuos solidos urbanos (RSU). Destes, 924,6 milhdes de toneladas referem-se
aos residuos organicos (RO), potenciais poluentes do solo, ar e dgua. A Digestéo
Anaerdbia (D.A.) destaca-se por: baixa emisséo de gases de efeito estufa, capacidade
de tratar residuos sélidos e efluentes liquidos, e, sobretudo, pela geracéo do biogas e
do biofertilizante. Em suma, a Digestdo AnaeroObia se baseia na sintese de polimeros
a oligbmeros e monémeros, em ambiente anodxico. Constitui-se em quatro etapas: a
hidrolise, a acidogénese, a acetogénese e a metanogénese, sendo, a hidrolitica, a
fase limitante e mais complexa do processo. Visando acelerar a fermentacao
anaerodbia e o tempo de detencéo hidraulica, adotou-se, nesta pesquisa, a técnica da
bioaumentacdo. Para tanto, um consércio microbiano composto pelas cepas Bacillus
subtilis (T9) e Alcaligenes faecalis (T19) foi utilizado, a fim de melhorar a fermentacéo
de residuos sélidos e liquidos e a producédo de biogas e metano. Onze biodigestores
BMP foram utilizados, inserindo-se neles quantidades variadas de substrato e
in6culos. Adotou-se a ferramenta do Planejamento Experimental (DCCR — 23, com
curvatura) para elaborar as combinacdes, refletindo na reducdo do numero de
experimentos (onze biodigestores), com replicacdo nos pontos centrais. Compostos
predominantemente por frutas (89,71%), com quantidades tracos de folhosos (6,75%)
e de leguminosas (3,54%), os residuos organicos estudados apresentaram valores de
umidade, pH, relacdo DBOs*DQO, sélidos volateis de 0,93 g*gST e relacdo C/N, de
85,56%, 3,5, 0,936, 0,93g*gST, 12,3, respectivamente. Tais dados apontam para um
residuo &cido e biodegradavel, apesar da relacdo C/N nédo ser favoravel a fermentacéo
anaerobia. Autodepurado, o digestato melhorou os parametros de pH, DBOs/DQO e
SV. Apéds o ensaio BMP, observou-se o maior Potencial Acumulado de Biogas no
Experimento 1 (3,0g RO+7,27mLDG+42,73mLC), registrando 113,26 NmL/gSV,
seguido pelo Experimento 5 (2,59 RO+25mLDG+25mLC), registrando 53,13
NmL/gSV. Quanto aos Potenciais de gas metano presentes no biogas, tais
Experimentos 1 e 5 atingiram, respectivamente, 62,57 e 37,76 NmLcH4/gSV, sendo,
também, os Experimentos que obtiveram melhores rendimentos de metano. A

bioaumentacdo pode ajudar a D.A. de R.O. elevando a sua eficiéncia.

Palavras-chave: biomassa; energia renovavel, fermentacdo anaerdbia; bioenergia;

consorcio microbianos; energia verde.



ABSTRACT

The world population annually produces around 2.01 billion tons of urban solid
waste (MSW). Of these, 924.6 million tons refer to organic waste (OR), potential soil,
air, and water pollutants. Anaerobic Digestion (A.D.) stands out for: low emission of
greenhouse gases, ability to treat solid waste and liquid effluents, and, above all, for
the generation of biogas and biofertilizer. In short, Anaerobic Digestion is based on the
synthesis of polymers to oligomers and monomers, in an anoxic environment. It
consists of four steps: hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis and methanogenesis,
with the hydrolytic being the limiting and most complex phase of the process. To
accelerate the anaerobic fermentation and the hydraulic detention time, the
bioaugmentation technique was adopted in this research. For this purpose, a microbial
consortium composed of Bacillus subtilis (T9) and Alcaligenes faecalis (T19) strains
was used to improve the fermentation of solid and liquid waste and the production of
biogas and methane. Eleven BMP digesters were used, inserting in them varying
amounts of substrate and inoculum. The Experimental Planning tool (DCCR — 23, with
curvature) was adopted to elaborate the combinations, resulting in a reduction in the
number of experiments (eleven biodigesters), with replication at the central points.
Composed predominantly of fruits (89.71%), with trace amounts of leafy vegetables
(6.75%) and legumes (3.54%), the organic residues studied showed values of
humidity, pH, BOD5*COD"%, volatile solids of 0.93 g*gST* and C*N! ratio of 85.56%,
3.5, 0.936, 0.93g*gST-1, 12.3, respectively. Such data point to an acidic and
biodegradable residue, despite the C/N ratio not being favorable to anaerobic
fermentation. Self-depurated, the digestate improved the parameters of pH,
BODs*COD™ and SV. After the BMP assay, the highest Accumulated Biogas Potential
was observed in Experiment 1 (3.0g RO+7.27mLDG+42.73mLC), registering 113.26
NmL/gSV, followed by Experiment 5 (2.5g RO+ 25mLDG+25mLC), registering 53.13
NmL/gSV. As for the Potentials of methane gas present in the biogas, such
Experiments 1 and 5 reached, respectively, 62.57 and 37.76 NmLCH4/gSV, being also
the Experiments that obtained the best methane yields. Bioaugmentation can help A.D

from O.R. increasing its efficiency.

Keywords: biomass; renewable energy; anaerobic fermentation; bioenergy; microbial

consortium; green energy.
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1 INTRODUCAO

Considerado um dos pilares do Saneamento Ambiental, a Gestédo de
Residuos Sdlidos tem surgido como uma das grandes problematicas do mundo
contemporaneo (SUKPHUN et al., 2021). Visando ao tratamento de residuos
sélidos biodegradaveis, a tecnologia da Digestdo Anaerdbia consiste na quebra
de substancias organicas complexas (polimeros de alto peso molecular)
produzindo oligdbmeros e mondmeros, na auséncia de oxigénio livre. Como
produtos da sequéncia deste processo, sao obtidos o0 biog4s, composto gasoso
rico em metano (CHa4) e dioxido de carbono (CO2) e o biofertilizante, composto
liquido rico em nutrientes (RABII et al., 2019). A atividade fermentativa anaerébia
€ composta por quatro fases bem definidas: hidrélise, acidogénese, acetogénese
e metanogénese (SUKPHUN et al.,, 2021). Dentre estas, a fase hidrolitica
consiste na fase limitante do processo biodegradativo (uma vez que é a mais
lenta), visto que, nesta, € degradada, em massa, a matéria organica complexa
(carboidratos, proteinas e lipideos), caracterizada pela elevada carga organica,
e alta producédo de acidos graxos, causando a queda do pH do sistema (MENZEL
et al., 2020).

Inimeros autores, como Kasinath et al. (2021), Tyagi et al. (2021), Gonzélez
et al. (2022), Obaideen et al. (2022), relatam a necessidade de realizagdo de um
tratamento prévio a fermentacdo anaerébia como potencial solucdo a
degradacdo de substratos complexos (resistentes), tornando-se um sistema de
duplo estagio (MALINOWSKY, 2021; LE et al., 2022). Este tratamento prévio, no
entanto, pode gerar um aumento de 20-40% no custo total do processo
(ANUKAN et al., 2019; MENZEL et al., 2020). Preponderante, este fator é
determinante para a baixa utilizacao do pré-tratamento em plantas de tratamento

de residuos e geracao de biogas.

O tratamento biolégico de residuos organicos, com auxilio da
bioaumentacdo, pode oferecer uma solucdo a problematica em questao.
Todavia, um conhecimento detalhado acerca dos organismos existentes nos
consorcios de microrganismos € de suma importancia, uma vez que determinara
o0 desempenho e as respostas das cepas aos condicionantes ambientais
(STRANGE et al., 2017; BHATIA et al., 2018; LEBIOCKA et al., 2018).
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A técnica da bioaumentacdo é definida como a adicdo de biomassas
microbianas (bactérias, fungos, bem como enzimas secretadas) a areas
contaminadas, visando a enriquecer e a fortalecer a populacdo microbiana
originéria, atuante no ambiente degradado, no intuito de melhorar a eficiéncia de
remocgao de poluentes, assim como reduzir o tempo e os custos de remocao
(AHMAD et al., 2022; CHEN et al., 2022).

Neste sentido, a biotecnologia, através da técnica da bioaumentacédo (a qual
consiste na adi¢do, a um processo bioloégico, de microrganismos oriundos de
culturas microbianas especializadas, desenvolvidas previamente sob condi¢des
bem definidas), aparece, estrategicamente, com a finalidade de atuar,
fundamentalmente, na fase hidrolitica, a fim de mitigar os efeitos adversos que
caracterizam esta fase, permitindo o livre desenvolvimento da digestao
anaerobia (LEBIOCKA et al., 2018).

Conforme verificado e mencionado por diversos autores, entre eles Alina et
al. (2015), Bhatia et al. (2018), Ahmed et al. (2019), Jawed et al. (2019), McCarty
& Ledesma-Amaro (2019), Cifuentes & Ozturk et al. (2020), Danilova &
Sharipova (2020), Su et al. (2020), a bioaumentacao tem sido aplicada de forma
crescente, intensivamente, nos mais variados sistemas biol6gicos presentes nos

setores primario, secundario e terciario da economia mundial.

Observa-se, notoriamente, que a Engenharia Microbiolégica Experimental
aplicada a Gestdo de Residuos Sodlidos vem se consolidando como um
instrumento crucial para a bioprospeccao de microrganismos e estabelecimento
de associacdes entre cepas, com o fim de otimizar a degradacdo anaerobia e a
geracdo de biogas e metano de residuos sélidos organicos (LEBUHN et al.,
2014; EDWIGES et al., 2018; RAM et al., 2021).



19

2 OBJETIVOS

O presente capitulo apresenta os objetivos alcan¢cados com as atividades

realizadas no desenvolvimento da referida pesquisa.

2.1.Geral

Otimizar a etapa hidrolitica da degradacdo anaerébia de residuos

hortifrutigranjeiros, aplicando-se um consorcio microbiano formado pelas cepas

Alcaligenes faecalis e Bacillus subtilis, avaliando sua influéncia na producéo de

biogas e biometano através do ensaio BMP (Biochemical Methane Potential).

2.2.Especificos

Determinar a composi¢cdo gravimétrica dos residuos orgéanicos
hortifrutigranjeiros;

Incubar/aclimatar, & temperatura ambiente o digestato, proveniente da
planta de biogas da Ceasa, objetivando corrigir o pH e a carga organica
(DBO, DQO e SV);

Tornar o digestato um potencial agente tamponante, através do processo
de autodepuracdo do proprio efluente presente na bombona, no qual
ocorre a decomposicdo de substancias, reduzindo a carga organica e
elevando o pH do sistema;

Reativar, utilizando, para o desenvolvimento, meio agar nutritivo, sob
temperatura controlada (37°C), um consorcio (C) de microrganismos
hidroliticos facultativos, composto pelas cepas Alcaligenes faecalis e
Bacillus subtilis;

Determinacdo de andlises fisico-quimicas nos Experimentos, antes e
apos a realizacao do ensaio BMP;

Quantificar as producfes de biogas e metano do ensaio BMP realizado
em todos os experimentos realizados;

Verificar, através das analises fisico-quimicas (pH, DBO, DQO, SV, C/N,
BMP), se o substrato utilizado favorece ou nédo a digestao anaerobia;
Avaliar o efeito da insercdo do consércio na taxe de degradacdo e
producdo de biogas nos biodigestores, através do monitoramento da

pressao do sistema BMP;
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e Determinar, quantitativamente, os gases metano (CH4) e diéxido de
carbono (COy);

2.3.Justificativa da Tese

A disposicéo final de residuos solidos urbanos se constitui em uma das
principais formas de emissdes antropicas de gases de efeito estufa, devido a
continua geracéo e emissao de biogas e metano para a atmosfera. Além disso,
as colossais gquantidades de biomassas residuais produzidas, em ambito
mundial, dispostas inadequadamente, nos lixdes, sdo responsaveis pela
contaminagdo da atmosfera, dos solos e dos corpos d’agua superficiais e
subterraneos, representando um passivo ambiental de grandes proporcdes,
depreciando a qualidade ambiental e comprometendo a satde publica (GOMES-
SANABRIA et al., 2022).

A Digestdo Anaerdbia consiste em uma das alternativas tecnoldgicas de
tratamento de residuos sélidos urbanos mais difundidas mundialmente, nos
altimos anos (PADILHA e MESQUITA, 2022). Composta pelas etapas de
hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese, a Digestdo Anaerdbia
apresenta, nas duas primeiras etapas, as fases limitantes do processo, nas quais
ocorre a sintese de extensos e complexos polimeros a oligbmeros e monémeros
simples, de baixos pesos moleculares, provocando alteragbes no pH, carga
organica etc. O mau controle operacional de um processo de digestdo anaerébia
de residuos solidos orgéanicos pode provocar o colapso da fermentacéo, visto
gue pode ocorrer o acumulo de substancias e gases tdéxicos a microbiologia da
digestdo (HOSSAIN et al., 2022).

Com o objetivo de proporcionar maior eficiéncia e celeridade na conversao e
na simplificacdo de substancias complexas, a aplicacdo de consércios de
microrganismos a fermentacdo anaerdbia de biomassas tem sido apontada
como uma importante estratégia para se obter bons quantitativos em termos de

biogas e biometano produzidos.
Desta forma, surgem 0s seguintes questionamentos:

e A técnica da bioaumentacdo € capaz de proporcionar beneficios a
digestao anaerobia?
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e E capaz de suportar e vencer a hostilidade dos fatores inibidores da
fermentacao anaerdbia (alta carga organica, baixo pH, alto teor de aménia
etc.)?

Apresentando como caracteristicas bioldgicas a capacidade de suporte a
variacbes de parametros ambientais, como pH, carga organica e temperatura,
0s consércios de microrganismos atuantes nas primeiras etapas da fermentagéo
anaerobia constituem-se elementos-chave, na otimizacdo da cinética de
conversdo de substratos, refletindo imediatamente na taxa de producédo de
compostos gasosos (WILTSCHI et al., 2020). Ou seja, esta estratégia pode
significar uma importante alternativa para problemas de sobrecarga organica em
digestores anaerdbios, abrindo-se, desta forma, um leque de opcbes de
tratamento anaerdbios de biomassas residuais (KABAIVANOVA et al., 2022).

O conhecimento das caracteristicas biol6gicas dos consoércios microbianos
sdo fundamentais para analisar a capacidade destes agentes em atuar na fase
hidrolitica da fermentacdo anaerébia. Uma vez que a hidrolise consiste na fase
de maior limitacdo do processo de digestao anaerdbia, segundo Menzel et al.
(2020), a aplicagédo da bioaumentagdo contribui para intensificar a taxa de

biodegradacéo, e, portanto, proporcionar celeridade a hidrolise.

Wojcieszak et al. (2017) e Edwiges et al. (2018) salientam que o consércio
de microrganismos hidroliticos adaptados a esta fase especifica da fermentacéo

anaerobia favorecem fortemente a digestao anaerobia.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os residuos sodlidos urbanos consistem em materiais resultantes de
atividades antropicas, considerados inserviveis e/ou inudteis, originarios de
ambientes domésticos, logradouros publicos (servicos de varricdo, capinacao e
poda de vegetacdes), bem como de atividades de comércio em geral (SINIR e
ABRELPE, 2020).

Podendo se tornar um agente contaminante do ambiente, se disposto sem o
emprego de normas de tratamento adequadas, os residuos solidos urbanos séo
gerados de acordo com o nivel de renda (capacidade de produzir bens e
servigos) dos habitantes de uma nacdo, e variam em funcdo dos aspectos
socioecondémicos referentes a cada economia, conforme € possivel constatar na
Figura 1 (KUMAR et al., 2017; ABDEL-SHAFY & MANSOUR, 2018; KUMAR et
al., 2020).

Figura 1 - Gréfico apresentando o comportamento das na¢des na producéo de residuos per
capita em funcdo da renda per capita.

Geracao de residuos: Atual e prevista

900
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Residuos per capita (kg/hab./ano)

0 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000
PIB per capita (2011 $/anao)
Actual  Predicted

Note: GDP = gross domestic product.
Fonte: Adaptado de World Bank (2018)

Através da Figura 1, observa-se:

e (ue atualmente, a maioria dos paises apresenta Produto Interno Bruto per
capita entre U$$ 0 - 20.000/hab./ano e geracédo de residuos per capita de
80 — 300 kg/hab./ano;

e Os habitantes da maioria dos paises possuem renda de US$$
1.670/hab./més e geram um quantitativo de 6,7 — 25 kg/hab./més;
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Verifica-se, também, uma relacdo diretamente proporcional entre PIB per
capita e geracdo de RSU per capita, pois, a medida que aumenta o nivel
de renda/poder de compra da populacdo, ocorre um aumento imediato no
consumismo e aquisicdo de bens e servigos;

N&o obstante essas observacoes, séo identificados alguns registros de
nacdes que apresentam elevados niveis de renda, com producdo de
residuos relativamente baixa. Isso, possivelmente, se deve a implantacéo
e estabelecimento de politicas ambientais e socioeconbmicas na
Educacéo basica, técnico-profissionalizante e superior, que reflete em
uma sociedade com acesso a mecanismos de desenvolvimento,

reduzindo, consideravelmente, o desperdicio de materiais.

Figura 2 — Mapa-mundi apresentando a geracao anual per capita de RSU.

Geracao anual per capita de RSU (kg/hab./ano)

0-0.49 0.50-0.99 1.00-1.49 Greater than 1.50 No data

Fonte: Adaptado de World Bank (2018)

Analisando a Figura 2, depreende-se que:

Observa-se que, de maneira geral, 0s paises que possuem baixas rendas
per capita ($/hab./dia) apresentam baixos volumes de RSU gerados
($/hab./dia). Isto pode ser explicado pela falta de Politicas Publicas, bem
como pela inacessibilidade ou precariedade de acesso aos servigos

publicos basicos;
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* Por outro lado, as na¢des que possuem elevada renda per capita tendem
a apresentar alta geracdo de residuos, sobretudo devido ao elevado

poder de compra de bens e servicos de seus habitantes;

+ E constatado, ainda, que, em parte dos paises desenvolvidos, ha Politicas
Publicas bem arraigadas e implementadas na sociedade, o que contribui
para um comportamento embasado no consumo consciente e redugéo de

desperdicio.
3.1 Residuos Organicos

Correspondendo a uma parcela de, aproximadamente, 45% dentro de um
montante de 80 milhdes de toneladas de residuos gerados no Brasil, os residuos
organicos apresentam alta capacidade de reciclabilidade (SINIR, ABRELPE,
2020).

Constituindo-se no principal componente dos residuos soélidos urbanos, a
fracdo organica de residuos solidos urbanos consiste na fracdo biodegradavel
do montante de residuos, compreendendo residuos de alimentos, de cozinha,
jardinagem, dos quais o0s residuos alimentares ocupam a maior parte
(PARITOSH et al., 2018; CASALLAS-OJEDA et al., 2020; CHOW et al., 2020;
EPA, 2022).

Tomando-se como embasamento que o0s residuos organicos sao
responsaveis, majoritariamente, pelos maiores numeros percentuais dentro da
composicao dos residuos solidos urbanos, torna-se fundamental empregar maior
atencdo a esta tipologia de residuos, uma vez que as varias tecnologias
existentes para o seu tratamento tém diversas vantagens, além do fato de que
os produtos destas tecnologias possuem elevados valores agregados (ABDEL-
SHAFY & MANSOUR, 2018; POUR e MAKKAWI, 2021).

Os residuos alimentares sdo compostos por altos niveis de substratos
organicos, tais como carboidratos, proteinas e lipideos, os quais fazem dele uma
ideal fonte de recursos renovaveis. As industrias de alimentos consistem nos
principais agentes produtores deste tipo de residuo, uma vez que os produzem
em grandiosas quantidades, sobretudo a hotéis e restaurantes (BENICHE et al.,
2020; POUR e MAKKAWI, 2021).
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Caracteristicas como o elevado teor de umidade (>70%), o elevado teor de
soélidos volateis (>85%) a alta proporcdo entre frutas e vegetais, favorecem a
rapida decomposicao natural dos materiais em um curto periodo (BENICHE et
al., 2020; POUR e MAKKAWI, 2021).

Diante disso, supfe-se que tal substrato é indicado para a fermentacéo
anaerdbia dos residuos. Porém, é fundamental acautelar-se de que diversos
fatores sdo importantes para a ocorréncia do pleno desenvolvimento do
processo bioquimico, a fim de evitar o colapso do sistema (SILLERO et al.,
2022).

Os centros de abastecimentos de produtos hortifrutigranjeiros e da industria
de proteinas animais produzem, diariamente, uma grande quantidade de
residuos orgéanicos que possuem um alto potencial de tratabilidade através de

tecnologias biologicas.

O Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco (Ceasa-PE) possui
mais de 1.600 permissionarios, comercializando, mensalmente, um montante
superior a R$ 190 milhdes e gerando em torno de 40.000 empregos diretos e
indiretos. Encontra-se instalado em uma area total de 580.000 m2 (ARPE, 2016;
SILVA, 2018).

Em funcionamento desde o inicio dos anos 1970, este centro comercializa,
mensalmente, cerca de 80.000 toneladas de produtos por més, gerando uma
guantidade média mensal de 1.200 toneladas de residuos (ARPE, 2016; SILVA,
2018). Deste montante, 90% séo classificados como organicos, ou seja, 1.080

toneladas referentes a materiais organicos.

Ao estudar o tratamento biolégico anaerdbio de residuos sélidos oriundos de
centrais de abastecimento e feiras livre em reator anaerdbio de batelada, Leite
et al. (2003) utilizaram como in6culo lodo anaerébio de estacdo de tratamento
de esgotos para a realizacdo da pesquisa. Para tanto, necessitou-se conhecer o
percentual de umidade presente nos residuos solidos vegetais (RSV) e no lodo
de esgoto sanitario (LES). Assim, foi determinado que a constituicdo da mistura
substrato/indculo seria de 80% de RSV e 20% de LES (percentagem em peso).
Foi aplicada uma carga organica de 600 kgsubstrato*m™3 reator.
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Neste estudo, o reator, com capacidade de 2.200 L, recebeu massas de
1.057,6 kg de RSV e 264,4 kg de LES, totalizando 1.322 kg, operando durante
um tempo de detencdo hidraulica de 270 dias. Ao término da fermentacéo
anaerodbia, a producao de biogas atingiu um volume total e um potencial de 1.200
L e 42,19 L de biogas*kg SV (Leite et al.,2003).

Constituindo-se um centro de abastecimento de grande porte no Sudeste
do Brasil, a CEASAMinas localizada em Uberlandia-MG, contém cerca de 2.000
clientes diretos e mais de 3,5 milhdes de clientes indiretos, com 144 empresas
estabelecidas e 358 produtores rurais ativos (RAMOS, 2017). Ramos (2017),
realizou um estudo gravimétrico no qual visou conhecer a composi¢cdo dos

residuos sélidos oriundos da CEASAMinas, de Uberlandia.

De um montante amostrado de 550 kg de residuos sélidos, verificou-se
gue o quantitativo de organicos foi de 422,16 kg (ou 77%), sendo os 23%
restantes representados pelas demais tipologias (RAMOS, 2017).

Em estudo gravimétrico realizado na Ceasa-GO, localizada em Goiania-
GO, Costa (2021) elencou subtipologias de residuos organicos, tais como:
“folhas”, “legumes”, “citrus”, “frutas”, “coco + guariroba”, e “outros organicos”.
Executado em duas etapas — a primeira em Agosto/2020, e a segunda em
Setembro/2020 -, verificou-se a presenca de 63% de residuos organicos, na
primeira andlise, ante 24% de organicos, na segunda. Totalizando um universo
amostral de residuos orgéanicos de 13.691,38 kg, tais centrais de abastecimento

reunem milhares de estabelecimentos geradores de residuos.

Pode-se apresentar, supracitadamente, exemplos de estudos que
expuseram algumas centrais de abastecimento de produtos hortifrutigranjeiros
como fontes geradoras de residuos organicos, constituindo-se em potenciais
estabelecimento com competéncia (capacidade) para receber investimentos
massivos, no tocante a instalacéo e aplicacéo de tecnologias de transformacao
de residuos organicos em energia renovavel e combustiveis verdes (COSTA,
2021).

E valido salientar, também, a particularidade dos residuos
hortifrutigranjeiros, no que tange a sua constituicdo tipoldgica, visto que eles se

diferenciam fortemente dos residuos solidos urbanos, pois sdo provenientes,
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sobretudo, de atividades do setor primario da economia — o qual abrange a
agricultura, a pecuaria, a piscicultura etc. — cuja tipologia de organicos pode

atingir percentuais superiores a 60% (LEITE et al., 2003).

Por sua vez, os residuos solidos urbanos, caracterizados pelos materiais
gerados nos centros urbanos, apresentam uma grande diversidade de tipologias
de residuos, exigindo uma etapa prévia de triagem, a fim de separar os
inorganicos e potencializar a presencga dos organicos, para fins de aplicagcao em
tecnologias de fermentacao biolégica (ZHANG et al., 2022).

Leitdo e Barcellos (2021) evidenciam que, em ambito mundial, em torno
de um terco de todos os produtos de hortalicas sejam descartados em forma de
perdas e desperdicios (YAHIA et al., 2019). Tal montante de residuos organicos
pode atingir um quantitativo de 1,3*10° (1,3 bilhdo) de toneladas por ano, uma
vez que refletem diretamente no volume de substratos biodisponiveis para a

fermentacao biologica aerdbia e anaerébia (FAO, 2019)

Corroborando tais dados, um estudo desenvolvido por Aguko et al. (2020),
que realizaram a separacdo gravimétrica dos residuos soélidos da cidade de
Kibuye, Quénia. Informacfes de geracdo e descarte de residuos urbanos
mostraram que um percentual acima de 60% se constituiu de organicos, ante

valores minimos percentuais referentes as demais tipologias de residuos.

E importante destacar que o Quénia se trata de um pais onde mais da
metade da populacao vive abaixo da linha da pobreza (pais subdesenvolvido), a
desnutricdo € um fator avassalador, a qual expde fortemente a precariedade dos

servigos publicos béasicos de saude.
3.2. Tecnologia da Digestdo Anaerébia

Desenvolvida ha mais de século, e aprimorada desde meados do século XX,
a tecnologia da Digestao Anaerébia tem se disseminado ao redor do mundo,
sobretudo pela sua flexibilidade em relacdo aos insumos dos quais consegue
fermentar, podendo também adaptar-se a variadas condi¢cdes geograficas
(LANSING et al., 2008; ANUKAM et al., 2019; AKINBOMI et al., 2022).

Despontando como uma alternativa promissora visando a contribuir para a

reducdo de emissdes de gases de efeito estufa (GEES), a Digestdo Anaerdbia &
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considerada uma viavel e potencial tecnologia para tratamento no ambito da
Gestdo de Residuos Sdélidos. Apresentando numerosas vantagens, esta
tecnologia possui uma positiva taxa de producao de energia, cujo gas metano,
principal gas proveniente da fermentacdo bioquimica anaerdbia, surge como
elemento com grande capacidade para substituir 0 emprego dos combustiveis
fosseis nas grandes economias mundiais (MEEGODA et al., 2018; NATHIA-
NEVES et al., 2018; ZUPANCIC et al., 2022).

Fundamentando-se como um processo bioquimico de fermentagdo e
sintetizacdo de biomassas, sob ambiente isento de oxigénio livre, a biodigestao
anaerobia é realizada pela atuacao de conglomerados de microrganismos, que
atuam em sinergia, sintetizando e reduzindo complexos compostos organicos
(polimeros complexos, com elevadas cadeias carbbnicas) a oligbmeros e
mondmeros simples, produzindo, ao final do processo, dois subprodutos: o
biogas, um composto gasoso rico em metano (CHa4) e diéxido de carbono (CO2),
e o digestato, ou digerido. Este ultimo consiste em um efluente liquido ou
semissolido, cuja principal caracteristica € o seu elevado teor de nutrientes,
possuindo utilidade como agente de recondicionamento de solos com alto nivel
de degradacéo (LE PERA et al., 2021; VALECHA et al., 2021).

Em sua operacdo, a Digestdo Anaerdbia apresenta quatro fases bem

definidas: a hidrolise, acidogénese, a acetogénese e a metanogénese (Figura 1).

A primeira fase, chamada de hidrélise (ou fase de solubilizacdo), decompde
0s constituintes de alto peso (carboidratos, proteinas e lipideos) em materiais
organicos menores sollveis, tais como acidos graxos, glicose e aminoacidos,
por exoenzimas. Os microrganismos atuantes nesta fase possuem capacidade
de resistir a fortes variacdes de condicionantes ambientais, e a toxinas que
possam estar presente nas biomassas (matérias-primas) (MEEGODA et al.,
2018; WEINRICH e NELLES, 2021).

Esta fase pode ocorrer em uma extensa amplitude de pH, porém o intervalo
entre 6-8 é considerado como 6timo por diversos pesquisadores presentes na
literatura (PHAN VAN et al., 2019).

Por ser considerada a fase limitante da Digestdo Anaerdbia, uma vez que &

a fase em que ocorrem as mais complexas reac¢des bioquimicas de simplificacédo
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de material organico, a hidrélise tem sido o foco de iniUmeras pesquisas de pré-
tratamentos fisicos, quimicos e biologicos (PHAN VAN et al., 2019), visando a
reducdo do tempo de detencéo hidraulica (TDH) (WEINRICH e NELLES, 2021).

Posterior a fase hidrolitica, encontra-se a acidogénese, a qual é a segunda
fase da fermentacdo anaerobia, sendo caracterizada pela transformacao dos
produtos do processo hidrolitico em &cidos graxos volateis (AGV), tais como
acidos propibnico, butirico, acético e etanol, através da acdo de bactérias
acidogénicas. Outras caracteristicas sdo o rapido e o forte crescimento. As
condicBes de pH influenciam significativamente os AGV produzidos. Os valores
de pH, para esta fase, variam entre 4 e 8, onde os valores inferiores a 4 inibem
fortemente a formacdo de AGV. Nesta fase, os valores 6timos de pH estéo entre
5,5-6,5 (MAO et al., 2015; PHAM VAN et al., 2019; RAMOS-SUAREZ et al.,
2021).

Por sua vez, a acetogénese, que se constitui na terceira fase da Digestéao
Anaerdbia, transforma a maioria dos produtos da acidogénese em acido acético
(CH3COOH), hidrogénio (Hz2) e didxido de carbono (CO2) (PHAM VAN et al.,
2019). A cinética de crescimento da acetogénese é menor do que a da
acidogénese. Sendo estritamente anaerébias, a presenca de oxidantes como
oxigénio ou nitrato no meio € altamente toxico as bactérias acetogénicas, que
possuem como ambiente 6timo de atividade o ambiente fracamente acidificado,
pH de 6,0-6,2 (PHAM VAN et al., 2019; RAMOS-SUAREZ et al., 2021).

Finalmente, a quarta e ultima fase da fermentacéo anaerdbia destaca-se por
realizar o mais importante trabalho, que consiste na geracdo do gas metano
pelas Archeas metanogénicas. Ha dois mecanismos basicos para a geracdo de
metano na metanogénese: i) a via acetotrofica (acetoclastica), as bactérias
acetotroficas utilizam o &cido acético na producéo do metano (CHai) e diéxido de
carbono (COy); ii) a via hidrogenotréfica, que utiliza o dioxido de carbono (CO2)
e o0 hidrogénio (H2) como fonte de nutricdo (LIN et al., 2018; PHAM VAN et al.,
2019; RAMOS-SUAREZ et al., 2021).

Tal processo bioquimico pode ser mais bem visualizado e compreendido
através do esquema descrito na Figura 1, na qual ha presentes todos os agentes

envolvidos na fermentacdo anaerobia.
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bia, exibindo as etapas da fermentacéo.

40 anaeré

Figura 3 - Diagrama do processo de digest
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As metanogénicas sdo extremamente sensiveis a condicbes de pH,
presenca de oxigénio livre, bem como outros fatores, tais como amonia livre
(NHs), gas sulfidrico (Hz2S), e acidos graxos volateis (AGV). Nao conseguem
trabalhar sob condicbes de pH inferiores a 6,2, sendo letal ambientes com pH
inferior a 6,0. Por outro lado, pode ser inibida pela liberacdo de amoénia livre,
guando o pH ambiente apresenta valores acima de 7,8. A literatura especifica
relata valores 6timos de pH entre 7,0-7,2 (MAO et al., 2015; LIN et al., 2018;
PHAM VAN et al., 2019; ERYILDIZ et al., 2020).

A desestabilizacdo do processo metanogénico ocorre quando os valores de
nitrogénio amoniacal livre se encontram entre 0,60-0,69 g / L, reduz em 50%,
quando atinge 1,45 g/ L, e colapsa ao alcancar o intervalo entre 1,70 e 1,80 g/
L (LIN et al., 2018; MEEGODA et al., 2018; PHAM VAN et al., 2019; HARDY et
al., 2021).

No que diz respeito aos teores de enxofre e acidos graxos volateis (AGV), a
literatura especifica menciona que valores 6timos de enxofre, para o crescimento
das metanogénicas, variam entre 16-160 mg S / L. J& em relacdo ao teor de
acidos graxos volateis (AGV), foi verificado que, para que ocorresse uma
estabilidade da metanogénese, as concentragcdes devam ser baixas (< 200 mg /
L), e por outro lado, concentracdes de acetato superiores a 3 g / L sdo letais aos
referidos microrganismos (LIN et al., 2018; PHAM VAN et al., 2019).

Posterior ao detalhamento das fases do processo anaerdbio, a exposicéo de
algumas de suas vantagens se faz necesséaria, uma vez que a grande
popularizacdo e adocdo desta tecnologia pelos setores agricola (primario) e
industrial (secundério) das economias encontra-se intrinsecamente atrelada a
elas, contribuindo, progressivamente, para a diversificacdo da matriz energética
mundial (SEGURA-SALAZAR e TAVARES, 2018).

Anukan et al. (2019) elencam algumas vantagens do processo de digestao
anaerobia, dentre elas: i) a reducédo do desmatamento e de emissdes de gases
de efeito estufa; ii) uma técnica bioguimica de tratamento de dejetos humanos e
animais; iii) uma fonte de producéo de energia na forma de biogéas, que pode ser
usado como matéria-prima de gas liquefeito de petroleo (gas de cozinha); iv)

efluentes do processo de digestdo sao ricos em nutrientes e podem ser usados
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como fertilizantes agricolas; v) contribui na melhoria da qualidade do ar; vi)
menor quantidade de biossolidos depositados, ou em deposicao; vii) contribui
consideralvemente para o desenvolvimento da regido, melhorando a qualidade
ambiental, e proporcionando uma variabilidade e aumento na geracgao de renda
da populacéo local (OBAIDEEN et al., 2022).

N&o obstante os beneficios obtidos com a ado¢cdo desta tecnologia, é de
fundamental importancia estar de acordo com a relagéo substrato / in6culo a ser
utilizada, bem como aos diversos parametros que a governam, a fim de obter um
processo bioquimico bem-sucedido (OBAIDEEN et al., 2022).

Tais parametros englobam desde fatores fisicos e fisico-quimicos, como o
teor de umidade, pH e tamanho das particulas dos grdos de substrato, aos
fatores bioquimicos e microbiolégicos, como composicdo elementar (carbono,
nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, enxofre etc.), teores de lignina, hemicelulose,
celulose, e a flora microbiologica predominante no meio anaerobio,
respectivamente (RANA et al., 2018; GALBE e WALLBERG, 2019).

A exposicdo dos fatores regentes do processo anaerébio busca o
conhecimento detalhado da fermentacdo anaerdébia.

3.2.1. Fatores que influenciam na Digestdo Anaer6bia

1) Umidade: a umidade consiste em um fator fundamental para a ocorréncia da
fermentacdo anaerdbia, uma vez que atua: i) no transporte / dispersdo de
nutrientes para as mais diversas regides internas do digestor anaerobio; ii) no
transporte de microrganismos, uma vez que sua propulsdo e deslocamento a
regides distantes é facilitado quando estes encontram-se em meio aquoso; iii)
consiste em um elemento crucial para a quebra e sintetizacdo de compostos
organicos complexos através da hidrolise, além da capacidade de solubilizar
tais compostos, reduzindo-os a substancias com menores pesos moleculares,
e permitindo, assim, serem assimiladas pelos microrganismos hidroliticos e
acidogénicos (CHOW et al., 2020; SAILER et al., 2021);

2) Potencial hidrogenidnico (pH): este consiste em um dos principais indicadores
do progresso, interrupcéo ou colapso de biodigestores anaerébios. E um fator

gue esta diretamente associado com inUmeros outros, dentre eles a carga



33

organica (em termos de DQO e SV), presenca de amonia etc. Ele governa a
presenca e a atuacdo dos microrganismos, nos varios estagios da
fermentacao bioquimica. Na fase hidrolitica, cations e anions reagem com as
moléculas da &gua, alterando o pH do processo, que gera a clivagem de
pontes de H-O. O pH do ambiente com tendéncia acida, devido a hidrolise de
varios compostos com elevados pesos moleculares, inicia a geracdo de
intensa quantidade de A&cidos organicos. A medida que fermentacéo
anaerdbia ocorre, verifica-se uma elevacdo do pH ambiente, o qual € o
principal “indicador” ou “termémetro” de um bom ou mau tratamento de
biomassa organica, sendo o pH 6timo da hidrolise entre 5,0-7,0 (FILER et al.,
2019). J& para as bactérias formadoras de metano, um intervalo de pH entre
6,7-7,5 € considerado 6timo (DEUBLEIN & STEINHAUSER, 2008;
BHARATHIRAJA et al., 2018);

3) Granulometria: € um fator que pode afetar consideravelmente o desempenho
do processo bioquimico durante a digestdo anaerdbia residuos organicos
municipais. A reducdo das particulas promove o aumento da area superficial
especifica dos gréos, influenciando a taxa de hidrélise na digestédo anaerébia,
e a fase “lag”, que consiste na fase de adaptagcdo dos microrganismos ao
substrato. Além disso, os tamanhos de particulas menores promovem a
fermentacao anaerdbia a mais curtos tempos de detencéao hidraulica (PARRA-
OROBIO et al., 2017).

4) Solidos volateis (SV): consistem na parte organica da matéria-prima
(substrato) a qual se deseja analisar. Tal parametro encontra-se diretamente
relacionado com o sucesso ou a falha da fermentacdo anaerdébia, refletindo
em consequéncias contundentes nos valores de geracdo de biogas e metano.
Geralmente, relaciona-se um substrato com elevado indice de solidos volateis
(>90%) como facilmente degradavel. Porém, a composicdo da estrutura
bioquimica da biomassa residual € quem indicara o grau de degradacao da
referida substancia, uma vez que a presenca de hemicelulose, celulose e
lignina determinara a velocidade na qual ocorrera a degradacao (PILARSKI et
al., 2020; DEEPANRAJ et al., 2021);

5) Demanda Quimica de Oxigénio (DQO): consiste em um parametro crucial no
processo de avaliacdo do desempenho do biodigestor. Refere-se ao

quantitativo de matéria organica (e inorganica) de entrada (“input”) e de saida
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(“output”) que seré tratado / fermentado. Obtido em na unidade (mgO2 /L) de
biomassa, a DQO esta presente no balanco de massa global do processo.
Fundamentalmente, a DQO €& determinada para se identificar a
biodegradabilidade e a toxicidade de efluentes liquidos, sobretudo em sua
correlacdo com a Demanda Bioquimica de Oxigénio, cujo principal objetivo é
avaliar a quantidade de oxigénio necessario para a oxidacdo da matéria
organica presente no meio (HARNADEK et al., 2015).

6) Temperatura: um dos principais fatores abidticos na determinacdo da
eficiéncia da digestdo anaerébia, a temperatura realiza um importante papel
no desempenho do sistema de fermentacdo anaerdbia. Este parametro €
fundamental para o desenvolvimento microbiano e aceleracdo do processo
cinético das reagfes bioquimicas existentes nas fases da degradacdo. A
literatura especifica expde que a velocidade de reacdes e de volume (fluxo)
de geracao de biogéas é proporcional ao aumento da temperatura. Ha as faixas
de temperatura de atividade dos microrganismos: psicrofilicas (15-25°C),
mesofilicas (25-45°C) e termofilicas (45-55°C). A faixa de temperatura
mesofilica destaca-se pela grande quantidade de adeptos nos projetos de
biogas e biocombustiveis existentes no mundo (WANG et al., 2019).

7) Agitacdo: o processo de agitacdo proporciona uma homogeneizacdo ao
sistema anaerébio, promovendo a uniformizacdo das populacbes de
microrganismos, distribuindo-os as varias regides, caracterizadas por
diferentes cargas organicas, e presenca de diversos substratos organicos,
permitindo uma aceleracdo da fermentacdo anaerdbia e geracdo de biogas e
metano, reduzindo, consequentemente, o tempo de detencao hidraulica
(TDH) (KEANOI et al., 2014). E necessario mencionar que altas velocidades
de misturas resultam em perturbacdes na estrutura dos granulos presentes
nos digestores em batelada, gerando instabilidades na relacéo sintréfica entre
0s microrganismos e na superficie de contato “substrato-microrganismo”, e
desse modo, afetando adversamente o processo de formacdo do biogas
(RUSIN et al., 2017)

8) Relacdo carbono / nitrogénio: consistindo em elementos essenciais para a
formacao (constituicdo) das milhares de macromoléculas integrantes das mais
variadas biomassas existentes na biosfera, o carbono e o nitrogénio sao

primordiais para o pleno desenvolvimento da fermentagéo anaerdbia, uma vez
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gue, uma concentragao excessiva de carbono no sistema, pode acarretar uma
sobrecarga carbonacea no interior do mesmo, interrompendo a fermentacéo
e a geracao de biogas e levando-o ao colapso. Por outro lado, uma elevada
concentracdo de nitrogénio pode resultar em uma continua producdo de
compostos nitrogenados, sobretudo a amonia (NHs) e o nitrogénio amoniacal
(NH3-N), os quais séo altamente toxicos a flora microbiana desenvolvida em
ambientes anaerdbios. De acordo com a literatura, o intervalo ideal para a
ocorréncia da fermentacéo anaerdbia da-se com a relagdo 20:1 <C /N < 30:1,
sendo 6timo o valor de 25:1 (MEEGODA et al., 2018; ANUKAM et al., 2019).

9) Taxa de carga organica e Tempo de detencdo hidraulica: a taxa de carga
organica é um parametro fundamental, que descreve a quantidade de solidos
volateis a se alimentar um biodigestor por unidade de tempo. A taxa de carga
organica e o tempo de detencgdo hidraulica ideais dependem fortemente do
tipo de substrato que alimentara o fermentador, uma vez que os substratos
determinam o nivel e a velocidade da atividade de degradacdo que ocorrera
no digestor (CHOW et al., 2020).

10) Relacdo substrato / in6culo: este parametro € de grande importancia para
a plena ocorréncia da digestdo anaerObia, uma vez que a partir desta
interacdo, ocorre a fermentacdo anaerdbia agradavel, bem como a geracao
de um biogas de boa qualidade. Uma proporcao elevada de substrato /
in6culo, acarreta uma sobrecarga orgéanica, reduzindo o pH do sistema,
podendo provocar o colapso do processo fermentativo. Por outro lado, o
aumento exacerbado no volume de inéculo, pode elevar os teores de amodnia
e outros compostos nitrogenados, provocando uma falha no sistema. De
acordo com a literatura, a faixa de valores da relacdo substrato / in6culo fica
entre 1:1 e 1:2 (DIXON et al., 2019; CASTELLON & GONZALEZ-MARTINEZ,
2021). Apesar de ser possivel encontrar valores entre 3:1, 2:1, porém, a
determinacdo dessa razdo é funcdo do tipo de biomassa que é objeto da
pesquisa, bem como das suas caracteristicas intrinsecas (carbono, nitrogénio,
hemicelulose, celulose, lignina etc.).

11) Flora microbiana: os fermentadores anaerébios contém uma flora
microbiana diversificada, que varia de acordo com o tipo de biomassa que
alimenta o biodigestor. Na etapa inicial, hidrolitica, membros de diversas

classes, dentre elas Clostridia, Alcaligenes e Bacilli, realizam importante
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funcdo na digestdo do material organico, enquanto as Archaea sao
fundamentais para a metanogénese. Considerando esta a etapa limitante de
todo o processo bioquimico anaerébio, a utilizacdo da técnica da
bioaumentacao, com a aplicacdo de microrganismos hidroliticos ao processo
anoxico, contribui para a otimizagéo e a celeridade da hidrdlise, elevando a
qualidade dos produtos resultantes das reacdes bioquimicas (MENZEL et al.,
2020; HARIRCHI et al., 2022). Os microrganismos acidogénicos, nas etapas
intermediarias, sdo necessarios para o consumo de &cidos organicos, como
butirico, propiénico etc., bem como 0s microrganismos acetogénicos, da
mesma forma, o sdo na producéo de hidrogénio, diéxido de carbono, acido
acético etc. (VENKITESHWARAN et al., 2015; ALINA et al., 2018; ANUKAM
et al., 2019; MENZEL et al., 2020; FERDES et al., 2020; HARIRCHI et al.,
2022).

AplOs a exposicdo e o conhecimento dos mais variados fatores que
influenciam o processo bioquimico anaerébio, torna-se oportuna a abordagem
do processo de codigestdo anaerobia, o qual tem sido amplamente difundida e
adotada mundialmente por milhares de plantas de fermentacdo anaerodbia
(CALISE et al., 2021; KARKI et al., 2021).

Contrariamente a monodigestéo, que apresenta desvantagens substanciais,
como: i) as instabilidades no biodigestor (LI et al., 2018b); ii) a limitada
disponibilidade de algumas matérias-primas durante todo o ano (MATA-
ALVAREZ et al., 2014), e o baixo rendimento de biogas e metano, a codigestao
anaerébia fornece uma oportunidade de superar as desvantagens da
monodigestdo através da digestdo simultanea de duas ou mais matérias-primas
(KARKI et al., 2021). De acordo com Jones et al. (2019), das 1.200 instalacdes
de tratamento de aguas residuarias com digestdo anaerdbia, nos Estados
Unidos, aproximadamente 133 tém sistemas de codigestdo incorporados,
através da adicdo de fluxos de residuos organicos, tais como residuos
alimentares e subprodutos residuais altamente fortes industrialmente, como a

glicerina e o lodo de esgotos.

Este sistema consiste no tratamento de diversos substratos em um Unico
digestor, no intuito de alcancar o melhor beneficio sinérgico que mitigue as

desvantagens, maximizando o rendimento de biogas. Estudos utilizando uma
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variedade de substratos, como a fracdo organica de residuos solidos urbanos
(FORSU) (Nielfa et al., 2015), capim (Cardona et al., 2019), gorduras, 6leos e
graxas (Silvestre et al., 2011), residuos alimentares (Wang et al., 2020) e dejetos
animais (Bai et al., 2020) tém sido desenvolvidos, tendo a codigestdo como
técnica fundamental para evitar a perda de qualidade em virtude de agentes

inibidores da digestéo anaerdbia.

Em seu experimento, Hagelqvist (2013) realizou a codigestdo de 50% de
sélidos voléateis de lodo de fabrica de papel, cujo substrato possui uma baixa
biodegradabilidade, e 50% de sdlidos volateis de lodo de esgoto. O resultado
expds um aumento no rendimento de metano de 53 mL/gSV de lodo de fabrica
de papel, para mais de 84 mL/gSV na codigestdo, e um aumento da degradacéo
de solidos voléateis de 5 para mais de 10% (HAGELQVIST, 2013).

Estudos anteriores ja& haviam destacado a influéncia e os beneficios da
producdo de biogas e codigestdo como sendo um termo preponderante para
minimizar os fatores inibidores, majorando a fermentacéo biolégica. Berenjkar et
al. (2019) mencionam que ao utilizar 10%(v/v) de lixiviado de aterro na
codigestdo com lodo de esgoto, houve um aumento na produgcao de metano de
0,75 para 1,01 m3CHa/kgSV.

Ao realizarem seu estudo, codigerindo 50% (em peso) de efluente
petroquimico com lodo de esgoto, Siddique et al. (2017) verificaram um aumento
da producéo de biometano de 18 para 32%.

Ja Maragkaki et al. (2017), estudaram a biodigestdo da adicdo de 5% (v/v)
de efluente de industrias de azeitonas, soro de queijo e glicerol ao lodo de
esgoto, e registraram aumentos da producdo de biogas superiores a 220%,

350% e 86%, respectivamente.

A elevacao da disseminacéo da biodigestao registrada nas ultimas décadas,
de 140 plantas de biogas, para aproximadamente 7.720, em 2013 (KABEYI &
OLANREWAJU, 2022), é reflexo dos beneficios que esta classe de fermentagéo
anaerobia proporciona aos sistemas tecnoldgicos de tratamento de biomassas,
0S quais sao: o aumento da estabilidade do sistema e do rendimento de metano
através do efeito sinérgico de promover uma mais diversa comunidade
microbiana (MATA-ALVAREZ et al., 2014), um melhor balan¢co de nutrientes
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(principalmente a relagcdo carbono / nitrogénio (C/N) e suplementacdo de
elementos-traco) (XIE et al., 2018), uma melhoria da capacidade de
tamponamento do sistema (BOLZONELLA et al., 2006a), diluicdo de compostos
toxicos, incluindo metais pesados (EBNER et al., 2016), um digestato de melhor
qualidade para aplicagcdo agricola (ALBUQUERQUE et al., 2012;KARKI et al.,
2021).

Os beneficios acima mencionados atribuem a tecnologia da digestdo
anaerObia uma grande versatilidade, tendo em vista que dois ou mais efluentes
podem ser utilizados como indculos, podendo-se haver variacées quanto ao tipo

de substrato a ser utilizado.

3.2.2. O uso de um digestato de biodigestor anaerébio como um potencial

agente alcalinizante

O digestato é o fluido aquoso resultante do processo de digestdo anaerébia
da matéria organica. Composto por uma flora microbiana adaptada ao ambiente
anaerobio e contendo caracteristicas fisico-quimicas coerentes, o digestato é
submetido a um periodo de autodepuracdo, no qual ocorre a biodegradacéo e
bioestabilizacdo da matéria orgéanica, transformando tal efluente em um agente
alcalinizante. Isto pode contribuir para proporcionar um ambiente favoravel e

reduzir fatores que provoquem possiveis inibicoes.

De acordo com Pdschl et al. (2010) e Marder et al. (2021), os digestatos, na
condicdo de indculos, tém sido uma ferramenta viavel e sustentavel na condicao
de alternativa para a gestdo de residuos sélidos, sobretudo quando o sistema
global apresenta um balanco energético favoravel. A utilizacdo de um inéculo
eficiente (material substancia previamente incubada sob condic6es anaerdbias
— digestato) tem melhorado, consideravelmente, a eficiéncia da producédo de
biogas numa faixa de temperatura ideal (em torno de 35°C) (DECHRUGSA et
al., 2013). Quando autodepurados sob a temperatura a qual o biorreator vai
operar, 0s inéculos “pds-depurados” contribuem para a estabilidade da
biomassa, bem como a favor do desenvolvimento da microbiota especifica. O
tempo de aclimatagcédo é fundamental para a melhoria da eficiéncia do indculo
(STEINMETZ et al., 2016; LIU et al., 2017; MARDER et al., 2021).
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Alguns estudos tém relatado que alteragdes internas de temperatura nos
biodigestores tornam a producdo de metano inviavel (AHN & FOSTER, 2002;
ELANGO et al.,, 2007; MILLER et al., 2020; MARDER et al., 2021), porém
nenhum deles faz uso de in6culos para superar tais problemas. A hipotese de
que o uso de um inéculo aclimatado poderia melhorar a producao de metano de
biomassas incubadas em locais a temperatura ambiente (32°C-35°C) foi
levantada visando a reduzir os custos de producdo de biogas, bem como
melhorar o balanc¢o energético global, possibilitando, portanto, sua popularizacado
em regides com clima temperado (MARDER et al., 2021).

Quando coletados (ou extraidos) de um biodigestor oriundo de uma planta
de biogéas, um digestato apresenta valores de parametros fisico, bioquimicos e
microbiolégicos caracteristicos do ambiente originario ao qual estava submetido,
sendo necessario condiciona-lo a nova situacdo em que sera submetido o

seguinte processo fermentativo anaerébio (NSAIR et al., 2020).

Enquanto alguns estudos foram desenvolvidos fazendo-se uso do processo
de alimentacéo para a manutencao da flora microbiana, outros fizeram uso da
manutencdo do digestato, proveniente de um biodigestor de planta de biogas,
privando-o de alimentacdo (MARDER et al.,, 2021). Ao manter este tipo de
tratamento sob condigcbes ambiente (Pam = 101,3 kPa, T = 20°C), possibilita-se
a ocorréncia do processo de autodepuracdo do digestato, que consiste na
fermentacao e degradacao da propria matéria organica existente no mesmo. Isto
proporciona a reducdo da carga organica, em termos de DQO, sélidos
suspensos, soélidos volateis, bem como a elevacao do pH do sistema, reduzindo,

desta forma, o potencial poluidor do referido digestato.

Este processo de autodepuracdo do digestato é fundamental para a
bioestabilizacdo do digestato, que vai torna-lo uma substancia importante para o
sucesso da digestdo anaerdbia (CHEN et al., 2008; SERRANO-MEZA et al.,
2020). Alem disso, o digestato maturado, tem potencial de proporcionar
(adicionar) comunidades bacterianas, micro e macronutrientes, carga organica,
umidade, podendo se tornar um agente alcalinizante ao sistema de fermentacao
(LOGAN & VISVANATHAN et al., 2019).
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3.3.A Biotecnologia aplicada a Digestao Anaerdbia

A utilizagdo de consorcios microbiano da-se pelo fato de estas
‘comunidades” serem capazes de realizar tarefas que seriam impossiveis para
um unico individuo. Muitos estudos sobre co-culturas de microrganismos tém
apresentado suas vantagens sobre culturas puras, em termo de produtividade e

economia do processo (BHATIA et al., 2018).

Os consorcios microbianos podem ser uma o6tima opcao para lidar com
situacdes, como: i) a necessidade de usar fontes de carbono complexas e com
uma ampla gama, o que é impossivel para um Unico organismo; ii) a necessidade
de construir uma via biossintética longa, que pode resultar em uma baixa
produtividade, com um organismo simples; e iii) determinados produtos da
fermentacdo podem ser toxicos para organismos individuais, o que, quando em
conjuntos / consorcio, tém capacidade de suportar tais instabilidades ambientais
(BHATIA et al., 2018).

Estes consoércios de microrganismos conseguem interagir entre seus
membros por meio de diferentes formas, incluindo comensalismo e mutualismo.
InteracBes entre estes consorcios definem a estrutura dos consorcios permitindo
desempenhar funcdes, tais como a divisdo de tarefas, alimentacdo simultanea
das véarias espécies existentes no consoércio (alimentacdo cruzada),
fornecimento de sustentacdo para suportar a mudancgas ambientais (HAYS et al.,
2015; BHATIA et al., 2018).

Constituindo-se no principal obstaculo do uso do consércio microbiano na
Engenharia de Bioprocessos, o controle da composi¢do do consércio durante a
fermentacao € crucial, a fim de que o mesmo execute suas tarefas de forma
plena, sem perda (ou prejuizo) na qualidade do produto final do bioprocesso
(BHATIA et al., 2018).

Embora uma grande quantidade de pesquisadores esteja trabalhando
intensamente para estabelecer os consorcios microbianos para aplicagdes
biotecnoldgicas, ha, até 0 momento, poucos estudos bem-sucedidos. O uso de
culturas puras tem sido preferivel ao uso de culturas sintéticas (ou desenvolvidas

em laboratoério). Embora o consorcio microbiano possa melhorar a economia e a
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produtividade dos processos industriais, consideraveis esforcos sdo necessarios

para fazer desse conceito realidade (BHATIA et al., 2018).

De acordo com Bernstein & Carlson (2012) e Bhatia et al. (2018), os
consorcios microbianos sdo compostos por populacdes de microrganismos que
podem crescer em conjunto. Consistem em consoércios naturais (ou artificiais)
gue sédo mais robustos do que as monoculturas (BRENNER et al., 2008). Tais
consércios possuem a seguinte classificacdo: i) consércio microbiano natural:
consiste em um grupo de microrganismos que sao encontrados vivendo
simbioticamente em conjunto na natureza; ii) consércio microbiano artificial: em
um consércio microbiano artificial, diferentes microrganismos selvagens que
podem se desenvolver simbioticamente estdo crescendo em um sistema
fechado, visando a producdo de produtos valiosos, economicamente; iii)
consorcio microbiano semissintético: neste tipo de consorcio, microrganismos
selvagens ou “engenheirados” sao cultivados em conjunto para cumprir um
objetivo em comum; iv) consércio microbiano sintético: esta classe inclui
coculturas de microrganismos que sdo metabolicamente engenheirados para
melhorar suas fungdes e produtividade (BRENNER et al., 2008; BHATIA et al.,
2018; CIFUENTES & OZTURK, 2020).

A terminologia “projetado” confere ao consoércio de microrganismos uma
versatilidade para suportar condicbes ambientais e bioquimicas adversas, as
quais sao fortemente nocivas para organismos individuais (BHATIA et al., 2018),
proporcionando, portanto, uma caracteristica de suma importancia: a elevada

resiliéncia ambiental.

Esta caracteristica encontra-se presente entre 0s objetivos de inumeros
estudos relacionados a utilizagdo de consércios microbianos na degradacao de
residuos solidos urbanos (BHATIA et al., 2018; BRAVO et al., 2019).

Consistindo em um promissor méetodo de introdugéo de microrganismo em
sistemas de fermentacdo anaerdbios, a bioaumentacdo é utilizada tanto para
aplicacdo de culturas puras quanto de consorcios de microrganismos. Esta
técnica tem exercido grande funcdo, sobretudo no processo de hidrolise da
matéria organica, a qual consiste na fase limitante do processo anaerobio,

proporcionando celeridade biodegradacdo (STRANGE et al., 2017).
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Dargode et al. (2020) projetaram um consorcio sintético especifico para
melhorar o rendimento de producéo de biogas. Foi realizada uma comparacao,
em termos de atividade, entre uma cultura pura e um consorcio sintético (que é
uma forma resumida dos consoércios naturais, nos quais ha preservadas as
interagcbes microbianas) em atuacdo em um biodigestor em batelada. Os
rendimentos tedricos maximo de biogas, obtidos com o consércio “sintético” e o
consorcio natural foram, respectivamente, 66% e 60%. E importante destacar
que a completa conversao do substrato e a constatacdo da estabilizacdo da
degradacdo foram verificados no 7° dia, com o consércio sintético, e no 35° dia
de fermentacdo. Assim sendo, nesta pesquisa, foi observado que, com a
utilizacdo do consorcio sintético, foi necessario apenas 20% do tempo de

detencao hidraulica usado pelo consorcio natural (DARGODE et al., 2020).

Dois consorcios termofilicos celuloliticos mistos estaveis, denominados AD1
e AD2, foram utilizados para enriquecer um biodigestor industrial para producao
de biogas. O processo de bioaumentacao ocorrido em escala de batelada, em
laboratério, com ambos o0s consoércios de microrganismos aumentou o
rendimento de biogas em 22% (AD1) e 24% (AD2) (STRANGE et al., 2017).

De acordo com Susmitha et al. (2019), uma cultura pura do género Bacilli
sp., oriundo de esterco de vaca, foi desenvolvida, sendo avaliada a sua atividade
durante a hidrdlise inicial da matéria organica na planta de biogas. Foi realizada
a fermentacao do esterco de vaca e residuos vegetais durante o periodo de 60
dias de tempo de detenc¢éo hidraulica. Observou-se que, nas primeiras 24 horas,
foi produzido um volume de cinco litros de metano. A combinacéo de 30 kg de
residuos vegetais 2,25 L de in6culo gerou 1 m3 na planta de biogéas, quando da
aplicacao do consorcio bacteriano estavel desenvolvido. O inéculo foi eficiente
em volume, no intervalo de 25 — 40 mL / kg de esterco de vaca. O estudo mostrou
que o uso do biogas a base de esterco de vaca pode ser substituido por ¥4 de

esterco, uma gquantidade semelhante ao de lixo organico e inéculo bacteriano.

Um total de dez amostras foram coletadas de um aterro de residuos solidos
urbanos, localizado nos municipios de Dhapa e Barrackpore (india), e nove
bactérias foram isoladas e cultivadas, usando meio agar nutriente. Testes de
condicbes Otimas de cultivo, caracteristicas microbiolégicas, bioquimicas,

atividades antagonicas, sinérgicas dentro das cepas, tolerancia a cinco metais



43

pesados (As, Zn, Pb, Ag e Cd), etc. foram realizados. Dentre os nove isolados,
seis exibiram producédo de protease, sendo um escolhido. Todas as seis cepas
foram capazes de produzir protease, sendo aprovadas no teste de eficiéncia de
degradacdo de residuos. Assim, tais resultados aumentam as possibilidades de
encontrar bactérias industrialmente importantes em regiées de despejo de
residuos sélidos urbanos, podendo, também, estes isolados ser uma fonte vital
para a descoberta de enzimas / moléculas industrialmente uteis (SAHA &
SANTRA, 2014).

Embasando-se nos testes de isolamento e na caracterizacdo microbiologica
realizados por Saha & Santra (2014), assim como nas metodologias descritas
por Rose & Miiller (1939), ANVISA (2004), Madigan et al. (2004), os quais
permitem obter um conhecimento acerca do comportamento e atividades dos
microrganismos presentes, bem como os fatores e as substancias que as inibem
e que as otimizam. ApOs esta etapa, o0s testes de antagonismo e sinergismo séo
fundamentais para avaliar a elaboracdo de consoércios microbianos visando

realizar uma fungéo especifica, no processo fermentativo anaerdbio.
3.3.1. A cepa Bacillus subtilis

A espécie B. subtilis, descoberta em 1872, é predominantemente
encontrada nos solos ou em associacéo com plantas. E uma espécie bacteriana
Gram-positiva mais estudada, sendo caracterizada por ter uma membrana
citoplasmatica e uma espessa parede celular. Morfologicamente, possui forma
de bastédo e aproximadamente, 4-10 um de comprimento, bem como, 0,25-1 ym
de diametro. Durante muito tempo, havia sido considerado um organismo
estritamente aerdbio, sendo, apds comprovacdo cientifica, considerado
anaeroébio facultativo. Sob algumas condicdes especiais, a espécie Bacillus
subtilis pode ativar o processo celular de formacgao de enddsporo, o que permite
gue uma subpopulacao sobreviva a ambientes de extrema temperatura e seca.
Consiste numa espécie fortemente flagelada, o que promove a esta, grande
motilidade em meio liquido (GINGICHASHVILI et al., 2019).

Dentre outras espécies, a B. subtilis apresenta-se como uma excelente
ferramenta biologica para a producdao em ampla escala de produtos bioquimicos

de alto valor. Esta espécie constitui-se na mais bem caracterizada espécie Gram-
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positiva, sobretudo por ser considerada segura para fins de manipulacéo e
procedimentos biolégicos. Além disso, possui as vantagens de ser uma espécie
com alta facilidade de manuseio e baixo custo, para fins de desenvolvimento de

culturas com elevada densidade celular (SU et al., 2020).

Ante todos estes beneficios proporcionados pela B. subtilis, depreende-se
a razéo pela qual esta cepa tem sido algcada como o0 organismo procarioto mais
popularmente utilizado para o desenvolvimento, em larga escala, de produtos
industriais dos ramos farmacéutico, alimenticio, empregando embasamento
biotecnoldgico (SU et al., 2020).

No que tange ao seu comportamento no meio ambiente, é pertinente
mencionar que, de acordo com Su et al. (2020), a B. subtilis tem aptiddo para
ser utilizado como agente biolégico contra uma ampla gama de fitopatdgenos.
Estudos desenvolvidos sobre metabdlitos antifingicos secretados por esta
bactéria confirmam a presenca de sideroforos (compostos organicos que atuam
na captacao do ferro pelos microrganismos) e varias enzimas hidroliticas, como

protease, quitinase, amilase e lipase.

Segundo estudo realizado por Vijayadeep & Sastry (2014), microrganismos
Gram-positivos como as espécies Bacillus sp. apresentam menor resisténcia a
presenca (concentracdo) de metais no ambiente, quando comparados aos
microrganismos Gram-negativos. El-Gayar (2017), em experimento realizado
para avaliar a susceptibilidade de microrganismos a presenca de metais
pesados, dentre eles, o B. subtilis, verificou que este B.subtilis foi tolerante ao
cromo (Cr), mesmo a elevadas concentracdes deste elemento. Por sua vez, os
elementos chumbo (Pb), cobre (Cu), zinco (Zn) afetaram o crescimento do B.
subtilis quando submetido a concentracdes superiores a 150 mg/L. Também foi
sensivel a prata (Ag), cadmio (Cd) e mercurio, a concentracdo minima inibitoria
comprovada de 25 mg/L (AWNY et al., 2018).

No que tange a producdo maxima de biomassa composta por B. subtilis (em
unidades formadoras de colbnias, UFC), sob ambiente com presenca de extrato
de levedura (em concentracdes de 0,1%, 0,5% e 1,0%), El-Gayar (2017)
identificou que a producdo de biomassa € diretamente proporcional as
aplicacdes de concentracbes crescentes de extrato de levedura, cujo pico



45

maximo ocorre a concentracdo de 1,0%, correspondendo, respectivamente, a
log 8 UFC/mL. O B. subtilis, sob ambientes salinos (com concentra¢des de 0,5%,
2%, 5% NaCl), respondeu com um decaimento gradual de UFC, com
concentracoes de log UFC/mL de 6,6, 6,0 e 5,7, respectivamente, indicando uma
baixa resisténcia deste organismo a ambientes salinos (VESHAREH et al.,
2018).

No que diz respeito ao comportamento da cepa perante o potencial
hidrogenionico do ambiente, realizando-se testes de resisténcia da cepa B.
subtilis, sob valores de pH de 4, 7 e 10, El-Gayar (2017) observou o maior
crescimento a pH neutro (pH = 7,0), no qual atinge uma concentracao de 6,5 log
UFC/mL. Em ambiente &acido (pH = 4,0), este organismo apresenta uma
concentracdo atingindo o valor de 4,5 log UFC/mL. J& em ambiente alcalino (pH
= 10,0), tal organismo expde uma ligeira queda no seu desenvolvimento,
atingindo 6,2 log UFC/mL.

Ja no que diz respeito a temperatura, ElI-Gayar (2017) constatou o melhor
desenvolvimento da referida cepa quando ela foi submetida a temperatura
mesofilica de 37°C, cuja concentragcdo atingiu 6,6 log UFC/mL. Os ambientes
sob temperaturas de 30°C e 48°C apresentaram valores de concentracdes de
59 e 5,3 log UFC/mL, respectivamente. Portanto, a eficiéncia térmica de

crescimento desta cepa descreveu a seguinte ordem: 37°C > 30°C > 48°C.

Outra analise realizada por El-GayAr (2017), diz respeito ao desempenho do
B. subtilis, quando este é submetido a testes de sensibilidade a alguns metais,
como o Mercurio (Hg), Cadmio (Cd), Prata (Ag), Cromo (Cr), Zinco (Zn), Cobre
(Cu), Chumbo (Pb), sob concentracdes de 25, 50, 100, 150 mg/L. ElI-GayAr
(2017) destaca que, quando na presenca dos metais pesados Mercuario, Cadmio
e Prata, sob concentracdes de 25, 50 e 100 mg/L, foi observado um continuo e
constante crescimento desta espécie, visto que houve um aumento do diametro
do halo de colonizac&o bacteriana, atingindo, respectivamente, na presenca de
mercurio, 9,0, 17,0 e 20,0 mm, na presenca de cadmio, 19,0, 25,0 e 27,0 mm, e
na presenca de Prata, 14,0, 15,0 e 20,0 mm. N&o foi identificada resposta
bacteriana, quando submetida a presenca de mercurio, cAdmio e prata, sob a

concentracéo de 150 mg/L.



46

Por outro lado, quando exposta ao cromo, zinco, cobre e chumbo, sob as
mesmas concentracfes supracitadas (25, 50, 100 e 150 mg/L), a B. subtilis
apresentou um “timido” desempenho, endossando a afirmacéo de que alguns
metais, quando em determinadas concentragdes, apresentam elevado potencial
inibidor de atividade biolégica (SEVINC & DEMIRKAN, 2011; EL-GAYAR, 2017).

3.3.2. A cepa Alcaligenes faecalis

A cepa Alcaligenes faecalis consiste em uma espécie em formato de haste
gram-negativa aerdbia, ndo fermentativa, movel, com flagelos peritricos
(localizados em toda a superficie bacteriana) (BIZET & BIZET, 1997; TENA et
al., 2015). Esta cepa é assim denominada por ter a capacidade de produzir uma
reacao alcalina em determinados meios (SACHDEVA et al., 1963). A A. faecalis
€ a espécie da familia Alcaligenaceae mais frequentemente manipulada e
isolada em laboratérios clinicos. Esta cepa € encontrada em solos e corpos
d’agua, bem como na flora intestinal de seres humanos e em ambientes
hospitalares. Esporadicamente, provoca lesdes ou processos inflamatérios em
organismo humano. O tratamento de infeccBes causadas por A. faecalis séo,
geralmente, dificeis por causa da elevada resisténcia que este microrganismo

apresenta a antibioticos.

Em estudos piloto, cepas de Alcaligenes faecalis, isolados de guelras de
Argyrosomus regius, sob excelentes condi¢des in vitro, tém mostrado o potencial
probidtico, em peixes, devido a atividade inibitdéria contra os principais
microrganismos patogénicos dos peixes (GUTIERREZ-FALCON et al., 2020;
GUTIERREZ-FALCON et al., 2021).

Uma pesquisa conduzida por Nuansawan et al. (2018) estudou a influéncia
da bioaumentacdo, com a cepa A. faecalis, sobre o desempenho do tratamento
de lixiviado concentrado (com baixa emissao de gases de efeito estufa (GEES))
em biorreator com membrana de dois estagios. Operando em um tempo de
retencdo hidraulica de 2,5 dias e 1 dia, em cada biorreator, sob presenca e
auséncia de recirculacdo de lodo, a bioaumentacdo com A. faecalis ajudou a
aumentar o carbono orgéanico e remover os compostos nitrogenados, enquanto

reduz as emissdes de metano e oxido nitroso (NUANSAWAN et al., 2018).
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Os estudos supramencionados, bem como outros trabalhos, expdem os
inimeros esforcos empregados para o desenvolvimento de espécimes ou
conglomerados microbianos, através da Engenharia Biotecnoldgica, e a sua
aplicacdo na digestdo anaerdbia de biomassas, buscando torna-la um fator-
chave para o melhoramento do processo bioquimico (KROHN et al., 2022).

3.4.0 Potencial Bioquimico do Metano de biomassas

Visando obter o potencial maximo de geracédo de metano, embasando-se no
processo de digestdo anaerdbia, o ensaio BMP consiste numa técnica
amplamente adotada e utilizada por estudiosos de diversos paises no mundo
(AMODEDO et al., 2020).

Desenvolvida inicialmente por Owen et al. (1979), e posteriormente
aprimorada por Angelidaki e Sanders (2004), Hansen et al. (2004) e diversos
outros pesquisadores, o teste BMP tem sido largamente utilizado, sobretudo,
pela sua grande versatilidade, uma vez que tem capacidade de ser aplicado em
diferentes escalas, micro, meso e macroescala, bem como utilizando-se de

inimeros substratos e inéculos.

Com as energias renovaveis em forte ascensao, em funcdo das mudancas
climaticas, a técnica da biodigestao de residuos sélidos e liquidos tem se tornado
fundamental para a diversificacdo da matriz energética das grandes economias

do mundo.

O teste do Potencial Bioquimico do Metano (ou Biochemical Methane
Potential Test) consiste na quantidade méaxima de metano que pode ser
recuperada de um substrato por unidade de massa do substrato, como matéria
organica (solidos volateis), ou demanda quimica de oxigénio (DQO) (KOCH et
al., 2020). As aplicacdes gerais do teste BMP sao: i) determinacéo do potencial
de metano resultante da fermentacdo de um substrato; ii) uma opgédo para
medicdo do impacto de um pré-tratamento sobre a degradabilidade de um
substrato (JANKE et al., 2019). O fornecimento de condi¢cdes Otimas
operacionais é de fundamental importancia para alcancar o mais alto grau de
degradacéao possivel. Portanto, as condi¢des a que sao submetidas em um teste

BMP visam o melhor ambiente possivel para o desenvolvimento microbiano
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(KOCH et al., 2020). Isto também inclui o uso de inéculos oriundos de um

digestor em bom sistema de funcionamento (RAPOSO et al., 2011).

Neste intuito, varios pesquisadores tém desenvolvido pesquisas visando a
determinacao do potencial de geracdo de biogas e metano oriundo de residuos
solidos (SCHIRMER et al., 2014; SANTOS FILHO et al., 2020; SANTOS et al.,
2022).

De acordo com a Organizacdo das NacOes Unidas para a Agricultura e a
Alimentacédo (FAO) e a Organizacao Panamericana de Saude, aproximadamente
2,1 bilhdo de toneladas de alimentos sé@o perdidas, anualmente. Tais residuos
possuem um elevado potencial de geracdo de biogas e metano, sendo um
excelente insumo para a digestdo anaerébia, potencializando a propagacao
desta tecnologia em diversos paises (BLASIUS et al., 2020; SHIN et al., 2022).



49

4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta as metodologias adotadas para a execu¢do do
referido trabalho. Locais de coleta de substrato e obtencéo de inéculos, analises
de composicdo fisica e fisico-quimica, pré-tratamento, planejamento
experimental e realizacdo do ensaio BMP, monitoramento diario da producéo de
biogas nos biorreatores BMP, determinacdo da quantidade de metano e diéxido

de carbono presentes no biogas.
O procedimento metodologico da pesquisa se encontra exposto na Figura 2.

Figura 4 - Procedimento metodolégico experimental da pesquisa

Esquema Metodoldgico

Trituragdo do Residuo
QOrganico seco,
—* | determinagdes quimicas e
bioquimicas elementares

Coleta e Composicdo Caracterizag3o fisico-guimica
Gravimétrica do  Residuo do Residuc Organico (pH,
Orgéanica (RO) umidade, DQO, DBO)

P Y
@
GEASA

PERNANMBUCO

BMP

Analises da
composigdo do
biogas (CH, e CO;)
em  cromatégrafo
gasoso

Ensaio
(Biochemical

Methane Potential),
com biorreatores de
250mL

Colet: d Digestat:
— A:::gbioo gesiEe | ] do Digestato 4| | Experimental Composto
temperatura ambiente Central - DCCR /

Repigue das cepas B. subfilis Inoculagdo das cepas T-8 e Consorcio bacteriano
(T-9) e A. faecalis (T-19) em |—»| T-18 em meio BHI liquido e [ —s| completo, com 150 mL T-9 e
meio BHI por 24h a 37 °C incubagdo a 37°C por 24 h 150mL T-19

Fonte: O autor (2022)

4.2.Coleta e composicao gravimétrica do substrato (residuos organicos

hortifrutigranjeiros) (RO)

Uma coleta pontual de residuos organicos hortifrutigranjeiros foi realizada no
Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco (Ceasa-PE), conforme
apresentado na Figura 5, através de um convénio existente o Ceasa-PE e o
Grupo de Residuo Solidos da Universidade Federal de Pernambuco (GRS-
UFPE), que visa a estudar o potencial da biodigestdo e geracao de biogas e

metano de residuos sélidos organicos hortifrutigranjeiros (BRITO et al., 2021).



50

Os referidos residuos foram coletados no galpdo GLP-II, localizado no
Mercado dos Produtores, o qual compreende também os galpdes GLP-I e GLP-
lll. Os galpdes comercializam verduras e diversos (GLP-I), abacaxi, cenoura e
coco seco (GLP-II), e melancia, jerimum, folhosos (GLP-III) (NASCIMENTO,
2008).

Figura 5 - Identificacdo geografica do local de coleta dos residuos hortifrutigranjeiros, nos
ambitos: a) Estadual; b) Regional; e ¢) Municipal
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. non

Fonte: a) ResearchGate.net; b) Google Maps; c) Ceasa-PE

Para tanto, inicialmente, foi descarregado sobre o solo e quarteado, in loco,
um montante em torno de 150 kg de residuos organicos hortifrutigranjeiros
(Figura 6 a). O quantitativo resultante, 80 kg, foi colocado em baldes de 20 L
(Figura 6 c) e levados ao Laboratorio do Grupo de Pesquisa e Tecnologias
Ambientais (GPTA), do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE, onde,
apos realizadas mais duas etapas de quarteamento, obteve-se um volume
amostrado final de 30 kg (Figura 6 b) (MARIANO et al., 2007; SANTOS FILHO
et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021).
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Figura 6 - (a) Coleta; (b) Quarteamento; (c) Composicao gravimétrica dos residuos organicos
hortifrutigranjeiros.

Fonte: O autor (2022)

A etapa de composicdo gravimétrica foi realizada com o intuito de determinar
as fracBes de cada tipo de residuos presentes no universo amostrado, ou seja,

no montante final selecionado.

Desta forma, utilizando-se baldes plasticos de 10 e 20 litros, assim como uma
Balanca Digital Elgin 30 kg / 0,005 kg, a fim de efetuar o registro das pesagens.
A gravimetria foi assim composta pelas tipologias: 1) Leguminosas; 2) Frutas; 3)

Folhosos.

Na sequéncia, com o auxilio de facas do tipo “peixeira” e de tesouras do tipo
jardinagem, foi realizado o processamento manual de corte dos residuos, a fim
de reduzir a granulometria do substrato (tamanhos das particulas de @ = 10 mm)
e aumentar a superficie de contato entre os residuos e o ambiente, permitindo
assim, uma mais rapida transferéncia de massa e degradacdo da biomassa
(MONTGOMERY & BOCHMANN, 2014; OLIVEIRA et al., 2018, 2021;
ABRAHAM et al., 2020; KASINATH et al., 2021).
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4.2.1. Determinagdes de parametros fisico-quimicos (Umidade, pH,

Demandas Quimica e Bioquimica de Oxigénio, Solidos Volateis)

Realizado o processamento dos residuos anteriormente mencionado, para a
determinacdo do teor de umidade, foram pesadas pequenas fracdes de
amostras de residuos, in natura, em bandejas de aluminio, previamente taradas,
e submetidas a temperatura constante de 105°C, em estufa de secagem e
esterilizagdo SPLabor, até peso constante (SANTOS et al., 2020; SERUGA &
KRZYWONOS, 2021).

Posteriormente, os residuos, na condi¢do seca, foram submetidos a etapa da
trituracdo, na qual foi utilizado um moinho de facas tipo Willey SL-31, a fim de
reduzir sua granulometria a ® = 2 mm, e proporcionar maior degradabilidade
bioquimica aos residuos (XIAO et al., 2013; SANTOS et al., 2020).

De posse dos residuos triturados (em p6), foi preparada, em um béquer de
vidro de 500 mL, uma solucdo composta por 25 g do substrato e 500 mL de agua
destilada, submetida a 8 minutos de agitacdo constante e moderada. Finalizada
a agitacao, foi realizada a determinacdo do pH da solucéo, utilizando-se de um
eletrodo Digimed DME-CV2, especifico para afericdo de pH, conforme a

metodologia descrita por Lange et al. (2002).

Foi realizada a Demanda Quimica de Oxigénio, pelo método colorimétrico.
Aliquotas do extrato amostrado, descrito por Lange et al. (2002), foram
solubilizadas em agua destilada, em solu¢édo de 1:100, inseridas em tubos de
vidro rosqueado (16x100 mm), e digeridas, com o auxilio das solucdes
catalisadora (H2SO4) concentrada (95-97% de pureza), da marca Merck e
digestora (K2Cr207 1N), da marca Sigma-Aldrich, em um bloco digestor
(termorreator) WTW 1P21 CR 2200, durante 2 horas, sob a temperatura de
150°C. Em seguida, foi efetuada a leitura dos tubos, em um espectrofotébmetro
Thermo Scientific Genesys 180 UV-Visivel, sob comprimento de onda de A = 620
nm, conforme metodologia colorimétrica descrita por APHA (2005).

Obtidos os resultados de DQO, a determinagdo da DBO é realizada pelo
método de incubacdo em estufa especifica para analises fisico-quimicas,
durante 5 dias, a 20°C, usando o kit de OxiTop, composto pela mesa agitadora,

oximetros e frascos (sendo estes frascos do tipo ambar 500 mL).
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Primeiramente, conhecido o valor da DQO da amostra, consulta-se uma
tabela do fator de multiplicacdo, segundo o volume da amostra e da faixa de
medicao. Dessa forma, a partir do valor de DQO encontrado, coleta-se o volume
de amostra necessario para a realizacdo da DBO. Amostras com carga organica
muito alta, necessitam de volumes pequenos de amostra e vice-versa. Sabendo-
se do volume de amostra necessario para a realizacao da analise, este € para
dentro de cada frasco, adicionando-se, em seguida, o inibidor nitrificante. Tal
agente visa evitar a ocorréncia da oxidagao via nitrificagéo (OxiTop DIN EN 1899-
2, 1998). Em seguida, coloca-se o suporte de borracha com as pastilhas de
NaOH (hidréxido de sodio), fechando-se, posteriormente, o frasco com o
oximetro. E iniciada a contagem temporal, bem como do processo de oxidac&o
da matéria organica. Os frascos séo, entdo, levados a incubadora, durante 5 dias
a 20°C (APHA, 1992; CONZELMANN et al., 1996; REUSCHENBACH et al.,
2003; JOUANNEAU et al., 2014).

A determinacdo dos teores de sélidos totais (Eq. 1) e volateis (Eq. 2) do
substrato foi realizada através da queima, em um forno mufla da marca EDG
1800, durante 2h30min, a temperatura de 550°C, de 5 g deste material, inseridos
em capsulas previamente taradas (Pi), secos em estufa de secagem e
esterilizacdo e pesado (P2), e posterior pesagem apdés a calcinacdo do material
organico (Ps), conforme a Equacéao 01 (APHA, 1992).

ST MS YBY=M,, — W
(g*g ) AB Eq. 01

SV(gxg 'ST) = (%) — Py
2 Eqg. 02

Onde:

SV = teor de sdélidos volateis (g.g1ST);

P1 = peso da capsula (g);

P2 = peso da amostra ap0s a secagem na estufa (g);

Ps = peso da amostra apés a calcinacao (g);

ST = teor de solidos totais (g);

MS = matéria seca (g);

Mas = massa da amostra bruta (g);

W = umidade (g).
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4.3.Coleta, Analises fisico-quimicas e Autodepuracao do Digestato (DG)

O digestato utilizado no presente estudo foi coletado, de forma pontual, em
uma planta de tratamento e digestdo anaerdbia de residuos soélidos organicos
localizado no Ceasa-PE, conforme mencionado por BRITO et al. (2021). A coleta
deste material visou verificar seu desempenho como um substituto ao lodo de
esgoto na digestdo anaerObia e geracdo de biogas de residuos
hortifrutigranjeiros, uma vez que o digestato constitui-se num efluente resultante

da fermentacdo anaerObia de matéria orgénica, cuja microbiota € originaria

daquele ecossistema.

Figura 7 - (a) Coleta e armazenamento de 10 litros de digestato em bombonas; (b)
Envolvimento das bombonas com o digestato em sacos plasticos pretos.

(b)

Fonte: O autor (2021)

Para tanto, foram coletados 10 litros do referido liqguido em duas bombonas
plasticas de 5 litros (Figura 7 a), e envolvidos em sacos pretos, a fim de minimizar
a influéncia de fatores externos abibticos na atividade fermentativa anaerobia
(Figura 7 b).

Ao chegar no Laboratério de Residuos Sélidos do GPTA, as bombonas foram
mantidas estaticas (sem movimentacdo), em ambiente com uma minima
iluminacdo, a temperatura ambiente de 20°C, a pressdo atmosférica de 1 atm
(101,3 kPa), a fim de permitir a realizacdo do processo de autodepuragcéo do
digestato, ou seja, ocorrendo a elevagéo do valor do pH e redugéo da carga

organica, em termos de DQO e solidos totais e volateis.

Tais parametros foram analisados, conforme metodologia supracitada,
periodicamente, o que permitiu, um acompanhamento detalhado da degradacéo

do digestato. Todo este processo objetivou evitar que os parametros ambientais
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mencionados (DBO, DQO, pH, ST e SV) interferissem negativamente no
processo bioquimico fermentativo, podendo culminar com o colapso do sistema,
uma vez que uma alta carga organica potencializa a geracdo de &acidos

organicos, resultando na acidificagédo do processo (CHEN et al., 2008)

O digestato ficou sob o processo de autodepuracdo durante um periodo de
aproximadamente 150 dias. A literatura especifica fundamentalmente incuba o
digestato sob curtos periodos (15-30 dias), e para diferentes finalidades,
sobretudo microbiologicas (YANGIN-GOMEC et al., 2020; MARDER et al.,
2021).

Constituindo-se em um potencial in6culo para a realizacdo da digestdo
anaerobia, o digestato utilizado no estudo foi submetido a um periodo de
autodepuracéo,

a fim de promover o processo de autodepuracéo

(“autobiodegradacéao”) do inodculo, conforme poder ser observado na Figura 8.

Figura 8 — Resultados dos parametros fisico-quimicos do digestato: (a) e (b) Demanda
bioguimica e quimica de oxigénio; (c) Potencial hidrogenidnico; (d) razdo biodegradacao
referente ao inéculo; e (e) Percentual de sdlidos volateis presentes no efluente.

Cl) DBO (mg/L) b) DQO (mg/L)
DBO (mg/L) DQO (mg/L)
16588.85
3Z30 12292.93
2500
4175.53
500 15 200.67
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase
C) pH d) DBO/DQO (mg/L)
pH DBEO/DQO (mg/L)
7.6
75 S 0.20
/55
71 0.12
0.02
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
e) VS (g/gST)
VS (g/gST)
e 0:46 0.41

Fase 1 Fase 2 Fase 3

Fonte: O autor (2021)

A Figura 8 expde, em detalhes, informacdes acerca do periodo de
autodepuracao do digestato (TDH = 150 dias). Tal processo bioquimico, também

podendo ser denominado como autodepuracao do efluente, permite que, haja a
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decomposicdo do material e redugéo de carga orgéanica, sem a necessidade de

adicao de qualquer agente quimico.

Na fase inicial, observou-se, principalmente, uma elevada quantidade de
compostos organicos, apresentados na Figura 10 como DBO, DQO, relacdo
DBO/DQO e sdlidos volateis. Tais caracteristicas mostram que tal efluente
poderia contribuir fortemente para uma possivel acidificacdo, podendo culminar

com o colapso da biodigestao.

As quatro fases do processo de autodepuracdo foram definidas,
exclusivamente, visando determinar os niveis de biodegradabilidade do
digestato. Ou seja, dentre os parametros regentes da digestdo anaerébia (DBO,
DQO, pH e SV), o pH consistiu no fator norteador, que orientou e estabeleceu o
momento certo para a utilizacdo deste material na condicdo de indculo. A
utilizacdo como digestato ocorreu quando o pH atingiu o valor de 7,6 (Figura 8
c), buscando, com o digestato nestas condi¢Oes, proporcionar condicdes

adequadas para a degradacdo anaerdbia.

O periodo de autodepuracéo do digestato baseou-se, fundamentalmente, na
elevacéao dos valores do pH do sistema, visto que este consiste em um parametro

chave para o sucesso da fermentacéao.

O intervalo de tempo entre cada uma das quatro fases foi determinado em t
~ 50 dias. Desta forma, é importante destacar que as determinac¢fes fisico-
quimicas referentes as Fases 1, 2, 3 e 4 ocorreram, respectivamente, nos dias

1°, 51°, 101°, 150°.
4.4.Reativacdo do Consércio Microbiano facultativo (C)

Constituindo-se no terceiro pilar desta pesquisa, 0 consorcio de
microrganismos facultativos, composto pelas cepas Bacillus subtilis e
Alcaligenes faecalis, foi desenvolvido baseando-se na pesquisa realizada por
Holanda (2016) e Mélo-Schlub et al. (2019).

No Laboratorio de Biologia Molecular, da Universidade Federal da Paraiba,
foi realizada a reativagédo das cepas, através da inoculagéo, separadamente, de
cada uma destas em placas de Petri contendo meio nutritivo sélido BHI (Brain

Heart Infusion — Infusdo Cérebro Coragao), da marca Merck. Em seguida, as
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placas de Petri com as cepas foram incubadas em estufa SPLabor a temperatura
constante de 37°C por 24 horas. Apés este periodo, com as coldnias de
microrganismos desenvolvidas, foram extraidos, destas colbnias, 15 discos de
@ = 9 mm da Bacillus subtilis (T-9) e Alcaligenes faecalis (T-19), e inseridos em
dois erlenmeyers contendo, cada, 150 mL de meio BHI (Brain Heart Infusion —
Infusdo Cérebro Coracao), reservados para cada uma das cepas. Realizada esta
etapa, incubados novamente a 37°C, durante 24 h, obtiveram-se 0s meios com
as cepas desenvolvidas, reunindo os meios em Unico Erlenmeyer, totalizando
um volume final de 300 mL com a T-9 e T-19 (Figura 9) (PETERZ, 1991).

Figura 9 — Transferéncia dos discos do consdrcio microbiano desenvolvidos nas placas de Petri
para Erlenmeyers contendo meio liquido BHI. Na sequéncia, incubacédo em estufa, a T = 37°C
por 24h.

. . . . . 15 discos
. . . . . ® =0,009m
00090

N
o A

Placa Petri
com BHI
37°C V=150 mL BHI
24h Incubado 37°C
24h

Fonte: O autor (2022)

4.5.Delineamento Composto Central Rotacional DCCR - Planejamento
Fatorial Experimental Composto Central, com triplicata no ponto

central

Para execucao do Planejamento DCCR, com triplicata no ponto central, esta

pesquisa se embasou nos trabalhos desenvolvidos por Holanda (2016) e Mélo-
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Schlub et al. (2019). Estes estudos indicaram que, para a codigestdo anaerébia
de residuos sélidos urbanos envelhecidos, a combinacédo de RSU (5 g), lodo de
esgoto anaerodbio (25 mL) e consorcio microbiano facultativo (25 mL) apresentou

os melhores resultados, em termos de biogas e metano gerados.

Considerando esta configuracdo de codigestdo como foco nesta pesquisa,
substituiram-se os residuos soélidos urbanos envelhecidos e o lodo anaerdbio
(Mélo-Schlub et al., 2019) por residuos sélidos hortifrutigranjeiros e digestato de
biodigestor anaerdbio, mantendo-se o consoércio microbiano, porém realizando

variacfes nas quantidades tanto do substrato, quanto dos in6culos.

A codigestdo (5 g RO + 25 mL DG + 25 mL CM) consiste no experimento
norteador da pesquisa. Este se localiza no nivel zero, caracterizado pelo ponto

central, sendo a Unica combinacéo realizada em triplicata (Exp. 9, 10 e 11).

A partir deste, esbogcaram-se os pontos axiais positivo (+1,0) e negativo (-
1,0), e os pontos maximo positivo (+1,41) e maximo negativo (-1,41), conforme
a Tabela 1.

Tabela 1 — Esquema experimental do Planejamento Fatorial DCCR — 23,

e anto Qua dade assade Qua dade 5 e de Iné 5
de bstrato pstrato de ino 0

1 -1 3,0 -1 7,27 mLDG + 42,73 mLC
2 -1 3,0 +1 42,73mLDG + 7,27 mLC
3 +1 7,0 -1 7,27mLDG + 42,73mLC
4 +1 7,0 +1 42,73mLDG + 7,27mLC
5 -1,41 2,18 0 25mLDG + 25mLC
6 +1,41 7,82 0 25mLDG+25mLC
7 0 50 -1,41 50mLC
8 0 50 +1,41 50mLDG
9 0 50 0 25mLDG + 25mL C
10 0 50 0 25mLDG + 25mLC
11 0 50 0 25mLDG + 25mLC

Fonte: O autor (2021)
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Tabela 2 — Esquema experimental do Planejamento Fatorial DCCR — 23 com 0s pontos
central e axiais.

Variaveis -1,41
Massa do
substrato 2189 309 509 709 7.82¢g
Volume de 727mLDG+ | 25mLDG | 42,73 mL DG +
In6culo S0mL C 42,73 mL C +25mL C 7.27mL C 50 mL DG

Fonte: O autor (2021)
Observando-se a Tabela 2, verifica-se que o nivel zero apresenta uma
quantidade intermediaria de substrato (5 g) e uma proporc¢édo de indculos 1:1 (25

mL de digestato e 25 mL de consorcio).

Quando se desloca para o primeiro nivel axial positivo (+1,0) é verificada
uma oscilacdo da quantidade de substrato, atingindo 7,0 g. Em relacdo aos
in6culos, o digestato sofre uma variacdo positiva, aumentando ~ 1,71 vezes,
chegando a 42,73 mL, cujo complemento para atingir o volume final de 50 mL,
conforme metodologia realizada por Alves (2008), refere-se a quantidade de

consdrcio microbiano.

No segundo nivel a direita, encontra-se o nivel +1,41, no qual h& descrita a
quantidade de substrato de 7,82 g, bem como o volume de 50 mL de consorcio

microbiano. Neste nivel, ndo ha presenca do digestato.

Por outro lado, a esquerda do ponto central, ha o primeiro nivel axial negativo
(-1,0), no qual é verificada uma oscilacdo do teor de substrato de 5,0 g para 3,0
g, bem como uma reducéo de ~ 29% no volume de digestato (7,27 mL, e um

aumento de 58,51% no volume de consorcio (42,73 mL).

4.6.Montagem e realizagdo do Ensaio do Potencial Bioquimico do Metano

(Biochemical Methane Potential)

Baseando-se fundamentalmente no Planejamento Experimental Fatorial
Composto Central, foram formuladas onze combinac¢des entre os componentes,

0 substrato e os in6culos.

A fim de verificar a capacidade dos indculos em degradar, e produzir o biogas
e 0 metano do substrato, foi realizado o ensaio BMP. Tal ensaio, largamente

adotado, desenvolvido e registrado pela literatura cientifica (Owen et al., 1979;
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Angelidaki et al., 2004, 2009; Raposo et al., 2011; Schirmer et al., 2014,
Hulsemann et al.,, 2020; Santos et al., 2020; Santos Filho et al., 2020) foi
desenvolvido em biodigestores de pequena escala (volume de 250 mL),
composto por um frasco de borossilicato, de boca rosqueada, com capacidade
de 250 mL, cujo processo de rosqueamento permite a fixacdo de uma tampa de
nylon ao frasco. A superficie localizada no topo desta tampa, encontra-se
aderido, com o auxilio de vaselina soélida, um “o-ring” de silicone, o qual tem a

funcéo de impedir a livre passagem do gas produzido internamente (Figura 10).

Na superficie superior externa da tampa, sédo fixadas, por rosqueamento,
duas projecdes de tubulacdes, em latdo, compostas por uma valvula tipo agulha,
cada uma, sendo acoplado, por rosqueamento, na sua extremidade, um

mandmetro analdgico de 0-1 kgf/cmz2, com intervalo de 0,02 kgf/cmz2,

Figura 10 - Biorreator, composto em borossilicato (garrafa), nylon (tampa) e latdo (conexdées),
utilizado no ensaio BMP.

Fonte: SANTOS FILHO (2018)

No procedimento de montagem dos experimentos, os frascos de
borossilicato foram pesados e tarados, utilizando-se, para isto, uma Balanca
Digital Marte AD 5000, e em seguida, pesadas as massas do substrato,
inserindo-as nos frascos com o auxilio de uma espatula metalica de laboratoério
(Figura 11 a). Os indculos, por sua vez, foram, previamente, agitados nos
recipientes fechados que os acondicionaram, a fim de promover uma
homogeneizacéo na mistura, e em seguida, inseri-los em provetas graduadas de

100 mL, para, entdo, serem colocados nos frascos (Figura 11 b).

Inseridos os ingredientes de cada experimento nos respectivos frascos,

envolveu-se a regido rosqueada dos frascos com fita veda rosqueada, a fim de
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se constituir um dos agentes de vedacgao. Juntamente a este, encontra-se outro
componente de vedagdo, um anel “o-ring” de silicone, cujo diametro é

proporcional ao diametro do gargalo (boca do frasco).

Na sequéncia, com o auxilio de um pHmetro Digimed DM-22, com eletrodo
DME-CV4 especifico para analise de pH, foi determinado o potencial

hidrogenidnico de cada experimento e registrado em uma planilha impressa.

Subsequentemente, foi realizado o rosqueamento e a conexao da tampa ao
biodigestor, estando a tampa sem o0 mandmetro, e com as valvulas de entrada /
saida de gases abertas. Assim, foi acoplada, em um dos segmentos de
tubulagdo, uma mangueira de silicone conectada a um cilindro de gas nitrogénio
(N2), e realizada a purga do biorreator a uma vazao Q = 1 L/h, durante 2 minutos,

realizando uma leve agitacédo do frasco, em movimento circular.

Concluido este periodo, foi vedada a valvula de saida do gas, e
posteriormente, vedada a valvula de registro de pressao interna, permitindo

assim, o estabelecimento da atmosfera anaerébia no interior do biorreator.

Por fim, conecta-se o mandmetro analdgico de capacidade de 1 kgf/cmz2, com
intervalo de 0,02 kgf/cmz?, e abre-se a valvula de registro de pressao, aliviando a
pressdo até o limite minimo de 0,15 kgf/cm2. Envolve-se o frasco do biorreator
com uma folha de aluminio, inserindo, em seguida, uma etiqueta para
identificacdo (com numeragao e composi¢cao da biomassa existente), recobrindo-
0s, posteriormente, com plastico filme, visando a proporcionar aderéncia da folha
de aluminio ao frasco do biorreator. Tal procedimento objetiva evitar a
interferéncia de agentes externos ao processo bioquimico existente no seu
interior. As pressbes dos frascos foram registradas em uma prancheta, e

posteriormente, lancadas em uma planilha elaborada no MS Excel 2010.

Os frascos foram, entdo, inseridos em uma estufa de secagem e

esterilizagédo, a temperatura constante de 37°C, durante 68 dias (Figura 11 c).
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Figura 11 — Procedimento de montagem do ensaio BMP: (a) pesagem do substrato; (b)
guantificacdo do volume de consoércio microbiano; (c) incubacéo e monitoramento dos
biorreatores em estufa.

Fonte: O autor (2021)

4.6.1. Monitoramento diario e Tratamento dos dados obtidos no ensaio
BMP

No inicio do procedimento, o ensaio BMP necessita de monitoramento diario
dos biorreatores, consistindo, esta primeira parte, do registro de data e horario
da verificagdo da pressao, bem como da leitura da presséo interna em cada

frasco, no intervalo de 0-1,0 (0,02) kgf/cm?2.

Paralelamente ao monitoramento, hda, preexistente, desenvolvida no

software Excel 2010, uma planilha na qual séo lancados os seguintes dados:

1) Volume total do biorreator: a capacidade total do biorreator;

2) Volume liquido no frasco: volume ocupado pelas substancias inseridas
no biorreator;

3) Data (coluna A): os dias de realizacdo do monitoramento;

4) Hora (coluna B): o horério de inicio da atividade de monitoramento;

5) Dias corridos (coluna C): os dias contados, em numeros arabicos;

6) Leitura da presséo do frasco (coluna D): valor indicado pelo ponteiro do
mandmetro de cada biorreator;

7) Diferenca de pressdo (coluna E): consiste na pressdo diferencial
infinitesimal resultante da diferenca entre o dia atual e dia imediatamente
anterior, ou seja, pn+1)— pm) = Ap, dado em kgf/cm?;

8) Conversao da pressao (coluna F): consiste na operacdo matematica de
conversao de kgf/cm? para mbar, na qual multiplica-se o valor da presséo

do frasco do dia atual por 980,65;
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9) Pressdo atmosférica (mbar) (coluna G): para identificar os dados de

10)

11)

12)

13)

14)

pressdo atmosférica para o referido horario do monitoramento, € preciso
fazer uso de dados meteoroldgicos, cujo procedimento é descrito a
sequir:

Com o conhecimento da data e do horario do monitoramento, obtém-se
a pressao atmosférica para aquele horario através da pagina do Instituto
Nacional de Meteorologia (www.inmet.gov.br), obedecendo a seguinte
sequéncia: (1) Observacdes; (2) Estacbes automaticas; (3) “Recife”; (4)
Dados; (5) Inserir as datas; (6) Identificar a hora mais préxima do horario
do ensaio, fazendo-se a média entre os valores maximo e minimo, em
hPa.

E importante salientar que o INMET apresenta a hora em UTC (horario
de Brasilia + 3h), sendo necessério adicionar 3h ao horario do ensaio,
para se obter a pressdo atmosférica aproximada, correspondente ao
horario do ensaio.

Leitura temperatura (coluna H): significa o valor da temperatura, em graus
celsius, a qual estdo submetidos os biorreatores;

Conversao de temperatura (coluna |): consiste na operacdo matematica
de conversédo de temperatura de °C para °K, na qual soma-se 273,15 ao
valor em °C;

Gerado entre t e t+1 (mL) (coluna J): consiste no volume gerado no

intervalo de, aproximadamente, 24h, através da Equacéao 02:

p(mbar) x V(headspace) x 22,41 x 1000 Eq. 02
83,14 x t (°K)

Acumulado (mL) (coluna K): consiste na adicdo de um incremento de gas

(AV), produzido no intervalo de 24h, ao volume inicial (Vo), ou seja, V1=
Vo+ AV,

Condicdes CNTP gerado (mL) (coluna L): refere-se ao incremento de
volume (AV) ocorrido no intervalo de 24h, entre t1 e to, durante todo o
periodo de monitoramento, sob condicbes normais de temperatura e

pressédo (CNTP), dada pela Equacéo 03:

AV(mL) x (273/T(°K)) x (patm(mbar) - 42) Eqg. 03
760
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15) Condigbes CNTP acumulado (mL): refere-se a adi¢cdo, sob condi¢cbes
normais de temperatura e pressao (CNTP), de varios incrementos
(acumulo de AV) ao volume inicial (Vo), referente aos dias subsequentes
(por exemplo, Vo + AV1 = V1), até atingir um valor acumulado final (por
exemplo, Vn= Vo + AVn), cujo célculo é realizado através da Equacao 04:

(Mo + AVh)(mL) x (273/T(°K)) X (patm(mbar) - 42) Eq. 04
760

16) Caélculo — Taxa geracdo (mL/dia) (coluna N) — Método 1: refere-se ao
calculo da razédo entre a geracdo acumulada de biogas CNTP e o nimero
de dias corridos do inicio da incubag¢do dos biorreatores, conforme a
Equacéo 05:

(Vo + AV1)(mL) Eq. 05

n° dias
17) Peso Bruto Unitario (P.B.U.) inicial (g) (coluna P): refere-se ao peso do
biorreator antes do alivio do volume excedente de biogas;
18) Peso Bruto Unitario (P.B.U.) final (g) (coluna Q): refere-se ao peso do
biorreator apds o alivio do volume excedente de biogas;
19) Massa do biogas existente no “headspace” (g): consiste no resultado do
calculo da diferenca entre P.B.U. inicial e o P.B.U. final.

4.6.2. Método e procedimento de andlise quantitativa do biogas produzido

Com o intuito de analisar os percentuais de metano (CH4) e dioxido de
carbono (CO2) presentes nas amostras de biogas obtidas durante a fermentacéo
anaerobia, utilizou-se o Cromatégrafo Gasoso APPA GOLD TCD/FID, cujo gas
de arraste, coluna cromatografica e detector utilizados foram, respectivamente,
o hidrogénio (H2), a empacotada Porapak N 2,5 m e didmetro de 3/16” e o
detector de condutividade térmica, atuando, estes dois acessérios (coluna e
detector), sob temperaturas de 60°C e 150°C, respectivamente (OLIVEIRA et al.,
2018; SANTOS FILHO et al., 2020).

Previamente a injecdo das amostras de biogas contidas nos biorreatores, foi
feita a calibracdo do equipamento, injetando-se uma amostra padréo do biogas,
cujas concentracdes dos principais elementos componentes do biogas sao

conhecidas como 55% v/v do gas metano (CHa4) e 45% v/v do diéxido de carbono
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(CO2), a fim de identificar o intervalo de valores referentes a variacdo dos Tr
(tempos de retencdo dos picos) e as areas de base das curvas dos dois

componentes, 0s quais sdo apresentados nos cromatogramas.

Na etapa de injecdo das amostras de biogas, foi utilizada uma seringa de 1
mL, para a coleta e a inser¢cao do gas no injetor, pressionando, na sequéncia, o
botdo “start”, existente no controle de acionamento remoto do equipamento
analitico. No procedimento de analise das amostras, foram realizadas trés

injecdes de biogas, sendo assim em triplicata.

As analises de biogds em cada biorreator, para a identificacdo das
concentracbes de metano (CHa4) e diéxido de carbono (CO2), foram realizadas
fazendo-se uso do Sistema de Aquisicdo de Dados Cromatograficos N2000

Chromatostation.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Residuos hortifrutigranjeiros

5.1.1Composicéao dos residuos hortifrutigranjeiros

Realizada a composicdo gravimétrica dos residuos hortifrutigranjeiros,
verificou-se a predominancia de frutas, englobando um percentual de 89,71%,
sendo seguida pelos folhosos, com 6,75%, e leguminosas, com 3,54% (Figura
12). Tais resultados estdo em concordancia com os obtidos por Clercq et al.
(2017), Zhao et al. (2019) e Beniche et al. (2020), os quais apontam que grandes
quantidades de frutas refletem em altos niveis substratos organicos, como

carboidratos, proteinas e lipideos, tornando-os passiveis de biodegradacéo.
Figura 12 — Quantificagdo percentual de residuos hortifrutigranjeiros utilizados como substrato.

Composicao dos residuos organicos

M Leguminosas M Frutas MFolhosos

89.71%

354% 6.75%

Fonte: O autor (2022)

Em seu trabalho, pesquisando a biodegradabilidade anaerdbia de residuos
de alimentos oriundos de restaurantes localizados em Rennes (Franca),
Fisgativa et al. (2017) segregaram 15 kg destes residuos nas tipologias: papel
(guardanapos e toalhas de papel), vegetais (cozidos e ndo cozidos), frutas
(cascas e porgdes ndo consumidas), comida amilacea (péo, arroz, massa, entre
outros), comida a base de carne (incluindo carne vermelha, aves, peixe etc.) e

outros (0ssos, molhos, produtos de laticinios).

Cada categoria tipologica contribuiu diferentemente para o teor de solidos

volateis global do processo. Os residuos de restaurantes apresentaram teor de
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SV de 54,5 g*kgWW* (WW — massa Umida), apresentando um potencial de
biometano de 87,6 NLCH4*kgSV! (FISGATIVA et al., 2017).

5.1.2 Analises fisico-quimicas dos residuos

A fim de ter um conhecimento mais detalhado a respeito do substrato, com
vistas ao seu aproveitamento Otimo, através da tecnologia da digestédo
anaerodbia, foram realizadas, no mesmo, algumas andlises fisico-quimicas,

conforme expostas na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da determinacdo de parametros fisico-quimicas referentes ao
substrato.

Parametros Substrato

Umidade (%) 85,56
pH (20°C) 3,5
SV (g.g'ST) 0,93
DBO (g/L) 250

DQO (g/L) 267,11

DBO/DQO 0,936
C (9.9 0,18

N (9.9 0,015
CI/N 12

Fonte: O autor (2021)

Observando-se os resultados da Tabela 3, verifica-se um elevado percentual
de umidade de 85,56%, que é caracteristico de residuos organicos, sobretudo
hortifrutigranjeiros (USEPA, 1991). Xiao et al. (2013) e Lin et al. (2013) citados
por Beniche et al. (2020) relataram que residuos organicos apresentam teores

de umidade superiores a 70%.

Santos Filho et al. (2020), trabalhando com residuo hortifrutigranjeiros da
Ceasa-PE, obtiveram 78,5% de umidade. Isto ocorre devido a alta fracdo de
agua constituinte de cada material presente nestes tipos de residuos. De acordo
com a USEPA (1991), sistemas de fermentacdo anaerdbia, com umidades de
60-90% contribuem fortemente para a formacao, potencializando a geracéo de

biogas.
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O potencial hidrogeniénico do substrato, por sua vez, apontou para um tipo
bastante acido, o qual demandou um maior cuidado para evitar a ocorréncia de
uma sobrecarga organica da biodigestdo. Tal valor de pH de 3,5 encontra-se um
pouco abaixo do intervalo de atuagéo das bactérias hidroliticas, que abrange de
4,0a 11,0, segundo Zhang et al. (2009) mencionados por Phan Van et al. (2020).

Tais caracteristicas expostas pelo pH, solidos volateis totais e relacao
DBO/DQO, respectivamente, 3,5, 0,93 gSV.g'ST, 0,936, sdo indicativos de que
se trata de um substrato bastante organico, com compostos complexos, o que

pode levar ao processo de inibicdo da digestdo anaerdbia.

Oliveira et al. (2021), caracterizando residuos de alimentos para codigestao
com lodo de esgoto doméstico, encontraram valores de umidade, sélidos volateis
e relacdo C/N muito proximos aos obtidos por este trabalho, os quais foram
85,45%, 0,94 e 13,20, respectivamente. Tais dados sdo caracteristicos de
substrato com elevado potencial organico e energético, porém, por ter baixo teor
de C/N, tal substrato pode contribuir para o aumento da quantidade de
compostos nitrogenados no meio, sobretudo a aménia (NHs), a qual € apontada
como um dos grandes agentes inibidores do processo de digestdo anaerdbia
(CHEN et al., 2008; MOROZOVA et al., 2020).

Yadvika et al. (2004) e Steinmetz et al. (2016) entre outros autores
mencionam que a faixa ideal da razdo C/N para a ocorréncia de uma plena

fermentacao anaerdbia encontra-se entre 25 e 30.

Estes residuos organicos, cuja elevada carga organica favorece a producéo
de acidos graxos volateis (AGV) (SUKPHUR et al., 2021), contribuem
efetivamente para a reducdo do pH ambiente, tornando-se necesséria a adi¢ao
de um inoculo ao sistema, a fim de reduzir, minimizar, ou até mesmo, anular o
potencial inibidor do substrato utilizado. Ou seja, este pode se tornar um

potencial agente alcalinizante do sistema fermentativo.

5.2.Uso do digestato oriundo de biodigestor anaerébio como potencial

in6bculo

Caracteristico do processo de autodepuracdo da matéria organica, a

reducdo da carga organica, em termos de DQO e sdlidos volateis, com a
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consequente elevacdo do pH, é fator contribuinte da fermentacdo anaerobia.
Elbeshbishy et al. (2012) citados por Rajput & Sheikh (2019) mencionam o
potencial que os digestatos de plantas de biodigestdo anaerdbia podem

apresentar como inéculos.

Em seu estudo, Elbeshbishy et al. (2012) aclimataram trés in6culos visando
a realizacdo da biodigestédo, sendo dois oriundos de plantas de tratamento de
esgotos urbanos e um de digestor de residuos organicos, durante 40 dias. Tais
autores verificaram e confirmaram a elevada biodegradabilidade do efluente de
residuos organicos, assim como da DQO residual. Com uma producao diaria
inicial de 34 mLCH4/gSV.d e uma producdo acumulada de metano de,
aproximadamente, 800 mLCHa4, foi necessario o periodo de aclimatacao (t = 40
dias) dos ino6culos, a fim de condiciona-los e adequé-los a fermentacao

anaeroébia.

O periodo de aclimatacao realizado neste estudo condicionou-se a reducao
dos valores de DQO, DBO, SV e o0 aumento do pH, para determinar 0 momento

da sua utilizacdo, que levou 150 dias.

Rajput & Sheikh (2019) realizaram a digestdo anaerdbia com trés indculos
(esterco digerido, lodo de tanque séptico e lodo aclimatado), e com dois
substratos (farinha de girassol e palha de trigo). O lodo aclimatado contribuiu
positivamente para a producdo de biogas da codigestdo “farinha de girassol +
Lodo aclimatado”, que atingiu 691 NmLbiogas/gSV, sendo a segunda maior
producao de biogas do experimento. Ao TDH = 29 dias, identificou-se o ponto de
bioestabilizacdo desta codigestdo. Isto mostra o0 quanto o processo de
aclimatacdo pode contribuir para otimizar, amplamente, o processo de

fermentativo anaerébio.

Diaz-Barajas et al. (2021) estudaram a influéncia da biodigestdo de um
inoculo (lodo de ETE) previamente ativado, sobre uma biomassa previamente
aclimatada (vinhaga). Durante as primeiras duas fases da aclimatagdo, com
concentracdes de vinhaga de 7 e 15%, nao foi detectada nenhuma producéo de
biogas. Ja quando adicionaram percentuais de 45, 55, 65 e 75% de vinhaga a
fermentacao, foram observados resultados bastante positivos, em um tempo de

detencdo hidraulica de 4 dias, de 130 NmL/L a 500 NmL/L. No que tange a
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geracgao diaria de biogas, € necessario destacar a codigestdo de “Lodo ETE +
65%”, a qual no 1° dia de fermentagao apresentou 300 NmL/L, ocorrendo, no 4°
dia uma reducao de 91,67%, atingindo 25 NmL/L.

Este estudo de Diaz-Barajas et al. (2021) aponta que o processo de
aclimatacao/incubacdo da biomassa, ou as vezes, do indculo, com tempos de
retencdo hidraulica (HRT) que podem variar de 8 dias a semanas (em torno de
6 semanas), pode contribuir positivamente para o desempenho da biodigestao
de forma global. Tais pesquisadores destacam, ainda, a consideravel reducao
de carga organica, em termos de DQO, de 22,73%, atingindo, ao final da

fermentacao bioquimica, 17.000 mg/L de carga organica.

Hu et al. (2020) estudaram o desempenho da geracao de biogas de residuos
organicos com diferentes concentracdes de sodio (Na*) e de indculos. Foram
eles: Reator R1: Residuo organico com 5 g/L Na* + Lodo bruto ETE, R2: Residuo
organico com 5 g/L Na* + Lodo aclimatado ETE, R3: Residuo organico com 2
g/L Na* + Lodo aclimatado ETE. Durante um periodo de detencao hidraulica de
20 teste BMP, os pesquisadores constataram um desempenho dos inéculos
aclimatados, no tocante ao potencial de geracdo de metano, cujo R3: Residuo
organico (2 g/L Na*) + Lodo aclimatado, atingiu 90 NmL/gSV, e o R2: Residuo
organico (5 g/L Na*) + Lodo aclimatado, alcancou 75 NmL/gSV, sendo o inéculo

bruto, isento de aclimatacao, o resultado menos interessante.

Todos estes autores evidenciam a importancia da realizagéo do processo de
aclimatacdo do inoculo como fator preponderante para o sucesso da
fermentacdo anaerdbia. Hu et al. (2020) demonstra, detalhadamente, a
ocorréncia do fenbmeno de autodepuracédo da carga organica, realizada pelo
préprio indculo, durante um periodo de detencdo hidraulica de 15 dias, logo apos
o sistema receber uma alimentacdo com residuos organicos, com elevado teor

de saédio.

Conforme esbocado na Metodologia desta pesquisa, o ensaio do Potencial
Bioquimico do Metano baseou-se, fundamentalmente, no Planejamento
Experimental, denominado Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),

visando explorar suas caracteristicas, desenvolvendo, desta forma, uma
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superficie de resposta gerada a partir de uma funcédo polinomial de segunda

ordem.

Este delineamento composto central € o mais comumente delineamento
fatorial fracionado usado no modelo de superficie de resposta
(BHATTACHARYA et al., 2021).

De acordo com Fleck et al. (2017), este delineamento é formado por um
esquema fatorial de tratamento (23), com dois pontos fatoriais, trés axiais, e trés

centrais, totalizando onze experimentos.

A adocéao deste tipo de delineamento é fundada nas seguintes vantagens: 1)
E a extens&o do projeto fatorial de dois niveis; 2) Para estimar a ndo-linearidade
das respostas no conjunto de dados fornecido; 3) Ajuda a estimar a curva na
resposta continua obtida; 4) Maximo de informacfes em um ensaio experimental
minimo; 5) Reducdo no numero de ensaios necessarios para estimar os termos
guadrados no modelo de segunda ordem; 6) Tém sido amplamente utilizados em
resposta a modelagem de superficie e otimizacdo (BHATTACHARYA et al.,
2021).

5.3.Determinacdo do Potencial hidrogeniénico e de solidos volateis dos

biodigestores BMP

A fim monitorar os principais parametros e identificar possiveis instabilidades
e inibicdes da digestdo anaerobia, foram realizadas, nos momentos inicial e final
do ensaio BMP, determinacdes de pH e carga organica, conforme ja mencionado

e detalhado na Metodologia. Tais dados estdo expostos na Figura 13.



Figura 13 — a) Valores iniciais (pré-biodigestéo) e finais (pés-biodigestéo) do pH dos
experimentos; b e c) Reducéo dos teores de soélidos volateis dos experimentos.
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Analisando, de forma detalhada, os potenciais hidrogenionicos dos

experimentos e as reducdes dos teores de sdlidos volateis (Figura 13 a, b e c),
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observa-se, de imediato, que as reducdes mais acentuadas ocorreram nos
Experimentos 1 e 5, sobretudo, por terem recebido as menores quantidades de
matéria organica, em estado solido, em termo de sdlidos “secos”, como também
0s solidos suspensos e sedimentaveis, presentes no digestato. O grafico do pH
(Figura 13 a) dos experimentos € a prova contundente que expde 0 sucesso e 0
fracasso deles.

Seguindo neste raciocinio, € possivel verificar que os Experimentos 9, 10 e
11, notadamente a triplicata no ponto central, que continham apenas 25 mL DG
com 5 g RO e 25 mL C, apresentou uma baixa capacidade de tamponamento, e,
devido a isso, desenvolveu o processo de acidificacdo (CHEN ei al., 2008;
DAREIOTI et al., 2021).

Os Experimentos 6 e 7, que contiveram grandes quantidades de massa de
substrato, também néo evoluiram satisfatoriamente na fermentagéo anaerobia.
5.4.Geracdo Acumulada e Taxa de Geracado de Biogas dos biodigestores

BMP

Constituindo-se no pilar do Planejamento Experimental, o ponto central,
representado pela configuracdo “5g RO + 25mL DG + 25mL C” foi o unico

experimento a ser realizado em triplicata, sendo denominados “Exp 9”, “Exp 10
e “Exp 11”.

Os referidos experimentos apresentaram Volumes de Biogas Acumulado de
211,26 NmL, 189,39 NmL e 186,96 NmL, no 68° dia de fermentacao,
respectivamente, conforme observado na Figura 14.
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Figura 14 — a) Volumes de Biogas Acumulados e b) Taxas de Geracao referentes aos
experimentos 9, 10 e 11 (ponto central).
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Fonte: O autor (2021)

Diante do exposto nas Figuras 14 (a) e (b), em ambas, verificam-se tanto
uma linearidade, quanto uma coeréncia entre os trés experimentos, uma vez que
estes possuem exatamente a mesma configuracdo. Na Figura 14 (a), eles se
mostram idénticos, sobretudo, nos dois primeiros dias, onde atingem 129,44
NmL, 116,39 NmL e 110,76 NmL, os experimentos Exp. 9, Exp. 11 e Exp. 10,
respectivamente. Verifica-se, além disso, que foram necesséarios apenas dois

dias para que 60% da geracao global do biogas do experimento. Assim sendo,
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€ possivel afirmar que, em termos operacionais, a ocorréncia da biodigestao de
forma majoritaria nos primeiros dez dias, pois contabilizaram-se 168,42 NmL,

para o Exp. 9, representando 78% do volume global.

E possivel verificar que a utilizacdo de 5 g de substrato provocou, ao
processo biodegradativo, uma sobrecarga organica, inibindo o sistema de atingir

0 ponto 6timo da fermentacao.

A partir deste ponto central, foi possivel verificar o desempenho de outras
configuracbes, onde se manteve invariavel a quantidade de substrato (5 g),
alterando-se o volume de in6culo (50 mL DG), conforme observado na Figura
15.

Figura 15 — Volume Acumulado de Biogas dos experimentos 8, 9, 10 e 11, sendo os trés
Gltimos a triplicata no ponto central.
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Na Figura 15 a, verifica-se, que, nos dois primeiros dias, ha uma rapida
geracédo de biogas, atingindo, aproximadamente, 120 NmL, ocorrendo, nos dias
subsequentes, uma inflexdo da curva de geracdo de biogas, tendendo a uma
estabilizacdo. Conforme destacado, no 11° dia, ocorre um deslocamento entre
os graficos da triplicata no ponto central e o Experimento 8, no qual o
Experimento 8 reassume um comportamento crescente na producdo de biogas,
alcancando, no 39° dia de fermentacao, o percentual de 87% do total de biogas

gerado no ensaio BMP.

Os Experimentos 9, 10 e 11 permaneceram com uma tendéncia de
estabilizacdo, produzindo uma quantidade minima diaria de biogas. Tal
comportamento se deveu, sobretudo, ao processo de acidificagdo do sistema
biodegradativo, o que inibiu a fermentacdo anaerdébia.

Por sua vez, o Experimento 8 manteve a quantidade de substrato (5 g) dos
Experimentos 9, 10 e 11, porém, dobrando, a quantidade do digestato, chegando
a 50 mL, e eliminando o consércio microbiano do processo bioquimico. O
aumento do volume de digestato promove o aumento do pH do sistema, assim
como da flora microbiana, uma vez que ele havia sido previamente aclimatado,

visando tornar-se um agente tamponante.

A elevacéao do pH do sistema contribuiu consideravelmente para o sucesso
no desenvolvimento do sistema anaerobio, conforme mencionado por Holliger et
al. (2016) e Ceron-Vivas et al. (2019).
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Figura 16 — Volume Acumulado de Biogas entre os Experimentos 7, 8 e a média da triplicata no
ponto central (9, 10 e 11).
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As Figuras 16 a e 16 b expdem, ainda, que, entre o0 3° e o 8° dia de
fermentacdo, especificamente no Experimento 8, ocorre uma reducédo
consideravel da taxa de geracao diaria de biogés, o que pode ser explicada pela
paulatina, poréem gradual degradacdo da matéria organica complexa, formada
por compostos carbonaceos de altos pesos moleculares, que retarda a acao
enzimatica realizada pelos microrganismos existentes, sobretudo, nas primeiras
etapas da digestdo anaerébia (PANIGRAHI & DUBEY, 2019; MENZEL et al.,
2020).
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Logo em seguida, posterior a etapa complexa da hidrélise / acidogénese,
verificou-se uma elevacao da taxa de geracao diaria de biogas, tendo em vista a
grande quantidade de substancias de simples decomposicao e facil assimilacado
pelos microrganismos (NORAINI et al., 2017; MENZEL et al., 2020).

O Experimento 7, por sua vez, apresentou um desempenho irrisério ante o
Experimento 8. Possiveis fatores para a ocorréncia de inibicdo da geracdo de
biogas sé@o: o pH baixo e a carga organica alta, em termos de DQO. Neste
Experimento, o observou-se a completa inibicdo da geragéo de biogas (LE PERA
et al., 2021).

5.5.Producdo de Acumulada de Biogads em funcdo da variacdo da

guantidade de substrato

Na Figura 17, séo verificados os desempenhos da Geracdo de Biogas dos
Experimentos 9, 10 e 11 (triplicatas no ponto central), bem como os

Experimentos 5 e 6.

Figura 17 — Desempenho da Geragdo Acumulada de Biogas dos Experimentos 5, 6 e a média
da triplicata no ponto central (Experimentos 9, 10, 11).
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Fonte: O autor (2021)

Tomando-se como base o comportamento da média triplicata no ponto
central, foram desenvolvidas as configuracdes dos Experimentos 5 e 6. A

primeira possuiu uma quantidade de substrato 56,4% inferior a contida no ponto
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central. Assim sendo, o Experimento 5 apresentou uma quantidade de substrato
de 2,18 g de residuo organico adicionadas aos 25 mLDG + 25 mLC,
correspondendo, desta forma, a uma razdo substrato / inéculo de 1:23. A
reducdo do teor de substrato esta inteiramente relacionada a menor carga
organica existente no Experimento 5. Assim sendo, tal configuragdo, com menor
carga organica, permite uma maior degradabilidade de seus compostos
organicos, uma vez que o pH do sistema contribui efetivamente para o
desenvolvimento da fermentag&o. Esta configuragao atingiu, no 68° dia de TDH,
a marca de 652,43 NmL de geragdo acumulada de biogas.

Por outro lado, o Experimento 6, constituido por “7,82 g + 25 mLDG + 25
mLC”, apresenta o maior teor de substrato presente na referida pesquisa. Tal
fator € apontado como a principal causa de instabilidades e colapsos em
fermentadores de plantas de digestdo anaerobia (MEEGODA et al., 2018;
JANESCH et al., 2021; ELLACURIAGA et al., 2021). E possivel verificar, ainda,
um intervalo de tempo caracterizado pela baixa producdo de biogas
(principalmente, referente aos Experimentos 6 e a Média (9, 10 e 11)). Estas
caracteristicas séo atribuidas a fase hidrolitica, na qual, devido a grande
guantidade de substancias complexas em processos bioquimicos de
degradacdo, ocorrem instabilidades nos parametros que regem a digestao
anaerobia (MENZEL et al., 2020).

No comparativo da relacdo substrato / inéculo, observa-se o quanto ele
influencia na fermentacéo anaerdbia, uma vez que, entre os Experimentos 5 e 6,
ocorre um aumento na quantidade de substrato de, aproximadamente, 3,6
vezes, o0 que reflete diretamente na variacdo dos mais diversos fatores que
governam o tratamento anaerobio (AKYOL, 2020). De acordo com este autor, a
relacdo substrato / in6culo consiste num parédmetro critico para fermentacéo,
sobretudo no inicio do biodigestor de biogas, uma vez que eles afetam

diretamente a estabilidade e desempenho do sistema (MA et al., 2019).

Diante disso, Dixon et al. (2019) mencionam o0 qudo importante e
fundamental é a selecdo de uma relagéo substrato / in6culo, visando prevenir
(ou evitar) o acumulo de acidos organicos (ex.: acidos graxos volateis) e a

acidificacdo do meio, buscando alcancar o rendimento maximo de metano.
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Dixon et al. (2019), analisando a geracdo de biometano da biodigestao entre
lodo primario ativado e residuos organicos (alimentares e jardinagem), nas

seguintes propor¢des de substrato / in6culo: 1,0, 2,0 3,0.

Dixon et al. (2019) expdem, em seus resultados, que os maiores valores de
rendimento e taxa de metano produzido foram obtidos na propor¢cdo S/1=1,09g
ST substrato / g ST inéculo, os quais foram, respectivamente, 2.400 mL de
metano acumulado, e 130 mL CH4 /g SV, em um TDH de 48 dias.

Os principais aspectos que devem ser destacados referentes a esta
pesquisa de Dixon et al. (2019) referem-se aos dados de pH, alcalinidade e
acidos graxos volateis, os quais sdo de grande importancia para o bom

funcionamento de qualquer sistema de biodigestao.

Estes pesquisadores verificaram que, a medida que aumentaram a
proporcdo substrato / inoculo, foram observadas reducdes no pH, na
alcalinidade, nos acidos graxos volateis, ha geracdo acumulada e no rendimento
acumulado de metano. As proporcdes S/1=1,0g9, 2,0g e 3,0 g ST substrato /
g ST in6culo apresentaram reducdes de 63,85% no pH, atingindo um pH final de
5,5; de 47,80% na alcalinidade final, atingindo 4,7 g CaCOs / L; de 88,09% no
teor de AGV, atingindo 0,05 g HAc / L; um aumento na produ¢do acumulada de
metano de 94%, atingindo 2.500 mL, no S/ | = 1; e um aumento no rendimento
de metano de 92,85%, atingindo 140 mL CH4/ g SV.

O referido estudo relatou e evidenciou o qudo a variagcdo da relacéo
substrato / in6éculo pode ser benéfica ou limitante do processo de digestao
anaeroébia. Além disso, expds, também, que é crucial ter o total conhecimento
das caracteristicas referentes ao substrato, a fim de buscar evitar fatores que o

levem a sobrecarga orgéanica, culminando com o colapso do sistema.

Em outro estudo, conduzido por Mahat et al. (2020), os pesquisadores
analisaram a influéncia da codigestdo anaerdbia entre as aguas residuarias de
processamento de alimentos, na condicdo de substrato, e lodo de digestor
anaerobio, na condi¢cdo de indculo, nas propor¢des (S /1) de 1,0, 1,5 e 2,0,
durante um TDH de 54 dias. Tal pesquisa visou analisar o desempenho das
codigestbes em relacdo a remocao de carga organica (DBO e DQO), bem como
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a remocdao de solidos volateis e totais (SV e ST), de nitrogénio amoniacal (NHzs-
N) e de fésforo total (P).

No que tange a remocdo de demanda quimica de oxigénio (DQO), sob as
proporcdes (S /1) de 1,0, 1,5 e 2,0, em um TDH de 54 dias, foram contatados
resultados de 97, 94 e 82%; em relacdo a demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), os resultados obtidos foram melhores, 97, 95, 93% de reduc¢éo de carga
organica, respectivamente. Em relacdo a remocao de solidos totais, as reducdes
foram de 86, 76 e 52%, para as proporcdes (S/1) de 1,0, 1,5 e 2,0 (MAHAT et
al., 2020).

Acerca do percentual de remocao de solidos volateis, verifica-se que a
proporcdo de S /1 = 1,0 obteve 65% de remocéao, ante 50% de remocédo 1,5 e
2,0, respectivamente (MAHAT et al., 2020).

Através destes dados, Mahat et al. (2020) expdem o quanto a variacdo da
relacdo substrato / inéculo interfere no desenvolvimento, nas funcées e nos
principios do processo de digestdo anaerobia. O aumento da relacdo gera
aumento da quantidade de solidos volateis (e consequentemente sélidos totais),
assim como de microrganismos, no ambiente, elevando a concentracdo de carga

organica, culminando no aumento do teor de nitrogénio amoniacal.

Ao variar a massa de substrato e o volume de indculo, ou seja, ao confrontar
o desempenho do Experimento 9 com os desempenhos dos Experimentos 1 e
2, verifica-se um aumento consideravel na Geracdo Acumulada de Biogas
(Figura 18).
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Figura 18 — O desempenho da Geragdo Acumulada de Biogas entre os Experimentos 1, 2 e 9.
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Fonte: O autor (2021)

Analisando-se a Figura 18, observa-se, de imediato, uma discrepancia entre
os desempenhos dos Experimentos 9, 1 e 2. Além da reducéo na quantidade de
substrato inserida, de 40%, dos 5 g de substrato no Experimento 9 para 3,0 g
nos Experimentos 1 e 2.

Esta variacao refletiu numa leve reducao da carga organica, assim como no
aumento do pH do sistema, propiciando uma melhoria do rendimento de biogas.
Ao realizar uma comparacdo entre as geracdes acumuladas de biogas dos
Experimentos 1 e 2, verifica-se que o Experimento 2 apresenta uma resposta,
em termos de geracdo de biogas, mais rapida do que o Experimento 1, visto que,
em um periodo de 20 dias, o referido experimento atingiu um volume acumulado

de 500 NmL, o que representa 71,41% do total produzido.

A razdo determinante para a mais alta geracdo de biogas referente ao
Experimento 2, deve-se ao maior contetdo de digestato presente no volume total
de in6culo, o qual, neste experimento, compreendeu 42,73 mLDG. Este realizou
uma funcao primordial no processo de tamponamento do sistema, evitando a

gueda do pH.
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O Experimento 1, por sua vez, contendo maior volume de consorcio
microbiano, 42,73 mLC, e 7,27 mL de digestato, obteve um bom desempenho,
porém inferior ao Experimento 2, devido ao fato de o consorcio microbiano nao
apresentar as propriedades de tamponamento conferidas ao digestato, a fim de
apresentar uma producéo de biogas semelhante ao Experimento 1.

Figura 19 — a) Volume Acumulado e b) Taxa de Geracgédo de Biogas dos Experimentos 5, 6 e a
média das triplicatas.
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Fonte: O autor (2021)

Verificando-se a Figura 19 a, observa-se um grande impacto no
desempenho descrito pelo Experimento 6, uma vez que foi a configuracdo que
recebeu a maior quantidade de substrato. A sua Taxa de Geragéo de Biogas, no
periodo entre o 2° e o 12° dia, apresentou um impacto negativo, devido,
principalmente, ao pH e ao teor de sélidos volateis do experimento, os quais
contribuiram efetivamente para a ocorréncia de uma queda brusca da taxa diaria.
Conforme explicitado, pode-se caracterizar este periodo como sendo a Fase
Hidrolitica, sendo esta a fase limitante do processo de digestdo anaerdbia
(MORALES-POLO et al., 2018; LE PERA et al., 2021).

O Experimento 5 descreve um comportamento semelhante ao Experimento
6, porém isso nao se reproduz em numeros. Por conter um menor teor de
substrato (e um menor teor de sdlidos volateis), o n. 5 apresentou um bom
desenvolvimento do pH do sistema, 0 que reproduz em uma boa fermentacéo

anaerobia.

No que diz respeito a Figura 19 a, observou-se que no 25° dia de geracéo
de biogas, foi atingido o percentual de 69,23% (450 NmL) do montante de 650,00
NmL, referente ao Experimento 5.

O periodo de inibicdo (ou estagnacéo) na Producdo Acumulada de Biogas
vivenciado pelo Experimento 6, entre os primeiros dias de biodigestdo pode
representar a inviabilidade desta proporcao, se realizada em ampla escala ou
escala industrial. Ainda é possivel verificar que a sua producdo praticamente
findou ao 20° dia de fermentacdo, no qual obteve 80,13% do montante da
geracédo de biogas, atingindo 172,98 NmL (POSMANIK et al., 2020).

5.6.Potencial Bioquimico do Metano oriundo dos biodigestores BMP

Tomando-se por base os valores percentuais de metano obtidos a partir de
analises realizadas em Cromatografo gasoso, bem como o montante de biogas
e as massas de residuos existentes e provenientes de cada experimento
realizado, foi possivel plotar os graficos referentes aos Potenciais Bioquimicos

do Metano.
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Uma vez que esta determinacao esta intimamente relacionada a quantidade
de solidos volateis existente em cada biodigestor, depreende-se, de imediato,

que o mLCHa4/ gSV ira variar consideravelmente.

N&o necessariamente, a configuracdo que conteve o maior teor de solidos
volateis (no caso, o Experimento 6) apresentou o maior potencial de biogas,
tampouco o maior potencial de metano. Ha diversos estudos e pesquisadores
gue mencionam uma série de fatores intervenientes que o afetam diretamente,
tanto fisico-quimica quanto microbiolégica, a qualidade do desenvolvimento

fermentativo.

Assim sendo, a Figura 20 se refere ao gréafico do Potencial de Geracédo de
Biogas e Metano, em NmL / gSV.

Figura 20 — Potencial Acumulado de Biogas e Metano provenientes do Experimento 1.
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Fonte: O autor (2021)

Ao analisar a Figura 20, observa-se, de imediato, a grande amplitude entre
a curva do Potencial de biogas e de metano. O Experimento 1, por ter possuido
uma pequena massa de substrato e de digestato, na condicdo de indculo,
apresentou uma grande quantidade de biogas produzido, uma vez que o
denominador apresentou um baixo valor. Ainda assim, verificou-se que o0
Potencial de Biogas atingiu um montante de 116 NmL / gSV. O Potencial de

Metano, por sua vez, atingiu um total de 63 NmL / gSV.
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Diferentemente do Experimento 1, que conteve um baixo teor de solidos
organicos, o Experimento 2 conteve a adicdo de um maior volume de digestato,
que, consequentemente, agregou um maior volume de solidos, entrando na
equacao de calculo do potencial de geracéo de biogas na condicdo de elemento
denominador, resultando em baixo valor de potencial de biogas e metano,

conforme observado no grafico apresentado na Figura 21.

Figura 21 — Desempenho do Potencial de Biogas e Metano referente ao Experimento 2.
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Fonte: O autor (2021)

Verifica-se, na Figura 21, que o Potencial de Biogas atingiu um valor maximo
de 34,60 NmL / gSV. O Potencial de metano, por sua vez, alcangou um valor
maximo de 20 NmL / gSV.

No que tange a quantidade de biogas e metano entre os Experimentos 1 e
2, verifica-se que, ambos tinham a mesma quantidade de substrato, porém com
guantidades de indculos diferentes. Apesar de néo influenciado no desempenho
do pH, o aumento na quantidade de in6culo, conferido pelo maior volume de
digestato, resultou no aumento do teor de solidos volateis, sendo preponderante

para reducao do potencial de biogas.

Faz-se necessario evidenciar que os Experimentos 3, 6 e 7 ndo chegaram a
produzir gas metano, devido ao pH do meio fermentativo ser o principal fator de

impedimento a atividade metanogénica (ABUBAKAR et al., 2022; MOTTA et al.,
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2022). Em virtude disso, néo foi gerado o grafico de geracdo de metano para tais
experimentos.

Figura 22 — Desempenho do Potencial de Biogas e metano referente ao Experimento 4.
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No que diz respeito ao grafico do Potencial de Biogas e Metano do
Experimento 4 (Figura 22), verifica-se que a massa de substrato (7 g de residuos
organicos), juntamente com os sélidos orgéanicos existentes no digestato, foram
primordiais para a ocorréncia de uma “timida” ou irrisoria curva de geracao de
biogas e metano, conforme exposto na Figura 22. Tais elementos, integrantes
dos sdlidos totais, foram elevados ao ponto de inibir os potenciais de biogas e
metano a quase zero.

Ao verificar o pH do sistema (pHinicial = 5,5 e pHiina = 4,8), fica ainda mais
evidente a situacdo do processo biodegradativo, uma vez que 0 sistema
fermentativo ainda conseguiu produzir uma quantidade infima de biogas e
metano, mas, provavelmente, a continua e intensa atividade acidogénica

microbiana comprometeu a evolucdo do sistema.

Diante deste cenario, constata-se que os Potenciais de Biogas e Metano
atingiram, respectivamente, 7,93 NmL/gSV e 0,77 NmL/gSV.

Ja o Experimento 5 (Figura 23), apresentou dados de melhor relevancia, em
termos de potenciais de biogas e metano, uma vez que apresenta uma massa

de substrato de 2,18 g, e baixo teor de digestato como indculo (25 mL). Verifica-
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se, também, que este experimento obteve um 6timo percentual de reducéo de
sélidos volateis, atingindo, ao final do ensaio BMP, 22% de reducéo (Figura 23).
Isso consiste em uma importante informacgéo, uma vez que € um indicativo da

ocorréncia uma boa fluidez de fermentagéo anaerobia.

Figura 23 — Desempenho do Potencial de Biogas e Metano do Experimento 5.
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Fonte: O autor (2021)

Tal experimento atingiu um valor final de potencial de biogas de 53 NmL /
gSV. O potencial de metano chegou a 37,76 NmL / gSV. Os valores de pH do
meio anaerdbio do experimento evidenciam-se como adequado a biodigestéo,
estando ele entre 5,5 e 7,5.

O Experimento 8 (Figura 24) segue os fatores evidenciados e justificados
anteriormente, como teor de sélidos organicos presentes no substrato e no
digestato. O pH ambiente encontra-se dentro do intervalo adequado a ocorréncia
da biodigestédo. O percentual de reducéo do teor de sélidos volateis atingiu 15%,

0 gue consistiu no terceiro valor mais alto de reducado de carga organica.

Todos estes valores convergem e contribuem para uma boa digestao
anaerobia, e consequentemente, um consideravel potencial de biogas e de
metano. Porém, os solidos totais presentes no meio (5 g de residuos organicos)

foram determinantes para a queda dos valores.

Diante disso, observa-se que o Potencial de Biogas e de Metano do
Experimento 8 atingiram os montantes de 29,13 NmL / gSV e 15,76 NmL / gSV,

respectivamente. Comparando-se estes valores com o0s obtidos pelo



89

Experimento 1, observa-se que o Experimento 8 registrou uma queda de 74,28%
ou 3,88 vezes e de 74,81% ou 3,97 vezes nos Potencial de Biogas e de Metano,

respectivamente.

Figura 24 — Desempenho dos Potenciais de Biogas e Metano do Experimento 8.
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Fonte: O autor (2021)

No que diz respeito ao Experimento 9 (Figura 25), verifica-se que este
apresenta uma quantidade de massa de substrato (5 g) semelhante ao
Experimento 8, porém com a metade do volume de digestato (25 mL), o que
contribuiu fortemente para a maior reducao do Potencial de Biogas e Metano do
montante gerado, que foram, respectivamente, 14,17 NmL / gSV e 1,18 NmL /
gSV. Além disso, este processo de biodigestdo nado foi positivo, uma vez que
apresentou uma queda de pH, ocorrendo, portanto, uma acidificacdo do meio
anaerébio. Tal situacdo representou uma reducdo drastica de Potencial de
Biogas, de 87,49% e 8 vezes inferior, bem como de Metano, de 98,11% e 53

vezes inferior, produzidos entre os Experimentos 1 e 9.
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Figura 25 — Desempenho dos Potenciais de Biogas e Metano do Experimento 9.
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Fonte: O autor (2021)

A alta carga organica, caracteristica de substratos organicos, contribuiu
veementemente para a ocorréncia do processo de inibicdo da fermentacéo
anaerobia, conforme mencionado por Chen et al. (2008) e Akinbomi et al. (2022)
e Hossain et al. (2022). O Experimento 9 (Figura 25), que diz respeito & média
das triplicatas no ponto central, referente ao planejamento estatistico, foi
elaborado utilizando-se 5 g do substrato organico, cuja quantidade foi
preponderante para a queda do rendimento de biogas e metano, bem como para

a ocorréncia do processo inibitorio.

5.7.Metodologia da Superficie de Resposta para determinacdo de

condicBes Otimas para a biodigestdo anaerébia

A fim de identificar as melhores configuracdes de experimento, quanto aos
parametros operacionais, foi desenvolvida uma “malha” ou superficie de
resposta, na qual é possivel identificar as condicdes mais e menos apropriadas

para a ocorréncia de um 6timo processo anaerobio.

De maneira inicial, foram obtidos valores referentes a relacdo substrato /

indculo, sendo elaborada a variavel resultante pH do ambiente fermentativo.

A Figura 26, a seguir, expde os valores de pH em funcdo da variacao da

proporcionalidade entre a quantidade de substrato e o teor de in6culo.
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Figura 26 — A variacdo do pH como fator resultante da relagédo entre substrato / inéculo.
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Fonte: O autor (2021)

A medida que ocorre uma redugdo do teor de substrato, verifica-se uma
imediata melhoria das condicbes ambientais para a ocorréncia da biodigestao.
Diante disso, verifica-se, nitidamente, que 0s experimentos presentes a
esquerda na Figura 24, ou seja, os Experimentos 1 (-1,0;0,0), 2 (-1,0;1,41) e 5 (-
1,41;0,0) apresentaram pHs dentro da faixa adequada para o desenvolvimento
da fermentacéo, permitindo a geracao do biogas.

Por outro lado, é observado o quanto o teor de substrato influencia o pH do
sistema bioquimico, uma vez que, a medida que se aumenta a quantidade deste
componente, o pH do meio se reduz a tal ponto que torna insustentavel a
ocorréncia da fermentacdo anaerdbia. Conforme mencionado por diversos
autores, entre eles Janesch et al. (2021) e Wang et al. (2022), um substrato
caracterizado como uma substancia de baixa relacdo carbono / nitrogénio,
contribui para um ambiente com alta concentragdo de compostos nitrogenados,
nitritos (NOz2), nitratos (NO3z") e nitrogénio amoniacal (NHs-N), cujos compostos
guimicos sédo danosos aos microrganismos, uma vez que tém a capacidade e a
habilidade de permear, com certa facilidade, a membrana plasmatica celular,
provocando disturbios e instabilidade no meio intracelular, e culminando com a
ruptura ou “lise” (morte) da célula (CHEN et al., 2008; GONZALEZ et al., 2022).
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No que concerne a reducdo do teor de solidos volateis, que consiste em um
fator de grande importancia para a determinacdo da eficiéncia do processo
biodegradativo anaerdbio, uma vez que esta intrinsecamente associada a
sintetizacdo da matéria organica existente no biodigestor, a Figura 27 mostra o
intervalo, no eixo do substrato, -2,0 < SV < -0,5, e no eixo do in6culo, -2,0 < SV
< 0,0, como a regido que concentra os maiores teores de reducédo de soélidos

volateis.

Figura 27 — Variacao do percentual de redugédo do teor de sdlidos volateis nos Experimentos
analisados.
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Observando-se atentamente o gréafico da Figura 27, depreende-se que a
ondulacdo (ou curvatura) identificada na superficie de resposta se deve a
variacdo do teor de sdlidos volateis presente em cada biorreator. Verifica-se,
também, que os biodigestores que apresentam os menores teores de soélidos
volateis apresentam bons valores de metano, uma vez que o0 potencial de
metano € obtido através da razdo do seu volume pelo teor de sélidos volateis ou
totais (ADMASU et al., 2022).

Além disso, no que diz respeito ao Potencial Acumulado de Biogas (Figura
28), verifica-se que o0 mesmo, no gréafico de superficie de resposta, apresentou
um comportamento inversamente proporcional a concentracdo de substrato,

ocorrendo, desta forma, uma minima quantidade de biogas produzida.
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Sobretudo quando houve uma alta proporcdo substrato / inéculo, verificou-se
essa baixa producdo de biogas, corroborando, portanto, os diversos estudos

existentes na literatura.

Da mesma forma, uma baixa relacdo substrato / inéculo (S / | < 1)
proporciona, ao processo fermentativo anaerdbio, boas condi¢cdes ambientais e
operacionais (pH, carga organica etc.) em prol de um bom desempenho da
anaerobiose (Figura 28).

Figura 28 — Potencial acumulado de biogas em funcéo da relagcéo substrato / in6culo.
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Fonte: O autor (2022)

Além disso, apesar de possuir uma baixa proporcdo carbono / nitrogénio, o
substrato interfere consideravelmente no processo bioquimico, uma vez que
tanto a formacao de compostos carbonaceos quanto nitrogenados podem se
acumular no interior do biodigestor, influenciando na cinética de conversao da

matéria organica.

A Figura 29, por sua vez, expressa informacdes acerca dos percentuais de
metano em funcdo da relacdo substrato / inéculo. Observa-se que o0s
Experimentos 1, 2 e 5 apresentaram os melhores resultados, cujas relagcbes
substrato / indculo foram inferiores a 1:15 (1:16,67, 1:22,94) (Figura 29 b).
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Figura 29 — (a) Gréfico referente ao percentual de metano produzido nos Experimentos
realizados, (b) Experimentos que se destacaram no percentual de geracdo de metano.
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Fonte: O autor (2022)

Semelhante a este estudo, e fundamentando-se em ferramentas estatisticas,
Casallas-Ojeda et al. (2020) desenvolveu sua pesquisa, subordinando a geracéo
de metano a varidveis como o headspace, o tempo e a temperatura. Utilizando-
se como substrato residuos alimentares oriundos de um restaurante
universitario, e um indculo formado por uma mistura de lodo floculento e lodo
granular, na proporcao de 75:25 (3:1, V/V), obtidos de um digestor anaerébio

oriundo de ETE e de um reator anaerdbio existente em um abatedouro de
bovinos e suinos.

Estes pesquisadores desenvolveram o delineamento experimental composto
central, no qual utilizou, como variaveis, a temperatura e o headspace. Foi
adotada uma relacdo substrato / in6culo de 1 gSVsubstrato / SVinsculo, Na referida
pesquisa, utilizando-se nove experimentos.
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Ao se esbocar as superficies de resposta (Figura 30), com base em
ferramenta estatistica, € verificado que a geracdo de metano é inversamente
proporcional ao headspace, pois, quanto maior se torna o headspace, menor se
torna o percentual de metano. J4, no que diz respeito a temperatura, a geracao
de metano é diretamente proporcional a esta, pois quanto maior a temperatura,
maior sera a cinética de geracao de biogas e metano.

Figura 30 — Graficos de superficie de resposta (DCCR) acerca dos teores de metano em

relacdo a: a) headspace (%); b) temperatura (°C); c) headspace (%) em funcdo da temperatura
(°C).
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Fonte: Casallas-Ojeda et al. (2020)

Assim sendo, os graficos de superficie de contato proporcionam ao
pesquisador, bem como ao leitor as melhores e piores condi¢cfes (através das
variacdes de quantidade de fatores) as quais sdo submetidos os substratos e
indculos, visando a otimizacao da producéo de biogas e metano. Além disso, tal
ferramenta permite a realizacdo de simulagcfes a partir de intervalos de valores
nos eixos “x” e “y” que norteiam a tomada de decisdo (CASALLAS-OJEDA et al.,
2020).
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5.8.Analise cinética do processo biodegradativo anaerdbio e a geragao de

metano dos experimentos realizados

Figura 31 - Comportamento do potencial de geracdo de metano dos experimentos estudados.
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A Figura 31 apresenta os comportamentos dos Experimentos 1, 2, 4,5, 8 e

9 em relacdo ao potencial de geracdo de metano. Verifica-se que, 0s

experimentos que continham maiores teores de sélidos volateis apresentaram

menores potenciais de metano, tanto devido ao fato de um elevado teor solidos

volateis poder representar sobrecarga organica a um fermentador anaerdbio,

como ao fato de que o langcamento de valores de soélidos volateis, nos respectivos

calculos do potencial de biogas e metano, resulta em menores valores (BLASIUS

et al., 2020). Os Experimentos 1, 2 e 5 despontaram como as melhores
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configuracdes referente ao potencial de geracdo metano, sendo corroborados

pelos seus indicadores pH e solidos volateis.

O modelo modificado de Gompertz pode ser utilizado para ajustar a relagao
entre a producdo acumulada de biogas e o tempo de fermentacdo
(HONGGUANG et al., 2019). Hu et al. (2015) usou o modelo modificado de
Gompertz para a realizacdo do processo de fermentagéo da Typha, e verificou
que o processo hidrolitico € a principal razdo para limitacdo da digestdo

anaerobia da Typha.

Assim sendo, o modelo modificado de Gompertz (Equagéo 06) pode ser
ajustado e utilizado para a digestdo anaerdbia mista de suinos mortos e dejetos
de suinos, e analisa o efeito da proporcdo de suinos mortos no processo

fermentativo.

Lt)=Lgy *exp{-exp[Ry *e/Lqy *(A-0) +1]
Eq. 06

Onde:

L(t) = producdo acumulada de biogas / metano (NmL.g1SV);

Lo = refere-se ao potencial de producéo de biogas / metano (NmLCH4.g1SV);
Rp = taxa méaxima de producao de biogas / metano (NmL/d);

A = refere-se a fase lag (d) que é o tempo necessario para 0s microrganismos se

aclimatarem ao ambiente ou o0 tempo necessario para produzir o biogas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Em relagdo a composi¢éo gravimétrica dos residuos organicos, verifica-se
uma quantidade majoritaria de residuos de frutas (~90%), 0s quais sao
constituidos principalmente por carboidratos, e tém potencial para acumulacao
de acidos graxos volateis, que podem provocar instabilidades no processo

fermentativo anaerébio;

As analises fisico-quimicas realizadas nas amostras de residuos organicos
mostram o seu elevado potencial de inibicdo da D.A., em funcéo dos elevados
valores de carga organica (DBO/DQO = 0,936) e sdlidos voléateis (0,93 g/gST),
baixa relacdo C/N (12,3), necessitando da aplicacdo de um agente equalizador

do pH, a fim de viabilizar o processo bioquimico anaerébio;

Os experimentos 1, 2, 5 e 8 apresentaram valores de pH inicial e final
coerentes com a literatura especifica e favoraveis para a ocorréncia da

fermentacao anaerobia;

E importante salientar que, nos primeiros dias da biodigestdo (0 < TDH < 4
dias), o Experimento 1 apresentou um potencial de biogds de 20
NmLbiogas/gSV.dia, sendo duas vezes superior ao potencial de biogas do
Experimento 5, 3,0 g RSU + 25 mL + 25 mL, que foi de 10 NmLubiogas/gSV.dia. O
aumento de 1,7 vezes no volume de consorcio microbiano do Experimento 5 e
do Experimento 1. Dai, destaca-se a contribuicdo do consdércio microbiano ao
aumento do processo cinético da biodegradacdo anaerdbia e consequente

producdo de biogas.

Em 22 dias de biodigestdo (TDH = 22 dias), o Experimento 1 atingiu um
Potencial Acumulado de Biogas de, aproximadamente, 55 NmLubiogas/gSV.dia,
que foi superior ao volume acumulado final de todas as oito demais

configuracoes;

A respeito da andlise do desempenho do consércio microbiano facultativo na
degradacgéo anaerébia de RSU em biorreatores BMP, verifica-se que, no que diz
respeito a configuragdo central do experimento (exp. 9), 5 g RSU + 25 mL DG +
25 mL C, o potencial de biogas foi bastante inferior ao experimento (exp. 1), 3 g
RSU + 7,27 mL DG + 42,73 mL C, as quais foram, respectivamente, 13
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NmLbiogas/gSV.dia e 113,26 NmLbiogas/gSV.dia. Verifica-se, assim, que o
Experimento 1 obteve potencial de biogas 11,3 vezes maior que o Experimento
9.

Esta pesquisa proporcionou uma compreensao acerca do comportamento
das producbes de biogas e de metano resultantes das codigestbes entre
residuos orgéanicos e inéculos (digestato e consércio microbiano) sob diferentes

proporgdes substrato / indculo (S:1):

e O Experimento “5 g RSU + 25 mLDG + 25 mLC”, que corresponde a
relacédo S:1 =5:50 (ou 1:10), apresentou um baixo pH e um elevado teor de carga
organica, o que interferiu negativamente na producéo de biogas e metano;

e A reducdo da relacdo substrato / in6culo, representada pelos
Experimentos 1, 2 e 5, os quais sdo compostos por, respectivamente, “3,0 g RSU
+ 7,27 mLDG + 42,73 mLC”, “3,0 g RSU + 42,73 mLDG + 7,27 mLC” e “2,18 g
RSU + 25 mLDG + 25 mLC” apresentaram os melhores resultados de
percentuais de metano gerados, atingindo 57,15%, 58,81% e 71,39%, nessa
ordem;

e Por outro lado, o aumento da relacdo substrato / indculo, sendo
exemplificado pelos Experimentos 3, 4 e 6 (“7,0 g RSU + 7,27 mLDG + 42,73
mLC”; “7,0 g RSU + 42,73 mLDG + 7,27 mLC”; “7,82 g RSU + 25 mLDG + 25
mLC”) apresentou uma reducao do percentual de metano, tanto que apenas o
Experimento 4 produziu metano, e mesmo assim, em quantidades infimas de,
aproximadamente, 10% v / v;

e Os experimentos 1, 2, 5 e 8 expuseram valores de pH inicial e final
coerentes com a literatura especifica e favoraveis para a ocorréncia da
fermentacao anaerobia;

e Por conterem menores teores de sdlidos volateis, os Experimentos 1, 2 e
5 apresentaram maiores valores de pH e os melhores resultados de potenciais
de biogas e metano gerados no estudo;

e Conforme exemplificado pelo Experimento 7, o consércio microbiano nao
apresenta capacidade de agente tamponante, sujeitando-se, portanto, a
flutuagéo do pH do sistema, e contribuindo, desta forma, para a sua acidificagéo;

e O Experimento 1 apresentou o melhor desempenho em termos de

Potencial Acumulado de Biogas, atingindo um valor maximo de 113,26
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NmL/gSV. Tal Experimento € composto por 3 g RSU + 7,27 mLDG + 42,73 mLC,
configuracéo esta que possui uma baixa carga organica, onde o baixo teor de 3
RSU e 7,27 mL de digestato, conferem a este um menor teor de soélidos volateis;

¢ Foi observado que o digestato (DG) realizou, satisfatoriamente, a funcéo
de agente alcalinizante, sobretudo no Experimento 8, cuja composicdo do
biorreator foi de “5 g RSU + 50 mLDG”, apresentando pH inicial e final, 6,0 e 7,0,
respectivamente, os quais estao dentro do intervalo adequado para a ocorréncia
da fermentacéo anaerobia;

e O Experimento 5 apresentou a maior reducéo de sélidos volateis e o maior
percentual de metano dentre todos os experimentos (= 22% e 60%,
respectivamente), sendo seguido pelo Experimento 1 (= 20% e 59%, nessa
ordem);

¢ No que diz respeito aos Potenciais de Metano, os Experimentos 1 e 5
apresentaram os melhores desempenhos, atingindo, respectivamente, 62,57 e
37,76 NmLcha/gSV;

¢ Conforme exposto nos “Resultados e Discusséo”, o consorcio microbiano
contribuiu efetivamente para o aumento do volume de biogas e metano
produzidos, bem como para a reducdo do teor de sélidos volateis, atingindo a
bioestabilizacdo, no Experimento 1, ao 35° dia.
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6. SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS

e Aplicacdo da técnica da bioaumentagdo, utilizando consorcios
microbianos sintéticos (fabricados em laboratério), na biodigestdo de diferentes
tipologias (fracdes) de residuos solidos orgéanicos, a fim de analisar os
desempenhos dos consorcios na biodegradacéo destes;

e Aplicacdo da técnica da bioaumentacdo, na biodigestdo anaerdbia de
residuos organicos, sob temperatura termofilica (T > 40°C), visando otimizar a
biodegradacdo e geracdo de biogas, em um menor tempo de detencao
hidraulica;

e Estudar possibilidades de autodepuracdo do digestato, em um menor
tempo de detencéo hidraulica (TDH < 150 dias), a fim de proporcionar viabilidade
do processo anaerébio, ao aplica-lo em escala industrial;

¢ Realizar um Planejamento DCCR, cujo termo central seja o (-1;1), ou seja,
3,0g RO + 42,73 mLDG + 7,27 mLC, a fim de desenvolver novas configuracdes
BMP, resultando na plotagem de graficos de geracdo de biogas e metano, bem

como superficies de resposta.
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