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RESUMO

O crescimento nas atividades agroindustriais e industriais torna eminente o problema
referente a destina¢do de residuos gerados nestas atividades. Atualmente, a maior parte dos
residuos gerados sdo destinados para aterros de residuos industriais e, no caso de estercos
suinos para esterqueiras devido a viabilidade ambiental e econdmica. No entanto, a digestdao
anaerébia (DA) é uma solucdo para o tratamento de residuos, sendo ambiental e
economicamente vidvel, pois através de microrganismos realiza a conversao de subprodutos
indesejados em energia renovavel na forma de biogds. O presente trabalho teve como objetivo
isolar, selecionar e identificar microrganismos capazes de auxiliar na conversao de residuos
agricolas e industriais em biogds. Os residuos de arroz, couro, esterco suino (R) e (A), lodo de
ETE de curtume e lodo de ETE UCS foram caracterizados através da determinacdo de
concentracdo de carbono organico, teor de sélidos totais antes e apds 0s ensaios de
degradacdo. A adicdo de indculos de microrganismos isolados a partir das amostras que
geraram maior volume de biogés foram avaliados, entretanto apresentaram baixa fracdo molar
de metano. Assim, realizou-se novo isolamento de microrganismos provenientes de amostras
do lodo de ETE da UCS que durante o processo de DA apresentou fracdo molar de 76% de
metano. Foram realizados isolamentos sucessivos dos microrganismos presentes no lodo, o
primeiro isolamento foi ap6s 24h de ensaio e posteriormente foi realizado o isolamento a cada
7 dias totalizando 5 isolamentos. Os microrganismos isolados foram identificados como
Bacillus toyonensys e B. thurigiensis e foram adicionados em amostras que continham residuo
de esterco (A) e (R), residuo de couro pré-tratado quimicamente e termicamente, residuo de
arroz e residuo de arroz com lodo de ETE de curtume. Verificou-se que a adi¢do de indculos
aumentou a fracdo molar de metano dos residuos de esterco (A) em (55%), esterco (R) de 0,4
para 0,7. A amostra de arroz e lodo de ETE de curtume gerou uma fragdo molar de hidrogénio
de aproximadamente (1,0). Assim, conclui-se que a presen¢a de microrganismos no processo
de DA € fundamental para o aumento da fracio molar do gis de interesse, visto que estes
produzem enzimas capazes de degradar residuos e transforma-los em energia na forma de
biogéds. O efetivo processo de DA € caracterizado pela reducdo dos teores de carbono, o
residuo de arroz com adi¢do de lodo de ETE de curtume e adi¢do de indculo apresentou maior

reducdo no teor de carbono (77,88%) e no teor de solidos totais (90,34%).

Palavras-chave: Biogés, digestdo anaerdbia, isolamento, inculos.



ABSTRACT

The growth in agro-industrial and industrial activities becomes imminent problem
concerning the disposal of waste generated in these activities. Currently, most of the waste
generated is intended for industrial waste landfills and in the case of pig manure to
esterqueiras due to environmental and economic viability. However, anaerobic digestion (AD)
is a solution for treating waste being environmentally and economically feasible for the
treatment of waste, as by microorganisms performs conversion of unwanted by-products in
renewable energy. This study aimed to isolate, select and identify microorganisms capable of
assisting in the conversion of agricultural and industrial waste into biogas. Rice residues,
leather, pig manure (R) and (A), tannery sludge ETE and ETE UCS sludge were characterized
by determination of organic carbon, total solids content before and after the degradation tests.
The addition of an inoculum of microorganisms isolated from samples of larger volume of
biogas generated were evaluated, however showed low molar fraction of methane. Thus, there
was re-isolation of microorganisms from WWTP sludge samples during the UCS process
showed 76% mole fraction of methane and 73,3mL accumulated volume of biogas.
Successive isolation of microorganisms were performed in the mud, the first isolation was
after 24 hours test with later isolation every 7 days a total of 5 isolates. The microorganisms
were added to samples containing manure residue (A) and (R) pre-treated leather residues
chemically and thermally, rice and rice residue with tannery waste sludge WWTP. It has been
found that the addition of inoculum increased the mole fraction of methane from manure
waste (A) (55%), manure (R) of 0.4 to 0.7. The sample of rice and tannery WWTP sludge
generated a mole fraction of hydrogen approximately (1.0). Thus, it is concluded that the
presence of microorganisms in the process is essential to the increase of the molar fraction of
the gas of interest, since these produce enzymes capable of degrading wastes and convert
them into energy in the form of biogas. The actual process of AD is characterized by the
reduction of carbon, rice residue with addition of WWTP sludge tanning and adding inoculum

greater reduction in carbon content (77.88%) and total solids content (90.34%).

Keywords: biogas, anaerobic digestion, isolation, inoculum.
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1 INTRODUCAO

Um dos resultados do crescimento demogréfico mundial € o aumento da geracdo de
residuos agroindustriais e urbanos. O tratamento correto de residuos é uma preocupagao
mundial, uma vez que o descaso pode gerar inlimeras consequéncias para o meio ambiente e a
sociedade.

A destinacdo inadequada de residuos pode ser a causa de contaminacdo de lengdis
fredticos, emissao de gases poluentes na atmosfera, problemas de satde, entre outros.
Residuos dispostos sem contencdo ou tratamento adequados produzem gases de efeito estufa,
principalmente a emissdo de metano, pois sua geracao ocorre de maneira espontanea.

Em relacdo a producdo de residuos s6lidos, em 2013 o Brasil produziu 76 milhdes de
toneladas de residuos soélidos, 4,1% a mais que 2012, conforme a Associagdo Brasileira de
Empresas de Limpeza Publica e Residuos Especiais (ABRELPE, 2013).

A suinocultura, atividade em exponencial crescimento no Brasil, gera o esterco
suino, este além do odor desagraddvel, é fonte de microrganismos patogénicos e, se destinado
e tratado de forma incorreta pode gerar contaminacdo de solo, dgua e polui¢do atmosférica.
Estima-se que um suino produza em média 3,13 kg de esterco ao dia, assim uma criacdo de
100 suinos gera mensalmente 9,39 toneladas de esterco.

Ainda sobre a agroindustria, o estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor de
arroz no pais. Em 2011/2012 foram produzidos 11,6 milhdes de toneladas de arroz no Brasil,
desse total 451 mil toneladas foram exportadas e, cerca de 51% da quantidade exportada se
refere ao arroz parboilizado. O arroz parboilizado além de ser utilizado para alimentagdo
humana pode ser utilizado no cultivo de fungos para o tratamento de plantas, por exemplo,
espécies do fungo Trichoderma spp. Este fungo € utilizado para o tratamento de solo e
crescimento de plantas.

Os residuos gerados pelas indistrias geram preocupagdes quanto ao tratamento e
disposi¢cdo, assim Orgdos ambientais ao redor do mundo visam a normalizacdo para o
tratamento de residuos e a reducdo na geracdo destes. A industria coureira € um setor que se
destaca no Brasil pela movimentacio da economia e pelo seu crescimento. Entretanto, a
disposicdo e tratamento adequados do residuo gerado por esta atividade € uma preocupacao
pois, estima-se que sdo geradas 202 mil toneladas de residuos de rebaixamento por ano, que

geralmente sdo destinados para Aterros de Residuos Industriais Perigosos (ARIPs).



14
1 INTRODUCAO

Neste contexto a digestdo anaerdbia pode ser uma alternativa promissora para o
tratamento de residuos industriais e agroindustriais, tais como o esterco suino, os residuos de
arroz e de couro curtido ao cromo, além de lodos de estacdes de tratamento de efluentes.

O processo anaerébio gera como principal produto o biogds, que contém entre 60 e
90% de metano. O biogds pode ser utilizado como combustivel de méquinas, caldeiras e
aquecimento de sistemas. O seu aproveitamento também possibilita a reducdo de custos dos
processos produtivos ou a despoluicdo, pois o mesmo nao € liberado no ambiente. Portanto, a
digestdo anaerdbia tem como vantagens a geracdo de biogds, descontaminagdo dos residuos,
redu¢do da demanda quimica e bioldgica de oxigénio, reducdo do teor de sélidos voléteis dos
residuos e geracdo de um residuo s6lido que pode ser utilizado como adubo.

Assim, a utiliza¢ao do biogds como fonte de energia reflete nos aspectos econdmicos
e ambientais, além de tratar residuos agroindustriais, diminui as demandas sobre os corpos
hidricos, solo e dreas cultivdveis que estariam no ciclo como fonte de matéria-prima para sua
geragdo.

A proposta deste trabalho é a obtencdo e otimizagao da produgdo de biogds a partir

de residuos agroindustriais através da co-digestdao anaerdbia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar, selecionar e identificar microrganismos capazes de auxiliar na conversdo de

residuos agricolas e industriais em biogas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a geragcdo de biogds a partir de cada residuo e suas combinagdes.

e Relacionar os parametros como teor de carbono orgéanico, teor de nitrogénio Kjeldhal
total e teor de solidos totais com a digestdo anaerdbia e consequente geracdo de
biogés.

e Isolar, selecionar, identificar e inocular 0os microrganismos presentes nas amostras com
maior volume acumulado de gis gerado.

e Avaliar o volume e a fracdo molar do gis gerado apds a adi¢do de microrganismos
isolados.

e Otimizar condi¢des e meios de cultivos, através de ferramentas estatisticas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo € apresentada a revisdo bibliogrifica sobre a geracdo de biogds através
do processo de digestdo anaerdbia de residuos. Foram utilizados neste trabalho os residuos de
arroz parboilizado, residuo de couro, residuos de esterco suino e lodos de estacdo de

tratamento de efluentes.

3.1 BIOGAS

O biogds € produzido pela digestdo anaerdbia de diferentes tipos de residuos, tais
como esterco suino, residuos sélidos industriais e agricolas. O metano é produzido por
archeas metanogénicas, assim, a composi¢cdo do biogds depende das caracteristicas do
substrato e das condi¢des do processo de digestdo anaerdbia. Os microrganismos sao agentes
catalisadores da reacdo de formacao do biogds (LIMA, 2014).

Segundo Mao et al. (2015), o biogds é um meio promissor para atender as
necessidades globais de energia, proporcionando varios beneficios ambientais. Além disso, a
partir de um ponto de vista sécio econdmico, o biogds tem um custo relativamente baixo de

matéria-prima e a sua producao reduz significativamente os custos de tratamento de residuos.

A Tabela 1 apresenta os beneficios ambientais com a utilizacido do biogés.

Tabela 1. Andlise dos beneficios ambientais do biogds (adaptada de MAO et al., 2015)

Fonte de Biogas Utilizacio e Contetido Correspondente

Produciao de energia verde Eletricidade, calor, combustivel de veiculos

Residuos agricolas, residuos industriais, residuos
Eliminacio de residuos organicos s6lidos urbanos, residuos domésticos e misturas
de residuos orgénicos

Reducdo de patogénicos através de saneamento,
Protecao ambiental reducdo de insetos (moscas), reducdo da polui¢do

do ar e da &4gua, conservagdo da vegetacdo,

substitui¢cdo de fertilizantes inorgéanicos

Utilizacdo do biogds em sistemas agropecudrios,
Agrossistemas ligados ao biogas eletricidade, calor

Reducio das emissoes de gases de efeito estufa  Substitui fontes convencionais de energia
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De acordo com Figueiredo (2010), a conversdo energética do biogds pode ser uma
solucdo para o grande volume de residuo gerado no processamento de matérias-primas e nas
atividades agropastoris, tratamento de efluentes e outros, visto que, reduz o potencial téxico
das emissdes de metano e, ao mesmo tempo pode ser convertido em energia elétrica,
reduzindo custos e obtendo ganhos ambientais.

Conforme Thangamani et al. (2010), Kipper (2013) e Pierobon (2007), o biogés é um
combustivel limpo em comparagdo com outros combustiveis sdlidos ou liquidos
convencionais porque reduz a poluicdo atmosférica, uma vez que a fracdo molar
predominante deste gds é o metano e, ainda apresenta vantagens como baixa exigéncia de
energia para o processo de obten¢do. O metano quando produzido de forma espontinea é
cerca de 24 vezes mais danoso que o diéxido de carbono no que se refere ao efeito estufa.

O biogés é uma mistura de metano e diéxido de carbono, resultante da decomposicao
anaerobia de residuos organicos. A conversdao da matéria organica complexa para metano
requer um consorcio de microrganismos, que compreende varios grupos de microrganismos
anaerdbios que interagem de forma metabdlica (COVINGTON et al., 2003). De acordo com
Azevedo (2000), Figueiredo (2010), Christy et al. (2014), a composi¢cao do biogds bruto
consiste em metano (60%), diéxido de carbono (40%), vapor de dgua e quantidades vestigiais
de 4cido sulfidrico e amonia, sendo este um gds inodoro e incolor que queima com chama
azul claro semelhante ao de gas liquefeito de petrleo (GLP). As propriedades fisico-quimicas

do biogés podem ser restringidas aos dois componentes principais, conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do do Biogds (adaptada de AZEVEDO, 2000)

Substancia Volume Molar (%)
Metano (CHa) 55,0a 75,0
Diéxido de Carbono (COz) 25,0a45,0
Nitrogénio (N2) 0,0a3,0
Oxigénio (O2) 0,0al,0
Sulfeto de Hidrogénio (H»S) 0,0al,0
Amonia (NHg) 0,0a0,5
Monéxido de Carbono (CO) 0,0a0,1

O poder calorifico de um combustivel pode ser definido como a quantidade de calor
liberada quando uma queima completa é realizada, ou seja, oxidacdo total por unidade de
massa. Na presenca de hidrogénio, ocorre a formacdo de d4gua como produto da combustdo,
dessa forma o poder calorifico superior € quando a dgua estd sob vapor e poder calorifico

inferior quando a 4gua estd sob forma liquida (PIEROBON, 2007). O poder calorifico do
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biogds estd relacionado com o teor de metano, o poder calorifico inferior (PCI) do metano é
de 35,59 MJ/m3 e do biogas € cerca de 23,03 MJ/m3, quando possui cerca de 60% de metano
(LIMA, 2014). A presenca de substancias ndo combustiveis no biogds, tais como diéxido de
carbono e 4agua, o tornam menos eficiente, pois prejudicam o processo de queima
(FIGUEIREDO, 2010).

Segundo Motta (2012), a concentracdo de gds sulfidrico no biogds € influenciada
pelo valor de pH. Valores de pH maiores que 7,0 indicam que a concentracdo de H»S estard
reduzida, pois o meio bésico, o retém no biodigestor.

Sendo assim, quanto maior a concentracdo de impurezas menor serd o poder
calorifico do biogds. A Tabela 3 demonstra a equivaléncia de uma unidade normal metro
cubico (INm3) de biogds, esta unidade € referente a Condicdo Normal de Temperatura e

Pressdo (CNPT) de 0°C e 1 atm.

Tabela 3. Equivaléncia de 1Nm3 de biogés em relacio a outros combustiveis (adaptada de
FIGUEIREDO, 2010)

Combustivel Quantidade equivalente de 1Nm? de biogas
Carvao vegetal (kg) 0,80
Oleo diesel (L) 0,55
Gasolina amarela (L) 0,61
Carvao mineral (kg) 0,74

Além disso, o biogds tem um preco de venda mais baixo comparado com o do diesel
e da gasolina. Estes exemplos ilustram que o biogés pode ser amplamente utilizado como uma
fonte de energia renovdvel (MAO et al., 2015).

Entre as principais aplicacdes deste gas pode-se citar: producao de calor e/ou vapor,
producdo de eletricidade com combinacdo na geracdo de calor, fonte de energia industrial
para calor, vapor e/ou eletricidade e refrigeracado, purificado e utilizado como combustivel de
veiculos, producdo de produtos quimicos, purificado e injetado na rede de gas natural. Pode
ser utilizado diretamente com ou sem remocao do di6xido de carbono ou pode ser convertido
em energia elétrica com a ajuda de geradores adequados (ABBASI et al., 2012;
JEIHANIPOUR et al., 2013).

Entretanto, o biogds pode ser corrosivo, devido a presenca de géds sulfidrico na sua
composi¢do, que reage com o cobre, o ago, o latdo e outros materiais quando em

concentracdes considerdveis. O amoniaco em concentracdes muito baixas torna-se corrosivo
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para o cobre, tanto o 4cido sulfidrico como a amonia sdo nocivos e toxicos quando inalados
(PIEROBON, 2007).

Pesquisas para purificacdo do biogds e, consequente aumento do poder calorifico
deste gds, estdo sendo realizadas, autores como Christy et al., (2014) avaliaram meios de
purificacdo do biogds utilizando carvao ativado para remocdo de didxido de carbono e acido

sulfidrico. Liu et al., (2014) avaliaram a absor¢ao de CO; por solucio de etanolamina (MEA).

3.2 DIGESTAO ANAEROBIA

Com a crise energética da primeira década de 1970 ressaltou-se a necessidade de
alternativas vidveis de geracdo de energia. A partir deste periodo pesquisas avaliam a
utiliza¢do de biomassas para o processo de geracao renovavel de energia (MATA-ALVAREZ
etal.,2014).

O tratamento de residuos € assunto de diversas pesquisas, visando reduzir os
impactos ambientais € ser um processo economicamente € ambientalmente sustentdvel. A
digestdao anaerébia (DA) € um processo alternativo de tratamento de residuos, que ocorre em
determinadas condi¢des, transformando os residuos em fontes de energia renovdveis. A
tecnologia de digestao anaerdbia € cada vez mais importante para a gestdo dos residuos, uma
vez que gera energia renovavel a partir de residuos sélidos industriais € municipais de forma
ambientalmente benéfica (SHANMUGAM et al., 2009).

A digestdo anaerdbia é um processo livre de oxigénio onde a matéria organica €
degradada por uma complexa combina¢do de microrganismos anaerdbios que podem degradar
a matéria organica em condicodes especificas. Como beneficios deste processo € possivel citar
a recuperacao de energia na forma de biogds, a estabilizacao de residuos e a redugdo de odor.
Este processo é uma alternativa de tratamento para a maior parte dos residuos perigosos e nao
perigosos (CHRISTY et al. (2014), COVINGTON et al. (2003), KAFLE et al. (2013),
THANGAMANI et al. (2010), DHAYALAN et al. (2007) e MAO et al. (2015)).

Na natureza este processo ocorre em ambientes como pantanos, lagoas, arrozais,
lagos, fontes termais, digestores de esgoto, oceanos. A aplicacdo do processo de tratamento
anaerébio na gestdo de residuos inclui tanques sépticos, digestores de lodo industrial,
tratamento de d4guas residuais, gestdo de residuos perigosos (compostos aromaticos e
halogenados), e de gestdo de residuos agricolas (CHRISTY et al., 2014).

Os substratos mais frequentemente empregados para o processo de conversdo de

residuos em energia sdo os estercos (54%), lodo de esgoto (22%) e residuos s6lidos urbanos
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(11%). Com o objetivo de melhorar o processo de DA, outros residuos sdo adicionados ao
processo, os mais utilizados sdo os residuos industriais (41%), residuos agricolas (23%) e
residuos municipais (20%) (ALVAREZ et al., 2014).

A co-digestdao é definida como o tratamento anaerébio de uma mistura de pelo
menos, dois substratos diferentes com o objetivo de aumentar a eficiéncia do processo de
digestdo anaerdbia, pois € possivel adequar a relagdo C/N (KAFLE & KIM, 2013).

O processo de digestdo anaerébia tem no minimo duas reagdes bioldgicas, que
envolvem, pelo menos, dois grupos diferentes de microrganismos, bactérias formadoras de
acido e bactérias formadoras de metano. A fase dcida é geralmente considerada a conversao
de compostos orginicos complexos em compostos organicos mais simples e, finalmente, para
os acidos organicos, principalmente 4dcido acético, por bactérias formadoras de 4cido. A etapa
de formacdo de metano é onde ocorre a maior estabilizacdo de residuos. A estabilidade do
processo anaerdbio e a taxa de producdo de gds sdo ambos dependentes da carga orgénica
(RAO et al., 2010).

O processo de digestao anaerdbia pode ser divido em trés fases principais: hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese, conforme Figura 1 (MOLINO et al. (2012),

ABBASI et al. (2012) e COVINGTON et al. (2003)).
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Figura 1. Etapas da digestdo anaerdbia (adaptada de ABBASI ez al., 2012 e MAO et al., 2015)
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No primeiro estdgio (hidrdlise) grandes macromoléculas de proteinas, gorduras e
polimeros de carboidratos (tais como celulose e amido) sdo hidrolisadas em mondmeros
soliveis em dgua (aminodcidos, acidos graxos de cadeia longa e agucares). Esta hidrélise é
provocada por enzimas extracelulares (hidrolases), essas enzimas como lipases, proteases,
celulases sdo produzidas por bactérias anaerdbias facultativas e estritas (LI ef al., (2011) e
MOLINO et al. (2012)).

Diversos fatores podem afetar a hidrélise como o teor de lipideos, proteinas e
carboidratos, relagdo superficie/volume, microrganismo/enzima envolvida no processo. A
hidrdlise € a etapa limitante da velocidade do processo de digestdo anaerdbia com elevado
teor de solidos, esta etapa determina a conversdo de biomassa em energia renovdvel
(AGUSTINI, 2014).

No segundo estdgio as bactérias acetogénicas (ou homoacetogénicas) convertem o
produto da fase organica simples em &cidos, di6xido de carbono e hidrogénio, ocorrendo a
producdo de 4cido acético, dcido butirico, dcido propidnico e etanol.

Do ponto de vista termodindmico, a acidogénese € a etapa menos favorecida
energeticamente, pois o tempo de geracdo é baixo e o rendimento € alto (MEESTER et al.,
2012). Os produtos formados durante a acetogénese sdao devidos a diferentes microrganismos.

A reacdo de acetogénese € expressa da seguinte forma:

CsH1206 —> 2C,Hs0H + 2CO; (D)

No terceiro e dltimo estdgio, o metano pode ser produzido por duas rotas: a) a partir
do acetato: conversdo dos grupos metilicos e carboxilicos do acetato para metano e diéxido de
carbono por ac¢do de bactérias metanogénicas, sendo a etapa conhecida como metanogénese
direta e, b) por oxida¢do do acetato a didéxido de carbono e a reducdo deste a metano. Esta
ultima rota ocorre através de bactérias oxidantes e metanogénicas hidrogenotréficas (SASAKI
etal.,2011). A produ¢do de metano € maior a partir da redug@o de diéxido de carbono, porém
o limite da concentracdo de hidrogénio no digestor pode resultar na reacdo do acetato como
principal produtor de metano (MOLINO et al., 2012).

Ainda de acordo com Dhayalan er al. (2007), a segunda via envolve bactérias
metanogénicas hidrogenotréficas, que utilizam o diéxido de carbono e hidrogénio para formar
0 metano e 4gua. A acdo destas bactérias metanogénicas € critica para conseguir uma
completa degradacdo, porque os seus substratos tém um efeito inibitério sobre as fases iniciais

de degradacao.
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As reagOes metanogénicas podem ser expressas como:

CH;COOH —— CH4+COz (2)
2C:HsOH + CO2 ——> CHa + 2CH3COOH (3)
CO2 +4H, — > CHa +2H20 4)

Teoricamente o biogds deveria conter volumes iguais de metano e didxido de
carbono (50% e 50%). No entanto, bactérias acetogé€nicas produzem tipicamente hidrogénio e,
para cada quatro moles de hidrogénio consumidos por microrganismos metanogénicos
hidrogenotréficos, um mol de diéxido de carbono € convertido em metano. Gorduras e
proteinas podem produzir grandes quantidades de hidrogénio que conduzem a uma maior
quantidade de metano tipica para esses substratos. Portanto, o teor de metano no biogds pode
variar para diferentes substratos, consorcios bioldgicos e condi¢des do biodigestor. O teor de
metano do biogds pode variar de 40 a 70% em volume, mas frequentemente estd no intervalo

de 55-65% (ZHANG et al., 2014).

3.2.1 Condic¢oes Operacionais para a Digestao Anaerobia

Conforme Christy et al. (2014) e Figueiredo (2010), vérios fatores influenciam no
processo de digestao anaerdbia, tais como: o potencial de biogds das matérias-primas, design
do digestor, indculo, natureza do substrato, pH, temperatura, taxa de alimentagdo, tempo de
retencao hidraulica (TRH), razdo carbono e nitrogénio (C/N), 4cidos graxos voléteis (AGV) e
o balanceamento entre bactérias produtoras de acidos organicos e bactérias que produzem
metano. Ainda de acordo com os autores, a digestdo anaerdbia pode ser realizada como um
processo descontinuo ou um processo continuo. No processo descontinuo a biomassa é
adicionada ao reator no inicio do processo de digestdo e em processos continuos, a biomassa é
constantemente adicionada ao reator.

A temperatura é um fator importante para avaliacdo da producado e do rendimento do
biogéds formado, pois estd diretamente relacionada com a atividade microbiana. Em reatores
de batelada, a temperatura utilizada € em torno de 35°C (condi¢do meséfila), nessa condi¢dao
foi constatada uma atividade microbiana efetiva (RAPOSO et al., 2011). A temperatura € um

dos parametros mais significantes da digestdo anaerdbia porque influencia a atividade

enzimdtica e consequentemente, a geracdo de biogds. As bactérias podem crescer em
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condig¢des psicrofilas (12-16°C), mesofilas (25-35°C) e termofilas (55-70°C) (ZHANG et al.,
2014).

Muitos pesquisadores t€m relatado os efeitos da temperatura na comunidade
microbiana, cinética do processo, estabilidade e producdo de metano. Além disso, as
temperaturas mais baixas também podem resultar na exaustdo de energia da célula
microbiana. Em contraste, altas temperaturas apresentam baixo rendimento de metano no gas
gerado devido a producdo de gases voldteis, tais como amdnia, que suprime as atividades
metanogénicas (KHALID et al., 2011).

Nos experimentos realizados por Chae et al., (2008) o aumento na temperatura
resultou numa reduc@o do rendimento de biogas, devido ao aumento da inibicdo pela amonia
(NH3), que aumentou com a elevagdo da temperatura. De acordo com os resultados, a
producdo total de gés foi maior a 35°C.

Conforme Chae et al. (2008), Molino et al. (2012) e Raposo et al. (2011), para
processos a temperaturas na faixa de 12 a 16°C (condig¢@o pscicréfila) a atividade microbiana
¢ reduzida, influenciando na produgdo de biogds que também € reduzida. Em condicdo
termofila, temperatura entre 55 e 70°C, estd relacionada a grande quantidade de energia para o
aquecimento, porém o rendimento ndo aumenta.

A condicdo termofila tem uma vantagem sobre o processo em temperaturas
mesofilas, as taxas de reacdo sd@o mais rdapidas, apresentando uma produtividade maior. No
entanto, em temperaturas altas pode acontecer inibicdo na produ¢do de biogds, aumento da
toxicidade e maiores investimentos. As condicdes ideais para digestdo anaerdbia seriam a
hidrdlise na condi¢do termofila, a acidogénese e metanogénese na condi¢do meséfila (MAO et
al., 2015).

Outro fator que influencia o processo de digestdo anaerébia é o pH, uma gama de
valores de pH adequados para a digestdo anaerdbia foi relatada por diversos pesquisadores,
mas o pH 6timo para a metanogénese foi avaliado em torno de 7,0. Ha relatos que a hidrélise
e acidogénese ocorram a pH 5,5 e 6,5 (KHALID et al., 2011).

A faixa de pH ideal para a DA tem sido relatada como sendo 6,8-7,4. O crescimento
de microrganismos € consideravelmente afetado pela mudanca de pH (MAO et al., 2015). As
bactérias anaerdbias necessitam de diferentes valores de pH para o seu crescimento, por
exemplo, uma faixa de pH de 4,0-8,5 é necessdria pelas bactérias de fermentaciao, enquanto
um intervalo de 6,5-7,2 é favordvel para o crescimento das bactérias metanogé€nicas. Em pH

baixo, os principais dcidos graxos volateis sdo os dcidos acético e butirico, enquanto que o
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acido acético e propidnico sdao predominantes quando o pH é em torno de 8,0 (ZHANG et al.,
2014).

Conforme os autores Abbasi et al. (2012), Yan et al. (2015), Zhang et al. (2014) a
relacao C/N € o fator que melhor caracteriza o equilibrio do substrato, pois sua variagao esta
relacionada com a velocidade de degradacdo do residuo. Se esta relacdo € elevada, o
nitrogénio € consumido rapidamente pelas bactérias metanogénicas para suprir as
necessidades de proteinas e ndo estard disponivel para reagir com o carbono do material a ser
degradado e, consequentemente a produgdo de biogas serd reduzida. Por outro lado, quando
ha relacdes baixas de C/N, o nitrogénio € liberado e se acumula sob a forma de amonia,
aumentando o pH. Quando o pH da mistura atinge valor em torno de 8,5, ocorre um efeito
téxico sobre as bactérias metanogénicas. A razao recomendada para os ensaios de C/N € entre
20/1 a 30/1, com uma razao 6tima de 25/1 para o crescimento bacteriano anaerébio no
processo de DA (ABBASI et al., 2012).

O teor de carbono é fundamental para o processo de digestdo anaerébia (PEIXOTO,
2011). Embora a matéria organica biodegradavel possa ser utilizada como unica matéria-
prima na digestdo anaerdbia, o processo de digestdo tende a falhar sem a adi¢do de nutrientes
externos e agentes tampdo. A co-digestdo com substratos que possuem alta capacidade de
tamponamento (alcalinidade), tais como esterco podem ser alternativas para o tratamento
eficaz de materiais altamente biodegradaveis. Durante a co-digestdo de plantas e estrume
animal, o estrume proporciona capacidade de tamponamento. O resultado é uma relacdo C/N
mais equilibrada, e a co-digestdo de estrume e plantas diminui o risco de inibi¢do por amodnia
e acidificacdo do meio (KAFLE et al., 2013).

Segundo Raposo et al. (2011), a biodegradabilidade esta relacionada a composicao
do substrato e, por este motivo para um ensaio de obten¢do de biogds deve-se analisar,
controlar e quantificar caracteristicas como a umidade, total de sélidos e sélidos voléteis.

Conforme Khalid et al. (2011), o teor de sélidos totais no substrato influencia o
processo de DA e a quantidade de metano produzida. Abassi-Guendouz et al. (2012)
avaliaram o impacto do teor de sélidos totais no processo de digestdo anaerdbia de residuos
solidos municipais em reatores descontinuos, onde foram avaliados teores de sélidos totais
variando de 10 a 35% e, verificou-se que a produgdo total de metano diminuiu ligeiramente
com concentragdes sélidos totais aumentando de 10% para 25%. Nos ensaios com 35% de
teor de sélidos totais a producao de metano foi inibida.

Hidaka er al. (2013) avaliaram a digestdo anaerébia em condi¢cdes mesofilas e

termofilas do lodo de esgoto, coletado em 3 diferentes estacdes de tratamento de efluentes.
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Para o experimento foram utilizados cinco reatores em série, operados de forma continua, os
teores de sélidos totais utilizados para o experimento foram de 7,5 e 10%, e as temperaturas
utilizadas foram 35°C e 55°C. Os autores verificaram que a remocao de sélidos volateis foi de
aproximadamente 70% nas amostras com teor de sélidos totais de 7,5% em condig¢des
mesofilas.

Os pré-tratamentos tem por objetivo aumentar a cinética da biodegradabilidade dos
residuos, e sao responsaveis pelo aumento na eficiéncia da produgao de biogés. O ultrassom €
um dos pré-tratamentos mais utilizados (33%), em seguida os pré-tratamentos térmicos (24%)
e os pré-tratamentos quimicos (21%) (ALVAREZ et al., 2012).

Dhayalan et al. (2007) realizaram o pré-tratamento nos residuos de couro curtido
com sais de cromo e com taninos vegetais para avaliar o processo de DA e, no final do
experimento verificaram que os residuos pré-tratados apresentaram melhor resultado em
relag@o a producdo de biogés.

Alguns métodos de pré-tratamento bioldgicos e quimicos reduzem a natureza toxica
dos compostos fendlicos, especialmente taninos, no digestor anaerdbico. Alguns resultados
mostram-se mais promissores quando é realizado um pré-tratamento bioldgico, pois este
possibilita a degradagcdo de compostos de baixa massa molar (DHAYALAN et al., 2007).

De acordo com Zhang et al. (2014) vérias abordagens para a realizacdo de pré-
tratamentos de substratos orgéanicos t€m sido propostas, estes visam acelerar a primeira etapa
do processo de DA, a hidrélise, que € a etapa limitante no processo de digestao anaerébia. Os
métodos mais comuns utilizados para o pré-tratamento foram a desintegracdo mecanica por
trituracdo, a utilizagdo de ultrassom, micro-ondas, pré-tratamento térmico, quimico e
bioldgico. O pré-tratamento fisico dos residuos tem por objetivo uniformizar o tamanho das
particulas. O pré-tratamento quimico é importante dada as reacdes durante a etapa de
hidrdlise, usando 1,12% de HCI por 94 min ou 1,17% de HCI durante 86 min a 100°C, em
residuos de alimentos, pode-se acelerar a etapa de hidrélise no processo de DA. Entretanto a
combinacdo de pré-tratamentos pode ser mais eficiente. O pré-tratamento quimico combinado
com o pré-tratamento de ultra-som e térmico para a decomposi¢ao de ligacdes glicosidicas em
amido também foi eficiente para o processo de digestdo de residuos de alimentos. Os pré-
tratamentos costumam resultar em custos mais elevados por causa da energia adicional ou
produtos quimicos necessdrios. O metano produzido como resultado de pré-tratamentos foi,
em alguns casos insuficientes para compensar os custos adicionais e, portanto, resultam no

pré-tratamento invidvel economicamente (ZHANG et al., 2014).
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Shah et al. (2015) verificaram que o pré-tratamento e o tipo de reator sdo os
principais fatores responsdveis pelo aumento da producdo de biogas. O pré-tratamento auxilia
no processo de decomposi¢do quimica do substrato, tornando-o disponivel para a acdo dos
microrganismos. Diferentes tipos de biomassas como plantas lenhosas e/ou herbéceas,
gramineas, plantas aquaticas, residuos agricolas, residuos s6lidos urbanos contém diferentes
quantidades de celulose, hemicelulose, lignina e foram pré-tratadas e utilizadas no tratamento
anaerdbio. Virios tipos de pré-tratamentos, tais como fisico, quimico e biol6gico foram
empregadas para o aumento da produgdo de biogds. A técnica combinatéria de pré-tratamento

fisico e quimico € eficaz quando comparada a técnica da utilizacdo de somente um pré-

tratamento.

3.3 MEDICAO DO VOLUME DE BIOGAS PRODUZIDO

Conforme Raposo et al. (2011) em condi¢cdes experimentais os métodos
gasométricos sdo os mais utilizados para determinar a produgdo de biogds. As técnicas para
medir o volume do gis produzido a partir de biodegradabilidade anaerébia incluem sistemas
diferentes, tais como seringas, dispositivos de lubrificacdo de deslocamento de volume,
mandmetros ou transdutores de pressio do mandmetro, seringas assistidas, medidores de
fluxo ou baixa pressao e, além destes alguns medidores de fluxo automético de gis podem ser
considerados como um misto de sistemas volumétrico/manométrico. Em relacdo ao método
volumétrico, a utilizagdo de uma seringa de vidro para medi¢do da producdo de biogas foi a
primeira descri¢cdo de um sistema volumétrico para esta medi¢do, que consistiu basicamente
no deslocamento do embolo da seringa de vidro. Uma agulha estava inserida no reator e
conforme o gds era gerado o €émbolo da seringa era deslocado. Posteriormente, o biogés
produzido no interior do reator era removido para um recipiente adequado que continha uma
solucdo de barreira externa, cuja finalidade era evitar perda de certos componentes e, em
seguida foi deslocado um volume equivalente de liquido. Neste método deve-se ter o cuidado
para evitar a perda de certos componentes de biogds, sendo uma alternativa a utilizacido de
uma solucdo alcalina (solugd@o barreira) para a lavagem de biogds, garantindo que a fragdo de
metano serd exclusiva.

Ainda conforme os autores em relagdo ao método manométrico e a cromatografia
gasosa, os autores citam que método manométrico, apesar da introdu¢do de um transdutor de
pressao para medir a produgdo de gas, existem dificuldades em precisar a quantidade de gas

produzido e, em relacdo a cromatografia gasosa para a quantificacdo da producdo de gas, o
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volume de metano pode ser estimado com base na fracdo molar do gds na camara de
expansdo, ndo sendo um método muito utilizado porque os resultados podem ser afetados pela
diferenca de pressdo no interior da camara de leitura. Por este motivo, o método mais
utilizado para medic¢do do biogéds gerado ¢ a seringa.

Dhayalan et al. (2007), Thangamani et al. (2010), Yu et al. (2015) avaliaram o

volume de gas produzido pelo deslocamento da coluna de dgua.

3.4 RESIDUOS SOLIDOS

A geracdo de residuos é um problema mundial eminente, pois a destinacdo e o
tratamento inadequados provocam prejuizos em ambito social, ambiental e econdmico a
populacdo. A produgdo nacional de carne suina em 2013 foi de 3,43 milhdes de toneladas,
tornando o Brasil o quarto maior produtor mundial conforme o Relatério de Atividades da
Embrapa (2013). De acordo com o Ministério da Agricultura e Pecudria (MAPA) estima-se
um aumento de 21% nas exportagdes de suinos até¢ 2018/2019.

De acordo com Oliveira (1993) estima-se que cada animal produza uma média de
3,13 kg por dia de esterco. A Tabela 4 apresenta a producao didria de esterco por categoria de

suino.

Tabela 4. Producio didria de esterco suino de acordo com a categoria do animal (adaptada de
OLIVEIRA, 1993)

Categoria de suino Esterco (kg) /dia
Suinos entre 25 — 100 kg 2,3
Porcas em gestacao 3,6
Porcas em lactagcdo 6,4
Machos 3,0
Leitdo desmamado 0,35

O aumento da producdo para atender a demanda gera preocupacdo entre oS
produtores para a disposi¢do e o tratamento dos residuos gerados por este setor. Os residuos
de estercos de animais oriundos das atividades agroindustriais devem ser armazenados e
tratados corretamente, comumente os produtores utilizam mantas geotérmicas como opg¢ao
para o tratamento de estercos com o objetivo de evitar a contaminagdo do solo e dos recursos
hidricos. Conforme Motta (2012) estes residuos s@o a principal fonte de produ¢do de odor,

vermes e emissdo de gas poluente.



28
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ainda sobre a agroindustria, em 2011/2012 foram produzidos 11,6 milhdes de
toneladas de arroz no Brasil. Na mesma safra foram exportadas 451 mil toneladas de arroz e
deste total 230 mil toneladas de arroz parboilizado, de acordo com a Associagao Brasileira das
Industrias de Arroz Parboilizado (ABIAP, 2012).

O arroz parboilizado além de ser um cereal importante para o consumo humano,
pode ser utilizado no cultivo de fungos para o tratamento de plantas. Espécies do fungo
Trichoderma t€m potencial para tratamento de solo e promover o crescimento e tratamento de
varias plantas. Em Caxias do Sul, a empresa Caxiense de Controle Biolégico (ECCB)
desenvolve atividades de producdo e formulagdo de produtos de controle bioldgico.
Atualmente, a empresa comercializa produtos obtidos a partir do cultivo de Trichoderma spp.,
com o nome comercial de TRICHODEL®. Este produto age no controle preventivo e curativo
contra doengas causadas por fungos fitopatogé€nicos e para o seu cultivo utiliza-se arroz
parboilizado. De acordo com a empresa, para a producio de 1L do TRICODEL® sio gerados
450g de residuo de arroz.

A industria coureira tem fundamental importancia na economia do Brasil, segundo o
Centro das Industrias de Curtumes do Brasil (CICB), em 2014, o pais produziu 497 mil
toneladas de peles, deste total verifica-se que 46% couro wet blue, 43,90% couro acabado,
9,50% crust e 0,60% salgado.

Ainda de acordo com a CICB, o Brasil nos ultimos 2 anos produziu em média 45
milhdes de pele anualmente. Para cada pele tratada, aproximadamente 4,5 kg de residuos
provenientes da etapa de rebaixamento (ajuste da espessura do couro) sao gerados (DAUDT,
GRUSZYNSKI e KAMPF, 2007). Dessa maneira, estima-se que sdao geradas 202 mil
toneladas de residuos de rebaixamento por ano, geralmente sdo destinados para Aterros de
Residuos Industriais Perigosos (ARIPs).

O residuo de couro curtido com sais de cromo € um residuo de dificil digestdo
anaerobia, reduzindo a efetividade de aterros de residuos industriais. Dessa forma, a
implementacdo de novas/outras tecnologias pode reduzir consideravelmente a carga de

poluicdo desta atividade industrial (DHAYALAN et al., 2007).

3.4.1 Alternativas de tratamento de residuos

Alternativas para o tratamento de residuos gerados nas atividades agroindustriais

estdo sendo pesquisadas mundialmente. Os itens subsequentes abordardo as pesquisas
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realizadas para os residuos de esterco suino, residuo de couro, residuo de arroz parboilizado e

lodo de Estacdo de Tratamento de Efluentes.

3.4.1.1 Residuo de esterco suino

O esterco suino é um residuo caracterizado pela producdo de odor desagradavel,
além disso, é fonte de patdgenos e pode contaminar dgua, solo e ar. O crescimento deste setor
e a destinacdo nao regulamentada deste residuo pode ocasionar graves problemas sociais,
ambientais e de saude. Assim, é necessdrio minimizar os riscos € a digestdo anaerdbia tem
sido apontada como um eficiente processo para tratamento deste residuo (KAFLE & KIM,
2013 e RIANO et al., 2011).

Zhang et al. (2014) avaliaram a digestdo anaerdbia de esterco suino e lodo de esgoto
desidratado, os experimentos foram realizados em batelada com diferentes proporcdes de
sOlidos volateis de esterco/lodo (1/0, 0/1, 2/1, 1/1 e 1/2) e mantidos em condi¢des mesofilas.
O in6culo utilizado para o experimento foi lodo de estacdo de tratamento de efluentes
municipal, este foi tratado por digestdo anaerébia em condi¢do mesofila por 10 dias até a
geracdo de biogds cessar para ndo interferir no processo. A concentracdo inicial de substrato
foi de 40 g/ e 100 mL de in6culo, foi borbulhado nitrogénio para garantir condi¢des
anaerobias e posteriormente os frascos foram mantidos a 37°C por cerca de 85 dias. Antes e
depois do ensaio as amostras foram analisadas quanto ao teor de 4cidos graxos volateis. As
diferencas nos rendimentos de metano entre os resultados obtidos pelo esterco suino e lodo
desidratado em diferentes propor¢des de mistura foram avaliadas por meio de andlise de
variancia (Anova), a significancia estatistica foi estabelecida em um p menor que 0,05. Os
autores verificaram a propor¢do 2/1 (esterco/lodo) apresentou maior biodegradabilidade
(53,4%). Quando comparado aos substratos sozinhos apresentou o maior rendimento de
metano (de 60,3 para 82,4%) para a mistura lodo e esterco e, da mesma forma a remocao de
acidos volateis aumentou de 45,0 para 50,1% no processo de DA do lodo e do esterco suino.
Segundo os pesquisadores, a maior biodegradabilidade pode ser devido a atividade
microbiana proveniente dos componentes organicos do esterco suino, contribuindo assim para
uma maior capacidade hidrolitica do lodo desidratado.

Moset et al. (2014) avaliaram o rendimento de metano no processo de digestdo
anaerdbia do residuo de esterco suino em condi¢des termoéfilas. O ensaio foi realizado em
reatores CSTR a 50°C por 126 dias variando a alimentacdo (pouca alimenta¢do, sem

alimentacdo, interrup¢do gradativa da alimentacdo e interrup¢do imediata da alimentacdo) de
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esterco suino. Os autores adicionaram ragdo de aves ao esterco para auxiliar no processo de
digestdo anaerdbia em quatro dos oito reatores. No inicio do ensaio todos os reatores foram
preenchidos com lodo de ETE municipal e posteriormente o esterco foi adicionado. O volume
do gds gerado foi quantificado a cada 3 dias e a fracdo molar deste gés foi determinada por
um cromatografo gasoso, com detector de ionizacdo de chama. Ao longo do ensaio os
microrganismos foram isolados e identificados pela técnica de PCR. Os autores verificaram
que o rendimento médio de metano no final do tratamento foi semelhante para todos os
reatores, aproximadamente 123 L/kg de sélidos volateis e a concentracdo foi de 60% (no
inicio do processo de estabilizacdo — posterior a alimentagdo) e 67% no final do processo de
digestdo anaerdbia em todos os reatores. O reator sem alimentacdo apresentou maior
performance durante o periodo de estabilizacdo apds a alimentagao.

Os autores verificaram que no inicio do processo de DA a baixa concentra¢do de
metano pode ser justificada pela alta atividade de bactérias hidroliticas, uma vez que houve
um aumento no teor de dcidos graxos voldteis. A partir do dia 77 houve um aumento na
concentracdo de metano e diminui¢do do teor de sélidos volateis que estd em concordancia
com a presenca de bactérias identificadas como archeas neste periodo de ensaio. Entretanto,
os autores ressaltam que ndo houve diferengas significativas nas ordens microbianas
observadas nos diferentes tipos de alimentagdo nos reatores e nas condicdes deste estudo e,
verificaram que as metanogéneses hidrogenotréficas foram as principais vias metabdlicas na
formacdo de metano (MOSET et al., 2014).

Com o objetivo de aumentar o rendimento de biogds durante o processo de DA,
Riafio ef al. (2011) avaliaram a adi¢do de efluentes de vinicolas ao residuo de esterco suino.
Esta adicdo teve como objetivo adequar a relacio carbono/nitrogénio (C/N) e
consequentemente melhorar o processo de DA. O esterco suino e o lodo da adega foram os
substratos e o lodo anaerébio da ETE de dguas municipais foi o indculo no processo de DA.
Os ensaios foram realizados em reator em batelada e em reator semi-continuo a 35°C. Foram
avaliadas diferentes relacdes de esterco e lodo da adega (25% lodo da adega e 75% esterco
suino, 100% esterco suino) em ambas as propor¢des foram adicionados o lodo anaerébio da
ETE como indculo. O experimento em batelada teve como resultado a producdo média de 269
mL de metano por grama de demanda quimica de oxigénio (g de metano/DQO) e o teor de
metano em torno de 68%. Os experimentos realizados no reator semi-continuo atigiram
maiores resultados quando foi utilizado 75% de esterco suino e 25% de lodo de adega (653
mL de biogds e 58,6% de metano). Os resultados mostraram que a DA do esterco com o lodo

de adega diminuiu a DQO em até 52% e promoveu reducao dos sélidos volateis em 61%.
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Hill et al. (2000) avaliaram a efici€éncia na produ¢do de metano do processo de
digestdo anaerdbia de esterco suino liquido de baixo teor de sélidos volateis (1 a 2%), em
condi¢des mesofilas. As amostras de esterco suino foram acondicionadas em um reator de 300
L a 35°C, o experimento foi realizado em triplicatas e com diferentes tempos de retengao
hidraulica 5, 3, 2 e 1 dias.

O tempo de retengdo € o tempo necessdrio para completar a degradacdo da matéria
organica. O tempo de retencdo hidrdulica é definido pela razdo do volume do reator pela
vazdo do afluente (MAO et al., 2015).

Foi avaliado o teor de sé6lidos volateis, NTK e pH do esterco suino. O volume e as
analises do teor de di6xido de carbono (CO2) e de metano (CHy) foram realizadas duas vezes
por semana. O teor de metano com tempo de retencdo de 5 dias foi de 0,36 L/ g de sélidos
volateis e 0,30 L de metano/g de sélidos volateis, quando o tempo de retenc¢do hidraulico foi
de 3 dias. Os autores concluiram que a reducdo do teor de solidos volateis, reducdo da
demanda quimica de oxigénio (DQO) e a produtividade do metano indicaram boa conversao
para o metano no tempo de retencdo hidrdulica de 5 dias e um desempenho aceitdvel no
tempo de reten¢do hidrdulica de 3 dias (HILL et al., 2000).

Chae et al. (2008) avaliaram a influéncia de diferentes temperaturas na faixa
mesofila (25 — 35°C) e com variacao das cargas de alimentacdo 5, 10, 20 e 40% (volume de
alimentacdo/volume digestor) para definicdo de um modelo de digestor econdmico na Coréia
do Sul. A fim de evitar variacdes no experimento os autores forneceram inéculos adaptados,
chamando-os de cultura mestre. Para isso utilizaram trés reatores operados em condi¢des
mesofilas, a alimentagdo foi realizada com esterco suino digerido e esterco suino ndo
digerido. Estes residuos foram operados em regime semi-continuo por quatro semanas até que
o rendimento de biogds, pH e demanda quimica de oxigénio fossem constantes. Para o
experimento foram utilizadas garrafas de vidro com volume de 1,2 L, estas foram preenchidas
com 300g de indculo (esterco digerido). G&s nitrogénio foi utilizado para remog¢do do
oxigénio e estes reatores foram dispostos por 20 dias a temperaturas de 25, 30 e 35°C e o pH
dos indculos variou entre 7,2 e 7,4 e o teor de sélidos totais foi 15060 mg/L e o teor de s6lidos
volateis foi 8700 mg/L. O volume de biogds produzido foi avaliado por um respirdmetro
anaerébio e o gds gerado foi avaliado por cromatografia gasosa, utilizando detector de
ionizagdo de chamas e, para o cédlculo de rendimento de biogés foi utilizado um analisador
elementar. Na faixa de temperatura mesdfila a temperatura mais alta (35°C) apresentou maior
teor de metano, apesar de o rendimento nao ter aumentado linearmente com o aumento da

temperatura. Em relacdo aos microrganismos envolvidos no processo, verificou-se que as
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N

bactérias metanogénicas sdo sensiveis a temperatura, porém possuem capacidade de
adaptacgdo a variagOes de temperaturas.

Hidalgo et al. (2014) avaliaram o processo de obtencdo de biogds adicionando
esterco suino ao residuo de 6leo vegetal. O esterco suino foi adicionado a este residuo em
diferentes proporgdes (1/3, 1/1 e 3/1). Lodos anaerdbios de estacdo de tratamento de efluentes
municipais € lodo anaerébio industrial alimentado com residuos orginicos provenientes de
hotéis, restaurantes foram os indculos adicionados no processo. Para o experimento o0s
residuos foram caracterizados em relacdo ao teor de sélidos volateis, demanda quimica de
oxigénio, Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK), nitrogénio amoniacal, pH, teor de gordura. Os
ensaios foram realizados em frascos de vidro de volume liquido de 300 mL, em triplicatas, a
35°C, com agitacdo constante, gds nitrogénio foi borbulhado para remocdo de oxigénio. O
teor de solidos volateis foi reduzido em 81% e obteve-se uma producdo de 32,2 mL de
metano/g de sélidos voldteis, utilizando uma proporcdo de 3/1 (esterco/6leo vegetal). Os
autores concluiram que a digestdo anaerdbia de residuo gerado no processamento de dleo
vegetal e esterco suino utilizados como substratos e lodo anaerébio de ETE municipal
(inéculo) é uma solugc@o promissora para o tratamento destes residuos, pois € eficiente e
economicamente vidvel.

Kafle & Kim (2013) avaliaram o desempenho da digestdo anaerébia para o
tratamento de residuos de macga e esterco suino. Os objetivos do trabalho foram determinar o
potencial bioquimico de metano, a taxa de produgdo de biogds do residuo de macga e do
esterco suino, investigar o desempenho dos biodigestores em batelada em condi¢des mesofilas
e termofilas e verificar o desempenho de um digestor continuo com residuo de macad e
diferentes relagdes entre esterco suino sob condicado mesofila. Foi utilizado lodo digerido,
proveniente de macas trituradas e esterco suino digerido em condi¢des mesdfilas e termofilas
(inéculo). Os experimentos foram realizados com diferentes taxas de alimentagdo dos
residuos de maca e esterco suino. Os autores utilizaram nitrogé€nio para remog¢do do oxigénio,
as medi¢des do volume de biogas foram didrias.

Os resultados mostraram que o residuo de mag¢a gerou maior volume de biogas (510
mL/g DQO) quando comparado ao esterco suino (329 mL/g DQO), entretanto o teor de
metano foi maior no residuo de esterco (81,3%) quando comparado com o residuo de maca
(49,3%). A producao de biogés foi diferente em condi¢des termofilas e condigdes mesodfilas, a
propor¢ao (esterco/magd) de 67/33 em condicdes termofilas apresentou maior volume de gas
gerado (505 mL/g DQO) quando comparado a condi¢des mesoéfilas da mesma proporc¢do (398

mL/g DQO). Entretanto, o teor de metano foi maior em condi¢des mesdfilas, 67% contra
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54,6% em condi¢des termdfilas. O esterco suino puro sob condicdo mesofila, gerou 342 mL
de biogas/g DQO e 75,8% de metano. Comparando os resultados, verifica-se que o volume de
biogéds gerado foi maior quando a mistura residuo esterco e maca foi utilizada. Entretanto, o
teor de metano foi maior para o esterco suino puro. No reator continuo foi possivel observar
um aumento na produgdo de biogds e no teor de metano quando o reator foi alimentado com
33% de maca e o restante de esterco suino. O volume de biogés foi de 241 mL/g DQO e
concentracdo de metano atingiu 78,7%. Quando a alimentacdo consistiu em 25% do residuo
de macd, o volume de biogds gerado foi de 197 mL/g DQO e o teor de metano foi de 74%.
Por fim, os autores concluiram que o residuo de maca apresenta um efeito sinergético positivo
para o processo de DA (KAFLE & KIM, 2013).

Abassi-Guendouz et al. (2012) também propdem o tratamento de esterco suino por
DA. Devido a decomposicdo anaerébia de material organico por bactérias, o esterco suino
gera quantidades considerdveis de metano, sendo uma importante alternativa econdmica
principalmente, como fonte de energia renovdvel. Portanto, estercos tornaram-se importante

matéria-prima para a obten¢ao de energia a partir da DA.

3.4.1.2 Residuos da industria coureira

O couro € resultado do processo de estabilizagdo do coldgeno, proteina presente em
peles de animais, ap6s o curtimento da pele. Esse processo de curtimento pode utilizar sais de
cromo ou taninos de origem vegetal, estes agentes curtentes proporcionam ao couro
resisténcia térmica, quimica e biolégica (DHAYALAN et al., 2007).

Os residuos gerados neste processo sao destinados para aterros onde tornam-se um
problema. Dessa forma, € importante que pesquisas sejam realizadas para o desenvolvimento
de uma tecnologia limpa para a destinacdo de residuos sélidos de couro curtido,
principalmente aqueles contendo cromo (AGUSTI et al., (2015); THANGAMANI et al.
(2010) e COVINGTON et al., (2003).

Dhayalan et al. (2007) avaliaram a viabilidade da DA de couro nao curtido, couro
curtido ao cromo e com taninos vegetais. Cinco bactérias anaerdbias foram isoladas de um
lodo anaerébio proveniente da estacdo de tratamento de efluentes de curtume e do lodo obtido
do tratamento de dguas residuais domésticas, estas bactérias foram utilizadas como indculos.
Os autores avaliaram a eficiéncia do pré-tratamento para remog¢ao do agente de curtimento do
couro para o processo de digestdo anaerdbia e variaram a fonte de microrganismos

anaerébios.
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O residuo de couro curtido ao cromo foi pré-tratado com 200% de dgua, 2% de acido
oxdlico e 10 mM de EDTA, a temperatura ambiente durante 2 h sob agitacdo. Apds o ensaio
as amostras foram caracterizadas quanto ao carbono organico, NTK, anélise de 4cidos graxos
volateis. O processo de DA ocorreu em 30 dias e, os resultados encontrados mostraram que:
em amostras de couro ndo curtido o lodo anaerébio quando adicionado proporcionou 0 maior
volume acumulado de gds (200 mL/g) em comparacdo a adi¢cdo de microrganismos a essa
amostra (170 mL/g). Nas amostras de couro curtido com sais de cromo e com taninos vegetais
o volume de gés produzido foi menor em comparacdo as amostras de couro nao curtido. O
lodo anaerdbio adicionado em amostras de couro curtido com cromo gerou 158 mL/g e a
cultura mista de microrganismos anaerobios adicionada nesta amostra teve como volume
acumulado de gds produzido de aproximadamente 78 mL/g de couro. Adicionando as mesmas
fontes de indculos em amostras pré-tratadas de couro curtido com sais de cromo houve pouca
diferenca no resultado. As amostras de couro curtido ao cromo pré-tratadas apresentaram
reducdo de 37,5% para o carbono e 28% para o teor de nitrogénio. Para amostras de couro
curtido com taninos vegetais pré-tratadas a redugao foi de 31,5% de carbono organico e
26,3% do teor de nitrogénio.

Covington et al. (2003) avaliaram a geracdo de biogds a partir da biodegradabilidade
de residuos sdlidos de diferentes tipos de couro no que se refere ao curtimento, couro curtido
com sais de cromo trivalente e taninos vegetais e po-de-pele com a adi¢do de microrganismos
anaerébios. Para o experimento microrganismos foram cultivados em frascos para
fermentacdo com volume de 2 L, com meio definido adicionado semanalmente, a fim de
manter uma taxa constante de producdo de biogads. Em frascos de 125 mL foram adicionados
os residuos de p6 de pele, 25 mL de inéculo, posteriormente estes foram vedados e analisados
em triplicata. Para averiguacdo do volume gerado foi utilizado o método volumétrico com
seringas de vidro, assim o deslocamento do €mbolo indicava o volume de gis gerado.

Foi observado que o couro curtido quando utilizado como substrato a produgdo de
biogds € insignificante, entretanto houve um aumento na produgdo de biogds (110 mL) a partir
de 48 horas de ensaio na amostra que continha o pé de pele no experimento com duracdo de
200 horas. A desnaturacdo térmica do material curtido com cromo obteve um resultado
melhor de volume de biogds gerado (72 mL) quando comparado ao couro com mimosa,
tanino vegetal, 18mL em 200 horas de ensaio. Os autores verificaram que os sais de cromo
pouco influenciaram na geracao de gés, houve uma ligeira diminui¢c@o na produgdo de biogas
quando foi utilizada uma carga alta de sais de cromo (541 mg/L) em 600 horas de ensaio.

Sobre os taninos vegetais foram testados os extratos de mimosa, quebracho, gambier e myrica
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em concentracdes que variaram de 500 a 3000 mg/L. Todos os taninos causaram um atraso na
geracdo de biogds e, a redu¢do no volume final foi fun¢do da concentracio utilizada. Foi
verificado que tanto o cromo como a mimosa sao resistentes a degradacdo, entretanto a
desnaturagdo pelo calor possibilita a digestdo anaerébia. Entretanto, a desnaturagcdo tem pouca
influéncia sobre o efeito inibidor do extrato de mimosa aplicado como curtidor do couro,
indicando que a presenga de taninos vegetais inibe os microrganismos anaerdbios. Conclui-se
que a digestdo anaerébia do couro depende da natureza do agente curtente, apds a
desnaturagdo ha diferengas no processo de digestdo anaerdébia uma vez que a reacdo entre o
agente curtente e o coldgeno € desativada. Assim, o couro curtido a0 cromo com posterior
desnaturacdo térmica apresentou maior volume de biogds em relagdo ao couro curtido com
taninos vegetais.

Thangamani et al. (2010) avaliaram o processo de co-digestdo anaerébia em residuos
do processamento de pele (descarne) e lodo de ETE de curtume. Os autores adicionaram
indculos e os ensaios foram realizados em frascos de vidro, em condi¢cdes mesoéfilas. O
in6culo foi preparado pela pré-digestao em laboratdrio, utilizando esterco bovino, residuo de
descarne, lodo ETE curtume. Os residuos foram caracterizados quanto ao teor de sdlidos
totais, acidos voldteis, pH. O volume de gis gerado foi avaliado diariamente pelo método
volumétrico e o conteddo total de metano presente no gds foi avaliada pelo método de
lavagem alcalina com hidréxido de potdssio, onde uma quantidade de gés coletada do reator
foi injetada em um sistema contendo a solugdo alcalina, o deslocamento da coluna contendo a
solucdo corresponde ao volume de metano. O lodo primario de ETE de curtume foi
adicionado como diluente na propor¢do 1:1 e também porque poderia agir como fonte de
microrganismos para o processo de digestao anaerdbia.

O reator 3, maior teor de sélidos volateis (26,7 g/L) apresentou o maior volume
acumulado de gés gerado, aproximadamente, 1860 mL, o teor de metano foi de 72 a 77%, o
reator 2 (teor de sélidos volateis de 21,2 g/L) teve um rendimento de 1484 mL com teor de
metano entre 75 e 77% e, o reator 1 (teor de s6lidos voldteis 17,2 g/L) gerou 648 mL de gas,
com o teor de metano entre 71 e 76%. A reducao do teor de sélidos no reator 1 foi de 51,97%,
o reator 2 apresentou reducdo de 44,33% e o reator 3 apresentou reducdo de 41,19%. Por fim,
os autores concluiram que a reducdo do teor de sélidos volateis estd relacionada com o
processo de DA e, a co-digestdo de residuos de descarne e lodo de ETE primario sdo passiveis
de tratamento anaerdbio para a recuperagao de biogds com alto teor de metano.

Priebe et al. (2014) caracterizaram o gds gerado por residuos solidos de couro em

aterro de residuo perigoso industrial. Foram coletadas amostras de biogds em dutos de
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exaustdo do gds, em duas células do aterro que contemplam trés curtumes diferentes da regidao
do Vale do Rio dos Sinos (Brasil). Os aterros continham residuos de couro wet blue
(guarni¢des e aparas) e lodo primario contendo cromo (a partir das ETE de curtume). As
concentracdes de metano, diéxido de carbono, nitrogénio, dcido sulfidrico e oxigénio foram
avaliadas por cromatografia gasosa. O 4cido sulfidrico foi quantificado a partir da passagem
da amostra através de uma série de borbulhadores que continham solu¢do de sulfato de
cadmio onde o 4cido sulfidrico é absorvido e ha formagao de sulfeto de cddmio, este ultimo
foi quantificado por iodometria.

Os autores verificaram que a primeira geracdao de metano € resultado da elevada
biodegradabilidade do substrato, que pode ser justificada pela presenga de lamas com elevada
carga organica, que contém microrganismos que auxiliam no processo de digestdo anaerdbia.
A baixa concentracdo de oxigénio pode ser associada ao influxo de ar atmosférico durante a
drenagem de lixiviados no aterro. A geracdo de 4cido sulfidrico ocorre praticamente em todas
as fases de desenvolvimento do aterro em fun¢do das concentragdes elevadas de enxofre nos
residuos de couro. Assim, o metano formado por microrganismos hidrogenotréficos e geragao
de dcido sulfidrico estariam relacionados com o envolvimento de microrganismos
acetogénicos redutores de sulfato e/ou consumidores de hidrogé€nio a partir de processos
acidogénicos. Por fim, conclui-se que a diferente disponibilidade/degradabilidade dos
residuos, juntamente com diferencas de compressdo e disponibilidade de 4gua no interior da
massa de residuos pode favorecer a formacdo de bolsdes de gids e dreas com diferentes
comportamentos em termos de processos de degradacdo. Todos estes pardmetros tornam
muito dificil avaliar os processos bioldgicos que ocorrem dentro de um aterro pela simples
avaliacdo dos gases gerados (biogds). Conclui-se que devido a heterogeneidade dos aterros de
residuos industriais perigosos torna-se dificil avaliar os processos bioldgicos que ocorrem
dentro do aterro somente pela avaliacio do biogds gerado, entretanto verificou-se que os
microrganismos presentes nos aterros sao capazes de degradas os residuos produzindo metano

(PRIEBE et al., 2014).

3.4.1.3 Residuo de arroz parboilizado

O processo de parboilizagdo do arroz consiste na adicdo do cereal em dgua quente,
acima de 58°C, por 8 horas. Este processo enriquece o cereal quanto ao valor nutritivo
(ABIAP, 2013).

A composi¢do nutricional do arroz parboilizado € apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5.Composi¢do nutricional aproximada do arroz parboilizado (adaptado de FARIA, 2008)

Componente (em 100g)* Arroz Parboilizado (polido)
Proteina (g NTK x 5,95) 6,79
Lipideos totais (g) 0,56
Carboidratos totais (g) 81,72

Nota:*Dados calculados a 14% de umidade

O teor de proteina foi determinado por meio do conteido de nitrogénio total da
amostra, determinado através do método de Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) utilizando fator
de conversdo nitrogénio-proteina de 5,95 (FARIA, 2008).

Na maioria dos alimentos o nitrogénio corresponde aproximadamente a 16% do peso
da proteina, o que implica indiretamente que em 100 g de proteina tem-se 16 g de N, e 100/16
= 6,25, que corresponde ao fator de conversdo de nitrogénio-proteina. Dessa maneira, quando
a concentracdo de nitrogénio total é convertida em proteina utilizando-se o fator de conversao
6,25, considera-se que todo nitrogénio recuperado € proveniente, principalmente, da proteina
e que a contribui¢do de substancias nitrogenadas nao-protéicas, como nitrogénio inorganico
(nitrato, nitrito) e outras fontes de nitrogénio orgéanico (nucleotideos, 4cidos nucléicos,
aminodcidos livres, pequenos peptideos, quitina, clorofila), € desprezivel. O fator de
conversdo nitrogénio-proteina 6,25 foi estabelecido por Jones ja em 1931, para proteinas da
carne que contém 16% de nitrogénio em sua constitui¢do e quantidade reduzida de nitrogénio
nao-protéico. Contudo, o fator de conversdo 6,25 ndo pode ser aplicado universalmente a
todos os alimentos, pois a porcentagem de nitrogénio na proteina é varidvel em fungdo da
composicio em aminodcidos e da presenca de nitrogénio de outras origens (GUIMARAES &
LANFER-MARQUES, 2005).

ApOs pesquisa na literatura observou-se que os estudos realizados sobre o arroz se
referem, principalmente, aos residuos do processo de produ¢do, como o residuo de casca de
arroz e o efluente liquido do processo de parboilizacdo. Nenhum trabalho sobre a utilizagao de
residuos do grao deste cereal para geragdo de biogas foi encontrado.

Chae et al. (2008), Kafle et al. (2013) e Quian et al. (2013) avaliaram a DA do
residuo de casca de arroz por microrganismos anaerobios visando a producdo de biogais.
Ramprakash & Muthukuma (2014) avaliaram o efluente liquido do processo de parboilizagao
do arroz para gera¢do de biohidrogénio com diferentes microrganismos (E. aerogenes e C.
ferundi). A produgdo de biogds também foi avaliada por Shrivasta et al. (2011) a partir de

efluentes do processo de parboilizacdo de arroz por digestdo anaerdbia, devido a alta

concentracao de matéria organica.
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Em Caxias do Sul, a empresa Caxiense de Controle Bioldgico (ECCB) desenvolve
atividades de producdo e formulagdo de produtos de controle biolégico. Atualmente, a
empresa comercializa produtos obtidos a partir do cultivo de Trichoderma spp., no arroz
parboilizado, com o nome comercial de TRICHODEL®. Este produto age no controle

preventivo e curativo contra doengas causadas por fungos fitopatogénicos.

3.4.1.4 Lodo de Estacao de Tratamento de Efluentes

Conforme Kaloum et al. (2011) e Traversi et al. (2015) os lodos de estagdo de
tratamento de efluentes possuem contém uma quantidade significativa de dgua, matéria
organica e microrganismos. A estacdo de tratamento de dguas municipais tem por objetivo
eliminar a poluicdo contida nos efluentes domésticos e industriais, assim o lodo pode ser
considerado como um residuo que pode ser tratado pela digestdo anaerdbia.

Kaloum et al. (2011) avaliaram o tratamento de lodo de ETE municipal para geracao
de energia. O processo de digestdo anaerdbia foi realizado em um biorreator com volume de
1L, fechado, mantido a 35°C e agitado regularmente. O lodo foi caracterizado quanto ao teor
de sdlidos totais, teor de solidos volateis, demanda quimica e bioldgica de oxigénio, total de
microrganismos e coliformes fecais. O volume de biogas foi determinado através de um
mandmetro preenchido com 4gua, assim o deslocamento de dgua correspondia ao volume de
gas gerado e, poder calorifico do biogds foi determinado. Foram utilizados 10L de lodo,
extraidos no fundo do primeiro tanque de sedimentacdo. Os valores de pH, a alcalinidade
total, teor de 4cidos graxos volateis, demanda quimica e bioquimica de oxigénio foram
avaliados. O ensaio de digestdo anaerdbia foi concluido em 33 dias, quando nao houve mais
geragdo de biogas.

Durante o processo houve varia¢io de pH de 6,3 a 6,95, a relagdo entre dcidos graxos
voldteis e a alcalinidade total no decorrer do ensaio foi menor que 0,5, o que indica a
viabilidade do processo de DA. Constatou-se a producdo de biogds até o dia 26, apds este dia
o volume foi reduzindo até o final do ensaio, sendo que a quantidade total de biogés foi de
17,52 NmL/g sélidos totais, deste, cerca de 45% de metano. A reducdo do teor de sélidos foi
de 81%, eliminando microrganismos patogénicos. Assim, os autores concluiram que é
possivel estabelecer uma relagdo entre os parametros fisico-quimicos e biolégicos, uma vez
que houve reducdo do teor de sélidos totais e reducdo total dos microrganismos

transformando a matéria organica em biogés.
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Kuglarz et al. (2013) avaliaram a eficicia do pré-tratamento por micro-ondas e
diferentes temperaturas no processo de digestdo anaerdbia de lodo de ETE municipal. Os pré-
tratamentos aplicados foram micro-ondas 700W, micro-ondas 900W e método térmico com
aumento de temperatura de 20 a 100°C.Apds atingir a temperatura maxima, o lodo foi
resfriado até cerca de 10°C em reatores continuos e em reatores de batelada.

Os autores caracterizaram o lodo quanto ao teor de solidos totais e volateis, DQO,
teor de nitrogénio, fosfatos, cdlcio, magnésio, amonia. O metano gerado foi avaliado por
cromatografia gasosa, utilizando detector por ionizacdo de chama. As avaliagdes
microbioldgicas tiveram por objetivo determinar o nimero total de bactérias E. coli,
Salmonella spp. e Clostridium perfrigens. Os autores observaram que o aumento da
temperatura de pré-tratamento do lodo provocou aumento da quantidade de metano produzida
e que o pré-tratamento por micro-ondas nao afeta significativamente o potencial metano (teste
t, p> 0,05). No processo de digestdo anaerdbia em batelada os autores verificaram que os
lodos que ndo foram pré-tratados a produc¢do de metano foi de 0,176 m3/kg sélidos voléteis.
Verificou-se que no processo em batelada houve um aumento na produg¢do de metano entre
41-52% ap6s o pré-tratamento por micro-ondas, com temperaturas que variaram entre 60 e
70°C. O volume de metano foi cerca de 50% mais baixo para o tratamento térmico em
comparacdo com pré-tratamento com micro-ondas. No processo de digestdo anaerébia semi-
continuo verificou-se que para o tempo de retencdo hidrdulica entre 15 e 25 dias o pré-
tratamento por micro-ondas resultou em maior producdo de metano (0.239- 0.359 m3/kg
solidos volateis), em comparacdo com as lamas ndo tratadas (0,213-0,283 m3/ kg solidos
voléteis). Nao houve diferenca significativa na producdo de biogds obtido para lodo pré-
tratado a 60°C e 70°C (teste t, p> 0,05). O maior aumento de producdo de metano (35%) foi
observado em com tempo de reten¢@o hidrdulica de 17 a 20 dias (0,350 a 0,359 m3 / kg de
solidos volateis). A estabilidade do processo foi avaliada com base na relagao (4cidos graxos
voléteis / alcalinidade total) foi entre 0,14 a 0,17, sendo este parametro inferior a 0,4
indicando que ndo houve inibi¢do sobre o processo de conversdo de biogds. As diferencas
entre os resultados de pré-tratamento foram avaliadas pela ANOVA one-way seguido de
Tukey-test com nivel de significancia de 0,05. Os autores verificaram que o pré-tratamento
por micro-ondas antes do processo de digestdo anaerdbia teve melhor resultado para produgdo
de biogds quando comparado ao pré-tratamento térmico. O tratamento por micro-ondas na
poténcia de 900W e 70°C antes da digestdo anaerdbia e o tempo de retengdo de 15 a 25 dias

garantiu a auséncia de Salmonella spp., E. coli e diminui¢do de 50% de C. perfrigens.
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Arhoun et al. (2013) avaliaram o processo de digestao anaerdbia de residuo de peras
com lodo de ETE municipal em um digestor com alimentagdo continua e ndo continua. O
volume de trabalho do digestor foi de 5L, com temperatura a 35°C, agitacao de 100 rpm.

As analises realizadas foram teor de sélidos totais, volateis e DQO. O volume de
biogds gerado foi medido por um método de deslocamento de volume de dgua e a sua
composi¢do foi determinada por cromatografia fase gasosa com detector de condutividade
térmica, coluna Supelco e gds hélio como gds de arraste. Avaliando os resultados
experimentais os autores concluiram que a alimentacdo continua permite o tratamento de

quase o dobro da quantidade de residuos com a mesma concentragdo de metano.

3.5 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS E ATIVIDADES ENZIMATICAS NO
PROCESSO DE DIGESTAO ANAEROBIA

Consércios microbianos estdo presentes no processo de digestdo anaerdbia, o
isolamento e manipulacdo de microrganismos durante o processo pode acarretar em um
aumento no rendimento de biogés.

As bactérias degradam substrato através do uso de enzimas. As enzimas sao
moléculas proteicas que catalisam reacdes bioquimicas. H4 dois tipos de enzimas envolvidas
na degradacdo de substrato, as intracelulares e as extracelulares. A produgdo de enzimas
extracelulares e solubilizacdo de substratos levam varias horas. Todas as bactérias produzem
enzimas intracelulares, mas nem todas as bactérias produzem enzimas extracelulares, cada
enzima extracelular, bem como cada enzima intracelular degrada apenas um substrato
especifico ou um grupo de substratos. Assim, um grande e diverso consércio de bactérias €
necessario para assegurar que os tipos apropriados de enzima extracelular e enzima
intracelular estejam disponiveis para degradacdo dos substratos presentes (CHRISTY et al.,
2014).

Korzeniewska et al. (2014) avaliaram viabilidade de melhoria no processo de
digestdo anaerdbia a baixa temperatura usando Methanococcoides burtonii em biorreatores de
laboratdrio para tratamento anaerdbio de substratos de glicose, lodo de esgoto, esterco liquido
bovino e alguns residuos de alimentos (soro de queijo em pd). O processo ocorreu a 20°C com
um tempo de retencdo hidrdulica de 50 dias e adicdo de 100 mL de indculo em diferentes
concentracoes de demanda quimica de oxigénio (DQO) dos substratos (0,2 a 10 g/L) num
volume total de 500 mL. O valor da press@ao medida no interior dos respirdmetros anaerobios

foi usada para calcular o volume de biogds produzido em relacdo a condi¢des normais € um



41
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

cromatografo gasoso utilizado para quantificar os teores de metano, diéxido de carbono, acido
sulfidrico, amoOnia, dgua e oxigénio. Antes de alimentar os tanques de fermentacdo, os
substratos organicos analisados foram biodegradados durante 5 dias a uma temperatura de 35°
C em reatores de 200 mL, este procedimento foi destinado a iniciar a fase dcida do processo
de fermentacdo de metano e a producdo de 4cidos graxos voldteis que constituem um
substrato para os microrganismos produtores de metano. Antes de alimentar o digestor, os
substratos foram autoclavados para inativar microrganismos. O estudo foi realizado com a
bactérias archeas psicrofilas, o M. burtonii que tem sua origem da colecdo alema de
microrganismos e culturas celulares (Leibniz-Institut DSMZ e Deutsche Sammlung von und
Mikroorganismen Zellkulturen GmbH). M. burtonii foi cultivado numa camara de
anaerobiose a uma temperatura de 20°C, em um meio de cultura neutro (pH 7,0 e 7,2)
preparado sob condicdes anaerdbias.

Os autores obtiveram o maior rendimento de producdo de biogas (133 mL CHa/g
DQO) na amostra de lodo de esgoto com concentragdo inicial de 0,2 g/ DQO com teor de
metano de 53,4%. O elevado teor de metano e alto rendimento na producio de biogds também
foi encontrado nas amostras de lodo de esgoto com DQO inicial de 2,0 g/L, nas amostras de
esterco bovino liquido com 5,0 g de DQO inicial /L o conteido de CH4 no biogds atingiu
teores entre 37,6 e 57,1%. Levando-se em conta a quantidade de biogds produzido e
concentracdo de CHs4, a partir de vérios substratos organicos em condi¢des psicrofilas,
utilizando M. burtonii, os resultados deste estudo podem ser considerados promissores.

Gu et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes fontes de in6culo na digestdo
anaerdbia do residuo de palha de arroz. Esterco bovino digerido, esterco suino digerido,
esterco de galinha digerido, lodo de ETE municipal, lodo de ETE de uma cervejaria, lodo de
ETE de industria de papel foram utilizados como in6culos. A palha de arroz (substrato) foi
digerida em digestores em batelada, com volume de trabalho de 400 mL, ao substrato foram
adicionados 6 diferentes inéculos, com razdo de 0,5 de inéculo/substrato (volume/volume).
Os ensaios e controle foram realizados com a mesma quantidade de inéculo e dgua destilada
e, todos os ensaios foram realizados a 37°C por 40 dias. Volume de biogds foi medido
diariamente por uma seringa de vidro, a caracterizagdo deste gds foi realizada por andlise
cromatografica. As atividades enzimdticas de xilanases e celulases foram avaliadas, os
residuos foram caracterizados pelo teor de sélidos totais e voldteis. Os autores obtiveram
como melhor resultado o esterco bovino digerido (indculo) e lodo granular anaerébio, pois
apresentou a maior relagdo teor total de producdo de biogis e metano (54,8%), o que levou a

maior produgdo especifica de metano (178,3 mL/g solidos volateis). Os pesquisadores
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observaram que os reatores com indculos digeridos apresentaram produgdo de biogds maior e
mais estdvel do que os reatores inoculados com lodo de ETE. A palha de arroz inoculada com
esterco bovino digerido obteve a maior degradacdo de celulose (60,3%), seguido por esterco
suino digerido (53,7%), lodo anaerébio de cervejaria (51,8%). A hemicelulose mostrou menor
biodegradabilidade do que a celulose, esterco bovino digerido obteve a maior degradacdo de
hemicelulose (33,7%). Verificou-se que e taxa de degradacdo da celulose e hemicelulose
estava de acordo com a produgdo de biogds, a maior degradacdo da celulose e hemicelulose
foi observada em reatores com elevada producdo de biogds. As atividades enzimaticas de
celulase e xilanase mais elevados foram observadas nos reatores com maior taxa de
degradacdo de celulose e hemicelulose, os reatores com esterco bovino digerido tiveram a
maior atividade de celulase, antes e apés a digestdo. Por fim, conclui-se que as atividades
enzimaticas estdo relacionadas com o processo de degradacdo e, quanto maior a degradacdo
maior serd o rendimento de biogas produzido.

Yu et al. (2014) avaliaram a digestdo anaerdbia de residuos sélidos municipais e lodo
de ETE municipal quanto a geragcao de biogéds e a comunidade archea metanogénica presente
no processo em condicdes mesofilas e termdfilas, com controle de carga organica. Para o
experimento foi utilizado um reator semi-continuo com alimentagdo realizada 1 vez ao dia. A
digestdo anaerdbia em condicdes mesofilas foi operada por 19 semanas com temperaturas
entre 35 e 37°C e, em condic¢des termofilas por 20 semanas com temperaturas entre 55 e 57°C.
A alimentacgao foi realizada pela adicao de residuos sé6lidos e lodo, o reator foi agitado a cada
2 horas por 30 minutos a 160 rpm, o teor de sélidos volateis foi mantido em 8% e com tempo
de reten¢do hidrdulica de 8 horas. O volume de gas foi medido por um contador e a fragdao de
metano foi determinada por um cromatégrafo gasoso. A fim de estudar as comunidades
microbianas, o DNA total foi extraido a partir de 0,25 mL de lodo na saida do reator, para os
tratamentos em condi¢des termdfilas e mesdfilas posteriormente o DNA foi amplificado por
PCR.

Os autores verificaram que em condi¢des termofilas houve um melhor rendimento na
producdo de biogds, aproximadamente 750 L/kg.s6lidos volateis de biogds com um teor de
metano entre 54,5 a 61,2% gerado com alimentacdo de 3 kg de sélidos volateis/m3.dia, ao
passo que com a mesma alimentacio e em condi¢des meséfilas houve a producdo de
aproximadamente 629 L/kg.sélidos volateis de biogds com teor de metano variando entre 51,2
a 62,2%. Em condi¢ao mes6fila o melhor resultado foi com uma taxa de alimentacdo de 5 kg
de sélidos volateis/m3.dia cujo volume de biogds gerado foi de 689 L/kg.sélidos voldteis com

teor de metano variando de 44,4 a 62,6%. O acumulo de biogds foi monitorado durante oito
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horas, no final das quais a taxa de producdo comecou a diminuir. A razdo aparente para este
resultado é que os microrganismos termofilos expressam maior taxa de processamento de
matéria organica em sua temperatura ideal. O sequenciamento sugere que a diversidade da
comunidade metanogénica no digestor anaerdbio foi limitada. Cinco dominios metanogénicos
de archea (Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, e
Methanopyrales), apenas Methanobacteriales e Methanosarcinales foram encontrados em
abundancia em ambos os processos, enquanto também Methanothermobacter estava presente
no processo terméfilo e Methanomicrobiales (por exemplo Methanospirillum) no ciclo
mesofilico. Methanosarcinales é a espécie que pode usar mais de um substrato para a
producdo de metano, por exemplo, acetato, hidrogénio, di6xido de carbono, monéxido de
carbono. Fatores como a concentracdo de acetato acima do limite, altas taxas organicas e a
presenca de substratos essenciais, como propionato foram potencialmente responsaveis pela
dominancia de Methanosarcina. Por fim, os autores verificaram que o processo termofilo é
mais estdvel e, mesmo que haja variagdes da quantidade de bactérias archea a producdo de
biogds nao serd afetada.

Conforme Christy et al. (2014) durante o processo de digestdo anaerdbia, os
microrganismos presentes na fase de hidrdlise e acidogénese crescem cerca de dez vezes mais
rapido que os microrganismos metanogénicos. Durante a acidificacdo de agucares, dcidos
graxos de cadeia longa e aminoécidos resultantes da hidrélise sdo utilizados como substratos
para microrganismos fermentativos como (Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus,
Escherichia coli, Salmonella) que, produzem acidos organicos como o acido acético, acido
propidnico, acido butirico, outros dcidos graxos de cadeia curta, dlcoois, hidrogénio e diéxido
de carbono. O actimulo de elétrons, tais como lactato, etanol, propionato, butirato e acidos
graxos voldteis s@o responsaveis pelo aumento de bactérias para aumentar a concentracao de
hidrogénio no meio. A abundancia relativa de bactérias dentro de um digestor anaerdbio
frequentemente € superior a 1016 células por mL. Esta populacdo € constituida por bactérias
sacaroliticas (aproximadamente 105 células / ml), e bactérias formadoras de metano
(aproximadamente 108 células / ml).

Ainda conforme os autores o pré-tratamento da biomassa e hidrdlise sdao areas que
necessitam de melhoria para a producdo econdmica de biogéds a partir de matéria organica
complexa, tais como material lignoceluldsico e lodo de esgoto. Foi verificado que na etapa de
hidrélise, os materiais organicos complexos insoldveis sdo hidrolisados por enzimas

extracelulares, esta € uma etapa limitante da velocidade do processo.
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A atividade enzimdtica ¢ um dos fatores que pode implicar na eficiéncia durante o
processo de conversdo de residuos em biogds. Portanto, a presenca de microrganismos
capazes de produzir estas enzimas pode ser responsavel pelo aumento na produgdo de biogas.

Kaloum et al. (2014) verificaram a redugdo do teor de sdlidos totais como resultado
da transformacdo da matéria orginica em biogds e também a reducdo total da populacdo
microbiana. Foi possivel verificar que a duracdo das etapas da digestdo anaerdbia em seus
experimentos: a hidrélise-acidogénese e acetogénese duraram 5 e 2 dias, respectivamente. A
etapa metanogénica foi iniciada a partir do 7° dia de ensaio, onde verificou-se um teor de 45%
de metano.

Parawira et al. (2014) avaliaram a atividade enzimética do residuo de batata com
lodo de ETE anaerdbio e verificaram que o aumento e diminui¢do dos niveis de atividades
enzimaticas podem ser devido a vdrios fatores, tais como o enriquecimento microbiano, a
producdo de enzimas e da estabilidade, da disponibilidade de substrato, pH e temperatura. Os
autores concluiram que a hidrdlise pode ser melhorada por meio da inoculacdo dos residuos
com microrganismos produtores de enzimas hidroliticas especificas para os residuos em
questao.

Traversi et al. (2015) realizaram andlises quimicas e bioldgicas em amostras de lodo
de ETE demanda quimica de oxigénio (DQO), pH, Sélidos Suspensos Totais (SST) e volateis
Sélidos Suspensos (VSS) em amostras de lodo foram avaliados. Os autores verificaram que
as comunidades microbioldgicas nos digestores variaram, principalmente, como uma funcao
da carga organica.

Balasubramanian & Nelson Simdes (2014) verificaram que Bacillus sp. s@o um
potente produtor de enzimas extracelulares. As proteases de Bacillus sp. sdo utilizados em
diversas industrias, tais como alimentos, produtos quimicos, detergentes, e as industrias de
couro.

Dettmer et al. (2012) realizaram o isolamento e selecdo de microrganismos para
avaliar as atividades proteoliticas e a otimizar a producdo da enzima que pode ser aplicada na
inddstria coureira na etapa de depilacdo. A capacidade de remocgdo das peles foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura e a atividade enzimdtica foi determinada por
determinagdo de proteoglicano, glicosoaminoglicanos,e hidroxiprolina. Os autores isolaram
microrganismos do lodo da estacdo de tratamento de efluentes de uma industria coureira e a
identificacdo foi através do sequenciamento do gene 16S rRNA, identificando os
microrganismos como bactérias Bacillus subtilis. Para o presente estudo os autores

inocularam os microrganismos isolados e, avaliaram a atividade enzimatica destes.
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Os autores concluiram que os microrganismos isolados, B. subtilis, sdo excelentes
produtores de enzimas proteoliticas com capacidade de auxiliar no processo de depilacdo das
peles na industria coureira. O planejamento experimental Plackett-Burmann e o planejamento
com composto central foram modelos que auxiliaram na defini¢do para uma composicao
O0tima do meio de cultivo, pH e temperatura com o objetivo de aumentar a atividade
enzimatica e, assim reduzir os custos gerais de produgdo de proteases para industria do couro
(DETTMER et al.,2012)

A adicdo de microrganismos isolados a partir de amostras com alta producdo de

metano sera avaliada neste trabalho.
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Neste capitulo serdo descritos os materiais € as metodologias analiticas e
experimentais utilizadas para avaliar a producdo de biogds a partir da co-digestao anaerdbia
dos residuos de arroz, couro, esterco suino, lodo de estacdo de tratamento de efluentes da

Universidade de Caxias do Sul e lodo da estacdo de tratamento de efluentes de curtume.

4.1 MATERIAIS

O residuo de arroz, utilizado no experimento como substrato, foi fornecido pela
Empresa Caxiense de Controle Bioldgico Ltda (ECCB). Foram fornecidos cerca de 5 kg de
arroz que ¢ utilizado para producdo do fungo Trichoderma spp. O Trichoderma spp. €
utilizado para controle preventivo e curativo das doengas causadas em plantas por fungos
fitopatogénicos.

O esterco suino (indculo) foi coletado em propriedade particular do municipio de
Ibirub4, Rio Grande do Sul, foram disponibilizados aproximadamente 4 kg de esterco. As
amostras de esterco serdo identificadas conforme a alimentacdo fornecida aos animais, sendo
assim o esterco (A) caracteriza a alimentagdo por aveia e esterco (R) a alimentacao por ragao.

A empresa Peles Pampa, localizada no municipio de Portdo, Rio Grande do Sul,
disponibilizou cerca de 6 L de residuo de lodo de estacdo de tratamento de efluentes (ETE) de
curtume (indculo) e, aproximadamente 2 kg de residuos de rebaixamento de couro curtido
com sais de cromo, gerados no processo industrial da empresa.

A amostra de 2 L de lodo aerébio da ETE da Universidade de Caxias do Sul (UCS)

foi disponibilizada pela institui¢ao.
4.2 METODOS
A fim de avaliar o volume de gds gerado e caracteriza-lo quanto as fracdes molares,

foram realizados experimentos variando as quantidades de indculos e substratos. Nos itens a

seguir serd descrita a metodologia utilizada para atender os objetivos propostos neste trabalho.
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4.2.1 Ensaios de digestao anaerébia

Nos itens a seguir serdo apresentadas as metodologias utilizadas para a avaliacdo da

geragdo de biogas.

4.2.1.1 Avaliagdo inicial da producao de biogas

Para o ensaio de digestao anaerdbia ser eficaz, parametros como teor de cromo, teor

de carbono orgéanico entre outros devem ser estabelecidos e atendidos. A Figura 2 apresenta as

andlises de caracterizacdo realizadas em duplicatas neste experimento.

4 7\
» Residuo de arroz (antes e depois ensaio)

(. J

4 7\

- Teor de carbono: » Residuo de esterco suino (antes e depois ensaio)
9

(. J

- Nitrogénio Total Kjeldhal; - N
o . » Residuo de couro (antes e depois ensaio

- Teor de sdlidos totais J '\ ( p ) )

( 1\
» Residuo de couro (antes e depois ensaio)

(. J

Figura 2.Anélises de caracterizagao dos residuos utilizados para o processo de digestdo anaerébia (o
autor)

Inicialmente, avaliou-se a produgdo de biogds a partir de diferentes combinagdes de
residuos. Os ensaios de digestdo anaerdbia foram realizados dispondo as amostras de residuos
em frascos de vidro tipo penicilina com volume total de 100 mL, vedados com tampa de
borracha e lacre de aluminio. Borbulhou-se nitrogénio visando eliminar o oxigénio presente
no meio antes da vedacdo dos frascos, uma vez vedados os frascos foram dispostos em um
banho termostatico a temperatura de 35°C. O volume do gés gerado foi avaliado pelo método

volumétrico. O Quadro 1 apresenta combinacdes utilizadas.
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Quadro 1. Composi¢do das amostras para avaliar a geragdo de gés (o autor)
Composicao

Arroz

Arroz + estrume (A)

Arroz + solugdo tampao

Arroz + estrume (A) + solucdo tampao

Arroz + lodo de ETE de curtume

Couro

Couro + lodo de ETE de curtume

Couro + solucdo tampao

Couro + estrume (A)

Couro + estrume (A)+ solugdo tampdo

Couro pré tratado quimicamente

Couro pré tratado quimicamente + solucdo tampao

Couro pré tratado quimicamente + lodo de ETE de curtume
Couro pré tratado quimicamente + estrume (A) + solugdo tampdo
Couro pré tratado quimicamente + estrume (A)

Couro pré tratado quimicamente + estrume (A) + lodo de ETE de curtume
Esterco(A)

Esterco (A) + solucdo tampao

Lodo de ETE de curtume

As amostras do residuo de couro foram pré-tratadas. O pré-tratamento quimico foi
adaptado da metodologia utilizada por Dhayalan et al. (2007), utilizando 200% de 4gua
destilada, 0,003 g de acido oxdlico e 0,003 g de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).
Ap0s a adicdo destes reagentes, os componentes foram agitados com um bastio de vidro, com
o objetivo de homogeneizar a mistura.

A relacdo C/N estd relacionada com a velocidade de degradacdo dos residuos por
microrganismos. Com o objetivo de manter essa relacdo na proporcao ideal para o ensaio de
DA foi considerada neste trabalho a relacdo 12:1, assim foram utilizadas 5 g (base seca) do
residuo de arroz, 5 g (base seca) do residuo de couro, 3 g (base seca) do esterco suino.

O volume de lodo de curtume utilizado para o experimento foi determinado a partir
do experimento de Covington et al. (2003), que utilizaram 25 mL de inéculo para 0,5 g de
substrato. Com base neste trabalho, foram utilizados 50 mL de lodo de estacdo de tratamento
de efluentes (ETE) de curtume para 1 g de arroz, a mesma quantidade de lodo para 1g de
couro.

Utilizou-se solucdo tampao com pH em torno de 7,0, medido através do pHmetro da
marca Digimed, modelo DM-22. Esta solu¢do foi obtida através da solubilizacdo de fosfato de
potdssio monobdsico 0,1 mol/L e hidréxido de potdssio 0,2 mol/L em dgua deionizada. A
solucdo tampao foi utilizada com o objetivo de estabilizar o pH de forma a auxiliar o processo

de digestdo anaerdbia e, o volume de tampdo adicionado aos frascos foi calculado visando
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manter o teor de solidos totais em torno de 9%. Conforme Raposo et al. (2011) o teor de
sOlidos totais nao deve ultrapassar 10% para a boa biodegradabilidade do residuo.

Foram realizados ensaios “controle”, nos quais se avaliou a producao de gas de cada
amostra de residuo separadamente.

Os residuos e suas misturas permaneceram em ensaio enquanto foi constatada a
geracdo de volume de gés pelo processo de digestdo anaerdbia, através de medigdes didrias
conforme descrito no item 4.2.4. Apds 19 dias (404 horas) em ensaio verificou-se que nao
havia mais geracao de gés, e as amostras foram retiradas do ensaio e enviadas para realizagao
de andlises para determinacdo do teor de carbono organico e nitrogénio total Kjeldahl no

LAPAM.

4.2.1.2 Isolamento de microrganismos a partir das combina¢des com maior gera¢ao de biogas

O isolamento dos microrganismos foi realizado a partir das combinagdes que
apresentaram os maiores volumes de gds gerado. A permissdo de acesso ao patrimonio
genético foi obtida junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), com nimero de
autorizacdo 02001.003486/2013-86. O isolamento foi realizado utilizando 1mL de cada
combinacdo (Quadro 1). Este volume foi transferido para os tubos de ensaio contendo 9 mL
solucdo salina estéril (9 g/L). Esta aliquota sofreu dilui¢des seriadas e, posteriormente foi
plaqueada em placas de Petri contendo meio de cultivo dgar LB, definido como meio sélido
(MS). O MS foi preparado pela homogeneizacao de peptona 10g/L, NaCl 10g/L e extrato de
levedura 5g/L, 15 g/L 4gar e dgua destilada.

Estas placas foram dispostas em estufa a 35°C, sendo observado o crescimento de

microrganismos com diferentes morfologias, os quais foram isolados.

4.2.1.3 Geragdo de biogds pelos microrganismos isolados

Os microrganismos isolados a partir das combinacdes do item 4.2.3.1 foram
inoculados em amostras de arroz e residuo de couro pré-tratado quimicamente. Preparou-se
um pré-indculo contendo cada um dos microrganismos isolados, utilizando-se o meio de
cultivo LB, definido como meio liquido (ML) a partir da solubilizacdo de 5 g/L de extrato de
levedura, 10 g/LL de peptona, 10 g/L de cloreto de sddio e &4gua destilada. Unidades

formadoras de coldnias de microrganismos isolados foram adicionadas ao ML, posteriormente
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foram dispostas em um banho termostatico a 35°C até constatada a densidade 6tica (DO) do
meio a 600 nm igual a 1,0.

O volume de pré-inéculo foi adicionado de forma a manter o teor de sélidos totais
em 9%. As combinacgdes foram dispostas em frascos de vidro de volume total de 100 mL,
nitrogénio foi borbulhado para remoc¢do do oxigénio e em seguida os frascos foram vedados
com tampa de borracha e lacre de aluminio e dispostos em banho termostatico a temperatura
de 35°C.

Foi realizada a avaliagdo do volume de biogds gerado em cada amostra, de modo a
comparar a eficiéncia de cada indculo quanto a geracdo de biogds. A Tabela 6 apresenta a

identificacdo das amostras dos indculos adicionados aos residuos de arroz e couro.

Tabela 6. Identificacdo das amostras de residuos e dos indculos adicionados (o autor)

Descricao Identificacao Inéculo (origem)
Arroz + indculo Microrganismo B Solugdo tampdo + arroz
Arroz + in6culo Microrganismo A Lodo de ETE curtume +couro
Arroz + inéculo Microrganismo C Lodo de ETE curtume + arroz
Arroz + in6culo Microrganismo D Lodo de ETE curtume+ arroz
Residuo de couro + inéculo Microrganismo B Solugdo tampao + arroz
Residuo de couro + inéculo Microrganismo A Lodo de ETE curtume +couro
Residuo de couro + inéculo Microrganismo C Lodo de ETE curtume + arroz
Residuo de couro + inéculo Microrganismo D Lodo de ETE de curtume + arroz

4.2.1.4 Avaliacdo da influéncia da adi¢do de meio de cultivo e variacdo do pH na geragdo de

biogds com microrganismos isolados

Avaliou-se a influéncia do meio de cultivo liquido (ML) e do pH sobre a geracdo de
biogds e a respectiva fracdo molar deste nos residuos de arroz e couro pré-tratado
quimicamente. A fracdo molar foi calculada conforme a Equacdo 8 descrita no item 4.2.5. A
Tabela 7 apresenta as condi¢Oes utilizadas, o ensaio foi otimizado através da utilizacdo do

planejamento experimental 2¥, com uma repeticio.
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Tabela 7. Variaveis consideradas no planejamento experimental para avaliacio da influéncia do pH e
meio de cultivo no processo de DA dos residuos de arroz e couro (o autor)

Experimento Valores Codificados Valores Reais
X1 X X1 Xz

1 1 -1 9 Sem meio

2 -1 1 7 Com meio

3 -1 -1 7 Sem meio

4 -1 -1 7 Sem meio

5 1 1 9 Com meio

6 1 1 9 Com meio

7 -1 1 7 Com meio

8 1 -1 9 Sem meio

Nota: X; = pH, X» = meio de cultivo

Neste experimento, a fim de manter o teor e sélidos em 9% foram utilizados 10mL
de meio de cultivo liquido (ML), 20 mL de inéculo proveniente dos microrganismos isolados
do item 4.2.3.1 e 15mL de solu¢do tampao em amostras com meio de cultivo adicionado. Em

amostras sem o ML foram utilizados 20 mL de in6culo e 25 mL de solugdo tampao.

4.2.1.5 Isolamento de microrganismos em fun¢ao da fracdo gerada de gds metano

Em virtude de os resultados das etapas anteriores apresentarem baixas concentragoes
do gés de interesse, metano, este ensaio foi realizado com o objetivo de isolar e identificar os
microrganismos, em diferentes periodos do ensaio, responsaveis pela producao de biogés.

Cada amostra apresentada no Quadro 2 foi repetida 7 vezes, as amostras foram
preparadas conforme descrito no item 4.2.3.1 e o isolamento realizado conforme item 4.2.3.2.
O primeiro isolamento foi realizado apds 24 horas do inicio do processo de digestao anaerdbia
e, posteriormente a cada 7 dias foi realizado um isolamento de cada uma das amostras,

totalizando 5 isolamentos. A andlise cromatografica foi realizada conforme a descricdo no

item 4.2.5.

Quadro 2. Residuos utilizados para avaliag¢@o da fracdo molar do gds gerado (o autor)
Descri¢ao

Arroz

Arroz + lodo ETE UCS

Residuo Couro + Lodo ETE UCS
Lodo ETE UCS

Para este experimento foram realizadas anélises de caracterizacdo dos residuos antes

e depois do ensaio de DA, a Figura 3 apresenta as andlises realizadas. O residuo de couro ja
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foi caracterizado, entretanto suas combinagdes com o lodo de curtume e o lodo da UCS foram

avaliados quanto ao teor de carbono orgénico e teor de sé6lidos totais.

s N
Residuo de arroz (antes e depois do ensaio)

A 4

- Teor de carbono orgénico; N\ J
- Teor de sdlidos totais
( )
Residuo de lodo UCS (antes e depois do
ensaio)
- /

Figura 3. Andlises de caracterizagdo dos residuos (o autor)

4.2.1.6 Avaliacdo da fracdo molar do gds gerado a partir da adicdo de indculos

microrganismos isolados no item 4.2.3.5

A influéncia da adicdo do inéculo dos microrganismos isolados do lodo da ETE UCS
foi avaliada quanto ao volume e fracdo molar do gds gerado em amostras de esterco suino
(alimentagdo por aveia e racdo), residuo de couro pré-tratado pelo processo quimico e térmico
e amostra de arroz com lodo de curtume.

O tratamento térmico do residuo de couro consistiu em dispor o mesmo em um
recipiente de vidro vedado e posteriormente colocado no interior da autoclave Prismatec
modelo CS, pressdo de 1 atm por 15 minutos. O tratamento quimico foi realizado conforme
descrito anteriormente, 0 mesmo ocorreu antes do tratamento térmico.

O volume de inéculo ou ML foi adicionado de tal forma que o teor de sélidos final
nao ultrapassasse 9%. A primeira aliquota de inéculo foi adicionada apds 24 horas de ensaio
e, posteriormente foram realizadas 5 adi¢Oes, a cada 7 dias.

Em relacdo as amostras de esterco, o objetivo foi testar o esterco gerado a partir de
suinos com diferente alimentacdo e, a fracdo molar deste residuo € composta
predominantemente por metano.

O Quadro 3 apresenta a descricdo das amostras avaliadas durante o processo de DA,

variando a adi¢do de in6culo e meio de cultivo.
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Quadro 3. Composi¢des das amostras para avaliagdo da fracdo molar e do volume de gas gerado (o

autor)

Descricao

Arroz +indculo

Arroz + meio cultivo liquido

Residuo Couro pré-tratado + in6culo

Residuo Couro pré-tratado + meio cultivo liquido
Esterco (Aveia) + indculo

Esterco (Racgao)+indculo

Esterco (Racdo) + meio cultivo liquido

Arroz + lodo ETE curtume + in6culo

Arroz + lodo ETE curtume + meio de cultivo liquido

Apés os ensaios foram realizadas andlises do teor de carbono orgéanico e sdlidos

totais nas amostras.

4.2.1.7 Avaliacdo da influéncia da adicao de meio de cultivo e variacdo do pH em residuos de

esterco (R)

O objetivo deste experimento foi avaliar a influéncia do meio de cultivo (ML) e as

variacdes de pH sobre o volume e a fracdo molar do gés gerado sobre o residuo de esterco

(R). A Tabela 8 apresenta o planejamento experimental utilizado para realizar este ensaio. Os

volumes adicionados foram calculados para manutenc@o do teor de sélidos totais em 9%.

Assim foram adicionados 2,3 mL de in6culos, 2,3 mL de solucdo tampdo e 2,3 mL de meio.

Nas amostras em que o meio ndo foi adicionado, o volume de in6culo adicionado foi de 2,3

mL e o volume de soluc@o tampao adicionado foi de 4,6 mL para cada.

Tabela 8. Varidveis no planejamento 2k para esterco (R) (o autor)

Experimento Valores Codificados Valores reais
Xi X, X X,

1 1 -1 9 Sem meio

2 -1 1 7 Com meio

3 -1 -1 7 Sem meio

4 -1 -1 7 Sem meio

5 1 1 9 Com meio

6 1 1 9 Com meio

7 -1 1 7 Com meio

8 1 -1 9 Sem meio

Nota: X; = pH, X> = meio de cultivo
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4.2.2 Determinacao do volume de gas produzido

A verificacdo do volume de gis gerado foi realizada através do método volumétrico,
que consiste no deslocamento de um fluido conforme ilustrado na Figura 4.

Nos experimentos, com o auxilio de uma proveta foi possivel quantificar o volume
de gas gerado pela digestdo anaerdbia, através do deslocamento da dgua. A quantidade de
dgua acumulada na proveta é considerada como a quantidade de volume de gés gerado pela
digestdo anaerdbia dos residuos contidos nos frascos.

Para avaliacdo do volume de gds produzido foram realizadas medicdes didrias

enquanto constatada a geracdo de gas.

] n

Figura 4. Esquematizacdo do funcionamento da medi¢do do biogds (o autor)

Nota: 1 - Amostra a ser medida

2- Mangueira 1 com agulha introduzida nos frascos contendo as amostras
3- Recipiente a ser preenchido com dgua

4- Mangueira 2 com ponteira para escoamento do volume de dgua deslocado
5- Proveta para medicdo do volume de gés

4.2.3 Determinacao da fracao molar do gas gerado

A andlise da fracdo molar do gis gerado foi realizada no cromatdgrafo da marca
DaniGC, no LEBIO na Universidade de Caxias do Sul.

Para as andlises foi utilizado o nitrogénio como gés de arraste em virtude dos analitos
a serem avaliados (H2, CH4, CO2), o detector usado foi TCD (Detector de Condutividade

Térmica), a coluna capilar SupelcoCarboxen™ 1006 (30m x 0,53mm) e, para coleta da
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amostra nos frascos de penicilina foi utilizada a seringa Gasthight Hamilton de 1 mL,
temperatura do injetor e do detector utilizada foi de 100°C.
A concentragdo molar dos compostos na amostra foi determinada através da equagao

5 (DIETZ, 1967; WENZEL, 2013).

(A}/FRT?)

X = — .
" D (A /FRE) 5)

Onde:

[13%4] [13%4)

1" na amostra
“1” calculada a partir do cromatograma da amostra

xj'= fragdo molar do componente
A'; = drea do pico referente a0 composto

[13%4]

[13%4]
1

FR;"P = fator de resposta (resposta relativa) do componente “i” para o detector TCD

k = subscrito referente a compostos “k” presentes na amostra “j

Os fatores de resposta para andlise utilizando TCD como detector sdo apresentados

na Tabela 9.

Tabela 9. Fatores de resposta em fun¢do do composto analisado para o detector TCD (adaptado de
DIETZ (1967) e WENZEL (2013))

Composto Fator de Resposta Térmico MM (g/mol)
Diéxido de Carbono 48 44
Hidrogénio 107 2
Metano 35,7 16

As andlises cromatogréaficas das amostras foram realizadas diariamente, e em

duplicatas.

4.2.4 Identificacao dos microrganismos isolados

A identificacdo dos microrganismos foi realizada no laboratério do Instituto de
Ciéncias Bésicas da Sadde na Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os
microrganismos recebidos foram cultivados em dgar TSA e posteriormente submetidos a
extracdo de DNA pelo método de fervura. O DNA obtido foi estocado a -20°C em tampao TE.

As reagdes de PCR foram realizadas com 1U Taq polimerase (Invitrogen), 2,5 mM
MgCl (Invitrogen), 0,2 mMdNTPs (Biolabs), 1 uM de cada oligonucleotideo iniciador,
tampao de reacdo da Taq polimerase (Invitrogen), 4gua MilliQ estéril e 2 ul. de DNA para um

volume final de reacdo de 25 pL. O primer utilizado foi o 16S.
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A PCR foi realizada em termociclador (Mastercyclerpersonal 5322 v.2.22.32 —
Eppendorf) com desnaturagdo inicial por 2 minutos a 94°C seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 49°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto e seguida de uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados por PCR foram visualizados em gel de agarose 1% com
TAE 1x, corado com brometo de etideo na concentracdo final de 0,5 pg/mL. Para aplicar as
amostras no gel de agarose foi utilizado 1 pLL de tampao de amostra (azul de bromofenol 6X)
para cada 5 pLL de amostra aplicada. O gel foi entdo submetido a uma corrente elétrica de 80V
por 1 hora em tampdo TAE 1x. Apos, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta com o auxilio
de transluminador UV.

Ap6s a andlise dos géis de agarose foi possivel selecionar os fragmentos de interesse
para posterior sequenciamento. Estes fragmentos foram eluidos a partir do gel de agarose
utilizando o kit Invisorb® FragmentCleanUp (250) da Invitek, de acordo com as orientacdes
do fabricante.

As aliquotas de DNA obtidas foram novamente submetidas a eletroforese e
quantificadas utilizando-se o programa Kodak 1D ImageAnalysis Software (versdo 3.5.2) e o
marcador molecular 100 bp DNA Ladder como parametro de comparacdo para a
quantificacgdo.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a sequenciamento automatizado (ABI-
PRISM 3100 GeneticAnalyser), nas seguintes condicdes: deveriam ter entre 30 — 60 ng de
DNA e 4,5 pMol do oligonucleotideo iniciador.

Os dados obtidos pelo sequenciamento foram analisados no programa BioEdit e as
sequéncias comparadas as de bancos de dados (GenBank). Devido ao fato das identifica¢des
apresentarem mais de uma espécie foi utilizado o software MEGA 6.0 para diferenciacdo e

identificacdo das espécies dos microrganismos utilizados.

4.2.5 Caracterizacao das amostras

Os residuos foram caracterizados antes e depois do ensaio de DA, através de ensaios

de determinacdo de umidade, sdlidos totais, Nitrogénio Kjeldahl Total (NTK), carbono

organico e concentragdo de cromo nos residuos provenientes da industria coureira.
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4.2.5.1 Determinacao de umidade e sé6lidos totais

A determinacdo da porcentagem de umidade e teor de sélidos totais dos residuos de
arroz, couro e esterco suino foi realizada com base nas normas ASTM D3790-12. Foi
realizada a pesagem em duplicada, utilizando a balanca analitica marca Marte, modelo AS
5500C, em placas de Petri de vidro, previamente secas em estufa e taradas, com cerca de 100g
de cada amostra sélida. Estas foram dispostas em estufa a 105°C até que sua massa estivesse
constante, por cerca de 8 horas. Para a realizacdo da pesagem, as amostras foram resfriadas

em dessecador por 30 minutos.

O teor de umidade foi calculado pela equagdo 6:

:) _ Mau—Mas

Teor de umidade (2% Man_Mpv

x 100 (6)

O Teor de sélidos totais foi calculado conforme a equacao 7:

Mas—-Mpw

Teor de sdlidos totais (%) = x 100 7

—Mpv

Onde:

M.y — Massa da placa de Petri contendo a amostra imida (g);
M.s — Massa da placa de Petri contendo a amostra seca (g);
M,y — Massa da placa de Petri vazia (g).

O teor de sélidos totais das amostras de lodo de ETE de curtume e lodo da UCS
foram analisados com base na norma ABNT NBR 14550. Foram utilizadas 20g de areia
tratada com 4cido nitrico (65%). A areia foi disposta em um cadinho e seca na estufa a 105°C
por 1 hora, depois de resfriada foram adicionados 25 mL das amostras de lodo de curtume e
da UCS. Em seguida, a amostra foi disposta na estufa por 12 horas, decorrido 12 horas as
amostras foram colocadas em um dessecador. Uma vez resfriadas, os cadinhos com a areia e a
amostra de lodo foram dispostos em uma mufla por 2 horas a 600°C, apds o resfriamento foi

quantificada a massa do conjunto.
4.2.5.2 Nitrogénio Total Kjeldahl

As andlises de NTK no inicio e no final dos ensaios para os residuos de arroz, esterco

suino, residuo de couro e de lodo de curtume foram realizadas conforme adapta¢do da norma
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ASTM D2868-10. Esta andlise consiste na digestdo das amostras com utilizacdo de dcido

sulfirico concentrado e, posterior destilacdo e titulacdo utilizando 4cido cloridrico 0,1M.

4.2.5.3 Quantificacdo de cromo

As andlises para quantificagdo do cromo foram realizadas pelos métodos 3030H e
3111B, dos Métodos Padronizados para Andlise de Agua e Aguas Residuais (Standard
Methods for ExaminationofWaterandWastewater, 2012). Esta metodologia consiste na

digestdo dcida com utilizacao de 4cido nitrico e posterior anélise por absor¢do atdomica.
4.2.5.4 Carbono organico

Esta anélise € realizada por meio de oxidag¢do do carbono da amostra em meio 4cido.
Em seguida procede-se com a titulacio com sulfato de ferro. A metodologia adotada foi

baseada em Walkley-Black (1934).
4.2.6 Célculo da concentragdo de carbono organico, nitrogénio e cromo das amostras

A concentragdo de carbono orgénico, nitrogénio para as amostras de arroz, residuo
de couro, lodo de estacdo de tratamento de efluentes e esterco suino foi determinada para fins
comparativos entre o inicio e o final do ensaio de digestdo. A Equacgdo 8 demonstra o método

utilizado para o calculo das concentracdes.

IKCB a:xma:j +{Co gy ¥mgy B

C, . = == 8
- ®)

Onde:

Ce,a1 = Concentragdo do elemento (Carbono, Nitrogénio e Cromo) no substrato
m,,1 = Massa do substrato (g)

Ce,a = Concentragdo do elemento (Carbono, Nitrogénio e Cromo) no indculo
m,> = Massa do residuo inéculo (g)

m= Massa do total da amostra(g)
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5.1 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS

Neste item serdo apresentados os resultados de caracteriza¢do dos residuos utilizados

no processo de digestdao anaerdbia.

5.1.1 Teor de carbono, nitrogénio, cromo, sélidos totais e umidade nas amostras

A Tabela 10 apresenta os resultados das concentragdes de carbono organico,
nitrogénio total, teor de cromo, teor de sdlidos e teor de umidade nos residuos utilizados

durante os ensaios em base seca.

Tabela 10. Teor de carbono orgénico, nitrogénio, sélidos, umidade e cromo nos residuos (o autor)

Teor de Teor de Teor de Teor de Teor de
Carbono Nitrogénio Cromo Sélidos Umidade
(%) (%) (%) Totais (%) (%)

Residuo de Arroz 42,79 0,89 - 55,07 44,93
Residuo de Couro 35,49 13,00 2,39 46,76 53,24
Esterco Suino (A) 41,16 2,41 - 26,07 73,03
Lodo de ETE de curtume 27,90 1,23 4,21 11,25 -
Lodo de ETE UCS 32,14 - - 26,80 -
Esterco (R) 26,05 - - 22,07 -

Em relagdo aos resultados apresentados na Tabela 10 para o residuo de arroz, o teor
de carbono e nitrogénio apresentam diferencas quando comparados com os teores encontrados
no arroz caracterizado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, EMBRAPA
(2009). Conforme esta caracteriza¢do o arroz parboilizado apresentou 2,1% de proteinas, ou
seja, 0,35% de nitrogénio e 23,30% de carboidratos. Essa diferenca pode ser justificada pela
diferenca de cultivo do cereal e pelo processo de parboilizacdo do arroz, outro fator relevante
€ que o cereal utilizado neste trabalho foi utilizado para o cultivo de fungos, podendo haver
resquicios de massa celular no arroz e, consequentemente aumentando o teor de carbono e
nitrogénio.

Os valores para os teores de carbono, nitrogénio, teor de sélidos e umidade, do
residuo de couro, analisados neste trabalho estdo proximos ao encontrado na literatura.
Agusti et al. (2015) obteve como resultado o teor de carbono de 39,87%, teor de nitrogénio

11,12%. Dhayalan et al. (2007) determinaram o teor de carbono de 34,54% e teor de
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nitrogénio de 22%. Piccin et al. (2012) obteve como resultado para o teor de carbono 37,10%
e teor de cromo 2,50%. Zupancic et al. (2010) teor de nitrogénio 12,00% e teor de sélidos
6,60%. Kipper (2013) obteve o teor de nitrogénio de 8,90%.

A maior diferenca, em torno de 4%, foi obtida nas andlises de Agusti e al. (2015)
para o teor de carbono. Assim como o carbono, o teor de cromo estd de acordo com a
literatura. O teor de nitrogénio apresentou maior diferenca, no trabalho de Dhayalan e
colaboradores (2007) a diferenca foi de 9%.

Os valores encontrados para o esterco suino pelos autores como Quian et al. (2013)
foi de 42,20% para o teor de carbono e 3,17% para o teor de nitrogénio. Messuk et al. (2013)
obtiveram para o teor de carbono 50,90% e teor de nitrogénio 5,20%. Hidalgo et al. (2014)
34,50% para o teor de carbono, 2,80% para o teor de nitrogénio e 62,70% para teor de s6lidos
totais. Kafle et al. (2013) tiveram como resultado 0,16% para nitrogénio e 2,95% para o teor
de soélidos. Para o esterco suino cujo a alimentacdo do animal foi por racao verifica-se que o
teor de carbono orgéanico e o teor de s6lidos foram menores em comparagdo com o esterco
suino com a alimentacdo do animal por aveia, destaca-se que as diferentes alimentagdes. As
diferencas apresentadas podem ser justificadas pela alimenta¢do, uma vez que a literatura ndo
aborda o tipo de alimentacdo do animal.

O lodo de ETE de curtume quando analisado por Haroun et al. (2009) apresentou
teor de carbono de 20,07%, o NTK de 0,99%. Zupancic e colaboradores (2010) encontraram
aproximadamente 1,5% para o teor de nitrogénio no lodo e 6,6% no teor de sélidos totais.
Kili¢ et al. (2011) obteve para o lodo de curtume um teor de carbono de 76,40%, para o teor
de nitrogénio 5,51% e para o teor de cromo 8,04%. Thangamani & Ramanuham (2010)
encontraram teor de solidos de 6,98% no lodo de curtume utilizado nas suas anélises. As
diferentes concentragdes dos parametros avaliados podem ser atribuidas aos diferentes tipos
de produtos quimicos e suas respectivas concentragdes utilizados durante o tratamento de
efluentes na industria coureira.

Arhoun et al. (2013) encontraram para o lodo de ETE municipal 32% de teor de
carbono e 1,97% de teor de sélidos totais, o teor de carbono encontrado por estes autores esta
préoximo ao encontrado no lodo utilizado neste estudo. Kaloum ez al. (2011) encontraram um
teor de s6lidos de 7,98% no lodo de ETE municipal utilizado nos experimentos. Kuglarz et al.
(2013) encontraram um teor de s6lidos par ao lodo de ETE utilizado de 5,27%. A diferenga no
teor de solidos encontrada na literatura pode ser justificada pela diferenca de composi¢ao do

lodo da UCS frente aos lodos municipais utilizados pelos pesquisadores.
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5.2 ENSAIOS DE DIGESTAO ANAEROBIA

Neste item serdo apresentados os resultados do processo de digestdao anaerdbia dos

residuos quanto ao volume e a fragdo molar do gas gerado.

5.2.1 Producio de biogas por diferentes combinac¢oes de arroz, residuo de couro, esterco

suino e lodo de ETE de curtume

A Figura 5 apresenta o volume de biogds gerado para cada residuo e suas

combinacdes.

100 —

o] /—0—0—0
o] /o—o—o—w

Volume gas gerado (mL/g)

Tempo (dias)

—8— Couro —e—Couro+sol.tampio —&— Couro+esterco —¥— Covrotestercotsol tampio —d— (gurotlodo

—#— Couro pré-tratado —9— Couro pré-tratado+sol tampic —#— Coure oré-tratado-esterco

¥ Couvro oré-tratado-esterco+sol tamedo Covro pré-tratadotlodo —#— Couro pré-tratadoresterco+lodo

A) Residuo de couro
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Verifica-se, a partir da Figura 5, que as amostras que apresentaram a solu¢ao tampao
tiveram um maior acimulo de gis gerado durante o ensaio quando comparada as mesmas
amostras sem a adi¢do desta solucdo. Enfatizando a importancia da presenca de solugdo
tampao para estabilidade do consoércio microbiano, uma vez que a tendéncia durante o
processo de DA € a reducdo do pH, pois ha formagdo de 4cidos. Estes resultados estdo de
acordo com os trabalhos de Tawfic et al. (2013), Figueiredo (2010) e Raposo et al. (2011) que
enfatizam a importancia do controle do pH durante o processo de DA com vistas a produgao
de biogds. De acordo com estes autores, o controle de pH eficiente durante o ensaio apresenta
resultados satisfatorios quanto a geragdo de biogas.

Por outro lado, verificou-se que a amostra de esterco suino teve a menor geracdo de
gas durante o ensaio. Este resultado pode ser justificado porque o esterco suino tem a
caracteristica tamponante num ensaio de DA, sendo este um residuo que confere a
propriedade de melhorar a relacdo C/N. O esterco utilizado neste ensaio tinha relacdo C/N
17,41, levemente abaixo do recomendado na literatura, é possivel inferir que com razao C/N
maior, a geragao de biogds poderia ser favorecida.

Moset et al. (2014) citaram que o esterco animal tem altas concentragdes de amodnia e
altos teores de dcidos graxos volateis, estes podem inibir o processo de DA. Riafio et al.
(2011) relataram aumentos considerdveis na producdo de biogds com a adi¢do de residuos
agricolas ricos em teor de carbono para o processo de co-digestdo com esterco suino. Os
autores encontraram que a razdo C: N de 20/1 foi mais promissora em termos de
produtividade de biogds no processo anaerébio de co-digestao entre as amostras avaliadas.

As amostras contendo residuo de couro apresentaram volume de biogds gerado
menor que as amostras contendo residuo de arroz. O residuo de couro pré-tratado
quimicamente apresentou maior volume de biogds gerado quando comparado ao mesmo
residuo sem pré-tratamento, este resultado estd em concordancia com Dhayalan et al. (2007),
que verificaram que os residuos pré-tratados apresentaram maiores producdes em relagcdo a
producdo de biogds. Entretanto, de acordo com Zhang et al. (2014) e Shah et al. (2015) para
melhores resultados quanto a gerac@o de biogds a combinagdo de pré-tratamentos € requerida,
por exemplo o pré-tratamento quimico combinado com o pré-tratamento térmico, uma vez
que o pré-tratamento auxilia no processo de decomposi¢do quimica do substrato, tornando-o
disponivel para a a¢do dos microrganismos.

Observa-se que o substrato (arroz) na presenca do lodo de curtume apresentou o

maior volume de géds gerado acumulado em comparacdo as outras amostras. Provavelmente,
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devido a concentragdo ideal de sélidos totais e a presenca de microrganismos no lodo de

curtume capazes de gerar biogas.

5.2.1.1 Concentragdo de carbono organico, nitrogénio total das amostras

As concentracdes de carbono organico e nitrogénio calculadas de acordo com a
equacgdo 7, nas amostras antes e depois do ensaio de DA, bem como a reducdo destes teores
sao apresentadas na Tabela 11. Destaca-se que para as amostras que apresentam a solucao
tampao, foi considerada a mesma concentracdo da amostra sem esta solu¢do devido a ndo

interferéncia na composi¢do dos residuos.

Tabela 11. Concentracgdes iniciais e finais de carbono organico e nitrogénio total e redug@o apds o
ensaio de DA (o autor)

Carbono Organico Nitrogénio Total
Amostras Concentracio Concentracio Reducao Concentracao Concentracao Reducio

Inicial (%) Final (%) (%) Inicial (%) Final (%) (%)
Arroz 40,74 42,79 - 0,89 0,82 7,86
Esterco suino 41,16 42,37 - 2,41 1,68 30,29
Arroz + esterco suino 40,95 42,08 - 1,65 1,51 8,48
Arroz + tampao 40,74 37,81 7,19 0,89 1,24 -
Esterco suino + tampao 41,16 42,07 - 2,41 1,37 43,15
Arroz + esterco + 40,95 40,29 1,61 1,65 -1 -
tampao
Arroz + lodo de 37,83 24,66 34,81 1,00 -1 -
curtume
Lodo de curtume 27,90 12,92 53,70 1,23 1,19 3,25
Couro 35,49 34,26 3,47 13,00 14,35 -
Couro + tampao 35,49 33,84 4,65 13,00 13,98 -
Couro + esterco suino 40,89 40,48 1,00 2,91 2,93 -
Couro+ esterco + 40,89 39,64 3,06 2,91 3,13 -
tampao
Couro + lodo de 32,28 31,98 0,93 8,02 11,74 -
curtume
Couro pré-tratado 34,12 34,74 - 12,50 14,32 -
Couro pré-tratado + 34,12 31,97 6,30 12,50 13,81 -
tampao
Couro pré-tratado + 40,89 40,48 1,00 2,91 2,44 16,15
esterco
Couro pré-tratado+ 40,81 38,47 5,73 2,91 3,41 -
esterco + tampao
Couro pré-tratado + 32,28 25,36 21,44 8,02 9,29 -

lodo curtume

Nota: ! Indisponibilidade da amostra

Observa-se, a partir da Tabela 11, a diminuicao na concentragdo de carbono organico

nas amostras que contem lodo de curtume e, em amostra que contém solu¢do tampao,
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amostras de arroz com solucdo tampao, arroz com esterco € solucao tampao, arroz com lodo
de ETE de curtume e lodo de ETE de curtume.

As amostras que apresentaram em sua composicdo o lodo de ETE de curtume
apresentaram maior redu¢do no teor de carbono do que as amostras sem a adi¢do do lodo.
Comparando o resultado da amostra que contém a solu¢do tampao com a amostra que contém
em sua composicdo o lodo de curtume, a ultima apresentou maior reducio neste teor de
carbono. A solucdo tampao conforme Tawfic et al. (2009) é de extrema relevancia para um
processo eficaz de DA e consequente geragao de biogas.

A reducido do teor de carbono organico estd vinculada a DA. Na realizacdo das suas
andlises, Haroun et al. (2009) verificaram a reducdo do teor deste parametro no lodo de
curtume em aproximadamente 25%.

As amostras que continham esterco suino tiveram reducdo nao considerdvel de
carbono organico, indicando que sua adi¢do ao residuo de arroz nio propiciou melhoria no
processo de DA, em concordancia com o volume de gis gerado, uma vez que este residuo tem
caracteristica tamponante no processo de DA.

Assim como a redugdo do carbono organico, a redu¢do do teor de nitrogénio na
amostra estd associada ao processo de biodigestdo, observa-se a diminui¢do na concentragdao
de nitrogénio nas amostras arroz, esterco suino, arroz e esterco suino, esterco e solucdo
tampao, lodo de ETE de curtume e residuo de couro pré-tratado com esterco suino. Destaca-se
que a amostra de esterco suino adicionada da solug¢do tampao apresentou maior redugio neste
teor, resultado que enfatiza a importancia do controle do pH durante o ensaio de digestao
anaerdbia.

Os residuos de couro e suas combinac¢des apresentaram maior redu¢do no teor de
carbono nas amostras com a adi¢do de solu¢do tampdo. A maior redugao foi na amostra de
couro pré-tratado com adicao do lodo de ETE de curtume (21,44%) em comparacdo com o
couro sem pré-tratamento com adi¢cdo do lodo de ETE de curtume (0,93%). Esse resultado
corrobora com Dhayalan et al. (2007), Zhang et al. (2014) e Shah et al. (2015) que enfatizam
a importancia do pré-tratamento para o processo de DA, refletindo consequentemente na
producdo de biogas.

O lodo de ETE de curtume apresentou maior reducdo do teor de carbono organico
(53,70%) quando comparado as outras amostras, isso pode ser justificado pela presenca de
microrganismos nessa amostra que podem ter acelerado a etapa da hidrélise, da digestdo

anaerdbia, entretanto a falta de nutrientes para melhor ajustar a relacdo carbono/nitrogénio e a
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falta de outros microrganismos para converter o adcido produzido pelas bactérias acidogéneses
em biogds podem ser a justificativa para amostra ndo ter gerado maior volume de biogés.

A Tabela 12 apresenta a concentracdo de cromo nas amostras que apresentavam em
sua composi¢ao residuos da industria coureira antes e apds os ensaios de DA, bem como o

aumento percentual deste parametro.

Tabela 12. Concentragdes iniciais e finais de cromo nas amostras (o autor)

Concentracido de Cromo

Amostras Concentracao Concentracao Aumento
Inicial (%) Final (%) (%)
Couro 2,39 2,88 20,60
Couro + tampao 2,39 3,01 25,92
Couro pré-tratado 2,30 2,86 24,13
Couro + esterco 0,11 0,13 17,54
Couro + esterco + tampao 0,11 0,15 27,19
Couro + lodo 3,16 2,81 -
Couro pré-tratado + tampao 2,30 2,43 5,83
Couro pré-tratado + lodo 3,16 3,38 7,02
Couro pré-tratado + esterco 0,11 0,14 18,42
Couro pré-tratado+ esterco + tampao 0,11 0,13 17,42

O aumento da concentracdo de cromo apds o ensaio, indica a eficdcia do processo de
DA das amostras, ja que a perda de massa organica provoca um aumento da concentragiao. A
partir da Tabela 12, verifica-se que a amostra de couro com esterco suino e solugdo tampao
apresentou maior aumento do teor de cromo (27,19%) o que pode ser justificado pelo
balanceamento de nutrientes necessarios para o processo de digestdo anaerdbia e pela adi¢dao
de solucdo tampao com pH neutro (7,2) que auxiliou o processo. As amostras de couro, sem
pré-tratamento e com adicdo de solugdo tampdo apresentaram aumento no teor de cromo em
relagc@o as amostras sem a adi¢ao de solucao tampao, enfatizando a importancia do controle do

pH no processo de digestao anaerobia.

5.2.2 Influéncia da adicdo de inéculos contendo os microrganismos isolados a partir das

combinacées com maior producao de biogas

A Tabela 13 apresenta a identificacdo dos microrganismos isolados e a combinagao a

partir da qual foram isolados.
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Tabela 13. Identificacdo dos microrganismos isolados (o autor)

Inoculo

Origem microrganismo
isolado

Identificacao

Microrganismo A
Microrganismo B

Microrganismo C

Microrganismo D

Lodo de ETE curtume + couro
Solugdo tampao + arroz

Lodo de ETE curtume + arroz
Lodo de ETE de curtume + arroz

Bacillus pumilus strain CIP 52.67
Exiguobacterium profundum strain 10C

Staphylococcus warneri strain SG1

Exiguobacterium profundum strain 10C

Nota ': Nio foi possivel pelas técnicas de extracdo utilizadas identificar o microrganismo

A avaliacdo da influéncia da adi¢do de indculos dos microrganismos isolados das
amostras que geraram o maior volume de biogds no experimento anterior, pode ser

visualizado na Figura 6.

90

Volume de gis gerado (mL/g)

Tempo (dias)

—&— Arroz+ bactéria A —8— Arroz + bactéria B
—&— Arroz + bactéria C —%— Arroz + bacténa D

A) Arroz
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Figura 6.Avaliacio do volume de biogds gerado com adi¢@o de indculos sobre os residuos de arroz e
couro (o autor)

A partir da Figura 6 € possivel verificar que as amostras de arroz apresentaram maior
volume de gis gerado em comparacdo com as amostras de couro pré-tratado quimicamente,
corroborando com os resultados do item 5.2.1.

De acordo com Mata-Alvarez et al. (2014) o residuo de couro pode apresentar
elevado teor de nitrogénio e/ou longas cadeias de 4cidos graxos que podem inibir a atividade
metanogénica. Ainda a relagdo C/N do residuo de couro € baixa, em torno de 3. O menor
volume de gds gerado pelo residuo de couro pode ser justificado pelo processo de curtimento,
o qual certamente dificulta o processo de DA. O volume total de biogds gerado a partir dos
residuos de couro neste ensaio foi menor que o observado no ensaio anterior, isto pode ser
atribuido ao pré-tratamento, pois neste ensaio os residuos ndo foram pré-tratados. A
expectativa era que os residuos pudessem ser degradados pelos microrganismos adicionados.

As bactérias A e C adicionadas ao arroz e ao residuo de couro apresentaram os
resultados mais promissores quanto a geragao de gas em comparacdo com as outras bactérias
isoladas, devido a este resultado estas foram utilizadas no experimento seguinte conforme
descrito no item 4.2.3.4. Para todos os ensaios utilizando residuo de arroz, observou-se que o
volume de biogds gerado foi maior em relagdo ao ensaio anterior, onde nao foram usados

microrganismos isolados.
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Em relacdo a identificacdo das bactérias destaca-se que a bactéria Exiguobacterium
profundum € anaerdbia facultativa, tolerante a halogénios, moderadamente termofilica,
segundo Crapart et al. (2007). Os autores verificaram que as células da Exiguobacterium
cresceram a 45°C, pH 7,0 e com concentragdo de 0 a 2% de cloreto de sddio. Kulshreshtha et
al. (2010) isolaram bactérias pertencentes ao género Exiguobacterium, a partir de lodo de
dguas residuais de uma indudstria de bebidas e, verificaram que estas sdo capazes de
neutralizar dguas residuais alcalinas por producdo de dcido carboxilico. O isolado ainda foi
capaz de hidrolisar amido, através da enzima catalase. Os autores citam que em condi¢des
anaerdbias e com a glicose presente como substrato hd produgdo de acetato, dependendo das
condig¢des do processo.

Van Kampen et al. (2001) verificaram que a bactéria Staphylococcus warneri 863
produz a enzima lipase e, esta enzima tem similaridade com as outras lipases da
Staphylococcus. Daoud et al. (2013) isolaram Staphylococcus sp. e avaliaram através de
condi¢des de cultivo melhoradas a produgdo de lipases. Os autores verificaram uma alta
estabilidade e tolerancia para enzima produzida quanto a concentragdes de sais e solventes
organicos.

Cho et al. (2015) isolaram a bactéria Bacillus pumilus a partir da digestao de residuos
sOlidos municipais (substrato) e algas (in6culo). As bactérias Bacillus pumilus foram
relacionadas com as temperaturas de funcionamento do digestor. Segundo os autores o género
Bacillus sp pode sobreviver a uma faixa de temperatura que pode variar de 30 a 60°C.
Bactérias deste género podem produzir proteases e celulases, que promovem a acidogénese no
processo de DA. Os autores verificaram que esta bactéria contribuiu para melhorar a hidrélise
e aumentar a producdo de dcidos graxos voldteis, em temperatura termofilas.

O isolamento e aplica¢do destes microrganismos proporcionaram maior volume de
biogéds gerado e, pode ser justificado pela presenca de amido (arroz) e proteinas e lipideos

(couro e lodo de ETE de curtume).

5.2.3 Influéncia da adi¢cao do meio de cultivo e variacao do pH sobre a geracao de biogas

pelos microrganismos isolados

Com a analise de variancia € possivel avaliar as influéncias do meio de cultivo e do
pH na geracdo de biogds do residuo de arroz e couro. A Tabela 14 apresenta o volume de
biogéds gerado pela bactéria A adicionada no residuo de arroz, variando o pH e o meio de

cultivo.
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Tabela 14. Volume acumulado de biogds gerado pela bactéria A adicionada ao residuo de arroz (o

autor)
Experimento  Valores Codificados Valores reais Volume de biogas
gerado (mL/g)
X1 Xz X] Xz
1 1 -1 9 Sem meio 70,70
2 -1 1 7 Com meio 44,34
3 -1 -1 7 Sem meio 55,02
4 -1 -1 7 Sem meio 70,14
5 1 1 9 Com meio 77,72
6 1 1 9 Com meio 58,86
7 -1 1 7 Com meio 48,98
8 1 -1 9 Sem meio 53,72

Nota: X; = pH, X> = meio de cultivo

A Tabela 15 apresenta os resultados da anélise de variancia para adicdo de meio de

cultivo e varia¢ao do pH para o residuo de arroz com adicdo da bactéria A.

Tabela 15. Anélise de variincia para identificar os fatores significativos para geracao de biogas (o
autor)

Soma quadrados GDL Meédia dos quadrados F P

pH 225,99 1 225,99 2,02 0,23
Meio de cultivo 48,41 1 48,41 0,43 0,55
pH e Meio de cultura 242,00 1 242.00 2,17 0,22
Erro 447,08 4 111,77

Total 963,49 7

Para andlise de variancia foi utilizado um intervalo de confianca de 90%. Dessa
maneira valores de p menores que 0,10 foram considerados significativos, ou seja, possuem
efeito significativo sobre a varidvel resposta. Nenhum dos fatores avaliados, apresentados na
Tabela 15, foi significativo para o volume de gis gerado quando a bactéria A foi adicionada
no substrato residuo de arroz.

A Tabela 16 apresenta o volume de gés gerado variando o pH e a adi¢ao de meio de

cultivo liquido para o residuo de arroz com adicao da bactéria C.
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Tabela 16.Volume acumulado de biogas pela bactéria C adicionada ao residuo de arroz (o autor)

Experimento Valores Codificados Valores reais Volume de biogas
X, X X: X gerado (mL/g)
1 1 -1 9 Sem meio 54,58
2 -1 1 7 Com meio 50,00
3 -1 -1 7 Sem meio 51,34
4 -1 -1 7 Sem meio 54,80
5 1 1 9 Com meio 44,98
6 1 1 9 Com meio 46,02
7 -1 1 7 Com meio 63,72
8 1 -1 9 Sem meio 53,98

Nota: X; = pH, X> = meio de cultivo

A andlise de variancia para verificar os fatores significativos para geracao de biogds

no residuo de arroz com a adi¢c@o da bactéria C € apresentada na Tabela 17.

Tabela 17. Andlise de Variincia para o pH e o meio de cultivo no arroz e adi¢do bactéria C (o autor)

Soma quadrados GDL g/l[l::(i;:agzss F P
pH 50,10 1 50,10 1,98 0,23
Meio de cultivo 13,16 1 13,16 0,52 0,51
pH e Meio de cultura 80,77 1 80,77 3,20 0,15
Erro 101,03 4 25,26
Total 245,06 7

Nenhum dos fatores foi significativo conforme os resultados da Tabela 17
considerando o intervalo de confianga de 90%. Portanto, o pH e o meio nédo influenciaram no
volume de gas produzido adicionando a bactéria C ao residuo de arroz.

Logo, para o residuo de arroz com adi¢do das bactérias A e C o pH e o meio de
cultivo liquido adicionados nas amostras ndo influenciaram o volume de biogds gerado no
processo de digestdo anaerdbia.

Avaliou-se a influéncia do meio de cultivo e do pH para o residuo de couro, a Tabela
18 apresenta o volume acumulado de biogas gerado pela bactéria C adicionada ao residuo de

couro.
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Tabela 18. Volume acumulado de biogds gerado pela bactéria C adicionada ao residuo de couro (o

autor)
Experimento  Valores Codificados Valores reais Volume de biogas
X, X, X, X, gerado (mL/g)
1 1 -1 9 Sem meio 1,52
2 -1 1 7 Com meio 4,08
3 -1 -1 7 Sem meio 0,94
4 -1 -1 7 Sem meio 0,46
5 1 1 9 Com meio 7,78
6 1 1 9 Com meio 1,80
7 -1 1 7 Com meio 3,02
8 1 -1 9 Sem meio 1,50

Nota: X; = pH, X5 = meio de cultivo

A Tabela 19 apresenta a andlise de variancia para verificar a significancia dos fatores

avaliados (pH e meio) no residuo de couro com adi¢do da bactéria C.

Tabela 19. Andlise de Variincia para o pH e o meio de cultivo no volume de biogds gerado a partir do
couro e adi¢do bactéria C (o autor)

Soma quadrados GDL Média dos quadrados F P
pH 2,10 1 2,10 0,45 0,54
Meio de cultivo 18,79 1 18,79 4,05 0,11
pH e Meio de cultura 0,09 1 0,09 0,02 0,89
Erro 18,56 4 4,64
Total Soma Quadrados 39,54 7

A partir dos resultados da Tabela 19, observa-se que nenhum dos fatores
investigados foi significativo, pois p > 0,10.
A Tabela 20 apresenta o volume acumulado de biogds gerado pela bactéria A

adicionada ao residuo de couro com varia¢do do pH e adi¢do do meio de cultivo liquido.

Tabela 20. Volume de biogas gerado pela bactéria A adicionada ao residuo de couro (o autor)

Experimento Valores Codificados Valores reais Volume de biogas
X1 X; X X, gerado (mL/g)
1 1 -1 9 Sem meio 0,92
2 -1 1 7 Com meio 5,82
3 -1 -1 7 Sem meio 0,82
4 -1 -1 7 Sem meio 0,74
5 1 1 9 Com meio 2,86
6 1 1 9 Com meio 2,54
7 -1 1 7 Com meio 2,16
8 1 -1 9 Sem meio 1,28

Nota: X; = pH, X> = meio de cultivo
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Observa-se a partir da Tabela 20 que os maiores volumes de biogéds foram gerados
pelas combinacdes contendo meio de cultivo liquido. Os fatores significativos foram

identificados através da andlise de variancia apresentada na Tabela 21.

Tabela 21. Andlise de Varidncia para o pH e o meio de cultivo no residuo de couro e adi¢do bactéria

A (o autor)
Soma quadrados GDL Média dos quadrados F p
pH 0,47 1 0,47 0,28 0,63
Meio de cultivo 11,57 1 11,57 6,79 0,06
pH e Meio de cultura 1,30 1 1,30 0,76 0,43
Erro 6,82 4 1,70
Total 20,15 7

A partir da Tabela 21 verifica-se que o meio de cultivo € significativo para o volume
de gis acumulado gerado a partir da adicdo da bactéria A (Bacillus pumilus strain CIP 52.67)
ao residuo de couro. A Figura 7 apresenta o grafico de dois fatores, a partir da qual € possivel

identificar que a adi¢do do meio de cultivo aumenta a producio de biogas.

Volume (mL/g)

E Meio
-1,

7, 9, =&_ Meio
L

pH

Figura 7. Grifico de dois fatores para volume de biogds gerado a partir do residuo de couro com
adicao da bactéria A (o autor)

A partir da Figura 7 verifica-se que o volume de gds aumenta em pH 7,0 com adicao
de meio.
A Figura 8 apresenta a fracdo molar dos gases gerados a partir dos residuos de arroz

e couro com adi¢do da solu¢do tampao, meio de cultivo e indculos.
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Observa-se, a partir da Figura 8, que as amostras apresentam em sua composicao
uma fracdo molar maior de CO;, este componente reduz o poder de queima do biogas e
consequente utilizacdo como energia. Entre as duas amostras, aquela que continha residuos de
couro cromado apresentou fracdo de hidrogénio em torno de 25%. Neste ensaio nao houve
producdo de metano possivelmente explicada pela a auséncia de microrganismos
metanogénicos (ABBASI et al., 2012).

Conforme Chuang et al. (2011), a maioria das avaliacdes quanto a producdo de
hidrogénio acontece em condicdes termofilas, devido a melhor condicdo para hidrdlise.
Entretanto os ensaios ocorreram a 35°C (meséfila) significando uma melhoria no processo,

pois o custo de operacdo € elevado para que o ensaio ocorra entre 55 e 60°C.

5.2.4 Avaliacao da producao de biogas por diferentes combinacoes de arroz, residuo de

couro, esterco suino e lodo de ETE UCS

A Figura 9 apresenta o volume acumulado de biogds a partir de diferentes

combinacdes de residuos.
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Figura 9. Volume acumulado de biogés a partir de lodo da ETE da UCS e outros residuos

A partir da Figura 9 € possivel identificar que a amostra de arroz com a adicdo do

lodo da UCS apresentou o maior volume de gés gerado, esse resultado pode ser justificado
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pela presenca de microrganismos no lodo que auxiliaram no processo de DA. Avaliando as
amostras de arroz, a amostra de arroz sem adi¢do de lodo apresentou menor volume quando
comparada as amostras com adi¢do de lodo, reiterando a importancia da combinacdo de
residuos visando equilibrar a relacdo C/N, proporcionando uma maior producdo de gas
gerado.

As amostras de arroz com o lodo adicionado apresentaram maior volume de gés
gerado em relag@o as amostras de couro com os lodos adicionados.

Para avalia¢do da fracdo molar foi realizada a cromatografia gasosa do gas gerado
pelo processo de DA, a Figura 10 apresenta as fracdes molares obtidas a partir das amostras

avaliadas.
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Figura 10. Fracdo molar do biogds produzido pelas amostras durante o processo de digestdo anaerdbia
(o autor)

A partir da Figura 10 verifica-se que a fracdo molar predominante nos residuos de
arroz e suas combinagdes foi de di6xido de carbono e, consequentemente baixa fragdo molar
de metano.

O volume de gés gerado nos residuos de couro e suas combinagdes foram proximos.
Em relacdo as fracOes molares, a amostra de lodo de ETE UCS adicionado a amostra de couro
apresentou baixa fracdo molar de metano.

A amostra de arroz apresentou baixa fragdo molar de hidrogénio quando comparada
a amostra de arroz com lodo UCS adicionado. A amostra de lodo de ETE da UCS (Figura 11-
D) apresenta a fracdo molar que melhor caracteriza o biogds, pois sua composicdo € de
aproximadamente 76% de metano e o volume de biogds gerado também foi satisfatério de
53,07 mL. Shanmugam et al. (2009) encontraram teor de metano de 56% para o residuo de
lodo de ETE municipal, sendo menor em comparacio ao experimento, possivelmente devido
a sua composicdo e presenca de microrganismos que auxiliam no processo de digestdo
anaerdbia. Assim, realizou-se o isolamento a partir do lodo de ETE da UCS. A Tabela 22

apresenta a identificacdo dos microrganismos isolados.
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Tabela 22. Identificacdo dos microrganismos isolados a partir do lodo ETE UCS (o autor)

Inéculo Identificacao Periodo isolamento
Microrganismo 1 Bacillus toyonensis 24h apds inicio ensaio
Microrganismo 2 Bacillus toyonensis 7 dias apds inicio ensaio
Microrganismo 3 Bacillus thuringiensis 14 dias ap6s inicio ensaio
Microrganismo 4 Bacillus thuringiensis 21 dias apds inicio ensaio

Microrganismo 5 Bacillus thuringiensis 28 dias apds inicio ensaio

Nota ': Nio foi possivel pelas técnicas de extragio identificar o microrganismo

A reducgdo dos teores de carbono organico e teor de sélidos totais estd diretamente
relacionada ao processo de digestdo anaerdbia, a Tabela 23 apresenta o teor de carbono e o

teor de sélidos para os residuos utilizados neste experimento.

Tabela 23. Teor de carbono, teor de sélidos totais e percentual de reducdo dos residuos (o autor)
Teor Carbono (%) Teor Solidos Totais (%)

Antes Depois Reducio Antes Depois Reducio

Arroz 20,38 19,81 2,79 56,64 53,54 5.47
Arroz+Lodo ETE UCS 16,78 8,94 46,72 41,72 10,40 75,07
Couro+Lodo ETE UCS 18,75 17,02 9,23 36,70 10,90 70,30
Lodo ETE UCS 32,14 26,84 16,49 26,80 23,20 13,43

A anélise da Tabela 24 permite observar que houve reducio do teor de sélidos totais
e do teor de carbono em todas as amostras, parametros estes que indicam que os residuos
foram biodegradados. A maior redu¢ao de ambos os teores foi na amostra de arroz e lodo de
ETE UCS, o que corrobora com o resultado do volume acumulado de gis gerado, sendo esta
combinacdo o resultado mais promissor em comparagdo com as outras amostras.

A avaliacdo do volume de biogds gerado e, sua respectiva fracdo molar do residuo de
couro, somente, ndo foram avaliadas neste experimento, pois nos experimentos anteriores o
couro apresentou baixo volume de gés gerado e, a fracdo molar predominante obtida foi de

diéxido de carbono.

5.2.5 Volume e fracio molar do gas gerado a partir da adicdo de indculos de

microrganismos isolados do lodo da ETE UCS e adicao de meio de cultivo liquido

Apo6s o isolamento dos microrganismos, indculos foram adicionados aos residuos de
arroz, couro, esterco suino (racdo R) e (aveia A), e arroz com adicdo de lodo de ETE de

curtume.
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Conforme descrito no item 4.2.3.7 o isolamento teve como objetivo diferenciar as
fases do processo de digestdo anaerdbia, assim o inéculo foi adicionado no periodo
correspondente ao isolamento realizado.

A Figura 11 apresenta o volume acumulado de biogés e as fracdes molares deste gas,

a partir da DA do residuo de esterco suino.
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Figura 11. Volume e fracdo molar do biogés gerado a partir dos residuos de esterco suino com adig¢do
de in6culos e meio de cultivo liquido (o autor)

A partir da Figura 11 € possivel verificar que a alimentacdo do suino influenciou no
volume de gés gerado, bem como a fragdo molar deste gés. O esterco cuja alimentacdo foi por
racdo (R) apresentou maior volume e maior fracdo molar de metano.

E possivel concluir que a adicdo de indculo no residuo de esterco influenciou o

aumento do volume de gds gerado e o aumento na fracdo molar de metano, independente da



83
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

alimentacdo do suino. As bactérias adicionadas provavelmente auxiliaram no processo de
digestdo anaerdbia. De acordo com Pomerantsev et al. (2011) a bactéria Bacillus anthracis
produz proteases, que realizam o processo de hidrélise, etapa importante da digestdao
aneardbia.

Jang et al. (2014) utilizaram uma mistura de lodos primdrio e secunddrio
provenientes da ETE municipal para produgdo de biogds em condicdes mesofilas e termofilas.
Foi realizada eletroforese em gel com gradiente desnaturante e PCR para identificar os
microrganismos envolvidos no processo de digestdao. Os autores verificaram que durante a
digestdo do lodo hd a presenca de Bacillus sp. (94%) e Lactobacillus amylovorus (95%).
Bacillus sp. ¢ conhecido como um produtor de enzimas hidroliticas e € frequentemente
detectada em ambientes de digestdo anaerdbia.

Sendo assim, pode-se inferir que os microrganismos adicionados produziram
enzimas e consequentemente contribuiram para a hidrélise do residuo, etapa importante da
digestao anaerdbia.

O esterco cuja alimentacdo do animal foi por aveia (A) apresentou 0 mesmo volume
de biogas gerado com ou sem a adi¢do de indculos. Porém observa-se aumento na fracao
molar de metano, de 20 para 55%, quando houve adi¢do de in6culos. O volume de gas gerado
pelo esterco (R) com adi¢do de meio de cultivo liquido foi semelhante a amostra de esterco
(R), entretanto a fracdo molar do residuo com meio de cultivo apresentou maior teor de
metano em relagdo a amostra sem adi¢do de meio de cultivo. O meio de cultivo pode ter
favorecido o crescimento de microrganismos ja presentes no esterco e que contribuiram para a
hidrdlise, aumentando o rendimento final de metano. As amostras com adi¢do de indculo e
meio de cultivo apresentaram fracdo molar de metano semelhante, mas a amostra com indculo
apresentou maior volume de biogéas.

A Figura 12 compara a influéncia da adi¢do de indculo e meio de cultivo nos

residuos de couro com pré-tratamento quimico e térmico.
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Figura 12. Influéncia da adicdo de in6culo e meio de cultivo no volume e na fragdo molar do gas
gerado a partir do residuo de couro (o autor)

Observa-se que o residuo de couro com adicdo de indculo gerou maior volume

quando comparado a adi¢do de meio de cultivo liquido e, comparado a somente o residuo de

couro. A fracdo molar do gis gerado foi, predominantemente, de diéxido de carbono. A
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fracdo molar de hidrogénio para o residuo de couro (0,29) foi semelhante a fragdo molar do
gds gerado pela adicdo de in6culo ao residuo de couro (0,24), a adicdo do meio ndo
proporcionou uma melhora na fragdo molar (0,10). Este resultado reitera a importancia da
presenca de microrganismos que auxiliam no processo de DA, a adi¢do de inéculo neste
residuo proporcionou um maior volume de biogas gerado.

A reduc¢do do teor de sélidos e carbono organico indicam um processo eficaz de
degradacdo dos residuos, estando associado o volume de géds gerado. A influéncia da adi¢cao
do inéculo e meio de cultivo no residuo de arroz quanto a geracdo de gis e a composi¢ao

deste € apresentada na Figura 13.
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Figura 13. Influéncia da adicdo de in6culo e meio de cultivo no volume e na fragido molar do gas

gerado a partir da DA do residuo de arroz (o autor)

Observa-se, a partir da Figura 13-A, que o volume de gis gerado pelo residuo de

arroz com adi¢do de in6culo (73,3 mL) foi maior quando comparado com as amostras deste

residuo com adi¢do de meio de cultivo (23 mL) e somente do residuo de arroz (24,2 mL), a

média da fracdo molar de hidrogénio foi semelhante para as amostras de arroz utilizadas neste
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experimento. Assim, destaca-se que a adi¢do de indculos no residuo de arroz aumento em
cerca de 50 mL a geracdo de biogés.
A Figura 14 apresenta a fracdo molar do gés gerado a partir da adi¢do de in6culo e

meio de cultivo em amostras de arroz com lodo de ETE de curtume.
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Figura 14. Volume e fragdo molar do biogés gerado a partir do residuo de lodo de curtume adicionado
ao residuo de arroz (o autor)

Analisa-se pela Figura 14 que amostra de arroz e lodo de curtume apresentou fracdo
molar de hidrogénio préxima a 1,0 independente da adi¢do de inéculo ou meio de cultivo e, os

volumes de gis gerado foram préximos.
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Conforme Trevisan (2010), os processos fermentativos geram hidrogénio a partir da
decomposicdo de carboidratos presentes em residuos, polissacarideos como amido sdo
hidrolisados e transformados em compostos de baixo peso molecular que sdo transportados
para o interior das células bacterianas e convertidas em produtos de interesse, como o
hidrogénio.

De acordo com Peixoto (2011), a etapa da digestdo anaerdbia que produz hidrogénio
€ possibilitada por microrganismos acidogénicos que decompde os substratos em hidrogénio,

diéxido de carbono e dcidos graxos voléteis representados pelas equagdes:

CeH 1206 + 2H,O— 2CH3COOH+ 2 CO» + 4H» 9)
CsH1206 + 2H,O— CH2CH; + 2CO2 + 2 Hz (10)

Kavagoshi et al. (2005) constataram que o inéculo € um dos fatores determinantes na
producdo de hidrogénio.
A redugdo do teor de carbono organico e teor de sélidos dos residuos utilizados neste

experimento é apresentada na Tabela 24.

Tabela 24. Teor de carbono orgénico, teor de sélidos totais e percentual de reducio apds ensaio de
DA (o autor)
Teor carbono (%) Teor solidos totais (%)

Antes Depois Reducio Antes Depois Reducao

Arroz + in6culo 42,79 24,00 4391 56,64 20,28 64,31
Esterco (R) + indculo 26,05 10,17 60,96 30,80 8,42 72,66
Esterco (A) + indculo 38,67 18,67 51,72 26,97 6,36 76,41
Couro + in6culo 3549 21,10 40,55 46,76 10,34 77,89
Arroz+lodo ETE curtume+ in6éculo 21,20 4,69 77,88 33,95 3,28 90,34
Arroz + ML 42,779 24,15 77,18 56,64 5,76 89,83
Esterco (R) + ML 26,05 2,69 89,67 30,80 9,31 69,77
Esterco (A) + ML 38,67 18,67 51,72 26,97 4,31 84,02
Couro + ML 35,49 17,20 51,54 46,76 8,38 82,08

Arroz + lodo ETE curtume + ML 21,20 4,15 80,42 33,95 2,35 93,17

Verifica-se, a partir da Tabela 24, que os teores de carbono e sélidos totais apds o
processo de DA reduziram, indicando assim um processo eficaz de digestao anaerdbia para os
residuos avaliados. O residuo de arroz com adi¢do de lodo de ETE de curtume e adicdo de
in6culo apresentou maior reducdo no teor de carbono (77,88%) e no teor de sélidos totais

(90,34%).
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Dhayalan et al. (2007), apresentou em seu trabalho que as amostras mostraram
redugdes de 31,5% do teor de carbono organico, corroborando com os resultados encontrados
neste ensaio.

A fracdo molar predominante de di6xido de carbono no processo de digestdo
anaerdbia em residuos de arroz, couro e suas combinacdes provoca uma contamina¢do no
biogéds produzido reduzindo o poder de queima deste. Entretanto, Férnandes et al. (2014)
avaliaram a adi¢ao de CO; em digestores que tratam residuo de alimento e lodo de ETE
municipal. Foram adicionadas diferentes pressdes parciais de CO» e, os autores verificaram
um aumento da produgcdo de metano em até 13% e consequente reducdo de didxido de
carbono na fracdo molar do gas obtido, variando de 8 a 34% para o lodo de ETE municipal.
Segundo os autores o enriquecimento de CO; aumentou a atividade microbiana acetoclastica e
assim aumentando a fracdo molar de metano.

A remocdo do diéxido de carbono é o método mais pesquisado, Christy et al., (2014)
utilizaram carvao ativado para remoc¢ao de didéxido de carbono e 4cido sulfidrico. Liu et al.

(2014), avaliaram a absor¢ao de CO; por solu¢do de etanolamina (MEA).

5.2.6 Volume e fracao molar do gas gerado a partir da variacao do pH e adicao do meio

de cultivo em residuos de esterco (R)

As Tabelas 25 apresenta o volume de biogds e a fracdo molar de metano

considerando a varia¢do do pH e a adi¢do do meio de cultivo.

Tabela 25. Volume de biogas gerado no esterco (R) em diferentes condigdes (o autor)

Experimen Valores Valores reais Volume de Fracdo  Volume de
to Codificados biogas gerado molar de metano
(mL/g) metano (mL/g)
X1 Xz X] Xz
1 1 -1 9 Sem meio 32,70 0,73 23,87
2 -1 1 7 Com meio 14,00 0,68 9,52
3 -1 -1 7 Sem meio 29,30 0,70 20,51
4 -1 -1 7 Sem meio 34,70 0,67 23,25
5 1 1 9 Com meio 20,70 0,70 14,49
6 1 1 9 Com meio 20,80 0,69 14,35
7 -1 1 7 Com meio 18,00 0,52 9,36
8 1 -1 9 Sem meio 29,70 0,70 20,79

Nota: X; = pH, X, = meio de cultivo

A Tabela 26 apresenta a andlise de varidncia do pH e do meio de cultivo para o volume de

gds gerado.
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Tabela 26. Andlise de Varidncia para o volume de gds gerado para os fatores significativos (o autor)

Soma quadrados GDL Meédia dos quadrados F p
pH 7,801 1 7,801 1,152 0,343
Meio de cultivo 349,801 1 349,801 51,659 0,001
pH e Meio de cultura 15,401 1 15,401 2,274 0,206
Erro 27,085 4 6,771
Total 400,088 7

Utilizando um intervalo de confianga de 90% verifica-se, com andlise da Tabela 26,
que o meio de cultivo € significativo, uma vez que p<0,10. A Figura 15 ilustra a o gréfico de

dois fatores indicando a melhor condi¢do para geracao de biogés.
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Figura 15. Grafico de dois fatores para a adi¢do do meio de cultivo no esterco (R) (o autor)

Verifica-se a partir da Figura 15 que a auséncia de meio do cultivo liquido no residuo
de esterco (R) apresenta maior volume de biogds gerado. A Tabela 27 apresenta a andlise de
variancia para a fracdo molar do gds gerado no residuo de esterco suino (R) variando pH e

adicao de meio de cultivo.

Tabela 27. Andlise de varidncia para o teor de metano gerado pelo residuo esterco suino (o autor)

Soma quadrados  GDL Média dos quadrados F p

pH 0,01 1 0,01 2,27 0,21
Meio de cultivo 0,01 1 0,01 1,60 0,27
pH e Meio de cultura 0,00 1 0,00 0,61 0,48
Erro 0,01 4 0,00

Total 0,29 7

A partir da Tabela 27 verifica-se que os fatores com valor p menores que 0,10 foram

considerados significativos. Neste caso o pH e a adicdo de meio nao influenciaram a fracao
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molar de metano do gds gerado, a presenga do consdrcio microbiano na amostra foi estdvel
para produgdo de enzimas que degradam o substrato ndo sendo influenciado pelo aumento do
pH nem pela adi¢do do meio de cultivo.

A redugdo do teor de sélidos para o esterco suino foi de 67% e, a redugdo para o teor
de carbono foi de 41,10%. Page et al. (2015), verificaram uma reducdo no teor de sélidos
totais de 1,65% no residuo de esterco suino sélido. O esterco utilizado para o experimento dos
autores continha cerca de 2,95% sélidos totais e, como esperado, o esterco digerido mostrou
uma redugdo nestes teor.

Gorduras e proteinas podem produzir grandes quantidades de hidrogénio que
conduzem a uma maior quantidade de metano tipica para esses substratos. Portanto, o teor de
metano no biogds pode variar para diferentes substratos, consércios bioldgicos e condi¢des do
biodigestor. O teor de metano do biogds pode variar de 40 a 70% em volume, mas
frequentemente esta no intervalo de 55-65% (ABBASI et al., 2012).

A reducdo do teor de sélidos totais e teor de carbono organico sdao importantes
parametros que demonstram a efetividade do processo de digestdo anaerdbia. Nos
experimentos realizados verificou-se que a redugao destes implicaram diretamente no volume
de biogds gerado. Em relacdo as fragcdes molares, observou-se que a adi¢do de indculos dos
microrganismos isolados, a partir do lodo da UCS, aumentou a fracio molar de metano no
biogds produzido, destacando que estes indculos provavelmente, foram responsiveis pela

producdo de enzimas que auxiliaram na conversao de residuos em biogas.
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A partir dos resultados obtidos no ensaio de digestdo anaerdbia de diferentes
combinacdes de residuos de arroz, residuo de couro, esterco suino (A) e lodo de ETE de
curtume para avaliagdo do processo de digestdo anaerdbia pode-se concluir que as amostras
em que a solu¢do tampao foi adicionada geraram maior volume de biogés. O pH é um fator
importante para o processo de digestdo anaerdbia pois interfere diretamente na atividade
microbiana relacionada ao processo de geracdo de biogds. O pré-tratamento do residuo de
couro foi efetivo quanto a geragcao de biogds, proporcionando maior volume de biogds gerado.

A adicdo de lodo de ETE de curtume no residuo de arroz proporcionou o melhor
resultado no ensaio de DA, justificado pela presenca de microrganismos no lodo que
auxiliaram no processo de digestao anaerdbia;

O resultado da adi¢do de indculos contendo microrganismos isolados a partir das
combinacdes que geraram maior volume de biogds do experimento anterior é possivel
concluir que as amostras que continham arroz geraram maior volume de biogds quando
comparadas as amostras com residuo de couro.

Os inéculos da bactéria A (Bacillus pumilus) e da bactéria C (Staphylococcus
warneri) geraram os maiores volumes de biogds 77 mL/g e 80 mL/g, respectivamente, em
comparacdo com o indculo da bactéria B (Exiguobacterium profundum), 60 mL/g.

A partir dos resultados do experimento que avaliou a influéncia da adicado do meio de
cultivo e variagdo do pH sobre a geracdo de biogas pelos microrganismos isolados pode-se
concluir que a presenga do meio de cultivo na amostra do residuo de couro com adicdo da
bactéria A (Bacillus pumilus) influenciou a geracdo do volume de biogds. A fracdo molar do
gas gerado foi predominantemente di6xido de carbono, a amostra com residuos de couro
cromado pré-tratado apresentou fragdo molar de hidrogénio em torno de 0,25, a producao de
hidrogénio acontece na fase de acidogénese.

A partir dos resultados do ensaio que avaliou a producdo de biogds por diferentes
combinacdes de arroz, residuo de couro, esterco suino, lodo de ETE UCS conclui-se que a
amostra de arroz com a adi¢do do lodo da UCS apresentou o maior volume de gids gerado
132,29 mL/g. A amostra de arroz sem adicdo de lodo apresentou menor volume quando
comparada as amostras com adicdo de lodo. A adi¢do do lodo da UCS no residuo de arroz
proporcionou um aumento na fracdo molar de hidrogénio e, o mesmo lodo adicionado no

residuo de couro proporcionou um aumento na fracdo molar de metano.
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A digestio anaerdbia do lodo de ETE UCS apresentou alta fracdo molar de metano,
sendo a amostra que melhor caracteriza o biogds (76%), os microrganismos isolados a partir
do lodo da UCS foram Bacillus toyonensis e Bacillus thuringiensis.

Os resultados provenientes do experimento que verificou o volume e a fracdo molar
do gés gerado a partir da adicdo de indculos dos microrganismos isolados do lodo da ETE da
UCS e a adi¢ao do meio de cultivo liquido permite concluir que a adicdo de indéculos no
residuo de esterco provocou um aumento do volume de gas gerado, assim como um aumento
na fracdo molar de metano independente da alimentag@o do suino.

A adicdo de ind6culos nos residuos de couro pré-tratado quimicamente e
termicamente, residuo de arroz parboilizado proporcionou um aumento no volume de géis
gerado. A fracao molar predominante no biogas gerado a partir da adicdo de lodo de ETE de
curtume ao residuo de arroz foi de hidrogénio, préxima a 1,0, independente da adi¢do de
indculos. A geracdo de hidrogénio durante o processo de digestdo anaerdbia ocorre por
microrganismos acidogénicos que decompdem os substratos em hidrogénio, diéxido de
carbono e acidos graxos. A redugdo dos teores de carbono organico e NTK evidenciaram um
efetivo processo de digestao anaerdbia nos ensaios realizados neste trabalho.

A partir dos resultados gerados pelo experimento que avaliou a influéncia do pH e a
adicao de meio de cultivo liquido do residuo de esterco suino foi possivel concluir que a
adicao do meio de cultivo € significativo para o volume de biogds gerado na amostra de

esterco (R), porém nao influenciou a fragdo molar de metano.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, fazem-se algumas sugestdes para

trabalhos futuros:

e Determinar a atividade enzimdtica de cada microrganismo isolado (protease, amilase,
lipase);

e Avaliagdo da atividade enzimatica durante o processo de digestao anaerdbia;

e Realizar os ensaios de digestao anaerébia em escala de temperatura termofilas;

e Avaliar e comparar métodos para aproveitamento de didéxido de carbono.
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