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PERIN, Jessica Klarosk Helenas. Influéncia dos pré-tratamentos de residuos de podas
urbanas no desempenho da codigestio anaerdbia de residuos alimentares. 214 paginas.
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RESUMO

A crescente busca por fontes renovaveis de energia torna a codigestao anaerobia - CoDA de residuos
alimentares - RA e biomassa lignoceluldsica, como residuos de poda urbana — RPU (grama, galhos
e folhas), uma alternativa para a producao de biogas. Porém, a complexa estrutura desta biomassa
torna o pré-tratamento uma das etapas mais relevantes do processo, seja para aumentar a
disponibilidade dos componentes de interesse e/ou facilitar a agdo das enzimas. Neste sentido, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia dos pré-tratamentos quimico, fisico e
bioldgico nos RPU, visando a otimizag¢ao da sua CoDA com RA quanto a producdo de metano. Para
isso, o trabalho foi dividido em trés etapas. A Etapa 1 refere-se a aplicacdo de diferentes pré-
tratamentos a0 RPU (quimico com H2SO4, quimico com NaOH, fisico por auto-hidroélise e biologico
com o fungo Pleurotus ostreatus) variando os tempos de residéncia, temperatura e concentragao,
objetivando a conversdao da estrutura lignocelulésica do material. Com base nestes resultados, a
Etapa 2 avaliou, a partir do Ensaio BMP, a produgao especifica de metano - PEM da CoDA de RA
e RPU pré-tratado e da mono-digestio de RPU pré-tratado, variando o percentual de RPU
adicionado. Uma vez que o pré-tratamento bioldgico apresentou resultados mais satisfatdrios frente
aos objetivos do trabalho, na Etapa 2A estudou-se condigdes de cultivo do Pleurotus ostreatus,
variando os fatores esterilizagdo, solu¢do umedecedora e nutrientes, com o objetivo de avaliar
diferentes possibilidades de desenvolvimento do fungo. A Etapa 3 comparou e avaliou quali-
quantitativamente o biogas e efluente gerados em dois reatores em escala piloto (Reator A: CoDA
de RA + RPU bruto e Reator B: CoDA de RA + RPU pré-tratado biologicamente). Os resultados
da Etapa 1 indicaram que os pré-tratamentos acido (3%, 125 °C e 22 minutos), alcalino (5,5%, 104
°C e 15 horas), auto-hidrolise (121 °C, 1 atm e 15 minutos) e biologico (28 °C e 14 dias) foram as
condi¢des mais favoraveis para conversao de agucares, remogao de lignina, aumento nos teores de
celulose e mudangas na estrutura do RPU. A Etapa 2 indicou que, embora a CoDA de RA + 30%
de RPU pré-tratado alcalino tenha promovido maiores remogdes de solidos totais volateis - STV
(55,37%) e demanda quimica de oxigénio - DQO (58,53%) e a CoDA de RA + 30% de RPU pré-
tratado 4cido tenham apresentado maiores volumes de biogas acumulado (981,01 NmL) e produgao
especifica de biogas (298,59 NmL gSTV'), ndo houve diferenca significativa entre as condi¢des de
CoDA de RA + 30% de RPU pré-tratado alcalino, RA + 30% de RPU pré-tratado acido e RA +
30% de RPU pré-tratado biologicamente no que se refere a PEM. Portanto, selecionou-se o pré-
tratamento bioldgico para continuidade do estudo. Os resultados da Etapa 2A indicaram que tanto
a solu¢do umedecedora composta apenas por agua, quanto a com condi¢des ideais, promoveram
remogao de lignina e crescimento do fungo, apontando possibilidade de economias financeiras no
preparo destas. Por fim, os resultados da Etapa 3 mostraram que o Reator B apresentou maiores
taxas de conversao de matéria organica (82,74% para STV e 82,21% para DQO), producao média
de biogas (16,40 L), producio especifica de biogas (400,70 L kgSTV™"), producio média de metano
(10,17 L d), PEM (235,73 L kgSTV') e percentual médio de metano (58,83%) quando
comparados ao Reator A. Conclui-se que a aplicagdo de pré-tratamento aos residuos
lignoceluldsicos, em especial o bioldgico com Pleurotus ostreatus, € uma alternativa para otimizar
a producao de biogds e metano em processos anaerobios, uma vez que promoveu resultados
satisfatorios quando utilizado como co-substrato com RA. A biomassa fliingica inativa pode ter sido
utilizada como matéria organica pelos microrganismos e influenciado nas maiores conversoes
organicas.

Palavras-chave: Residuos Organicos. Pré-tratamento bioldgico. Biometanizagao.
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performance of anaerobic co-digestion of food waste. 214 pages. Thesis (Doctorate in Civil
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ABSTRACT

The growing search for renewable energy sources makes anaerobic co-digestion - ACoD of food
waste - FW and lignocellulosic biomass, such as urban pruning waste — UPW (grass, branches and
leaves), an alternative for the production of biogas. However, the complex structure of this biomass
makes pre-treatment one of the most relevant steps in the process, either to increase the availability
of the components of interest and/or to facilitate the action of the enzymes. In this sense, the present
study aims to evaluate the influence of chemical, physical and biological pre-treatments on UPW,
aiming at optimizing its ACoD with FW in terms of methane production. For this, the work was
divided into three stages. Step 1 refers to the application of different pre-treatments to the UPW
(chemical with H2SO4, a chemical with NaOH, physical by auto-hydrolysis, and biological with the
fungus Pleurotus ostreatus) varying the residence times, temperature, and concentration, aiming at
the conversion of the lignocellulosic structure of the material. Based on these results, Step 2
evaluated, based on the BMP Test, the specific methane production — SMP of ACoD from FW and
pre-treated UPW and mono-digestion of pre-treated UPW, varying the percentage of added UPW.
Since the biological pre-treatment presented more satisfactory results given the objectives of the
work, in Step 2A adverse conditions for the growth of Pleurotus ostreatus were evaluated, varying
the sterilization factors, wetting solution, and nutrients, to infer different possibilities of fungus
development. Step 3 compared and qualitatively evaluated the biogas and effluent generated in two
reactors on a pilot scale (Reactor A: FW ACoD + crude UPW and Reactor B: FW ACoD +
biologically pre-treated UPW). The results of Step 1 indicated that the acid (3%, 125 °C and 22
minutes), alkaline (5.5%, 104 °C and 15 hours), autohydrolysis (121 °C, 1 atm and 15 minutes) and
biological pretreatments (28 °C and 14 days) were the most favorable conditions for sugar
conversion, lignin removal, increase in cellulose contents and changes in the RPU structure. Step 2
indicated that, although RA ACoD + 30% alkaline pre-treated RPU promoted greater removals of
total volatile solids - STV (55.37%) and chemical oxygen demand - COD (58.53%) and the RA
ACoD + 30% acid pre-treated RPU showed higher volumes of accumulated biogas (981.01 NmL)
and specific biogas production (298.59 NmL gSTV"), there was no significant difference between
the ACoD conditions of RA + 30% alkaline pre-treated RPU, RA + 30% acid pre-treated RPU and
RA + 30% biologically pre-treated RPU with regard to SMP. Therefore, biological pre-treatment
was selected to continue the study. The results of Step 2A indicated that both the wetting solution
composed only of water, and the one with ideal conditions, promoted lignin removal and fungus
growth, pointing to the possibility of financial savings in their preparation. Finally, the results of
Step 3 showed that Reactor B had higher organic matter conversion rates (82.74% for STV and
82.21% for COD), average biogas production (16.40 L), specific production of biogas (400.70 L
kgSTV'), average methane production (10.17 L d'), SMP (235.73 L kgSTV') and average
methane percentage (58.83%) when compared to Reactor A. It is concluded that the application of
pre-treatment to lignocellulosic residues, in particular the biological one with Pleurotus ostreatus,
is an alternative to optimize the production of biogas and methane in anaerobic processes, since it
promoted satisfactory results when used as a co -substrate with RA. The inactive fungal biomass
may have been used as organic matter by the microorganisms and influenced the higher organic
conversions.

Keywords: Organic Waste. Biological pre-treatment. Biomethanation.
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1 INTRODUCAO

A quantidade de residuos sélidos urbanos - RSU produzidos no Brasil representa um
dos problemas enfrentados nos dias atuais. Adicionalmente, a pandemia da COVID-19
promoveu mudangas no estilo de vida da populagdo e influenciou diretamente na geragao destes
residuos, alcancando um total de 82,5 milhdes de toneladas geradas em 2020, com taxa
crescente de geracdo per capita de residuos (1,07 kg dia™') (ABRELPE, 2021). Numericamente,
o Brasil registrou 79 milhdes de toneladas de RSU no ano de 2019 e, deste montante, cerca de
45,3% correspondem a matéria organica, referente aos restos de alimentos derivados do
processo de comercializagdo e consumo e residuos de poda urbana provenientes da manutengao
de areas verdes (ABRELPE, 2020; BRASIL, 2022).

Segundo dados do Panorama dos Residuos Sélidos no Brasil, em 2019 o setor de
residuos solidos urbanos representou 4% do total de emissdes de gases de efeito estufa no
Brasil, o que corresponde a 96 milhdes de toneladas de COzqq. emitidas (ABRELPE, 2020).
Neste contexto, utilizar a fracdo orgénica deste material para conversdo energética representa
uma alternativa ambientalmente sustentavel, aumentando a vida util dos aterros sanitarios e
gerando produtos com valor agregado.

A busca por solugdes técnicas mais viaveis para uma gestao sustentavel dos residuos
solidos torna-se indispensdvel para a preservacdo e manuten¢do da qualidade ambiental
(HELENAS, 2019). Perin et al. (2020) explicam que uma alternativa ao tratamento dos residuos
organicos ¢ a digestdo anaerdbia - DA; processo biologico que permite a geragao do biogés por
meio da degradacdo do material orgéanico, resultando em subprodutos com possibilidade de
aplicacdo energética a partir do metano e um efluente biofertilizante com possibilidade de
aplicacdo na produgdo vegetal como fonte nutricional.

Dentre os residuos orgéanicos passiveis de aplicagdo na digestdo anaerdbia, estdo os
residuos alimentares - RA, que representam grande parcela dos residuos sélidos urbanos e sao
compostos por alto teor de matéria organica. Porém, alguns problemas em relagdo a estabilidade
do processo anaerdbio utilizando os RA sdo encontrados (BORTH ef al., 2021), especialmente
por seu baixo valor de pH (caracteristicas acidas), baixa relacdo C/N, acimulo de amoénia e
elevado teor de matéria organica rapidamente biodegraddvel, que causa a acidificacdo do
sistema devido ao acimulo de acidos graxos volateis - AGV e consequente inibicao da
metanogénese (DAVID et al., 2018). Assim, a codigestdo anaerobia - CoDA, utilizada quando
0 objetivo € estabilizar simultaneamente mais de um substrato, tem sido estudada para aumentar

aproducao de metano, melhorando fatores relevantes do processo, como equilibrio correto entre
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macro e micronutrientes, diluicdo dos inibidores, diminui¢do do contetido de nitrogénio, entre
outros parametros que sdo passiveis de otimizar o rendimento de biogds e melhorar sua
composi¢ao.

Outros residuos gerados em grandes quantidades e que podem ser aplicados na
codigestdo anaerdbia dos RA sdo aqueles provenientes da poda urbana - RPU, gerados na forma
de galhos, ramos, folhas, sementes ¢ grama (MEIRA, 2010). Estima-se que a biomassa
lignoceluldsica compreenda cerca de 50% da biomassa disponivel no mundo, o que ressalta seu
potencial como matéria-prima para o desenvolvimento de produtos biotecnologicos
(SANCHEZ; CARDONA, 2008). No entanto, ainda que sejam materiais relevantes para
balanceamento do processo anaerdbio, a estrutura da biomassa lignoceluldsica ¢ composta
principalmente de celulose, hemiceluloses e lignina, componentes da parece celular vegetal (LU
et al.,2013), cuja principal funcdo ¢ criar uma barreira natural contra a agdo de microrganismos,
promovendo certa resisténcia a degradagdo destes.

Diante disso, o uso de técnicas de pré-tratamento da biomassa lignocelulosica passa a
ser uma etapa fundamental para aumentar a eficiéncia de conversdo de biogas a partir destes
residuos, auxiliando na redugdo da cristalinidade e o grau de polimerizagao da celulose,
remoc¢do da lignina e hemicelulose e aumento a area acessivel para os microrganismos
(YU et al., 2019). Dentre os pré-tratamentos disponiveis, destacam-se os fisicos (moagem e/ou
hidrotérmicos), quimicos diluidos ou concentrados (alcalinos ou 4cidos) e biologicos (KIM;
HAN, 2012; JAIN et al., 2015; DUTRA, 2018; ATELGE et al., 2020; KHAN et al., 2022).

A escolha do pré-tratamento depende do tipo e composicdo da biomassa e da
ponderacao das vantagens e desvantagens de cada um deles frente aos objetivos de aplicagao
do residuo tratado. Os pré-tratamentos fisicos, por exemplo, embora sejam bastante simples e
com implicagdes ambientais minimas, podem ser mais caros devido ao alto consumo de energia
e com menor rendimento de metano. O mesmo ocorre com os pré-tratamentos quimicos; ainda
que o processo promova melhores conversoes estruturais do residuo lignocelulédsico, podem ser
toxicos para os microrganismos atuantes na digestdo anaerobia, além de comprometer a
qualidade do biofertilizante. J& os pré-tratamentos bioldgicos, mesmo que apresentem uso
minimo de energia e menores formacdes de inibidores, sdo mais lentos (KHAN et al., 2022).

Embora o emprego de variados pré-tratamentos, isolados ou associados, venha sendo
estudado e tenham apresentado resultados satisfatérios frente a conversao dos componentes da
estrutura lignoceluldsica dos residuos vegetais, a busca por tecnologias alternativas de pré-
tratamento que abracem os aspectos ambientais, econdmicos e sustentaveis tem crescido. Neste

sentido, ndo foram encontrados estudos especificos utilizando o fungo Pleurotus ostreatus no
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pré-tratamento bioldgico de residuos de poda urbana, visando sua utilizagdo na CoDA de
residuos alimentares. Ainda, ndo foram identificados trabalhos que mostrem que a biomassa
fingica atuante no pré-tratamento também ¢ utilizada como matéria organica pelos
microrganismos anaerdbios para a otimizagao da producao de biogas e metano.

Desta forma, este estudo propde a investigacdo de diferentes tecnologias de pré-
tratamento aos residuos de poda urbana, a fim de avaliar a influéncia destes tratamentos na
disponibilizag¢ao da estrutura lignoceluldsica da biomassa vegetal. Visa-se a otimizacao para a
sua codigestdo anaerdbia com residuo alimentar, de forma a melhorar o desempenho do
processo e aumentar o potencial de produgdo de biogéas e metano, e também como alternativa

de tratamento dos residuos so6lidos organicos estudados.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos pré-tratamentos quimico, fisico e bioldgico nos residuos de
poda urbana - RPU, visando a otimizagdo da sua codigestao anaerdbia - CoDA com residuo

alimentar - RA quanto a produgdo de metano.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito dos pré-tratamentos quimico acido, quimico alcalino, fisico e
bioldgico em RPU, no que tange as modificagdes estruturais e disponibilizagdo dos aglicares da
parede celular, variando os fatores concentragao, tempo de residéncia e temperatura,

o Comparar o potencial bioquimico de metano, a partir do Ensaio BMP
(Biochemical Methane Potential), dos RPU bruto, RPU pré-tratados ¢ do RA, a partir de
variadas condi¢des operacionais (mono-digestdo e codigestdo anaerdbia com diferentes
proporcdes de solidos totais volateis - STV);

. Investigar no pré-tratamento biolodgico a influéncia dos fatores solugdo
umedecedora (com e sem esterilizacdo) e nutrientes no desenvolvimento e atuagao do
basidiomiceto Pleutorus ostreatus no RPU, no que se refere a remog¢do de lignina,
disponibilizac¢do de agucares e producao de lacase;

. Comparar o desempenho da codigestdo anaerdbia de RA com RPU bruto e
melhor resposta de RPU pré-tratado, em reatores de escala piloto de 0,05 m?, realizando
monitoramento de pardmetros fisico-quimicos e do desempenho operacional;

o Identificar e quantificar a comunidade microbiana presente no efluente dos

reatores pilotos, a partir do sequenciamento e quantificagdo de DNA.



26

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PANORAMA GERAL DOS RESIDUOS ORGANICOS, BIOCOMBUSTIVEIS E BIOMASSA

A crescente preocupacdo com o meio ambiente tem servido de base para que a
sociedade questione os meios de exploragdo dos recursos naturais, a intensidade como sdo
explorados e as consequéncias ambientais decorrentes de sua utilizagdo (SELLA ef al., 2019).
Aliado a exploracao dos recursos naturais escassos € seus impactos ambientais, existe também
a preocupacdo de cunho social e economico no que se refere a gestdo de residuos soélidos
urbanos - RSU ao longo da ultima década.

Considerando que quase metade (45,3%) dos residuos gerados no Pais representa
fragdo organica, torna-se fundamental o desenvolvimento de tecnologias que possam ser
aplicadas para a geracdo de produtos com valor agregado, especialmente quando se trata das
perdas e desperdicio de alimentos (OLIVEIRA; GATTAMORTA, 2021). De acordo com
Porpino e Antonioli (2020), a familia brasileira desperdica, em média, 128 kg de alimentos por
ano. O desperdicio de alimentos contribui para o consumo excessivo de dgua e combustiveis
fosseis que, juntamente com as emissdes provenientes de sua decomposicao, tém impacto nas
mudangas climaticas globais. Assim, reduzir o problema dos residuos alimentares e/ou aplicar
uma gestao sustentavel em seu tratamento tem se tornado uma prioridade na agenda de varios
governos e setores economicos, principalmente para alcangar os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel - ODS da Organizacdes das Nagdes Unidas - ONU.

Bortoloti (2021) apresenta que os residuos alimentares podem apresentar composi¢ao
variada, uma vez que aspectos como cardapios, tipos de alimentos servidos, local de geragao,
cultura, geografia, etc., colaboram para que ndo tenham uma caracteristica marcante e
homogénea. Por possuirem alto teor organico (entre 70 a 90% em sdlidos totais volateis), a sua
disposi¢cdo inadequada pode promover passivos ambientais, dado que os produtos da sua
degradacao sao precursores de contaminacao hidrica, assoreamento de rios e lagos, proliferagao
de macro e microvetores, geracao de odores e emissdo de gases de efeito estufa - GEE (BORTH,
2021). Por outro lado, as propriedades biodegradaveis e a riqueza de nutrientes presentes nos
residuos alimentares os tornam aptos a processos biologicos para reciclagem e valorizagao, fato
este que também contribui com a diversificacdo da matriz energética brasileira e das fontes
renovaveis de energia.

O desenvolvimento de fontes renovaveis de energia, embora acelerado, ndo ¢

proporcional ao aumento da demanda energética. Neste sentido, visando uma sociedade
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industrial mais sustentavel e uma gestao eficaz das emissdes de GEE, torna-se imprescindivel
reduzir a dependéncia da populacao por fontes ndo-renovaveis de energia, como combustiveis
fosseis e nucleares (CLARK; LUQUE; MATHARU, 2012; RUHL et al., 2012).

Historicamente, quando comparado ao resto do mundo, o Brasil se destaca por
apresentar alto percentual de fontes renovaveis de energia em sua oferta interna (EPE/MME,
2020). Segundo Unesco (2021), o Brasil possui uma das matrizes energéticas mais limpas do
mundo, o que pode ser confirmado com o alto percentual de contribui¢do (85%) das energias
renovaveis na geracao de eletricidade no pais em 2020. De acordo com a Nota Técnica referente
a Analise de Conjuntura dos Biocombustiveis no Brasil, verificou-se, durante o ano de 2020,
um acréscimo na participacao da geracao de energia a partir da biomassa no total ofertado por
essa matriz (crescimento de 0,8%), quando comparado ao mesmo periodo de 2019 (EPE/MME,
2021).

O crescimento populacional, atrelado a intensa urbanizacdo e desenvolvimento
tecnologico, confirmam a necessidade de geragdo de energia a partir de novas fontes, uma vez
que, atualmente, mais de 84% das demandas globais de energia estdo sendo atendidas por
recursos de combustiveis fosseis e tém efeitos ambientais adversos. Portanto, essas
complicagdes motivaram o uso racional dos recursos naturais disponiveis e dos produtos
residuais por meio da abordagem da biorrefinaria (GODINHO et al., 2019; KHAN et al., 2022).

Khan et al. (2022) explicam que existem trés categorias de biocombustiveis baseadas
nas matérias-primas utilizadas para sua producdo: as partes comestiveis das lavouras sdo
utilizadas como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis de 1* geragdo, os materiais
lignoceluldsicos sdo utilizados para a produgdo de biocombustiveis de 2* geracdo e os
biocombustiveis de 3* geracao sdo produzidos por microalgas como matéria-prima.

As vantagens relacionadas ao uso dos combustiveis renovaveis vao além dos impactos
econdmicos e ambientais que estes promovem. Para a questdo econdmica, a diversificagdo da
matriz energética, o aumento dos investimentos em pesquisa e desenvolvimento de tecnologias,
o crescimento ¢ desenvolvimento da agricultura e a sustentabilidade sdo os pontos que se
destacam. Da mesma forma, do ponto de vista ambiental, destacam-se os impactos relativos a
reducdo de poluentes atmosféricos, a diminui¢do de gases estufa, melhoria do uso da terra, uso
adequado das aguas e sequestro de carbono (CHEMMES et al., 2013).

Espera-se que, até¢ 2030, as fontes renovaveis no Brasil, tanto para geracao de energia,
quanto para biocombustiveis, representem entre 28% e 33% do total de recursos usados, que o
pais alcance uma participacao estimada de 45% de energias renovaveis na composi¢ao da sua

matriz energética e que a participacao de bioenergia sustentavel na matriz energética brasileira
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aumente para, aproximadamente, 18%. Assim, serdo cumpridas as metas estabelecidas no
acordo da 21* Conferéncia do Clima - COP-21 em Paris, 2015. Neste contexto, a pressdo para
reduzir os GEE tende a ser cada vez maior e, como consequéncia disto, a biomassa
lignocelulodsica, por ser considerada um recurso renovavel, se mostrara cada vez mais atraente
(EPE, 2016).

Considerando uma perspectiva futura, com uma economia baseada em
biocombustiveis, a valorizagao sustentavel dos recursos advindos de biomassas, especialmente
por meio da digestao anaerobia, serd uma opgao provavel e indispensavel (EL ACHKAR et al.,

2016).

3.2 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Devido a grande disponibilidade da biomassa lignocelulodsica, o seu bioprocessamento
surge como uma alternativa sustentavel e economicamente interessante, haja vista sua
abundancia, seu potencial energético, baixos custos operacionais, menor toxicidade e o fato de
ser renovavel (BASTOS, 2020).

O termo biomassa lignocelulosica refere-se a toda matéria de origem vegetal,
proveniente de floresta nativa ou plantada; residuos de poda urbana; culturas agricolas e seus
residuos (ex.: galhos e/ou cascas de arvores, palha de trigo, bagaco e palha de cana-de-actcar);
e residuos de madeira e da industria de papel (GOMES, 2019).

Estima-se que cerca de 181,5 bilhdes de toneladas de biomassa lignoceluldsica sejam
produzidas anualmente em todo o mundo, estando disponiveis de forma razoavelmente limpa e
em grande quantidade (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; BAETA, 2016). Ribeiro (2016)
apresenta em seu estudo que o Brasil € o terceiro maior produtor agricola do mundo, superado
apenas pelos Estados Unidos e pela Unido Europeia, o que faz com que a quantidade de residuos
oriundos do setor agricola no pais seja elevada.

No entanto, nem sempre a destinagdo destes materiais ¢ adequada, o que reflete
diretamente em seu uso como fonte renovavel e perda do seu potencial energético, gerando um
passivo ambiental (BRAGATTO, 2010). Assim, no contexto do aproveitamento dos materiais
lignocelulodsicos, surgiu o conceito de biorrefinaria, que objetiva o aproveitamento integrado de
todos os componentes da biomassa vegetal, transformando os residuos e subprodutos gerados

de determinado processo em matéria-prima para viabilidade de outro processo (GRAVITIS;

SUZUKI, 1999).
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3.2.1 Estrutura da Biomassa Lignocelulésica

A biomassa lignocelulosica ¢ constituida, basicamente, dos biopolimeros de celulose
(CsH100s5)x, hemicelulose (CsHgO4)y e lignina (CoH1003(OCH3))z (Figura 1) - componentes
estes que representam a maior parte da massa seca do material, além dos extrativos e cinzas
(BALAT, 2011). Quimicamente, este material ¢ composto de 35-50% de celulose, 25-35% de
hemicelulose e 15-20% de lignina. Esta composi¢do varia de acordo com a diversidade da
biomassa, condi¢des de crescimento, parte da planta e idade da colheita (PARAJULI et al.,
2015).

Figura 1 — Principais componentes quimicos estruturais da biomassa lignoceluldsica

Parede celular da planta

Celulose

Lignina

Fonte: Lora e Venturini (2012)

O material lignoceluldsico também ¢ formado por uma pequena quantidade de outros
materiais, como proteinas, sais minerais € metabolitos secundarios e sua composi¢ao quimica
varia significativamente de espécie para espécie ou até mesmo dentro da propria espécie,
dependendo da idade, fase de crescimento, tipo de solo, estresse hidrico, indice de radiagao
solar, etc. Ou seja, tais fatores podem promover a alteragdo dos componentes basicos do
material lignoceluldsico, mesmo que dentro de um mesmo tipo de biomassa (ZHANG;
HUANG; RAMASWAMY, 2008; SANTOS, 2017).

Toda a composicao desta biomassa tem a funcao de fornecer a planta apoio estrutural,
impermeabilidade e resisténcia. De maneira geral, esta estrutura é responsavel por criar uma
barreira natural contra possiveis ataques de microrganismos e estresse oxidativo (HENDRIKS;

ZEEMAN, 2009). Como os materiais lignocelulosicos sao recalcitrantes, a hidrélise enzimatica
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- devido ao grau de polimerizagao, a cristalinidade da celulose, a area de superficie disponivel,
o teor de umidade e de lignina, por exemplo, pode-se afirmar que as caracteristicas quimicas e
morfologicas destes sdo as principais responsaveis pela dificuldade de sua conversao em

biocombustiveis (WU et al., 2016).

3.2.1.1 Celulose

A celulose ¢ o composto organico natural mais abundante na natureza e esta presente
em espécies vegetais superiores (ex.. arvores) (GOMES, 2019). Trata-se de um
homopolissacarideo linear formado de unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas do
tipo B (1-4) (COSTA, 2013). Baéta (2016) afirma que uma cadeia de celulose pode conter até
10.000 unidades de glicose.

Formada por regides cristalinas altamente organizadas e regides amorfas pouco
ordenadas, a estrutura da celulose ¢ mantida por ligacdes de hidrogénio e pelas forgas de Van
der Waals (TURUMTAY, 2015). Porém, ¢ na regido amorfa da estrutura que existem tor¢des
capazes de alterar o arranjo ordenado da celulose. Mesmo assim, sua forma estd diretamente
relacionada a origem do material da parede celular e de como ele foi obtido (BRIENZO et al.,
2017; SANTOS, 2017).

Por conta da complexidade de sua estrutura, a degradacgado da celulose ¢ dificultada, ou
seja, quanto maior o grau de polimerizagdo da molécula de celulose, menor serd sua
solubilidade devido as ligagdes intermoleculares de hidrogénio (ZHANG; LYND, 2004). Neste
contexto, para que haja a conversdo da cadeia em mondmeros de glicose, ¢ necessaria uma
etapa de hidrdlise. De acordo com Baéta (2016) e Santos (2017), a presenga de hemicelulose e
lignina torna ainda mais dificil esta hidrolise, portanto, uma etapa de pré-tratamento na

biomassa lignoceluldsica pode maximizar a quebra.

3.2.1.2 Hemicelulose

Entre os polimeros abundantes na natureza, encontra-se a hemicelulose. Tanto a
quantidade de agucares (mondmeros), quanto a composi¢cdo quimica da hemicelulose variam
em funcao de alguns fatores, como origem botanica, parte da planta, o tipo de tecido, estagio e
condigoes de crescimento (SANTOS 2017; LIMA, 2018).

De acordo com Baéta (2016), Travaini et al. (2016) e Santos (2017), por estarem

localizadas, principalmente, na parede celular da biomassa lignocelulosica, associadas as
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microfibras de celulose (ligagdes de hidrogénio) e lignina (ligagdes covalentes), a fungdo da
hemicelulose ¢ garantir elasticidade, flexibilidade e rigidez ao material vegetal, promovendo
uma importante integridade estrutural.

Segundo Gomes (2019), as hemiceluloses sdo compostas por diferentes unidades de
acucares (formando cadeias ramificadas), sendo estas formadas por glicose; manose e galactose
(hexoses); e xilose e arabinose (pentoses), podendo ainda apresentar quantidades varidveis de
acidos uronicos e desoxi-hexoses em alguns tipos de vegetais.

Considerando o aspecto estrutural, pode-se afirmar que a hemicelulose ¢ mais
semelhante a celulose do que a lignina, no entanto, suas cadeias moleculares sio menores € com
peso molecular mais baixo (SOUZA, 2016). Diferentemente da celulose, a estrutura das
hemiceluloses ndo contém regides cristalinas, ou seja, sdo mais susceptiveis a hidrolise quimica

sobre condi¢des mais brandas (FREITAS, 2011).

3.2.1.3 Lignina

Superada apenas pela celulose, a lignina ¢ a segunda macromolécula mais abundante
na superficie terrestre (LIMA, 2018). De acordo com Higuchi (1997), a lignina ¢ um
heteropolimero ndo glucosidico tridimensional formado por mondmeros do tipo fenil-propano,
dentre os quais, em sua maioria, t€m-se os alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico. Por
possuir uma estrutura complexa, de carater fendlico e reticulada, exerce um papel fundamental
para as plantas. Além do suporte mecanico ofertado, a lignina forma uma estrutura rigida capaz
de promover for¢ca compressiva ao tecido e as fibras individuais das plantas e resisténcia contra
deformacao a parede celular (BRAGATTO, 2010; SANTOS, 2017).

Além de papel estrutural, a lignina auxilia no transporte de agua, nutrientes e
metabolitos, uma vez que torna hidrofébica a parede celular, ou seja, inibe a absor¢do de dgua;
desta forma, pode-se considerar que a lignina ¢ uma das responsaveis pela evolucao das plantas
vasculares. Ademais, a lignina € o componente mais recalcitrante da parede da célula da planta,
promovendo resisténcia biologica contra insetos, patdgenos e microrganismos, pois dificulta a
penetragdo das enzimas degradadoras de polissacarideos (NOVO, 2012; MESCHEDE et al.,
2012; TRAVAINI ef al., 2016; BRIENZO et al., 2017). Resumidamente, quanto maior for a
propor¢ao de lignina, maior a resisténcia a degradacao quimica e enzimatica (TAHERZADEH;

KARIMI, 2008).
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3.2.1.4 Outros componentes

Juntamente com os principais componentes da parede celular (celulose, hemicelulose
e lignina), as espécies vegetais também sao constituidas por outros compostos com baixo peso
molecular. Sua composicao ¢ bastante variavel e dependente de fatores como a espécie da planta
e a regido a qual foi cultivada. Embora representem pequena porcentagem da massa total da
parede vegetal, possuem grande influéncia sobre as propriedades e qualidades da biomassa
lignocelulodsica, sendo responsaveis por caracteristicas como cheiro, cor e resisténcia ao
apodrecimento do vegetal (MORAIS; NASCIMENTO; MELO, 2005; ESTEVES, 2011).

Os constituintes em menor propor¢ao dividem-se em duas classes: a primeira
corresponde aos extrativos, que sdao substancias secundarias, com baixa massa molecular,
soliveis em 4gua e/ou solventes orgéanicos ou ainda volatilizados em presenga de vapor e sdo
encontrados em baixa quantidade nos materiais lignoceluldsicos; e a segunda, denominada de
cinzas, ¢ considerada de dificil extragdo e sdo representados pelos sais, 6xidos de potassio,
sodio, célcio e manganés (ASSUMPCAO, 2015). Para Lima (2018) os extrativos e cinzas

representam entre 5-20% (em massa seca) de todo material lignoceluldsico.

3.3 RESIDUO DE PODA URBANA: PROPRIEDADES E POTENCIAL COMO FONTE ALTERNATIVA DE

ENERGIA

Um importante indicador de desenvolvimento e padrdo de vida da sociedade ¢ o
consumo energético da localidade. As preocupagdes ambientais relativas a geracao e utilizagao
de energia, bem como a constante reducao das reservas fosseis e perspectivas de escassez do
abastecimento, maximizam a necessidade de reverter o cenario atual (PEREIRA et al., 2012;
POTTMAIER et al., 2012).

Neste contexto de expansdo, buscam-se estratégias, preferencialmente sustentaveis,
para garantir a renovagdo da matriz energética brasileira. Considerando que o Brasil abriga
inameros tipos de fontes primarias de geracdo de energia elétrica, o Pais avanga sentido a
reducdo das emissdes de carbono, quando comparado aos seus pares globais (EDWIGES,
2017).

O futuro dos residuos de poda urbana como fonte de energia ¢ promissor,
especialmente em paises emergentes, uma vez que a geragdo desta biomassa, passivel de
aproveitamento, ¢ significativa. Segundo Taha et al. (2016), o material lignocelulosico

representa o maior recurso renovavel do mundo, além de ser uma matéria-prima abundante na
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natureza ¢ de baixo custo. Estima-se que 50% da biomassa disponivel no mundo seja
lignoceluldsica, o que reforga o seu potencial para desenvolvimento de produtos e tecnologias
(SANCHEZ; CARDONA, 2008; LIMAYEM; RICKE, 2012).

O aumento da produtividade agroindustrial, consequéncia da aplicacdo de novas
tecnologias, associado ao crescimento desta atividade, resultam em um acumulo de residuos
lignoceluldsicos. Neste sentido, o interesse na utilizagdo desta biomassa promoveu intenso
incentivo no desenvolvimento de bioprocessos capazes de empregar estas fontes como
substratos, seja para aproveitamento energético, ou para demais areas de interesse, como

produgdo de etanol, enzimas, acidos organicos, etc. (SANCHEZ, 2009; TAHA et al., 2016).

3.4 PRODUCAO DE BIOGAS A PARTIR DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

No Brasil, durante o periodo da crise energética na década de 70, a busca por
alternativas tecnoldgicas e sustentaveis para geragao de energia e preservacao do meio ambiente
despertou interesse frente a digestdo anaerdbia, especialmente pela sua capacidade de
estabilizar matéria organica (KIM, 2018). Passadas algumas décadas, a manuten¢do da
produgdo de energia do pais, ainda muito dependente de hidrelétricas - e extremamente
suscetivel as condi¢des climdticas, foi agravada pela escassez de chuvas na maior parte do
Brasil durante o ano de 2021, assim, o cenario de crise energética retomou discussdes acerca
da diversificacdo da matriz energética brasileira (ANEEL, 2021).

De acordo com Lima (2018), aspectos como a disponibilidade de energia limpa, a
otimizagdo de tecnologias e processos € as crescentes exigéncias legais e ambientais tém
impulsionado o desenvolvimento sustentavel dos paises. Os sistemas energéticos, baseados em
fontes renovaveis de energia, contribuem com esse objetivo e cumprem papel fundamental na
substituicdo de petrdleo e derivados.

Rabelo (2010) afirma que, dentre estas fontes, o biogds recebe destaque, pois sua
captura e combustdo sao maneiras relativamente simples de reduzir emissdes de GEE,
disponibilizar um combustivel e at¢ mesmo gerar receita adicional por meio dos créditos de
carbono, mediante implantagdo de projetos de Mecanismo de Desenvolvimento Limpo - MDL.

Perin et al. (2020) afirmam que a digestdo anaerdbia ¢ uma alternativa ao tratamento
dos residuos organicos, uma vez que aproveitar a fragao organica deste material (cerca de 45%
de todos os residuos gerados no pais) para conversao energética corresponde a uma alternativa
ambientalmente sustentavel, gerando produtos de valor e aumentando a vida util dos aterros

sanitarios.
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3.4.1 Digestao Anaerobia

Uma alternativa sustentdvel para aproveitamento do residuo lignoceluldsico e
producao de biogas ¢ a digestdo anaerobia - DA. De acordo com Baéta et al. (2016), a celulose
e a hemicelulose podem ser convertidas em metano por meio da digestdo anaerébia, gerando
energia renovavel e aumentando o potencial energético do agronegocio no Pais.

A DA ¢ um processo biologico em que, na auséncia de oxigénio molecular, bactérias
facultativas ou estritamente anaerobias e arqueas atuam na degradagao de compostos organicos
complexos e estes, a partir de uma série de processos oxidativos, por meio da agdo combinada
de diferentes microrganismos com atividades especificas, sdo convertidos em substancias mais
simples, como metano, dgua, produtos inorgénicos (diéxido de carbono) e biofertilizantes
(matéria organica estabilizada) (PROBIOGAS, 2016; KADAM; PANWAR, 2017). Desta
forma, o produto gerado em uma etapa, torna-se o substrato para a etapa seguinte, resultando
em um equilibrio dinamico interespécies (GEHLEN, 2013). Segundo Lima (2018), os
principais resultados deste processo sdo: fracao liquida (constituida por biocompostos simples
soluveis), fracdo gasosa (formada pelo biogés, rico em metano) e fracao solida (lodo anaerdbio).

Em geral, o biogas ¢ constituido, basicamente, por metano - CHy, hidrogénio - Ho,
dioxido de carbono - CO; e gés sulfidrico ou sulfeto de hidrogénio - HoS e suas concentragdes
sdo variaveis. A composicao do biogés esta relacionada as caracteristicas do substrato utilizado
no processo, do tipo de reator e dos pardmetros operacionais, como tempo de detengdo
hidraulica, carga organica volumétrica, agitacao, temperatura, entre outros (OLIVEIRA, 2009).

Segundo Davies e Stulp (2016), ao ser langado na atmosfera, o CH4 presente no biogas
representa uma acao 20 vezes maior do que o CO», em relagdo a reteng¢do do calor responsavel
pelo aquecimento do planeta, ou seja, um enorme potencial de poluicdo no que se refere ao
efeito estufa. Porém, quando comparado a outros combustiveis fosseis, sua queima gera menos
poluentes atmosféricos por unidade de energia gerada, assim, ¢ considerado um combustivel
limpo, ambientalmente promissor e tem sido amplamente utilizado para geracao de calor, vapor,
eletricidade, em equipamentos e aplicacio industrial (GEHLEN, 2013; BAETA, 2016).

De acordo com Kelleher et al. (2002), a DA pode ser representada pela Equagao 1:

Matéria organica + HoO — CHa + CO» + NH3 + HoS + calor + biomassa microbiana (Equagao 1)

A geracdo de biogas e, consequentemente, produgdo de metano por meio da digestdo

I3

anaerdbia, utilizando-se de diferentes substratos, ¢ crescente, especialmente por ser uma
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tecnologia considerada ideal em decorréncia dos seus beneficios economicos e ambientais.
Outras vantagens oferecidas pelo biogéas sdo apresentadas por Baéta (2016): i) produzido a
partir de recursos renovaveis, ii) produ¢do independe de fontes externas provenientes do
petroleo, iii) contribui com a redugao da polui¢do causada por residuos organicos, responsaveis
por grande parte da polui¢do de 4gua doce e iv) auxilia a atardar os impactos da gestdo
inadequada de residuos.

A degradagao biologica de compostos organicos complexos ocorre em multiplos
estagios bioquimicos consecutivos, cada qual realizado por grupos de microrganismos
especificos. Nestas reacdes em cadeia, sdo continuamente gerados diversos produtos
intermediarios que sdo processados (RAJESHWARI e al, 2000). A digestdo anaerdbia
compreende inimeras reagdes complexas e pode ser sintetizada em quatro etapas principais,

hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese, apresentadas na Figura 2.

Figura 2 - Diagrama do processo de producao de biogas a partir da digestdo anaerdbia
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3.4.1.1 Hidrolise

Na primeira fase do processo de digestdo anaerobia, hidrdlise, cadeias organicas
longas, como proteinas, lipideos, polimeros a base de acucares e carboidratos, sao
transformados em substincias quimicamente mais simples e soliveis em meio aquoso
(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). Essa acdo ¢ realizada por enzimas (ex.: celulases,
lipases, amilases) produzidas e excretadas por bactérias pertencentes a géneros como
Clostridium, Proteus, Bacillus, Vibrio e Bacterioides (LUCENA, 2008). Trata-se de uma etapa
importante no processo, visto que pode ser considerada um fator limitante na degradagdo
anaerobia. Apos a hidrolise, a passagem do substrato para o interior das células dos
microrganismos, através da parede celular, sera facilitada (LIMA, 2018).

Gomes (2019) afirma que, durante a hidrolise, fibras sdo convertidas em aglicares
redutores e, posteriormente, estes sdo recuperados para fermentagao e continuidade no processo
de digestdo anaerdbia. Assim, esta etapa ¢ de fundamental importancia para a conversao de
biomassa lignoceluldsica em biogéds, uma vez que as arqueas metanogénicas ndo sao capazes
de assimilar diretamente as macromoléculas que constituem o complexo lignoceluldsico
(BAETA, 2016; LIMA, 2018).

Essa atividade acontece pela acdo de exoenzimas excretadas por microrganismos
anaerobios facultativos e/ou estritamente anaerobios. Ao consumirem grande parte do oxigénio
dissolvido presente no sistema, os microrganismos promovem uma redu¢do no potencial redox
do meio, garantindo condic¢des ideais para sua atuacdo (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011;
GEHLEN, 2013).

3.4.1.2 Acidogénese

A acidogénese ocorre de maneira concomitante a etapa da hidrélise, uma vez que, no
interior das células dos microrganismos acidogénicos, as substancias soluveis, oriundas da
etapa de hidrolise, sio metabolizadas em compostos mais simples, como acidos de cadeia curta,
moléculas C1-C5 (4cido férmico, acido acético, acido propidnico, acetato e acido butirico),
alcoois, hidrogénio, 6xido de nitrogénio, sulfato de hidrogénio e COz2. Desta forma, a etapa
acidogénica sera limitante do processo apenas se o material a ser degradado nao for de facil
hidrélise (COSTA et al., 2014; HELENAS, 2019).

Como os éacidos graxos volateis sdo os principais produtos dos organismos

fermentativos, estes sdo usualmente designados de bactérias fermentativas acidogénicas
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(VICTORINO, 2017). Lucena (2008) apresenta que varias bactérias acidogénicas t€m sido
encontradas em reatores anaerdbios, como as pertencentes aos géneros: Bacillus, Clostridium,

Micrococcus, Pseudomonas, Propionibacterium, Streptococcus, etc.

3.4.1.3 Acetogénese

Edwiges (2017) apresenta que, na acetogénese, os compostos gerados anteriormente
sdao transformados, a partir de bactérias sintroficas acetogénicas e homoacetogénicas. As
primeiras, transformam os acidos organicos em alcoois, hidrogénio, dioxido de carbono ¢ acido
acético, que € o principal substrato dos microrganismos metanogénicos. Desta forma, afirma-
se que este estagio € essencial para gerar substrato para a etapa seguinte (GOMES, 2019). Para
Baéta ef al. (2016), cerca de 75% da producdo de metano de um reator anaerdbio advém desta
rota.

Como as bactérias acetogénicas crescem em relagdo simbidtica com os
microrganismos metanogénicos, podem sobreviver e crescer apenas a partir da energia obtida
em concentracdes baixas de H>. Assim, os valores de pressdao de hidrogénio, produzidos nesta
etapa, sdo fundamentais para manter o equilibrio dindmico entre as etapas de acetogénese e
metanogénese (GOMES, 2019).

Se a pressao de hidrogénio aumentar no sistema, a formagao de acido acético pelos
microrganismos acetogénicos ¢ comprometida, afetando a produg¢do de CH4 pelas arqueas
metanogénicas acetoclasticas. Por outro lado, para minimizar o aumento da pressdo de
hidrogénio, existe a dependéncia de outra classe de microrganismos metanogénicos, bactérias
homoacetogénicas, as quais utilizam CO; e Hz gerados para a produgdo de 4cido acético. Desta
forma, o equilibrio entre as fases de acetogénese e metanogeénese ¢ fundamental para a elevada
conversao de metano a partir de qualquer fonte de carbono (DEUBLEIN; STEINHAUSER,
2011; BAETA et al., 2016; EDWIGES, 2017; GOMES, 2019).

Lucena (2008) apresenta que a acetogénese inclui membros dos géneros:
Syntrophomonas, que utilizam valeriato e butirato como substrato e Syntrophobacter, que
utilizam propionato como substrato. Ja Silva (2009), ressalta a importancia que tém as espécies
metanogénicas Methanothix soenhngenii, Methanosarcina barkeri e Methanosarcina mazei em
consumir acetato. Relata, ainda, que as espécies Methanothix, apesar de sua afinidade com
acetato, predominam em condi¢cdes de baixa concentracdo desse substrato, enquanto que

Methanosarcinas prevalecem a elevadas concentragdes.
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3.4.1.4 Metanogénese

Esta etapa, responsavel pela formagdo de metano, ocorre em condigdes estritamente
anaerdbias e pode ser realizada por microrganismos metanogénicos acetoclasticos ou
hidrogenotroficos. A primeira espécie utiliza como substrato moléculas de acetato para
conversao em CH4 e CO», enquanto a segunda espécie converte CO2 e H» em CHa.

De maneira resumida, a via hidrogenotréfica ¢ desempenhada por microrganismos que
reduzem o CO; a CHs, utilizando principalmente o hidrogénio como doador de elétrons,
podendo também utilizar o formato e dalcoois secundarios para essa finalidade (LIU;
WHITMAN, 2008). Na via acetoclasticas, o acetato ¢ clivado em um grupo carboxilico que ¢
oxidado a CO; e em um grupo metil que ¢ reduzido a CHs, em duas reagdes enzimaticas
homologas as duas tltimas etapas da via hidrogenotréfica (ALVES, 2018).

Compostos contendo grupos metil, como metilaminas e metanol, também sdo
utilizados pelas arqueas metanogénicas como substratos. Os microrganismos que possuem essa
via metabolica sdo denominados metilotroficos e podem pertencer as seguintes ordens:
Methanosarcinales, Methanobacteriales e/ou Methanomassiliicoccales (LIU; WHITMAN,
2008; VANWONTERGHEM et al., 2016).

Elevadas taxas de produg¢do de metano sdo possiveis em condi¢des ideais de
crescimento, tanto para os microrganismos acetogénicos, quanto metanogénicos (OLIVEIRA,
2009; ZHENG et al., 2014)

Em geral, considera-se que a etapa da metanogénese ¢ limitante para a taxa de
producdo de metano, fato este relacionado as baixas taxas de crescimento especifico dos
microrganismos metanogénicos ¢ a sensibilidade destes a mudancas de temperatura, pH e
presenga de compostos inibidores (GEHLEN, 2013; BAETA, 2016).

Deublein e Steinhauser (2011) afirmam que quando a formagdo de metano ocorre de
maneira satisfatoria, ndo hd nenhum problema durante a fase acetogénica. Por sua vez, se a
formacdo de metano ¢ desequilibrada, ¢ sinal de superacidificagdo. De acordo com Oliveira
(2009), os microrganismos metanogénicos acetoclasticos utilizam, basicamente, o 4cido acético
e metanol para a geragdo de metano e gas carbonico e os metanogénicos hidrogenotroficos
utilizam o hidrogénio e didxido de carbono; estas reagdes sao descritas a seguir e representam,

respectivamente, a agao de cada um dos tipos de arqueas mencionados (Equagdes 2 ¢ 3):

CH3COOH — CH4 + CO» (Equagdo 2)
4H, + CO,; — CH4 + 2H20 (Equagdo 3)
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A reagdo apresentada pela Equacdo 2 ¢ responsavel por, aproximadamente, 70% do
metano produzido durante o processo de digestdo anaerdbia, em que o grupo metil é reduzido
a metano e o grupo carboxilico ¢ oxidado a gas carbonico (OLIVEIRA, 2009).

Costa et al. (2014) e Victorino (2017) mencionam que de todo metano produzido, 70%
¢ formado pelas arqueas metanogénicas acetoclasticas na rota do acetato (pertencem a dois
géneros principais: Methanosarcina - formato de cocos e Methanosaeta - formato de
filamentos) e 30% ¢ formado pelas arqueas metanogénicas hidrogenotroficas na rota do H2/CO»
(os géneros mais frequentemente isolados em reatores anaerdbios sao Methanobacterium,
Methanospirillum e Methanobrevibacter).

O processo de DA também pode incluir uma quinta fase, a sulfetogénica, dependendo
da presenga de sulfato na composi¢do quimica do substrato e das condigdes de operacao do
reator. Nesta etapa, as bactérias sulforedutoras reduzem sulfatos e formam sulfetos, utilizando
para suas agdes ampla variedade de substratos, incluindo acidos graxos volateis, acidos
aromaticos, hidrogénio, metanol, etanol, glicerol, agticares, aminoacidos e compostos fendlicos.
Assim, as bactérias competem com as bactérias fermentativas (hidroliticas), acetogénicas e

metanogénicas pelos substratos disponiveis (CHERNICHARO, 2016).

3.4.2 Fatores que Afetam a Digestdo Anaerobia

Helenas (2019) explica que, por se tratar de um processo bioldgico, o sucesso da
digestdo anaerdbia esta relacionado com o equilibrio das reagdes do processo, de forma a
garantir que o consorcio microbiano esteja saudavel e o reator estavel. Neste sentido, o meio
deve possuir condigdes ideais para que as reagdes de conversao da matéria organica ocorram
adequadamente. Estas condi¢des influenciam diretamente na operagdo e nos resultados obtidos
neste tratamento.

Em meio aos fatores existentes, os que podem intervir mais significativamente sao:
pH, acidos graxos volateis - AGV, alcalinidade, teor de solidos e demanda quimica de oxigénio
- DQO, carga organica volumétrica - COV, relacao C/N, macro e micronutrientes, temperatura,

agitacdo e tempo de detencao hidraulica - TDH.

3.4.2.1 pH, acidos graxos volateis e alcalinidade

Um fator com grande influéncia sobre o crescimento dos microrganismos em um

sistema anaerdbio € a concentra¢do de ions H3O" no meio. Para Castilhos Junior (2000), o pH
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deve ser mantido na faixa de 6 a 8, com valores 6timos entre 7 ¢ 7,2. Gomes (2019) afirma que
valores abaixo desta faixa indicam queda de producao de biogas, podendo chegar a paralisacao
com valores inferiores a 6. O autor afirma ainda que o melhor cenario para conversao de
proteinas a aminoacidos ocorre em sistemas cujo pH encontra-se entre 7 ¢ 7,5. Por sua vez, para
a conversdo de aminoacidos a acidos, o valor 6timo do pH ¢, aproximadamente, 6,3.

Controlar o pH no sistema ¢ fun¢ao da concentracio de acidos volateis ionizados, da
concentracao de nitrogénio sob a forma de amonia, do acimulo de bicarbonato e da fracao de
gas carbonico (CASTILHOS JUNIOR, 2000). De maneira geral, as bactérias acidogénicas
produzem acidos volateis a partir do fracionamento da matéria organica, promovendo um
aumento da acidez do meio e consequente redu¢do de pH. Quando as arqueas metanogénicas
iniciam sua conversao, transformando acidos em metano, neutralizam o meio ¢ elevam o pH
(PINTO, 1999).

Outro fator atuante sobre o pH do meio, podendo estabiliza-lo, ¢ o bicarbonato, uma
vez que a concentragdo deste ion € diretamente proporcional ao teor de didxido de carbono e ao
pH do sistema. Portanto, se as bactérias acidogénicas sdo muito rapidas e produzem mais
alimento do que as arqueas metanogénicas conseguem converter, o didoxido de carbono ¢
liberado no meio e estard em maior concentragdo do que o bicarbonato, impedindo a queda
acentuada do pH (PINTO, 1999; GOMES, 2019).

Gomes (2019) refor¢a que se a taxa de hidrolise do processo for mais alta do que a
taxa metanogénica e a alcalinidade ndo for suficientemente elevada, é possivel que ocorra o
acumulo de &cidos graxos volateis e de hidrogénio.

Outros parametros relevantes para o monitoramento e estabilidade de reatores
anaerdbios sao os AGVs e a alcalinidade. Helenas (2019) explica que a acidez, referente a
concentragdo de acidos no sistema, relaciona-se a capacidade de o processo anaerdbio suportar
o aumento do pH com a adi¢cdo de uma base. Ja a alcalinidade total, referente a concentragdo
de alcalis presentes no meio, indica a capacidade de o sistema resistir a queda do pH quando
adicionado 4acido, ou seja, capacidade média de tamponamento.

Para Metcalf e Eddy (2016), um processo anaerébio adequado deve apresentar
alcalinidade total - AT na faixa de 1000 a 5000 mg L' e concentragdo de 4cidos volateis inferior
a2.000 mg L!. Além da alcalinidade total, é relevante monitorar os valores da relagdo entre a
alcalinidade intermediaria (Al - alcalinidade bicarbonato) e parcial (AP - alcalinidade dos
acidos organicos), pois valores de AI/AP superiores a 0,3 apontam distirbios no processo
anaerdbio e possivel necessidade de interferéncias operacionais e/ou medidas corretivas

(CHERNICHARO, 2016).
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A combinagdo dos parametros AGV e AT também apontam informagdes sobre a
estabilidade do processo. Gueri (2017) explica que tal relacdo indica, indiretamente, se ha
acumulo de acidos no sistema e se os produtos intermediarios do processo estdo sendo
convertidos em metano. Callaghan et al. (2002) apresentam trés valores criticos para a relagao
AGV/AT: menor que 0,4 indica estabilidade do reator; entre 0,4 e 0,8 alguma possivel
instabilidade e, portanto, necessario redobrar a aten¢do e acima de 0,8 o sistema apresenta

instabilidade significativa.

3.4.2.2 Teor de so6lidos e demanda quimica de oxigénio

A producdo de biogas pode ser afetada pela composi¢do do residuo utilizado no
processo; por exemplo, em um substrato facilmente biodegraddvel, quanto maior for a
quantidade de s6lidos totais volateis - STV, solidos estes que representam o contetido organico
da amostra, maior serd a producio de metano. A demanda quimica de oxigénio - DQO também
¢ um fator diretamente proporcional a producao de biogas (PINTO, 1999).

A eficiéncia da digestdo anaerdbia pode ser quantificada a partir da variagdo do teor
de STV no sistema, uma vez que ¢ possivel quantificar a matéria organica consumida ao final
do tempo de detengdo hidraulica. Ou seja, se o STV do afluente nao reduzir, quando avaliado
o efluente, pode ser um indicativo de que produtos orgéanicos estdo acumulando e nao estdo
sendo convertidos em biogas. Além disso, a quantidade de microrganismos presentes no
indculo que, em geral, sdo capazes de converter a matéria organica, pode ser estimada pelos
STV (HELENAS, 2019; NAVARRO, 2020).

Por sua vez, a DQO refere-se a um parametro utilizado para monitoramento da
estabilizagdo da matéria organica dentro de um reator. Desta forma, quanto maior eficiéncia de
remocao, maior sera a degradagdo do substrato (SGORLON et al., 2011).

Por fim, afirma-se que a quantidade de metano ou biogas produzida em ensaios de
bancada pode ser interpretada em fungdo da quantidade de STV ou DQO presentes na mistura

de in6culo e substrato (ANGELIDAKI et al., 2009).

3.4.2.3 Carga organica volumétrica

Aplicar uma carga organica volumétrica - COV adequada ao sistema anaerdbio pode

contribuir com um processo estavel e um melhor rendimento de biogas. Neste sentido, entende-

se por COV a quantidade de STV inserida no reator, por unidade de tempo (dias), considerando
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o volume do digestor. Ou seja, ¢ o quociente entre a massa diaria de STV no substrato e o
volume do reator, determinada pela unidade (kgSTV m=d!) (GUERI, 2017; HELENAS, 2019).

Uma das desvantagens da digestdo anaerdbia ¢ sua sensibilidade as variagdes na
biomassa, desta forma, a composi¢ao da matéria-prima determinara o nivel de atividades
bioquimicas que ocorrerdo durante o processo e, consequentemente, se este serd afetado com a
sobrecarga ou falta de oferta (RAJAGOPAL; MASSE; SINGH, 2013).

A producao de metano tende a aumentar com o aumento da COV, contudo, o equilibrio
do processo também pode ser perturbado. No caso de substratos facilmente biodegradaveis e
com baixa capacidade de tamponamento, a alta carga organica aplicada podera levar a formagao
de AGV, reducdo de pH e inibicdo das arqueas metanogénicas (PATINVOH et al., 2017).
Residuos ricos em proteinas possuem alto potencial de produgdo de metano, no entanto, altas
cargas destes materiais estdo associadas a instabilidade do processo, decorrente da liberagdo de
nitrogénio amoniacal, causando inibi¢do do processo (SAYARA; SANCHEZ, 2019).

Outra maneira que pode inibir a atividade microbiana nas fases de fermentagdo ¢
permitir variagdes repentinas no tipo de substrato a ser inserido ao reator, assim, torna-se
fundamental que o reator seja dimensionado de maneira adequada aos pardmetros de entrada,
como o tipo de substrato ¢ a carga organica diaria de alimentacdo (HELENAS, 2019). Borth
(2021) afirma ainda que a adi¢do didria de um grande volume de um material pode promover
inibicao dos microrganismos, considerando o aumento na concentracdo de AGV (valores acima
de 2.000 mg L' sdo considerados prejudiciais), resultante da elevada taxa de
hidrélise/acidogénese em relagdo a metanogénese. O excesso de AGV relaciona-se com a
redugdo do pH do meio, inibicdo dos processos € menor conversao em metano.

Portanto, a aplicagdao de uma COV adequada ao sistema ¢ de extrema importancia para
o bom funcionamento e desempenho do reator. Desta forma, o estudo dos valores ideais para
cada situacdo ¢ essencial, visto que depende, principalmente, da composicdo do residuo e

condig¢des operacionais aplicadas (MALINOWSKY, 2016).

3.4.2.4 Relacao C/N

A producao de biogas pode ser otimizada com a adi¢do de substratos que possuam uma
relagdo C/N 6tima para o processo, justamente por fornecer niveis de nutrientes suficientes e
adequados aos microrganismos atuantes no sistema (REILLY; DINSDALE; GUWY, 2015).

Sayara e Sanchéz (2019) apresentam que baixos valores da relagdo C/N sdo capazes

de formar concentracdes mais altas de amonia, resultando, eventualmente, em impedimento do
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crescimento microbiano. Por sua vez, caso a relagdo C/N esteja acima do valor ideal durante a
fase fermentativa, grandes quantidades de AGV podem ser produzidas.

Yang et al. (2015) explicam que esta relagdao pode variar de acordo com os diferentes
substratos passiveis de conversao, no entanto, para que o processo de digestdo anaerdbia ocorra
de maneira satisfatoria, Castilhos Junior (2000) afirma que o ideal é que esta proporg¢do varie
entre 20 e 30, pois valores inferiores ou superiores a este intervalo podem proporcionar efeitos
significativos no processo de biodigestao anaerobia.

Um dos métodos mais utilizados para otimizar a relagdo C/N dos substratos
selecionados para geracao de biogas ¢ a codigestao anaerébia. Khalid ef al. (2011) explicam
que a CoDA proporciona maior estabilidade na alimentag¢do do reator, melhorando a relago
C/N, reduzindo a concentragdo de nitrogénio e minimizando problemas com o actimulo de
compostos volateis e amonia. Assim, “o co-substrato pode fornecer nutrientes que estejam
deficientes e, a0 mesmo tempo, proporcionar de maneira geral um efeito sinergético positivo
no meio, conduzindo a digestdo estavel e a melhorias no rendimento de biogas” (SIMOES,

2017, p. 111).

3.4.2.5 Macro e micronutrientes

Rabelo (2010) explica que os microrganismos necessitam que os substratos utilizados
sejam fontes de macro e micronutrientes, como célcio, magnésio, potassio, sodio, zinco, ferro,
cobalto, cobre, molibdénio, niquel e manganés. Porém, quando estes elementos se apresentam
em altas concentracdes, podem promover um efeito inibidor no processo de conversdo. Por sua
vez, elementos como carbono, nitrogénio, oxigénio, fosforo e enxofre desempenham
importante papel no rendimento dos gases de fermentagao.

Como exemplo, tem-se a presenca de nutrientes essenciais, como o ferro, e
micronutrientes, como o niquel e o cobalto, que possuem efeitos positivos na produtividade de
metano. Chen, Steele e Stuckey (2018) afirmam que tanto o niquel, quanto o ferro sdo essenciais
a sintese enzimatica durante o crescimento das bactérias e arqueias acetoclasticas. Além disso,
o niquel tem importante papel na atividade de coenzimas que participam da conversdao do
substrato em metano durante a metanogénese. Ja o enxofre, se estiver presente em grandes
quantidades, pode aumentar a producdo de H>S, afetando a producdo do biogas (CORTEZ;
LORA, 1997).

Motta (1986) afirma que, na fermentagao, pequenas quantidades de determinados ions,

como o K*, Na*, Ca**, aménia i6nica NH4*, Mg®" e S* promovem o estimulo ao metabolismo
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celular, da mesma forma que, quando presentes em concentragdes maiores, manifestam
propriedades inibidoras. O fendmeno da inibi¢do ainda ¢ bastante discutido; Motta (1986)
afirma que em maiores concentragdes, os ions atravessam a delicada membrana celular e podem
interferir no mecanismo biologico da célula.

A Tabela 1 indica as concentragdes de estimulo e inibi¢do de cada um dos principais

ions durante o processo de digestdo anaerdbia.

Tabela 1 - Substancias e concentragdes estimulantes e inibidoras na digestdo anaerdbia

Concentracao Concentracao Concentracao Principais
Substincia estimulante  moderadamente inibidora fortemente inibidora microrganismos

(mg L) (mg L) (mg L) afetados
Calcio 100-200 2.500-4.500 8000 -
Cobalto - 0,6-7 - -
Cobre 0,03-2,4 0,5-1,0 0,7-350 culturas acidogénicas

0,03-2,4 1-10 1-175 culturas acetogénicas e metanogénicas
Cromo trivalente 0,01-15 - léb({i;(())ll(lt\;etgl) ]
Cromo hexavalente 0,01-15 - 2(3)60_2(2%11(1:;?1) ]
Magnésio 75-150 1.000-1.500 3000 -
Manganés - 50-100 - -
Molibdénio <0,05 500 - -
Niquel 0,03-27 0,1-0,5 100-1.300 culturas acidogénicas

0,03-27 0,1-0,5 7,3-270 culturas acetogénicas ¢ metanogénicas
Nitrogénio 5-200 1.500-3.000 3000 -
Potassio 200-400 2.500-4.500 12.000 -
Selénio - 5 0,038-0,14 -
Sédio 100-200 3.500-5.500 8000 -
Sulfeto - <200 200 -
Zinco 0,03-2 3,5-20 3,4-1.500 culturas acidogénicas

0,03-2 1-5 1-1.600 culturas acetogénicas e metanogénicas

Fonte: Adaptado de Hendriks, Van Lier e Kreuk (2018), Helenas (2019), Deodato (2019) e Borth (2021)

Conforme exposto, estes elementos podem ocasionar estimulos positivos, se presentes
em concentragdes adequadas, ou acarretar toxicidade e/ou inibi¢do, caso estejam em

concentragdes acima dos valores apresentados.

3.4.2.6 Temperatura

A atividade enzimatica dos microrganismos, especialmente as bactérias, depende
rigorosamente da temperatura, uma vez que alteragdes muito repentinas sao capazes de
promover desequilibrio no sistema, principalmente nas bactérias formadoras de metano
(RABELO, 2010).

E possivel classificar as arqueas metanogénicas em fungdo da sua temperatura de

desenvolvimento. De acordo com Pinto (1999) e Oliveira (2009), os microrganismos
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psicrofilicos atuam em uma faixa inferior a 20 °C e sdo pouco capazes de produzir biogas; os
microrganismos mesofilicos operam em temperaturas situadas na faixa de 20 a 40 °C e, por se
tratar de uma temperatura operacional mais confiavel, nao necessitam de um controle rigoroso,
além de o processo de digestao e gaseificacdo ser altamente acelerado; e os microrganismos
termofilicos atuam a uma faixa acima de 40 °C, possuem maiores taxas de conversao ¢ menor
tempo de residéncia do residuo no digestor, porém, custos operacionais mais altos.

Para Chernicharo (2016), os processos biologicos podem ser afetados pela temperatura
de duas maneiras: 1) influenciando as velocidades de rea¢des enzimaticas; e i1) influenciando
as transferéncias de massa. Assim, a hidrolise pode ser afetada diretamente por este pardmetro,
visto que a velocidade global da reagdo do processo de degradagdo anaerdbia poderd ser
restringida caso haja reducdo na atividade enzimatica, uma vez que a hidrélise € a etapa inicial

e responsavel por disponibilizar o substrato para as demais etapas (CHERNICHARO, 2016).

3.4.2.7 Agitagao

O objetivo da agitacdo € promover maior contato do substrato com os microrganismos
presentes no meio, de forma a distribuir homogeneamente o calor na biomassa, dar maior
uniformidade aos produtos intermedidrios e finais da digestdo anaerdbia e assegurar que nao
haja formagdo de uma crosta/espuma na parte superior do efluente, capaz de obstruir o reator
(PINTO, 1999).

Souza et al. (2008) afirmam que a agitagdo ¢ capaz de promover um aumento
significativo na producdo volumétrica de metano, pois a falta de agitacdo permite a formacao
de microbolhas de gases, especialmente CO», capaz de aprisionar grande numero de bactérias,

impedindo que as mesmas atuem na conversao dos compostos organicos presentes no sistema.

3.4.2.8 Tempo de detencao hidraulica

Tempo de Detengdo Hidraulica — TDH refere-se ao tempo que o material permanece
no interior do biodigestor, ou seja, periodo de tempo entre a entrada do afluente e saida do
efluente. Este tempo de retencdo varia de 4 a 60 dias, dependendo do tipo de substrato utilizado
para a alimentagdo do reator e do proprio modelo utilizado (OLIVEIRA, 2009).

O TDH ¢ determinado pela relagao entre o volume do reator e o volume didrio de carga

introduzida no sistema, ou seja, quantidade de matéria organica adicionada. Afirma-se que o
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TDH ¢ o tempo necessario para que a mistura seja digerida e para que ocorra a maior ¢ melhor
producdo de biogés durante o processo de digestdo anaerdbia.

De maneira geral, o TDH varia em func¢do do tipo de residuo a valorizar, do tipo de
reator ¢ das condi¢des de reacao. Para reatores anaerdbios do tipo CSTR, o tempo de detengao
hidraulico minimo ¢, em média, entre 15 e 20 dias. Ja os biodigestores em fase solida sdo mais
comuns com operagdo em batelada, assim, neste modelo de reator o tempo de digestdo varia
entre 2 a 4 semanas. Quando considerado condi¢des de operagdo, a temperatura, o teor de
solidos e a agitagdo do digestor anaerobio sdo os parametros que mais afetam o TRH. Os
reatores que funcionam em regime mesofilico, por exemplo, possuem TDHs (10-40 dias)
superiores aos reatores que funcionam em regime termofilico (CARRILHO, 2012; KUNZ;
STEINMETZ; AMARAL, 2019).

Rabelo (2010) explica que o tempo de detencao hidraulica influencia diretamente no
rendimento do reator, uma vez que a retirada precoce do substrato pode promover ineficiéncia
do processo, pela ndo utilizagdo de todo o potencial da matéria organica do meio, ¢ a retirada

tardia do substrato pode significar perda de tempo e uso ineficiente do digestor.

3.5 CODIGESTAO ANAEROBIA: UMA ESTRATEGIA PARA OTIMIZAR O PROCESSO

A digestdo anaerdbia € uma realidade para o tratamento de residuos organicos, porém
as caracteristicas de alguns materiais dificultam o bom funcionamento do biodigestor, para tal,
a codigestdo anaerobia ¢ uma opg¢do para ultrapassar os inconvenientes da digestdo e melhorar
a viabilidade econdmica do processo (MALINOWSKY, 2016).

A CoDA ¢ um método utilizado para otimizar o rendimento da digestdo anaerdbia de
residuos organicos através da mistura de diferentes substratos, estabelecendo um equilibrio
nutricional entre eles. Esta estratégia pode se dar pela dilui¢ao do residuo, a mistura com outro
substrato ou ambos. A determinacdo da proporcao ideal entre os substratos beneficia as
caracteristicas de funcionamento do biodigestor, melhora a relacao C/N, diminui a concentragao
de nitrogénio e resultam em maior rendimento de biogas (BORTH, 2021).

Estudos sobre a digestdo anaerobia de residuos alimentares demonstram a dificuldade
de manutengdo de um processo estavel, principalmente por estes apresentarem baixa relagdao
C/N e elevado teor de matéria organica rapidamente biodegradavel, que podem causar a
acidificacdo do sistema pelo acumulo de AGV e consequente inibicdo da metanogénese
(HELENAS, 2019). Muitos sao os beneficios da codigestao anaerobia de residuos alimentares,

como a dilui¢ao de potenciais compostos toxicos, ajuste do teor de umidade e pH, fornecimento
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de alcalinidade, ampliagdo da diversidade de microrganismos no processo, entre outros
(DAVID et al., 2018). Borth (2021) afirma que a CoDA de residuos alimentares com materiais
lignoceluldsicos pode otimizar o processo, visto que o equilibrio destes residuos ¢ capaz de

melhorar algumas caracteristicas da mistura e favorecer o desempenho do tratamento biologico.

3.6 PRE-TRATAMENTO DO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

O pré-tratamento do material lignoceluldésico tem como objetivo reduzir a
recalcitrancia da biomassa, a partir da alteragdo das caracteristicas estruturais da parede celular,
visando a acessibilidade e susceptibilidade da fra¢ao celuldsica a agdo das enzimas na etapa de
hidrolise (PIETROBON, 2008).

Patinvoh et al. (2017) citam alguns pontos que devem ser considerados ao selecionar
possiveis tecnologias de pré-tratamento, sdo eles: 1) custo e efetividade; ii) acessibilidade
microbiana aos nutrientes; iii) possiveis inibigdes na producdo de biogds; iv) requisitos de
energia e; v) tecnologias verdes ou eco-friendly. Além disso, importante reforcar que, para
atingir a maxima produtividade de bioenergia, o método e as melhores condi¢des de pré-
tratamento devem ser escolhidos, ponderando também, o tipo de biomassa, a sua composi¢ao e
qual o produto desejado (COSTA et al., 2014).

Além de romper ou modificar o complexo lignocelulésico, os pré-tratamentos visam
diminuir o teor de lignina e/ou hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose, diminuir o
tamanho das particulas e aumentar a area superficial e porosidade da biomassa, facilitando a
acessibilidade dos microrganismos a fracdo polissacaridica (AGBOR et al., 2011; ROSSI,
2015).

Busca-se também minimizar a formagao de substancias inibidoras as enzimas e aos
microrganismos, uma vez que na etapa de pré-tratamento, especialmente durante a
desestruturacao da fibra lignoceluldsica, sao formados subprodutos da degradacao capazes de
apresentar efeitos inibidores nas fases da digestdo anaerobia e reduzir a producao de metano
(SARKAR et al., 2012; BAETA et al., 2016). Santos (2017) afirma que a composigio e
concentragdo destes subprodutos variam conforme o tipo e condi¢cdes de pré-tratamento
realizado. Gomes (2019) cita alguns exemplos desses inibidores: lignina e seus componentes
fendlicos, 2-furfuraldeido (degradacao de pentoses) e S-hidroximetil-2-furfuraldeido (5-HMF)
(degradacdo de hexoses) e diferentes acidos organicos como acético, formico, urdnico,

levulinico, vanilico e outros (Figura 3).
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Figura 3 - Reacdes que ocorrem durante o pré-tratamento dos residuos lignocelulosicos
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Fonte: Lora e Venturini (2012)

Os furanos apresentam mecanismos capazes de inibir o processo anaerdbio, afetando
a integridade e fluidez da membrana plasmatica dos microrganismos, o que também ¢ possivel
de ser causado pelos compostos fendlicos. Os inibidores de menor peso molecular e de maior
hidrofobicidade sao aqueles que apresentam maior toxicidade, o que ocorre em razdo de sua
maior facilidade de se permeabilizar pela membrana plasmadtica e atingir o citoplasma
(SILVERIO, 2017). Assim, estes compostos limitam a producio de bioenergia, uma vez que
sdao toxicos a alguns grupos microbianos responsaveis pelo processo de biodegradacdo da
biomassa lignocelulosica.

Para que um pré-tratamento seja considerado eficaz, deve disponibilizar quantidade
suficiente de agucares fermentesciveis, evitando a degradagdo de carboidratos e a formagao de
subprodutos inibidores, além de ser viavel economicamente (CHEMMES et al., 2013; ROSSI,
2015). Ou seja, de maneira resumida, independentemente do tipo de pré-tratamento escolhido,
inimeros fatores devem ser ponderados para sua aplicacdo: baixo consumo de produtos
quimicos e energia, menor custo operacional, baixo investimento, pequena producdao de
residuos, reagentes quimicos ndo corrosivos para minimizar custos de manutengdo com o reator,

altos rendimentos de produtos - como biogas e metano, facilidade de recuperagdo da lignina e
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outros constituintes - visando sua aplicagdo para geracdo de coprodutos com maior valor
agregado, entre outros (GALBE; ZACCHI, 2010; CANILHA et al, 2012; ROCHA et al., 2015).

Neste sentido, desenvolver e estudar novos pré-tratamentos estdo em constante
avango, principalmente no que se refere a aplicagdo destes em conversdes energéticas de
biomassa (GALBE; ZACCHI, 2010). Os métodos de pré-tratamento podem ser classificados
como fisicos, quimicos, bioldgicos ou a combinacdo destes ¢ a escolha da tecnologia a ser
aplicada esta essencialmente relacionada ao material lignoceluldsico em questao e ao produto

de interesse (RIBEIRO, 2016).

3.6.1 Pré-tratamento Quimico Acido

O pré-tratamento 4acido € uma tecnologia bastante eficaz para substratos com alto teor
de lignina, uma vez que além de decompor a lignina, a hemicelulose ¢ hidrolisada em
monossacarideos (SOUSA et al., 2009; SALIHU; ALAM, 2016). No entanto, segundo Jain et
al. (2015), quando este pré-tratamento ¢ realizado com acidos fortes, pode haver a producao de
subprodutos inibitérios, como furfural e hidroximetilfurfural, assim, o uso de acidos diluidos
combinados com métodos térmicos é uma opgao para evitar a formacdo de tais produtos
(MUSSOLINE et al., 2013).

Os tratamentos termoquimicos, ou seja, metodologias que envolvem o uso de
reagentes quimicos e variagao de temperatura, sao tecnologias amplamente estudadas, haja vista
seu potencial de aumentar a acessibilidade enzimatica aos agticares da biomassa (WON; KIM;
OH, 2012). Nestes casos, a presenca de um acido como catalisador da reacao torna as ligacdes
glicosidicas entre os monomeros da celulose susceptiveis a hidrélise. Costa (2013) afirma que
nos pré-tratamentos acidos, a solug¢do pode ser concentrada (> 10%) ou diluida (0,1 a 10%). Em
geral, quando o pré-tratamento de residuo lignoceluldsico € realizado com éacido concentrado,
os mais comuns sao H>SO4 e HCI, com concentracao entre 30 e 70% e temperaturas na ordem
de 40 °C. Por sua vez, para os pré-tratamentos com acidos diluidos, normalmente ¢ utilizado
solugdes com concentragdes que variam entre 0,1 e 10% e temperatura entre 100 e 160 °C,
empregando H>SO4, HCI, H3;PO4 e HNO3 (COSTA, 2013).

Desta forma, o uso de 4cidos em pré-tratamentos permite a conversao da celulose e
hemicelulose em glicose e xilose e/ou arabinose, respectivamente (WHITE; YOHANNAN;

WALKER, 2008; GURGEL, 2010).
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3.6.2 Pré-tratamento Quimico Alcalino

O objetivo do pré-tratamento alcalino ¢ aumentar a quantidade de particulas solidas e,
consequentemente, aumentar a area de superficie do substrato, tornando-o mais acessivel as
atividades microbianas (MODENBACH; NOKES, 2012). Regauskas et al. (2014) afirmam que
os tratamentos que envolvem altos valores de pH s3o capazes de remover grande parte da
lignina e uma menor quantidade de hemicelulose.

Entre os pré-tratamentos quimicos, o alcalino tem sido amplamente utilizado em
materiais lignoceluldsicos com alto teor de lignina, especialmente por reduzir o grau de inibi¢ao
da fermentagdo do metano, fornecer menor custo de produgdo e ndo demandar elevadas
temperaturas em sua aplicagdo (RABELO et al., 2011; FERREIRA et al., 2013). Porém,
embora o uso de hidréxido de sodio seja 0 mais comumente relatado para o pré-tratamento de
residuos lignocelulésicos, o descarte de efluentes de sistemas de digestdo anaerobia contendo
Na' pode levar a impactos ambientais negativos, como saliniza¢do do solo € polui¢do da agua
(ZHENG et al., 2014).

Oliveira (2010) apresenta que neste tipo de pré-tratamento, € necessaria a aplicagao de
condi¢cdes de reagdao mais severas, como concentracao de alcali > 10% e temperaturas acima de
150 °C. Costa (2013) afirma que a maioria dos pré-tratamentos alcalinos utilizam como
catalisador o NaOH, KOH, H>0,, Ca(OH), ou CaO..

As principais reagdes envolvidas no processo de pré-tratamento alcalino sdo a quebra
das ligagdes glicosidicas e a dissolu¢cdo das ligacdes éster da parede celular, promovendo
mudangas na estrutura da biomassa e reducao na cristalinidade da celulose (ZHANG; ZANG,

2016).

3.6.3 Pré-tratamento Fisico

Um dos principais métodos de pré-tratamento fisico empregado em materiais
lignoceluldsicos destinados a producdo de biocombustiveis ¢ a moagem, que tem como
principal objetivo aumentar a 4rea acessivel do material e diminuir o grau de polimerizacao e
cristalinidade das particulas. A redu¢do do material em dimensdes entre 0,2 ¢ 2 mm pode
promover o aumento do rendimento da hidrolise total e, consequentemente, diminuir o tempo
de digestao (COSTA, 2013).

Ainda, diferentes técnicas de pré-tratamento fisico utilizando variagdo de temperaturas

tém sido estudadas e empregadas em residuos lignoceluldsicos para melhorar a taxa de hidrolise
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na digestdo anaerobia da matéria-prima. Destaca-se que na literatura inimeros termos sao
utilizados para este tipo de processo, sendo os mais comuns: auto-hidrolise, liquefagdo aquosa,
extracdo aquosa, pré-tratamento aquoso, hidrotermolise, pré-tratamento hidrotérmico e
cozimento em agua sob pressao (FREITAS, 2011).

Trata-se de um processo em que o material lignocelulésico € exposto ao vapor d’agua
saturado, em um reator sob determinada pressao, por certo periodo de tempo, seguido por uma
descompressao brusca. As moléculas de vapor d’agua, com condigdes de pressao e temperatura
especificas, penetram na parede celular recalcitrante por difusdo e quando ocorre a evaporagao
repentina da umidade condensada, proveniente da liberagdo brusca de pressao, ha a separacao
mecanica das fibras. No momento da explosdo, ¢ gerada uma forga de cisalhamento capaz de
quebrar as ligagcdes quimicas que mantém os componentes da biomassa unidos, separando seus
principais constituintes e aumentando sua vulnerabilidade a bioconversao (PITARELO, 2013;
WANG, 2015).

O principal efeito dos tratamentos hidrotérmicos sobre residuos lignoceluldsicos ¢ a
hidrolise parcial da hemicelulose, clivagem e desestrutura¢do da celulose e a despolimerizagao
da lignina e remocdo de extrativos (PIERRE et al., 2011; RUIZ; THOMSEN; TRAJANO,
2017). Dentre as vantagens do uso desta tecnologia estdo: menos onerosa quando comparada a
outras técnicas, nao demandam a aquisi¢cdo de produtos quimicos e a formagao de inibidores
durante o pré-tratamento com agua quente liquida é relativamente baixo (LOPEZ-LINARES et

al., 2019).

3.6.4 Pré-tratamento Biologico

O pré-tratamento biologico refere-se a despolimerizagdo da biomassa lignocelulosica
por enzimas produzidas por microrganismos, aumentando a acessibilidade de agucares para a
etapa de hidrolise (SINGH et al., 2008). Como a hidrolise de compostos complexos € a primeira
etapa da digestdo anaerdbia, todo o processo sera potencializado em funcao da reagdo prévia
causada pela degradagdo bioldgica, ou seja, a digestdo anaerdbia comegard antes e mais
rapidamente. Desta forma, a hidrolise deixa de ser uma etapa longa e limitante para o processo
(PEREZ-CHAVEZ; MAYER; ALBERTO, 2019).

Mesmo necessitando de monitoramento constante dos parametros relativos as
necessidades do agente biologico aplicado no processo, o pré-tratamento biologico ¢ mais
seguro do ponto de vista ambiental quando comparado aos métodos fisicos e quimicos, uma

vez que requer menor entrada de energia e consumo de produtos quimicos, além de ser
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conduzido em condi¢des ambientais mais brandas, como temperatura, pressao e pH, gerando
poucos inibidores que afetam negativamente a digestdo anaerdbia (ZHENG et al., 2014).

Viérias sdo as vantagens da aplicacao desta tecnologia de pré-tratamento, no entanto,
alguns desafios sdo encontrados antes de serem implementados em escala comercial: longo
tempo de pré-tratamento, competi¢do por carboidratos pelos microrganismos durante o pré-
tratamento e producdo de biogds a jusante e aumento de custo do investimento relativo a
possivel necessidade de processos de esterilizagdao. Por outro lado, ha o aumento da
acessibilidade da celulose ap6s a aplicacao deste método, o que pode contribuir com a produgao
de biogas. Assim, um dos principais objetivos do pré-tratamento bioldgico € minimizar a perda
de carboidratos e maximizar a remogao de lignina para matérias-primas de alta digestibilidade
(MUSTAFA; POULSEN; SHENG, 2016).

Os organismos predominantemente responsaveis pela degradacdo de complexos
lignoceluldsicos sdo os fungos e, especificamente no grupo dos basidiomicetos
lignoceluloliticos, encontram-se organismos capazes de degradar componentes da madeira,
celulose, hemicelulose e lignina, os quais servem como fonte de energia para seu crescimento
e reproducdo (KIRK; FARRELL, 1987).

Sanchez (2009) explica que a degradacao fiingica pode ocorrer de forma intracelular
ou extracelular, quando as moléculas a serem degradadas sdo insoluveis ou muito grandes
(como ¢ o caso da lignina, celulose e hemicelulose). Hoje, os fungos de podridao branca sao
reconhecidos como os mais eficientes na degradacdo de substratos lignoceluldsicos,
principalmente pela sua forte atuagdo enzimatica, uma vez que promovem a desestruturacdo da
parece celular e expdem a celulose e hemicelulose - que ficam disponiveis para digestao
(ROUCHES et al., 2016).

Inimeras enzimas estdo relacionadas a biodegradacao de substratos lignocelulosicos,
desta forma, o sistema lignolitico ¢ composto, principalmente, pelas enzimas manganés
peroxidases - MnP, as ligninas peroxidases - LiP e as lacases - Lac. Todas s3o comumente
produzidas por fungos de podridao branca, mas existem espécies de fungos que sdo eficientes
degradadores de lignina que produzem somente um ou outro subgrupo dessas enzimas (GILL;
ARORA, 2003). Min et al. (2001) afirmam que as Lac e MnP catalisam a formagao de radicais
intermediarios da lignina de alto peso molecular, porém, sdo capazes de oxidar apenas
componentes fendlicos de lignina. Por sua vez, as LiP sdo bastante eficazes tanto na oxidagado
de compostos fenolicos, quanto de ndo fendlicos. De um modo geral, ordena-se, em ordem
crescente, as enzimas do complexo ligninolitico de acordo com seus potenciais de oxidag¢do em:

LiP, MnP e Lac (KIRK; CULLEN, 1998).
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Especificamente sobre as lacases, referem-se a polifenol oxidases produzidas por
muitos fungos, particularmente aqueles que degradam lignina. A lacase recebeu o nimero de
classificagdo EC 1.10.3.2 p-diphenol di-oxigénio oxidoredutase. Segundo Rezende (2002), esta
oxidase pode ser produzida por ascomicetos, deuteromicetos e basidiomicetos. Entretanto, ela
¢ particularmente abundante na ultima classe. Devido ao seu potencial oxidativo, estas enzimas
catalisam a oxida¢do de um grande nimero de substancias, entre elas os compostos aromaticos,
o que tem despertado a atencao de pesquisadores para o emprego das lacases em diferentes
processos industriais. Entre os compostos oxidados pelas lacases, destaca-se a lignina - foco do
pré-tratamento bioloégico (REZENDE, 2002).

Wan e Li (2012) explicam que a boa eficiéncia do pré-tratamento bioldgico esta
relacionada a determinados fatores que capazes de afetar o crescimento € o metabolismo
fingico, como € o caso do teor de umidade, tempo e temperatura de incubacao.

O teor de umidade ¢ um fator crucial para o crescimento dos fungos, ja que quando
esta abaixo do nivel necessario, resulta em solubilidade limitada de nutrientes, dificultando a
absorcao eficiente destes pelos fungos, e quando o nivel de umidade ¢ demasiadamente alto,
limita a circulagdo de oxigénio no meio e aumenta o risco de contaminagdo a partir do
crescimento desfavoravel de outros microrganismos (SARKAR et al., 2012). Lu (2007) indica
que a faixa 6tima de umidade para deslignificagdao do substrato varia de 70 a 80%.

Xu et al. (2017) explicam que se o objetivo do pré-tratamento bioldgico for a alta
degradacdo de lignina, o periodo de incubagdo e a temperatura podem influenciar na taxa de
deslignificacdo. O tempo de incubag¢do varia de semanas a meses, dependendo do crescimento
do fungo e da recalcitrancia da biomassa lignocelulosica. Ja para a temperatura, os fungos de
podridao branca nao suportam condic¢des termofilicas, pois sao mesofilicos, crescendo entre 15
e 35 °C, com alta taxa de deslignificacdo entre 25 e 30 °C (YOON et al., 2014).

Varios tipos de fungos, como ascomicetos e de podriddo branca, j4 foram investigados
em diferentes biomassas lignoceluldsicas para degradagdao dos componentes estruturais, porém,
este primeiro grupo ¢ mais conhecido por degradar celulose e hemicelulose, com pouca
capacidade de degradar lignina, enquanto os fungos de podriddo branca podem degradar
celulose, hemicelulose e lignina em taxas iguais (MUSTAFA; POULSEN; SHENG, 2016).

Pleurotus spp. € o terceiro género de cogumelo mais cultivado no mundo e € conhecido
por apresentar alto valor nutricional. Esses fungos sdo capazes de colonizar e degradar uma
enorme variedade de residuos lignocelulésicos, com periodo de cultivo menor do que outros

cogumelos comestiveis (ISIKHUEMHEN; MIKIASHVILLI, 2009).
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A maioria dos fungos da podriddo branca (por exemplo, Ceriporiopsis subvermispora,
Trametes versicolor, etc.), decompdem simultaneamente a lignina e a holocelulose (celulose e
hemicelulose), resultando em baixa recuperacao de celulose, enquanto algumas espécies
desintegram, preferencialmente, a lignina e parte da hemicelulose, deixando um residuo rico
em celulose, como ¢ o caso do Pleurotus ostreatus, que desintegra seletivamente a lignina com
residuo de celulose muito alto (KAINTHOLA et al., 2019).

Taniguchi et al. (2005), ao avaliarem os efeitos do pré-tratamento bioldgico em residuo
lignoceluldsico com quatro cepas diferentes de fungos da podridao branca (Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor, Ceriporiopsis subvermispora e Pleurotus ostreatus),
consideraram o Pleurotus ostreatus o fungo de maior sucesso, uma vez que foi capaz de
decompor seletivamente a fracdo de lignina.

Mustafa, Poulsen e Sheng (2016) pré-trataram palha de arroz com dois tipos de fungos
(Pleurotus ostreatus e Trichoderma reesei) € o primeiro apresentou melhores resultados de
decomposicdo seletiva de lignina e hemicelulose, resultando em um aumento de 120% no
rendimento de metano em comparagdo com a palha de arroz ndo tratada. Ainda, Mustafa et al.
(2017), ao avaliarem o pré-tratamento da palha de arroz por diferentes combinag¢des de métodos
fisicos (moagem) e biologicos (incubacdo com Pleurotus ostreatus) para melhorar sua
biodegradabilidade e produgdo de biogas durante a digestdo anaerdbia em estado solido,
obtiveram como resultado que, em comparacao com a palha de arroz ndo tratada, a combinacao

de pré-tratamento flingico e moagem aumentou o rendimento de metano em 165%.

Mediante inumeras vantagens, muitos estudos envolvendo o uso de técnicas de pré-
tratamento vém sendo conduzidos para producao de biogés a partir de residuos lignocelulosicos
por meio da digestdo anaerobia, assim, a Tabela 2, a seguir, apresenta uma breve revisdao da

literatura sobre o assunto.
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Tabela 2 - Estudos envolvendo a produ¢ao de metano a partir de diferentes biomassas
lignoceluldsicas pré-tratadas

Tipo de Biomassa Condic¢odes do T A
. . . . Principais resultados Referéncias
pré-tratamento lignoceluldsica pré-tratamento
* Deslignificacdo
Silagem de variando de 23,3% a . )
Quimico Alcalino grama seca, * Concentragéo: 0,5% - 10% 36,3% Sarr)fl;lelseiftiael't’azlmzl(;lz'
sorgo ¢ palhade  * Temperatura: 20 - 150 °C  * Melhora na produgdo de . " ’
(NaOH) . N ) o Sambusiti et al., 2013;
trigo, hastes de Tempo: 3 - 48 horas metano de 10 a 44% Monlau et al.. 2013
girassol * Melhoria na estabilidade ”
do processo
* Aumento na
concentragdo de agucares
* Redugao das
~ . Moraes; Broetto, 2012;
L. Bagg godecana, Concentracao: 0,1% - 9% concentragoes d.e lignina, Shultz et al., 2014;
Quimico Acido silagem de " ] o celulose e hemicelulose T .
(H>SO%) capim, palha de Temperatura: 120 - 135°C Reduciio no consumo de Taherdanak; Zilouei,
i * Tempo: 15 - 120 minutos . Karimi, 2016;
trigo energia e no tempo do
e Deng et al., 2019
processo anaerdbio
* Aumento de até 20% no
rendimento de metano
Palha de trigo,
palha de arroz, " Longue Junior;
talos de girassol, AurPeréto na Colodette, 2011
bagaco de cana concentraggo © agucares Chandra, Takeuchi
Fisico cavaco de > * Temperatura: 100 - 252°C * Eficiéncia de Hase a\;va 2012a"
PP . * Pressdo: 0,1 - 3 MPa deslignificacdo gawa, :
(Auto-hidrolise) madeira de . Chandra, Takeuchi,
. * Tempo: 5 - 120 minutos * Aumento entre 7 e
Eucalipto, . Hasegawa, 2012b;
, 220% no rendimento de
gramineas, metano O-Thong et al., 2012;
residuos solidos Leitao et al., 2016;
urbanos
" po
Palha de arroz, concentliz d(l)legsal Sled?is nina
Bioldgico residuos solidos * Temperatura: 28 - 30 °C celulose ghemicelﬁlose’ Mustafa et al., 2017,
(Pleurotus ostreatus) urbanos, palha de * Tempo: 7 - 28 dias Gomes et al., 2020

* Aumento de até 165%

feijao .
] no rendimento de metano

Fonte: A autora (2023)
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Tratamento de
Aguas e Residuos — LabTAR, vinculado ao Departamento de Construgdo Civil do Centro de
Tecnologia e Urbanismo — CTU da Universidade Estadual de Londrina - UEL, localizada na

cidade de Londrina - PR.

4.1 ETAPAS EXPERIMENTAIS

Este estudo foi dividido em quatro etapas experimentais, conforme fluxograma
representado pela Figura 4:

Etapa 1 - Pré-tratamento do Residuo de Poda Urbana - RPU: Primeira fase do
experimento, em que quatro tipos de pré-tratamentos (quimico com acido sulfurico, quimico
com hidroxido de sédio, fisico por auto-hidrolise e biologico com Pleurotus ostreatus) foram
aplicados no RPU, variando-se os fatores tempo de residéncia, temperatura e concentragdo, com
objetivo de conversdo da estrutura lignoceluldsica do material.

Etapa 2 - Ensaio do Potencial Bioquimico de Metano - BMP: A partir das melhores
condi¢des experimentais da Etapa 1, esta etapa teve como finalidade a avaliacao da produgao
especifica de metano da codigestdo anaerdbia de residuos alimentares - RA e RPU pré-tratado,
bem como da mono-digestdo anaerobia de RPU pré-tratado, em escala de bancada, variando-se
o percentual de RPU pré-tratado adicionado em fungdo do RA.

Etapa 2A - Avaliagdo do crescimento do Pleurotus ostreatus: Apds selecdo do pré-
tratamento biologico como foco do estudo, avaliou-se condi¢des adversas de crescimento do
basidiomiceto Pleurotus ostreatus, variando-se os fatores esterilizacao, solucdo umedecedora e
nutrientes, com o objetivo de inferir diferentes possibilidade de desenvolvimento do fungo.

Etapa 3 - Comparativo entre processos de digestdo anaerobia: Esta etapa teve como
finalidade a comparacdo e avaliacdo quali-quantitativa do biogés e efluente gerados em dois
reatores em escala piloto, sendo: Reator A (Indculo + RA + RPU bruto) e Reator B (Inoculo +

RA + RPU pré-tratado biologicamente).
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Pré-tratamento do RPU | ====== === =========---

Tempo de residéncia (3, 8, 15, 22 e 27 minutos)
Temperatura (31, 55, 90, 125 e 149 °C)

~ s

Concentragdo (0,3, 1,2, 3 e 3,7% v/v)

Tempo de residéncia (2, 7, 15, 23 e 28 horas)
Temperatura (36, 50, 70, 90 e 104 °C)
Concentragdo (1,3, 3, 5,5, 8 € 9,7% v/v)

Tempo de residéncia (5, 10 e 15 minutos)

Tempo de residéncia (4, 7, 14, 21 e 24 dias)
Temperatura (24, 25, 28, 31 e 32 °C)

1
' Condigdes
| Controle

ETAPA 2
Ensaio do Potencial
Bioquimico de
Metano

1

' Condigdes

| Mono-digestio
1

1

! Condicdes
' Codigestio
i
L

Inoculo (IN)
IN+RA
IN + RPU bruto

IN + RPU pré-tratamento acido

IN + RPU pré-tratamento alcalino
IN + RPU pré-tratamento fisico

IN + RPU pré-tratamento biologico

IN + RA + RPU bruto (10% e 30%)

IN + RA + RPU pré-tratamento acido (10% e 30%)
IN + RA + RPU pré-tratamento alcalino (10% e 30%)
IN + RA + RPU preé-tratamento fisico (10%e 30%)

IN + RA + RPU pré-tratamento biologico (10%e 30%) |-

Fonte: A autora (2023)
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I
! Com esterilizagdo ¥ Sem esterilizagdo :
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» Meio de cultivo (vogel e agua)
» Nutrientes (glucose 1% e extrato de levedura 1,5%)

| Avaliacao das condi¢des adversas de !
| crescimento do Pleurotus ostreatus I

ETAPA 3
Comparativo entre processos
de digestdao anaerobia

Reator B:
IN + RA + RPU pré-tratado

Reator A:
IN + RA + RPU bruto

* Aclimatacao do inoculo e starf up
+ Alimentagio COV 0,5 gSTV L-1d!

Comparacao e avaliagao quali-quantitativa
do biogas e efluente gerados
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4.2 RESiDUOS UTILIZADOS

O residuo alimentar utilizado para este estudo refere-se ao residuo proveniente do
restaurante industrial de uma Cooperativa Agroindustrial da cidade de Londrina. O residuo ¢
composto, basicamente, de sobras limpas (alimento de preparo que nao foi distribuido) e sobras
sujas (alimento oferecido no balcdo de distribui¢do e que ndo pode ser reutilizado e os restos de
alimentos deixados nas bandejas dos consumidores).

J& o residuo de poda urbana, ¢ composto por grama, folhas e galhos (Figura 5).

Figura 5 - Materiais que compdem o residuo de poda urbana
b) Folhas c) Galhos

Fonte: A autora (2023)

Segundo os dados disponibilizados pela administracdo do setor de jardinagem da
universidade, o campus possui, aproximadamente, 900.000 m? de 4rea verde. Por niio possuir
um quadro grande de funciondrios para a capina dos gramados e corte dos galhos e folhas das
arvores, estes sdo realizados conforme a demanda e disponibilidade de mao-de-obra. Além
disso, nem todo o material cortado € recolhido; parte permanece no proprio local de apara, parte
¢ destinada a um espaco especifico para esta finalidade, dentro da propria universidade, e os
galhos grandes/largos e toras de madeira sdo destinados a Fazenda Escola da UEL. A destinacao
deste material, na maioria das vezes, se d4 em areas ndo utilizadas do campus, onde o material
fica disposto até sua decomposi¢do. De acordo com Bortoloti (2021), a geracdo de residuos de
corte de grama no campus - somente na area que recebe o servigo de jardinagem (122.200 m?),
aproxima-se de 0,29 kg m™, em massa. J4 para os residuos de podas de arvores (folhas e galho),

estima-se que a geragdo gire entre 96 e 120 m* ano™.
4.3 COLETA E PREPARO DOS SUBSTRATOS

Como substrato, coletou-se uma bombona de 50 L - separada pelos funcionérios da

Cooperativa - contendo os residuos alimentares provenientes do restaurante da empresa. A
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bombona era preenchida durante 2 ou 3 dias e armazenada sem refrigera¢do em local especifico
até sua coleta.

O cardapio do RA utilizado na Etapa 2 continha arroz branco, feijao, bisteca suina,
macarrdo ao molho vermelho, mandioca, cenoura refogada, salada de alface e tomate e meldo
(talos de cebola, alho, folhas de alface, cascas de meldo, cascas de cenoura, talos de salsinha e
cebolinha), por sua vez, o cardapio utilizado na Etapa 3 possuia arroz branco, feijao, coxa e
sobrecoxa assada, macarrdo alho e olho, salada de repolho e tomate e laranja (talos de cebola,
alho, folhas de repolho, cascas de laranja, talos de salsinha e cebolinha) (Figura 6-a).

No laboratério, com o auxilio de agua, o substrato foi triturado em liquidificador
doméstico com intuito de promover a uniformizacdo do tamanho dos residuos particulados
(Figura 6-b), peneirados em peneira com abertura de 5 mm (Figura 6-c), armazenados em galdes
plasticos de 5 L (Figura 6-d) e conservado a -10 °C até sua utilizacao (Figura 6). Importante
destacar que a quantidade de 4gua utilizada para tritura do RA foi minima, apenas para facilitar

a moagem do material, ndo afetando a caracterizagao real do substrato.

Figura 6 — Coleta e preparo do residuo alimentar

Fonte: A autora (2023)

Todo o residuo de poda urbana utilizado como substrato neste experimento foi
coletado uma unica vez, logo apds o corte, por todo o campus universitario. Coletou-se grama,
folhas e galhos (secos e verdes). Considerando a coleta de residuos na universidade, a propor¢ao
em peso de cada um dos materiais para a composi¢do da poda urbana ¢ de 47,2% para grama,
26,3% para folhas e 26,5% para galhos, sendo que destes, 14,9% referem-se a galhos secos e
11,6% galhos verdes. Os materiais foram mantidos em local coberto por 48h para secagem
natural e, posteriormente, foram triturados com auxilio de um moinho de facas, com tamanho
médio da malha de 1,19 mm. A Figura 7 mostra o processo de secagem natural do substrato

(Figura 7-a), a trituragdo do residuo (Figura 7-b) e o RPU pronto para uso (Figura 7-c).
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Figura 7 - Preparo do residuo de poda urbana

.

Fonte: A autora (2023)

4.4 PRE-TRATAMENTO DA PODA URBANA - ETAPA 1

Considerando que, em geral, a presenca da lignina na estrutura dos residuos
lignoceluldsicos promove certa rigidez e resisténcia, dificultando a degradagdo dos polimeros
celulose e hemicelulose, foram desenvolvidos quatro tipos de pré-tratamentos (quimico acido
e alcalino, fisico por auto-hidrolise e bioldégico com basidiomiceto) para facilitar o acesso ¢ a
digestibilidade enzimatica e microbioldgica da poda urbana e selecionar a melhor condigdo
experimental para aplicagdo na digestdo e codigestao anaerdbia com residuos alimentares.

Para esta etapa experimental, foram avaliados os teores de lignina, celulose e
hemicelulose antes e depois dos pré-tratamentos nos RPU bruto e pré-tratados, bem como a
composicdo de acucares totais e redutores nestes. Especificamente para o pré-tratamento
bioldgico, avaliou-se também a atividade de lacase da fracdo liquida pos-tratamento do RPU.

Os fatores escolhidos para este estudo foram selecionados com base em trabalhos
referentes a pré-tratamentos ja publicados na literatura. Escolheu-se, portanto, uma faixa -
ampla e condizente com os tratamentos - de concentragdes, tempo de residéncia e temperaturas
para avaliagdo (LONGUE JUNIOR; COLODETTE, 2011; XIE et al., 2011; SAMBUSITI et
al.,2013; COSTA et al., 2014; MUSTAFA et al., 2017; DENG et al., 2019).

4.4.1 Pré-tratamentos Quimicos: Acido e Alcalino
Foram avaliadas por Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR as variaveis

tempo de residéncia, temperatura e concentracao de acido sulfurico ou hidroxido de sédio para

o desenvolvimento dos pré-tratamentos quimicos. O DCCR requereu 18 experimentos, sendo
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8 ensaios fatoriais, 6 axiais e 4 centrais. A Tabela 3 especifica os ensaios realizados no pré-
tratamento quimico com acido sulfurico e a Tabela 4 os ensaios do pré-tratamento quimico com

hidroxido de soédio.

Tabela 3 - DCCR aplicado a otimizacdo do pré-tratamento dcido de poda urbana
Planejamento Experimental

Ensai Variaveis Codificad a0 (%
nsaios ariaveis Codificadas Tempo (min.) Temperatura (°C) Concentracio (%

v/v)
1 -1,0 -1,0 -1,0 8 55 1,0
2 1,0 -1,0 -1,0 22 55 1,0
3 -1,0 1,0 -1,0 8 125 1,0
4 1,0 1,0 -1,0 22 125 1,0
5 -1,0 -1,0 1,0 8 55 3,0
6 1,0 -1,0 1,0 22 55 3,0
7 -1,0 1,0 1,0 8 125 3,0
8 1,0 1,0 1,0 22 125 3,0
9 -1,682 0,0 0,0 3 90 2,0
10 1,682 0,0 0,0 27 90 2,0
11 0,0 -1,682 0,0 15 31 2,0
12 0,0 1,682 0,0 15 149 2,0
13 0,0 0,0 -1,682 15 90 0,3
14 0,0 0,0 1,682 15 90 3,7
15 0,0 0,0 0,0 15 90 2,0
16 0,0 0,0 0,0 15 90 2,0
17 0,0 0,0 0,0 15 90 2,0
18 0,0 0,0 0,0 15 90 2,0

Fonte: A autora (2023)

Tabela 4 - DCCR aplicado a otimizacao do pré-tratamento alcalino de poda urbana
Planejamento Experimental

Ensaios Variaveis Codificadas Tempo Temperatura  Concentracio (%

(h) () vIv)
1 -1,0 -1,0 -1,0 7 50 3,0
2 1,0 -1,0 -1,0 23 50 3,0
3 -1,0 1,0 -1,0 7 90 3,0
4 1,0 1,0 -1,0 23 90 3,0
5 -1,0 -1,0 1,0 7 50 8,0
6 1,0 -1,0 1,0 23 50 8,0
7 -1,0 1,0 1,0 7 90 8,0
8 1,0 1,0 1,0 23 90 8,0
9 -1,682 0,0 0,0 2 70 5,5
10 1,682 0,0 0,0 28 70 5,5
11 0,0 -1,682 0,0 15 36 5,5
12 0,0 1,682 0,0 15 104 5,5
13 0,0 0,0 -1,682 15 70 1,3
14 0,0 0,0 1,682 15 70 9,7
15 0,0 0,0 0,0 15 70 5,5
16 0,0 0,0 0,0 15 70 5,5
17 0,0 0,0 0,0 15 70 5,5
18 0,0 0,0 0,0 15 70 5,5

Fonte: A autora (2023)
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Em frascos de borossilicato com capacidade total de 310 mL, contendo 100 mL de
solugdo agua deionizada/acido sulfurico ou hidréxido de sédio nas concentragdes predefinidas
(v/v) (Tabela 3 e Tabela 4), adicionou-se 10 g de residuo de poda urbana triturada (suspensao
com 8,06% de ST). Em seguida, os frascos foram submetidos as temperaturas e tempos de
residéncia descritos. Ao término do processo, as amostras contidas nos frascos foram
peneiradas, obtendo-se duas fragdes: a solida e a liquida. A fragdo solida foi lavada com agua
corrente para a neutralizagdo do pH, seca em estufa com circulagao forcada de ar a 60 °C por
24h e armazenadas em potes plasticos para posterior utilizacdo. Por sua vez, a fracdo liquida

foi armazenada a -10 °C até a sua utilizagao.

4.4.2 Pré-tratamento Fisico: Auto-hidrolise

Em frascos de borossilicato de 310 mL contendo 100 mL de agua deionizada,
adicionou-se 10 g de residuo de poda urbana triturada (suspensdo com 8,06% de ST) e, em
seguida, os frascos foram fechados e autoclavados. Fixou-se a temperatura da autoclave em
121 °C e a pressdo em 1 atm, variando apenas os tempos de residéncia em 5, 10 e 15 minutos.
Ao término do processo, as amostras contidas nos frascos foram filtradas e separadas em fase
solida e liquida. A fracdo solida foi seca em estufa com circulagdo forgada de ar a 60 °C por
24h e armazenadas em potes plasticos para posterior utilizagao e a fracao liquida foi armazenada

a -10 °C até a sua utilizacao.
4.4.3 Pré-tratamento Biologico: Basidiomiceto Pleurotus ostreatus

As varidveis tempo de incubagdo (4, 7, 14, 21 e 24 dias) e temperatura (24, 25, 28, 31
e 32 °C) foram avaliadas utilizando Delineamento Composto Central Rotacional com 4 pontos

fatoriais, 4 axiais e 4 centrais, totalizando 12 ensaios (Tabela 5).

Tabela 5 - DCCR aplicado a otimizacao do pré-tratamento bioldgico de poda urbana

Planejamento Experimental

Ensaios Variaveis codificadas Tempo Temperatura
(d) O
1 -1,0 -1,0 7 25
2 1,0 -1,0 21 25
3 -1,0 1,0 7 31
4 1,0 1,0 21 31
5 -1,414 0,0 4 28
6 1,414 0,0 24 28
7 0,0 -1,414 14 24



8 0,0
9 0,0
10 0,0
11 0,0
12 0,0

1,414
0,0
0,0
0,0
0,0

14
14
14
14
14

32
28
28
28
28
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Fonte: A autora (2023)

4.4.3.1 Microrganismo e manutencao

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o basidiomiceto Pleurotus ostreatus,

cedido pelo Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de

Londrina. O mesmo foi mantido em tubos de ensaio, contendo meio so6lido de Batata-Dextrose-

Agar - BDA, inclinados a 4 + 2 °C e repicados trimestralmente.

4.4.3.2 Preparo do indculo e cultivo

O indculo foi desenvolvido em placas de Petri contendo meio solido de BDA e as

placas foram incubadas durante 15 dias a 28 °C (Figura 8).

Figura 8 — Processo de preparo do in6culo: a) Solidificagdo do meio BDA nas placas de
petri; b) Placas inoculadas com plugs contendo hifas fungicas; c¢) Processo de crescimento
do fungo; d) Placas apos 15 dias de incubagdo

Fonte: A autora (2023)
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Os tratamentos consistiam de trés esferas de 0,7 cm de didmetro, retiradas de placas
distintas contendo hifas homogeneamente distribuidas do respectivo microrganismo, as quais
foram transferidas para Erlenmeyers de 125 mL, contendo 3,5 g de poda urbana e 20 mL de
solugdo umedecedora, composta por meio Vogel e d4gua deionizada, acrescido de 1% (p/v) de

glucose e 1,5% (p/v) de extrato de levedura, previamente autoclavados (Figura 9).

Figura 9 — Inocula¢ao do RPU para pré-tratamento biologico: a) Adi¢ao das hifas fungicas

no RPU; b) Final do pré-tratamento bioldgico: Pleurotus ostreatus em todo RPU
a) b)

5 4

Os Erlenmeyers inoculados foram incubados nos tempos de incubagdo e temperaturas

Fonte: A autora (2023)

estabelecidos para este pré-tratamento (Tabela 5).
4.4.3.3 Interrupcao do pré-tratamento

Apo6s decorrido o tempo pré-estabelecido, adicionou-se 15 mL de 4gua deionizada em
cada Erlenmeyer e, com um bastio de vidro, homogeneizou-se o material (Figura 10-a) e, com

uma peneira, separou-se o RPU pré-tratado (Figura 10-b) da fracdo liquida (Figura 10).

Figura 10 — Interrupcao do pré-tratamento bioldgico
a) b)

Fonte: A autora (2023)
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Mediu-se o pH da fragdo liquida apos sua centrifugacdo por 15 minutos a 1600 rpm e
armazenou-se a -10 °C até a sua utilizagdo. A fragdo sélida foi seca em estufa a 70 °C por 48h
e armazenadas em potes plasticos para posterior utilizacdo. O peso seco do MSF foi

determinado pesando-se este depois da secagem em estufa.

4.4.3.4 Determinacdo da atividade de lacase

O ensaio enzimatico foi desenvolvido segundo Barbosa et al. (1996), com volume final
de 1 mL contendo 150 uL de 2,6-dimetoxifenol 10 mM (DMP), 150 pL de tampao Macllvaine
(pH 5), extrato enzimatico (0,5 mL) e 200 mL 4gua deionizada. O ensaio foi incubado durante
5 minutos em banho-maria termostatizado a 50°C e as leituras foram realizadas a 468 nm (g =
10000 M cm™). A unidade de atividade da lacase é definida como a quantidade de enzima que

oxida pmoles de DMP por mL min'.

4.4.4 Fibra em Detergente Neutro, Fibra em Detergente Acido, Lignina, Balango de Massa,

Rendimento e Deslignificagdo

O método de determinagdo dos componentes fibrosos dos residuos lignoceluldsicos
proposto por Van Soest (1964) ¢ fundamentado na utilizacdo de detergentes, reagentes
especificos, para separagdo das diferentes fragdes constituintes do material. A partir de uma
amostra, a matéria seca ¢ dividida em contetdo celular (fragdo soluvel da célula vegetal) e
parede celular (fracdo insoluvel).

Nesta metodologia, sdo medidas as fracdes da fibra que sdo insoliveis em detergentes
neutros - FDN ou em detergentes 4cidos - FDA e, ap6s o tratamento da fra¢do, o residuo ¢é
digerido com &cido sulftrico e o resultado € considerado como lignina em detergente acido -
LDA. Calcula-se por diferenca a hemicelulose (FDN — FDA) e celulose (FDA — LDA)
(HINDRICHSEN et al., 2006; CARVALHO et al., 2021).

Diversos métodos alternativos a este foram desenvolvidos visando a simplificagdo
analitica dos procedimentos originais, assim, neste trabalho utilizou-se a metodologia proposta
por Farias ef al. (2015), que compararam equipamentos e tecidos alternativos na determinagao
de FDN e FDA com o método convencional. Utilizou-se, portanto, tecido ndo tecido - TNT e a
autoclave para determinagdo dos teores de FDN e FDA.

O RPU foi seco e triturado. Os saquinhos de tecido TNT com gramatura de 100 g m™

foram confeccionados manualmente, com dimensdes 5,0 cm x 5,0 cm. Em seguida, foram
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acondicionadas 0,7 g de RPU por saquinho e este foi selado. O preparo dos detergentes para
determinagdo de FDN e FDA foi realizado segundo metodologia de Van Soest (1964).

Os saquinhos foram colocados na autoclave, em solucdo de FDN e/ou FDA, em meio
fechado sob aquecimento (105 °C) por 60 minutos. Depois de retirados da solugdo, os saquinhos
foram enxaguados e dispostos em uma bandeja para secagem em estufa de ar forcado a 60 °C
por 24 horas. Posteriormente, foram colocados em dessecador até atingirem a temperatura

ambiente e pesados para determinagao do teor de FDN e FDA (Equagao 4).

(peso zaquinho+residuo)—(peszo saquinho vazio)

FDN ou FDA (%) =

+ 100 Equacao 4

peso da amostra {em matéria seca) ( quag )
Para analise de lignina (Equacdo 5) os saquinhos foram mergulhados em solu¢ao de

acido sulfurico 72% por 3 horas, mexendo-se a cada 30 minutos e, decorrido o tempo, os

saquinhos foram enxaguados, secos em estufa de ar for¢ado a 60 °C e pesados.

(peszo saquinho+residunc)—(peso das cinzas)

Lignina (%) = * 100 (Equagao 5)

pezo da amostra (em materia seca)

Por fim, este material foi disposto em cadinhos previamente calcinados e pesados e
colocados em mufla a 500 ° C e por 4 horas. Mantidos em repouso até atingir a temperatura

ambiente, os cadinhos foram pesados para determinagdo do teor de cinzas.

i) Balanco de Massa

O balango de massa foi calculado por meio da Equagao 6.

Balango de massa (%) =TCt+THt+ TL t (Equagdo 6)

Onde:

TC t = teor de celulose total (%);

TH t = teor de hemiceluloses total (%);
TL t = teor de lignina total (%).

ii) Rendimento
O célculo de rendimento do processo de pré-tratamento foi calculado em relacdo a
massa final do RPU apds o pré-tratamento (base seca) e a massa inicial do RPU bruto, conforme

Equacao 7.
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Equagao 7
Rendimento (%4) = Ef« 100 (Equagéo 7)

Onde:
Mf = massa final (g) obtida ap6s o pré-tratamento;

Mi = massa inicial (g) antes do pré-tratamento.

iii) Deslignificagao
As amostras pré-tratadas foram submetidas a analise do teor de lignina e a extensao de

deslignificacdo foi determinada pelo emprego da Equacao 8.

(Lb—[(Lpt+R/100)] (Equacao 8)

b 100

Deslignificacdo (%) =

Onde:
Lb = teor de lignina do residuo bruto (%);
Lpt = teor de lignina do residuo pré-tratado (%);

R = rendimento (%).

4.4.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Para a avaliagdo das melhores condi¢des de cada um dos pré-tratamentos realizados
no RPU, a Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR foi 1til na
investigacao qualitativa das alteragdes sofridas pela biomassa com a solubilizagdo e/ou remogao
da lignina e hemicelulose. Os grupos funcionais existentes no RPU foram identificados visando
melhor andlise das modificagdes do residuo quando submetido aos pré-tratamentos.

As andlises foram realizadas na UEL em um Espectrofotometro Frontier FTIR
(PerkinElmer, EUA), com resolugdo de 4 cm™ e 32 scans, na faixa de analise de 650 a 4000
cm’!. Para a obtengio dos espectros, uma pequena fragdo de cada amostra triturada foi
posicionada na superficie do cristal de ZnSe com diamante e foi aplicado um torque
correspondente a 100 N com o brago articulado. O comando para leitura com o laser na regiao

do infravermelho foi dado através do computador acoplado ao equipamento.
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4.5 ENSAIO DO POTENCIAL BI0QUIMICO DE METANO - ETAPA 2

Com os resultados dos pré-tratamentos do RPU obtidos na Etapa 1, realizou-se o
Ensaio do Potencial Bioquimico de Metano - Ensaio BMP. O ensaio para avaliagao do potencial
bioquimico de metano gerado foi desenvolvido a partir da metodologia adaptada do teste
Biochemical Methane Potential, originalmente proposto por Owen et al. (1979) e aperfeigoado
por Chynoweth et al. (1993), Hansen et al. (2004), Raposo et al. (2011), Stromberg, Nistor e
Liu (2014) e Holliger et al. (2016).

O inoculo utilizado nesta etapa refere-se ao efluente de um reator anaerébio em escala
piloto, com volume total de 500 L, temperatura mesofilica de 37 °C, em operagdo, que trata os
residuos alimentares provenientes do restaurante universitario da UEL em regime semi-
continuo. Este foi coletado e mantido em repouso por 10 dias para desgaseificagdo e consumo

da matéria organica remanescente (Figura 11).

Figura 11 — Coleta e preparo do indculo

Fonte: A autora (2023)

Com o objetivo de identificar a melhor condi¢do experimental, foram avaliados, em
triplicata, as seguintes situacdes: a) condi¢cdes de controle; b) condi¢cdes de mono-digestao
(in6culo e RPU pré-tratado) e; ¢) condi¢des de codigestdo anaerdbia (indculo + RA + RPU pré-
tratado), todos com a proporcao padrao de indculo:substrato - I:S de 1 (CHYNOWETH et al.,
1993). Com base nos dados e resultados obtidos nos trabalhos de Malinowsky (2016),
Magalhaes (2018) e Borth (2021), testou-se a substituicdo de 10% e 30% da massa de STV do
RA por RPU nas condi¢des de CoDA.

Foram desenvolvidos, no total, 17 tratamentos, conforme apresenta a Tabela 6.
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Tabela 6 — Situagdes, tratamentos ¢ substratos utilizados no ensaio de BMP

Situacdes Tratamento Substratos
Al Inéculo
Condi¢des Controle A2 Indculo + RA

A3 In6culo + RPU bruto
B1 In6culo + RPU tratamento acido

Condig¢des de B2 In6culo + RPU tratamento alcalino

Mono-digestdo anaerdbia B3 In6culo + RPU tratamento biologico

B4 Indéculo + RPU tratamento auto-hidrdlise
C1 Inéculo + RA + RPU bruto 10*
C2 Inéculo + RA + RPU bruto 30**
c3 Inoculo + RA + RPU tratamento acido 10*
C4 Indéculo + RA + RPU tratamento &cido 30**

Condigoes de Cs5 Indculo + RA + RPU tratamento alcalino 10*

Codigestdo anaerobia C6 Inéculo + RA + RPU tratamento alcalino 30%**

C7 Inéculo + RA + RPU tratamento bioldgico 10*
C8 Inoculo + RA + RPU tratamento bioldgico 30**
C9 Inoculo + RA + RPU tratamento auto-hidrélise 10*
C10 Inéculo + RA + RPU tratamento auto-hidrélise 30**

* Substituigdo de 10% do teor de STV do RA por RPU pré-tratado.
** Substitui¢ao de 30% do teor de STV do RA por RPU pré-tratado.
Fonte: A autora (2023)

O Tratamento Al foi realizado para subtracdo da producdo deste nos demais
tratamentos. Por sua vez, os Tratamentos A2 ¢ A3 foram realizados para consideracdes iniciais
acerca dos substratos RA e RPU bruto.

O Ensaio BMP foi conduzido em batelada e os frascos foram mantidos em camara
incubadora de agitacdo orbital (Nova Técnica - Shaker NT714), na auséncia de luz, com

temperatura mesofilica de 37 + 1 °C (Norma VDI 4630/2006) e agitacao controlada de 120 rpm.

4.5.1 Aparato Experimental

Para condugdo do experimento, foram utilizados frascos de borossilicato (Figura 12-
a) com capacidade volumétrica total de 310 mL e util de 120 mL, com tampas de nylon tecnil
(Figura 12-b) adaptadas com duas saidas. Em uma das saidas foi acoplado um manometro
(Figura 12-c), com leitura maxima de 3 kgf cm™ (escala de 0,05 kgf cm™), para medicdo da
producdo volumétrica de biogds a partir da pressdo interna, e em outra saida foi adaptada uma
valvula agulha de latdo (Figura 12-d), usada para a purga e analise qualitativa do biogés gerado

durante o processo de digestao anaerobia (Figura 12).
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Figura 12 — Reator utilizado para o Ensaio BMP

Fonte: A autora (2023)

4.5.2 Analise Quantitativa do Biogéas

A pressdo interna dos reatores foi monitorada diariamente por meio dos mandmetros
acoplados em suas tampas e, posteriormente, o gas produzido foi convertido em termos de
volume de biogés gerado entre o dia atual da medicao e o dia anterior (Equagdo 9), com base
na Lei dos Gases Ideias, segundo Clapeyron (MACIEL; JUCA, 2011; LABATUT;
ANGENENT; SCOTT, 2011).

PF + Vg * C

Velogis = T R+TF *1000 (Equagao 9)

Onde:

VgioGas = biogés gerado entre o dia atual da medicao e o anterior (mL);
PF = pressdo interna do frasco (mbar);

Vur = volume 1til do frasco ocupado pelo gas, headspace (L);

C = volume molar (22,41 L mol™);

R = constante universal dos gases (83,14 L mbar mol'K™!);

TF = temperatura do frasco (K).

Por sua vez, o volume acumulado de biogés durante o experimento foi obtido a partir

da Equagdo 10.

Vacum = Vaiocas + Vacum 1 (Equagdo 10)
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Onde:
Vaiocas = obtido na Equacdo 1 (mL);

Vacum 1 = refere-se ao volume acumulado do dia anterior (mL).

Strémberg, Nistor e Liu (2014) afirmam que caso o vapor da 4gua presente no biogas
ndo seja considerado nos calculos, o volume produzido nas Condi¢gdes Normais de Temperatura
e Pressdo — CNTP podera ser superestimado em 2 a 8%. Neste sentido, a Equacgao 11 ¢ utilizada
para estimar a pressao de vapor da agua presente em testes de digestdo anaerdbia conduzidos

nas mesmas condi¢des do presente trabalho (0,6 a 1,1 bar e temperatura entre 10°C a 40°C).

1730,63
B, = 102178 Togga9724 (Equagao 11)

Onde:
Pw = pressdo do vapor d’agua (mbar);

Tgas = temperatura do gas (K).

O volume final de biogas produzido foi ajustado segundo a CNTP, utilizando a
pressdo atmosférica local fornecida pela Estacdo Agrometeoroldgica do Instituto Agrondmico

do Parand — IAPAR de Londrina, conforme a Equacdo 12.

(PaTM—Pw) & JCNTP
PCNTP TF

Verte= Vacum * (Equacéo 12)
Onde:

Vente = volume de biogas acumulado no periodo ajustado as CNTP (NmL);
Vacum. = volume de biogés acumulado no periodo (mL);

Tente = temperatura normal (273,15 K);

TF = temperatura do frasco no ambiente de incubacdo (K);

Patv = Pressdo atmosférica local (Londrina) no dia da medi¢do (mbar);

Pw = Pressdo do vapor da dgua (62,6 mbar);

A producio especifica de metano, referente a producao volumétrica deste em relacdo
a massa de STV adicionada no reator, foi calculada a partir da Equagao 13 (ANGELIDAKI et
al., 2009; LABATUT; ANGENENT; SCOTT, 2011).

PEM = (oot _) (Equagio 13)

m3TV z4ip,
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Onde:
PEM = volume de metano (NmL gSTV™);
Vente = volume de biogas acumulado no periodo ajustado as CNTP (NmL);

mSTVadic. = massa de STV adicionada no tratamento (gSTV).

O critério de finalizacdo do experimento seguiu as orientagdes propostas
pela VDI 4630 (2006), que sugere que o monitoramento seja realizado até que os tratamentos

atinjam 1% da producao diaria em relagao ao total acumulado no periodo (Equacao 14).

VEipgis '100

Taxa de geracdo de biogas (%) =
VacumM

(Equagao 14)

Onde:
VBioGis = biogés gerado entre o dia atual da medigao e o anterior (mL);

Vacum = volume de biogas acumulado no periodo (mL);

Para os célculos de todos os tratamentos estudados, foram descontadas as producdes

das condicoes controle.

4.5.3 Anélise Qualitativa do Biogés

Além do volume de biogés gerado, determinou-se a composi¢cao do biogés em relagao
ao teor de metano - CHa, gés carbonico - CO: e gas sulfidrico - H»S, utilizando-se o analisador
de gases portatil da marca Driger®, modelo X-am 7.000, através do acoplamento de uma
mangueira na saida especifica para coleta de gases do frasco de BMP. A frequéncia de
amostragem de biogés para analise de sua composi¢ao dependeu do acimulo do biogés gerado.
Desta forma, com base na capacidade de deteccdo do equipamento e a partir de testes
preliminares, estabeleceu-se que a purga para verificagdo dos teores de gases pelo Driager® seria

2, com vazdo de

feita quando o mandmetro indicasse pressdo entre 1,50 e 2 kgf cm"
0,05 kgf cm™2s7!.

O analisador portatil foi previamente validado e verificado por um Cromatdgrafo
Gasoso - GC (7890 A — Agilent) com deteccao por um Detector de loniza¢do de Chama - FID
e Detector de Condutividade Térmica - TCD. As colunas Haysep Q (9 Ft x 1,8” x 2,0 mm) e
MolSieve 5A (6 Ftx 1,8” x 2,0 mm) foram usadas e uma taxa de fluxo constante de 18 mL min’!

com hélio como gés de transporte. O método validado apresentou resultados satisfatorios
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quanto aos parametros de linearidade (> 0,99 R?), precisao (0,26 — 2,00%), acuracia,

especificidade e seletividade.
4.5.4 Cinética: Modelo de Gompertz Modificado

A equagdo de primeira ordem de Gompertz modificada foi usada para descrever a
producao acumulada de biogas e metano, por meio do Software OriginPro 8.0, a partir do ajuste

da curva de regressao nao linear, conforme Equacao 15.

B(t) = Bo * exp {— exp [% (A—1t) + 1]} (Equagdo 15)

Onde:

B(t) = producio acumulada de metano (NmL gSTV™!);

Bo = potencial de producio de metano (NmLCH4 gSTV!);

Rb = taxa maxima de produg¢io de metano (NmL d!);

K = fase lag (d): tempo necessario para aclimatacdo dos microrganismos no ambiente

e/ou tempo necessario para produzir o metano (ABU-REESH, 2014; ZHAO et al., 2016).
4.6 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DO PLEUROTUS OSTREATUS — ETAPA 2A

A partir dos resultados da Etapa 2, desenvolveu-se um novo experimento com o
objetivo de avaliar o potencial de crescimento do microrganismo Pleurotus ostreatus em
residuo de poda urbana, variando agentes externos que podem contribuir e¢/ou prejudicar seu
desenvolvimento. Fixando-se o tempo de incubacdo (14 dias) e a temperatura (28 °C), foram
conduzidas 16 diferentes condi¢des experimentais, em triplicata, variando a solucdo

umedecedora, nutrientes e esterilizagdo, conforme apresenta a Tabela 7.

Tabela 7 - Condicdes experimentais para avaliagdo do crescimento do Pleurotus ostreatus
Solucio

Condicao Nutrientes Esterilizacao
umedecedora
Controle 1 Vogel Glucose 1% Extrato de Levedura 1,5% Sim
Al Agua Glucose 1% Extrato de Levedura 1,5% Sim
Bl Vogel Glucose 1% - Sim
Cl Agua Glucose 1% - Sim
D1 Vogel - Extrato de Levedura 1,5% Sim
El Agua - Extrato de Levedura 1,5% Sim
F1 Vogel - - Sim
Gl Agua - - Sim

Controle 2 Vogel Glucose 1% Extrato de Levedura 1,5% Nao
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A2 Agua Glucose 1% Extrato de Levedura 1,5% Nao
B2 Vogel Glucose 1% - Nao
C2 Agua Glucose 1% - Nao
D2 Vogel - Extrato de Levedura 1,5% Nao
E2 Agua - Extrato de Levedura 1,5% Nao
F2 Vogel - - Nao
G2 Agua - - Nio

Fonte: A autora (2023)

A Figura 13 apresenta o processo de inoculacao (Figura 13-a e Figura 13-b) e incubacao

(Figura 13-c) das diferentes condigdes testadas nesta etapa experimental.

Figura 13 - Desenvolvimento do experimento da Etapa 2A
a) b)

Fonte: A autora (2023)

4.6.1 Manutenc¢ao, Preparo do In6culo, Cultivo e Interrup¢ao do Pré-tratamento

As etapas que antecedem o desenvolvimento deste experimento foram conduzidas a
partir das metodologias expostas nos topicos 4.4.3.1 (microrganismo e manuteng¢io), 4.4.3.2
(preparo do indculo e cultivo) e 4.4.3.3 (interrup¢do do pré-tratamento), com excecdo das

solugdes umedecedoras, que foram preparadas com base nas condi¢des expostas na Tabela 7.

4.7 CODIGESTAO ANAEROBIA - ETAPA 3

Ao selecionar um dos pré-tratamentos como foco do estudo, esta etapa teve como
objetivo a comparacao e avaliagdo quali-quantitativa do biogas e efluente gerados em dois
reatores em escala piloto, variando-se os co-substratos adicionados (RPU bruto e RPU pré-
tratado), conforme apresentado na Tabela 8. Em ambos os reatores, substituiu-se 30% da massa

de STV do RA pelo RPU utilizado.
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Tabela 8 — Condi¢des experimentais avaliadas nos reatores em escala piloto

Condicao Inéculo Substrato Co-substrato
Reator A Dejeto suino digerido Residuo alimentar Residuo de poda urbana bruto
Reator B Dejeto suino digerido Residuo alimentar Residuo de poda urbana pré-tratado

Fonte: A autora (2023)

O in6culo utilizado nesta etapa refere-se ao efluente de um reator anaerdbio em
operagdo, que trata dejetos suinos, localizado na Granja de Suinocultura da Fazenda Escola da
UEL. Este foi coletado e mantido em repouso dentro dos reatores por 10 dias, para aclimatagao
e desgaseificagdo. Os substratos utilizados nesta etapa, bem como sua coleta e preparo foram

apresentados nos topicos 4.2 ¢ 4.3.

4.7.1 Aparato Experimental

Os reatores pilotos possuiam volumes total de 60 L e 1til de 50 L, sendo fabricados
em bombonas de polietileno de alta densidade - PEAD, com dimensodes de 60 cm de altura e 40
cm de didmetro. As tampas foram confeccionadas em um sistema reforcado com uma chapa
metalica na parte superior. Cada reator possuia abertura afogada para alimenta¢do e duas
conexdes laterais para retirada de efluente (niveis intermediario e inferior). O detalhamento
dimensional e de conexdes dos reatores (Figura 14-a) e do sistema de aquecimento (Figura

14-b) estdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Detalhamento do sistema de biodigestao piloto de 50 L
a) b)
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Fonte: Adaptado de Navarro (2020)
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Os reatores utilizados neste experimento estdo agrupados em um sistema de quatro
reatores (Figura 15) e contam com controle de agitacdo - composto por um unico motor
acoplado a um sistema de engrenagens e corrente - € temperatura - controlada por um termostato

instalado no fundo do reator.

Figura 15 - Sistema de reatores anaerdbio em escala piloto de 50 L
= 7 4 |

a) Entrada do afluente; b) Coleta do efluente; ¢) Coleta de fundo do efluente; d) Saida do biogas; e) Controlador
de temperatura; f) Medidor de vazdo; g) Sistema de agitag¢do; h) Ponto de analise do biogas.
Fonte: A autora (2023)

O sistema possuia uma mangueira que direcionava o biogas gerado para um medidor
de vazdo (modelo G1.0, fabricado pela AEPIO, com vazio méxima de 1,6 m*h™) e saida
especifica para analise qualitativa do biogés (teores de CH4, CO2, O2 e H»S), a partir do
analisador portatil MRU® Optima 7 Biogas.

Assim como o Driger®, o analisador portatil MRU® Optima 7 Biogas foi validado e
verificado pelo GC (7890 A — Agilent) com deteccao por FID e TCD. As colunas Haysep Q (9
Ft x 1,8” x 2,0 mm) e MolSieve 5A (6 Ft x 1,8” x 2,0 mm) foram usadas e uma taxa de fluxo

constante de 18 mL min™! com hélio como gés de transporte. A validagio do método apresentou
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resultados satisfatorios quanto aos parametros de linearidade (> 0,99 R?), precisdao (0,26 -

2,00%), acurécia, especificidade e seletividade.

4.7.2 Partida dos Reatores Anaerdbios

A partida dos dois reatores ocorreu simultaneamente, preenchendo-se 50% do volume
util destes (25 L) com inéculo e mantendo em repouso por 10 dias, para aclimatagdo em
temperatura mesofilica (37 °C) e desgaseificacdo. Passado o periodo de adaptagdo, os reatores
foram alimentados com RA e RPU (bruto para Reator A e pré-tratado para Reator B) e a diluicao
da mistura foi realizada com dgua desclorada, de forma que a carga organica volumétrica - COV
do afluente fosse de 0,5 kgSTV m= dia™! (COV fixa para toda a Etapa 3) e TDH de 30 dias. As
alimentagdes ocorriam trés vezes na semana (segundas, quartas e sextas-feiras) e, neste periodo
de partida, ndo houve retirada de efluente - apenas o suficiente para analises de controle ¢
desempenho, uma vez que o objetivo era completar o volume 1til do reator com os substratos

do estudo.

4.7.3 Operagao e Monitoramento dos Reatores Anaerobios

Passado o periodo de partida (tempo necessario para que o volume util dos reatores
fosse preenchido), iniciou-se a fase operacdo e monitoramento dos sistemas, com TDH de 30
dias. As alimenta¢des mantiveram a COV de 0,5 kgSTV m™ dia”!, com frequéncia de trés vezes
por semana, porém, antes da adi¢do do afluente nos reatores, retirava-se o mesmo volume de
efluente pelo registro localizado no nivel intermediario. Outra adaptacdo realizada neste periodo
foi que a dilui¢do da mistura de substrato afluente era realizada com digestato sobrenadante.

O digestato sobrenadante - DSob refere-se ao liquido obtido a partir da sedimentagao
do efluente retirado dos reatores e apresenta como caracteristicas baixa concentragao de solidos
e propriedades alcalinizantes. A formacdo e obten¢do do DSob ocorria da seguinte forma: o
efluente retirado de cada um dos reatores era armazenado em baldes especificos com tampas e,
até a proxima alimentagdo do reator (cerca de 48 horas), estes permaneciam em repouso, de
forma que as particulas com maior densidade sedimentavam (formando uma camada de lodo
no fundo dos baldes — digestato sedimentado). Assim, o liquido obtido apo6s a sedimentagao
deste material (digestato sobrenadante), aproximadamente 80% do volume total do balde, era

utilizado para equalizacdo das misturas afluentes da alimentagdo seguinte.
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Kainthola, Kalamdhad ¢ Goud (2019) explicam que a recirculagdo do efluente
também ¢ usada para aumentar a transferéncia de massa no reator entre o inoculo e o substrato,
especificamente quando a mistura fracionada ¢ fornecida no reator. A recirculagao do efluente
¢ combinada com &agua para diluir o efeito inibitério dos acidos graxos volateis de amonia

acumulados e outros metabolitos presentes neste (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008).

4.7.4 Balango de massa teorico

O balan¢o de massa realizado no tratamento anaerobio de reatores ¢ baseado no
principio que nenhuma massa ¢ criada ou destruida, mas sim transformada. Este calculo ¢
aplicado em para verificar a eficiéncia de conversdo do substrato em biogas (NAVARRO,
2020).

Para verificar os percentuais de conversdo de sélidos totais volateis, foi realizada a
somatoéria de todo o STV adicionado - STV app ao sistema com o STV remanescente do periodo
anterior - STVRrma, considerando esse valor como o STV afluente do periodo - STV ar. Para
verificacdo do STV efluente - STVEr, foi realizada a somatodria de todo o STV retirado do
sistema - STVrt por meio da concentragdo de STV de cada retirada efluente, assim como a
massa final de STV remanescente no sistema ao fim do referido periodo - STVrwmp. A diferenca
entre o STVar e o STVEr, foi considerado o STV convertido em biogas - STVc. Desse modo,

calculou-se a taxa de conversao do parametro - TCstv, de acordo com as Equagdes 16 e 17.

STVC = (STVADD + STVRMA) - (STVRT + STVRMP) (Equagﬁo 16)
% TCspy = SSTT—‘;;CF % 100 (Equaciio 17)

Onde:

STVc = STV convertido em biogés e biomassa;

STV app = somatoéria do STV adicionado;

STVrma = STV remanescente do periodo anterior;

STVrr = STV retirado do sistema no efluente;

STVrmp = STV remanescente no sistema ao fim do referido periodo;
STVar = STV afluente do processo;

% TCstv = percentual da taxa de conversdo de STV;
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Para verificagdo da taxa de conversdo da DQO utilizou-se do mesmo modelo de
calculo, conforme Equacdes 18 e 19. Do mesmo modo, realizou-se as mesmas andlises para os

periodos referentes a utilizacao de cada substrato.

DQO¢ = (DQOApp + DQOrMA) — (DQOgT + DQORMP) (Equagéo 18)
% TCpqo = % « 100 (Equaciio 19)
Onde:

DQOc =DQO convertido em biogés e biomassa;

DQOapp = somatéria do DQO adicionado;

DQOrMma = DQO remanescente do periodo anterior;

DQOgrt = DQO retirado do sistema no efluente;

DQOrwmp = DQO remanescente no sistema ao fim do referido periodo;
DQOar = DQO afluente do processo;

% TCpgo = percentual da taxa de conversdo de DQO;

As andlises de STV e DQO do afluente ocorreram semanalmente para STV e
quinzenalmente para DQO. Para as amostras efluentes, o STV foi analisado semanalmente e a

DQO foi analisada quinzenalmente, referente a metade e final do TDH.

4.7.5 Andlise quali-quantitativas do biogas

A producao de biogas foi quantificada com a utilizacdo do medidor de vazao (Figura
16-a) instalado na tubulagao de biogas que interliga o reator ao gasémetro. O medidor de vazao
modelo G1.0, fabricado pela Aépio, possui vazio maxima de 1,6 m® h'!.

A qualidade do biogas produzido foi aferida in loco por meio do analisador portatil de
biogas MRU® Optima 7 (Figura 16-b) a cada alimentacdo. O equipamento é acoplado ao reator
em uma saida de gés especifica para verificagdo qualitativa. O analisador portatil de gases exibe,
em percentual, os gases CHs, CO; e O2; e em ppmV o H»S, a partir de sensores acoplados ao
aparelho. A amostragem e coletas de dados referentes ao qualitativo e quantitativo de biogas,

ocorreram anteriormente as operagdes de retirada de efluente e alimentacao.
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Figura 16 - Equipamentos utilizados para analises quali-qualitativas do biogas: medidor de
vazao (a) e analisador portatil de gases (b)
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Fonte: A autora (2023)

Para verificar a eficiéncia da conversdo de STV em biogés, calculou-se a produgao
especifica de biogés - PE. Para isso, os volumes acumulados de biogéas quantificados foram

relacionados com a massa de STV adicionada no mesmo periodo, por meio da Equagao 20.

PE = & (Equacao 20)

~ Msa
Onde:
PE = produgio especifica de biogas (m? kSTVadd™');
VA = volume acumulado de biogas (m?);

MSA =massa de STV adicionada (kgSTV);

A PE foi verificada para cada TDH monitorado, assim como para o periodo total da
utilizacdo de cada um dos substratos afluentes. Desta forma, tornou-se possivel a avaliar a

influéncia de cada substrato na producao de biogas.

4.8 PARAMETROS DE CONTROLE E DE DESEMPENHO

A caracterizagdo fisico-quimica dos indculos, substratos e misturas foi realizada antes
e apos os experimentos em todas as etapas experimentais. Nas Etapas 1 e 2A, antes e depois
dos experimentos, utilizou-se como meios de avaliagdo os seguintes pardmetros: lignina,
celulose, hemicelulose, cinzas, acucares totais e redutores e lacase. Para a Etapa 2, antes e
depois do experimento, e Etapa 3, avaliaram-se os parametros fisico-quimicos de controle

operacional (temperatura, pH, alcalinidade, AGV e relagdo AGV/AT) e de desempenho (DQO,
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série de solidos, N-amoniacal, NKT e producdo de biogas). A Tabela 9 apresenta a referéncia,

metodologia e frequéncia de cada um deles.

Tabela 9 - Pardmetro fisico-quimico, referéncia, método e frequéncia de monitoramento

Parimetro Referéncia Método Frequéncia

(Tocér;lperatura 2550 B (¥) ) Diaria

pH 4500 H (*) Potenciométrico 3x/semana

Alcalinidade _ 2320 B (* Titulométrico 3x/semana

(mg CaCO; L)

3

énGgVL_l) Dilallo ¢ Albertison (1961)  Titulométrico ¢ CG-MS 3x/semana

Serie (_16 s6lidos 2540 adaptado (* Gravimétrico Ix/semana

(mg L) P

ganOL'l) fé?&fo fechado (*) Espectrofotométrico Semanal

?;IngL") ‘EESSOC_ (N*(;rg Micro-Kjeldhal Quinzenal

Proteinas Instituto Adolfo Lutz (2008)  Kjeldhal * 6,25 Quinzenal

Eigi?glacal LE;SSOC_ NH; Destilagdo e titulagao Quinzenal

%Iig?o,; Instituto Adolfo Lutz (2008)  Estracao direta em Soxhlet Inicio do experimento
Diferenga entre 100 e a soma Inicio do experimento

Carbo:dratos Instituto Adolfo Lutz (2008) das , perc.errlta.lgens’ de

(mg L) proteinas, lipidios, agua e
cinzas

(Cn?gTL_l) Jiménez ¢ Garcia (1991) STV+1,8 Inicio do experimento

Macro e micro nutrientes

**)

Gases (CHy, CO2, H»S)

Agucares totais

Acgucares redutores

Lignina, cinzas, celulose,

hemicelulose
Lacase

MAPA (2017)

Dubois et al. (1956)
Método do acido 3.5-
dinitrosalicilico (DNS)

Método de Van Soest (1967)
Barbosa et al. (1996)

Espectrometria de Emisso
Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente.

Sensores cataliticos
infravermelhos e detectores
eletroquimicos

Gravimétrico

Inicio do experimento

3x/semana

Inicio e fim do experimento
Inicio e fim do experimento

Inicio e fim do experimento

Fim do experimento

(*): Método baseado no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA AWWA; WEF,

2012). (**): Analises realizadas em laboratorio externo.
Fonte: A autora (2023)

De acordo com APHA (2017), o método para determinagdo de so6lidos estabelece a

temperatura de 105 °C para secagem de matéria organica, porém, para evitar possiveis perdas

de matéria organica volatil da amostra, adaptou-se a metodologia para secagem na temperatura

de 90 °C (ANGELIDAKI et al., 2009).

Em funcdo das caracteristicas peculiares das amostras de residuo alimentar utilizadas

neste estudo, especialmente em relagdo ao tamanho dos particulados e desuniformidade de

distribuicdo, estabeleceu-se como procedimento padrdo para anélise de DQO a submissao das
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amostras ao banho ultrassonico (modelo UltraCleaner 7000 da marca Unique) por 15 minutos
em temperatura ambiente e frequéncia de 55 kHz apo6s a dilui¢ao das mesmas.

Estima- se que o contetdo de nitrogénio a partir das proteinas ¢ de, aproximadamente,
16%, assim, o valor empirico de 6,25 ¢ utilizado para estimar a quantidade proteina com base
nos valores de nitrogénio (LUTZ, 2008). Neste sentido, a determinagdo da proteina foi realizada
a partir da metodologia de anélise do Nitrogénio Total Kjeldahl - NKT, multiplicando o valor
do NKT por 6,25.

Por sua vez, o valor de carbono organico das amostras foi determinado por meio do
método da mufla, que considera que o teor de carbono fixo de residuos solidos organicos varia
entre 56% e 58% dos STV da amostra. Utiliza-se, portanto, o valor de STV dividido pelo fator
1,8 - valor comumente adotado no Brasil (JIMNEZ; GARCIA, 1992; PROSAB, 2003).

Para que ndo ocorresse o entupimento das tubulagdes dos reatores, optou-se por utilizar
o liquidificador (20 segundos em velocidade baixa) para misturar o RPU aos substratos (RA e

DSob), de forma a desfazer possiveis granulos de residuo e facilitar a alimentagao dos sistemas.

4.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura - MEV foi utilizada na andlise
morfologica dos residuos de poda urbana bruto e apds os pré-tratamentos (Etapa 1) e nas
amostras do efluente final dos Reatores A e B (Etapa 3). As analises foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletronica e Microandlise da UEL, em microscopico eletronico
modelo Quanta 200 (Philips).

O preparo das amostras consistiu na centrifugagdo e lavagem com Tampao Cacodilato
de Sédio 0,1 M e posterior fixacdo com uma solucdo composta por Glutaraldeido 2,5%,
Paraformaldeido 2,0% Tampao Cacodilato de Sédio 0,1 M e Tetroxido de Osmio 1%. Ento,
realizou-se outra lavagem com Tampao Cacodilato de Sodio 0,1 M, processo de desidratagao
etanodlica, secagem ao ponto critico (modelo CPD 030, marca Bal-tec), montagem dos suportes

e metalizagdo com ouro (SCD 050, marca Bal-tec).
4.10 ANALISE QUALI-QUANTITATIVA DOS ACIDOS GRAXOS VOLATEIS POR GC-MSs
A determinacio dos Acidos Graxos Volateis - AGV foi realizada de duas maneiras. A

primeira consistiu na andlise titulométrica segundo Dilallo e Albertison (1961), realizada trés

vezes por semana nas amostras recém coletadas de afluente e efluente dos reatores. Este método
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permite uma identificacao imediata da quantidade de AGV presente na amostra e tem o objetivo
principal de monitoramento 4gil para a tomada de decisdes. Porém, segundo Ribas, Moraes e
Foresti (2007), o método titulométrico apresenta uma perda de, pelo menos, 20% dos acidos,
0s quais sdo volatilizados no momento do preparo, aquecimento e titulagao.

O outro método consistiu em uma analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas — CG-MS. A fracdo liquida das melhores condi¢des de cada pré-
tratamento (Etapa 1), bem como amostras semanais de monitoramento dos Reatores A ¢ B
(Etapa 3) foram congeladas a -10°C para posterior andlise, objetivando a quantificagdo dos
principais acidos organicos (acido acético — HAc, propionico — HP, isobutirico — Hib, butirico
— HB, isovalérico — Hiv e valérico — HV) presentes nas amostras. Este método foi validado e

implementado por Quadros (2023).

4.10.1 Preparo de Amostras

ApOs testes preliminares, as amostras foram preparadas da seguinte forma: volumes
de 15 mL de cada amostra foram centrifugados a 4000 rpm, por 10 minutos e, na sequéncia, o
sobrenadante das amostras foi filtrado em membrana de fluoreto de polivinilideno - PVDF, com
0,22 um de porosidade média, para remocao de solidos suspensos.

Por fim, as amostras filtradas foram diluidas em Metanol grau HPLC (Honeywell,
pureza > 99%), de modo a se obter concentracdes da ordem de 5 mg L', tomando como base
as concentragdes quantificadas de AGV de cada amostra pelo método titulométrico (DILALLO;
ALBERTISON, 1961).

Apds o preparo, as amostras foram armazenadas em vials com 2 mL de capacidade
volumétrica, que foram selados com tampa roscavel contendo septo de camada dupla e

armazenados a -10°C para posterior analise no CG-MS.

4.10.2 Analise Quali-quantitativa de Acidos Graxos Volateis

Foi utilizado o Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrometria de Massas — CG-MS
(PerkinElmer - Clarus 690 acoplado a Clarus SQ8). As condigdes cromatograficas foram
adotadas com base em testes preliminares e dados da literatura. Assim, para a analise
cromatografica dos compostos foi utilizada coluna cromatografica (PerkinElmer — Elite - SMS)
com fase estacionaria (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano) que possui baixa polaridade, com

dimensdes de 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro, e espessura do filme de 0,25 pm.
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Foram estabelecidas as seguintes condigdes cromatograficas: volume de inje¢do de
1 uL; temperatura do injetor de 250 °C; modo de injecdo split 10:1; o gas de arraste foi o gés
Hélio, com velocidade linear de 1 mL min™'; temperatura da linha de transferéncia de 250 °C;
temperatura da fonte de ionizagdo (impacto de elétrons) do espectrometro de massa de 230 °C

e tempo de corte do solvente (solvent delay) de 1.50 minutos.

Apos testes de temperatura do forno, o gradiente de temperatura que resultou na

melhor separagdo cromatografica esta apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Gradiente de temperatura de forno para analise dos AGV

Taxa de aquecimento Temperatura Tempo de espera
(°C min™) (°O) (min)
- 35 1
5 70 2
45 250 4
Fonte: Quadros (2023)

A Figura 17 apresenta o cromatograma geral dos dcidos graxos volateis, obtido a partir

da inje¢do dos seis acidos (4cidos acético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico e
valérico) no equipamento CG-MS.

Figura 17 - Cromatograma tipico dos acidos graxos volateis estudados
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Fonte: Quadros (2023)

A partir do cromatograma geral de massas apresentado, foram identificadas as quebras

de massa de maior intensidade para cada um dos acidos (m/z). Para tal, foi desenvolvido um

método de monitoramento especifico (modo SIR), o qual permitiu identificacdo e quantificagao

dos picos nas massas especificas a seguir (Tabela 11).

Tabela 11 - Tempos de reten¢do dos AGVs e ions utilizados na identificacdo de cada 4cido
Analito

Tempo de retencio (minutos) Tons (m/z)
Acido acético 3,28 60
Acido propidnico 4,12

77
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Acido isobutirico 5,28 73
Acido butirico 5,84 60
Acido isovalérico 7,09 60
Acido valérico 8,14 60

Fonte: Quadros (2023)

Para garantir que o método de analise de AGVs permitisse resultados confiaveis,
Quadros (2023) realizou a validagdo de acordo com as diretrizes estabelecidas pela ANVISA
(2003) e INMETRO (2016), utilizando os parametros Limite de Detecgdo — LD, Limite de
Quantificacao — LQ, Linearidade, Precisao ¢ Efeito Matriz. Deste modo, foram atendidos todos

0s parametros normativos estabelecidos, conforme apresentado na Tabela 12.

Tabela 12 - Parametros de validacdo do método quali-quantitativo de analise de AGVs

LD LQ Linearidade Precisao .
. Efeito
Analito 1 N Intra Inter .
mg L R . . Matriz
corrida corrida
Acido acético 0,037 0,124 0,9916 3,32 4,81 146
Acido propidnico 0,264 0,879 0,9892 3,71 4,11 725
Acido isobutirico 0,190 0,634 0,9708 3,08 4,34 28
Acido butirico 0,208 0,692 0,9706 3,78 4,48 77
Acido isovalérico 0,076 0,252 0,9743 3,59 4,92 25
Acido valérico 0,058 0,195 0,9798 3,11 4,09 95

Fonte: Quadros (2023)

Os valores de LD e LQ obtidos demonstraram que o método possui sensibilidade
adequada se comparado a estudos de validagao com métodos semelhantes (RODRIGUES et al.,

2018).

Conforme ANVISA (2003), € necessario determinar o coeficiente de correlagdo — r

(r= \/ﬁ), sendo o valor minimo estabelecido para esse parametro de 0,99. Sendo assim, a
partir dos valores de R? obtidos para as curvas analiticas ajustadas, Quadros (2023) calculou os
valores de r e obteve 0,9924; 0,9946; 0,9853; 0,9852, 0,9871 e 0,9899 para HAc, HPr, HIb,
HBu, HIv e HVa, respectivamente, apresentando linearidade satisfatoria.

Em relacdo a precisdo intra e intercorrida, os valores obtidos foram inferiores ao limite
de 5%, recomendado pela ANVISA (2003). Deste modo, também atenderam o padrdo
estabelecido.

Quanto ao Efeito Matriz, verifica-se que, de maneira geral, todos os AGV
apresentaram elevados valores de realce no sinal cromatografico, indicando que a complexidade
da amostra pode inserir outros compostos com massas (m/z) similares as dos AGV nas quebras

de maior intensidade utilizadas para a quantifica¢do do analito.



86

4.11 ANALISE DOS TEORES DE FURFURAL E 5-HIDROXIMETILFURFURAL

Os teores de furfural e 5-HMF foram determinados no RPU bruto, nas melhores
condig¢des dos pré-tratamentos e no efluente dos reatores durante o periodo experimental para
monitorar o consumo desses compostos ao longo do experimento.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Sucroderivados e
Bioenergia - LTSBio da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP, com
base na metodologia descrita por Silverio (2017). As amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em cromatografo Shimadzu de modelo UFLC
Prominence. A coluna empregada foi Shim-pack VP-ODS (5 um) de 250 x 4,6 mm, a 25 °C. O
eluente foi acetonitrila/agua 1:8 (v/v) com 1% de 4cido acético, em fluxo de 0,8 mL min!. O
detector utilizado foi DAD (Shimadzu SPD-M20A), com o comprimento de onda de 275 nm.
O volume de amostra injetado foi de 20 pL. As amostras de RPU bruto, RPU pré-tratados e

efluentes dos reatores foram filtradas em membranas de 0,22 pm.

4.12 ANALISE DOS TEORES DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Com a finalidade de caracterizar os RPU bruto e melhores condi¢cdes dos pré-
tratamentos, bem como monitorar o efluente dos reatores anaerobios, a analise do teor de
compostos fenolicos totais foi realizada no Laboratorio de Tecnologia Sucroderivados e
Bioenergia - LTSBio da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP, por
método colorimétrico, de acordo com metodologia desenvolvida por Julkunen-Tiitto (1985).

As amostras de RPU e efluentes de reatores foram previamente diluidas em cinquenta vezes.

4.13 ANALISE DA COMUNIDADE MICROBIANA EXISTENTE

Amostras do inoculo e dos efluentes dos Reatores A e B da Etapa 3 foram submetidas
ao sequenciamento genético, em laboratorio externo (NGS Solugdes Gendmicas). O intuito de
analisar essas amostras ¢ avaliar o comportamento da comunidade de microrganismos quanto
as variagoOes as quais foram submetidas no decorrer do tempo de monitoramento. Para isso, as
amostras foram coletadas em frascos conicos de 15 mL (livres de DNAses, RNAses e
pirogénicos), congeladas a -10 °C e enviadas ao laboratério devidamente acomodadas sob

temperatura adequada, mantida com o auxilio de placas de gelo em gel.
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A extracdo do DNA total foi realizada usando o QIAmp Fast DNA Stool Kit (Qiagen;
Hilden, Germany), conforme recomendacdes do fabricante, e otimizacdo em laboratorio. A
analise do DNA quanto a concentragdo (quantificagdo) e pureza foi determinada por
espectrometria UV-Vis (NanoDrop™ One/OneC Microvolume — Thermo Fisher Scientific).
Um pL do DNA total extraido foi usado nas rea¢des de amplificagcdo de duas regides do gene
do 16S do rRNA bacteriano. Para as 3 amostras, a regido V3-V4 (341F-785R) foi amplificada
a partir dos primers contendo pré-adaptadores //lumina (para sequenciamento de todas as
bactérias presentes na comunidade. Além da regido V3-V4, primers contendo pré-adaptadores
Illumina foram utilizados para sequenciamento da regido que identifica espécies de arqueas
presentes na comunidade (915F/1386R) (KITTELMANN et. al., 2013).

Os produtos de PCR foram checados em eletroforese de gel de agarose 1 % (m/v) e
purificados com esferas magnéticas (ampure x - Beckman Coulter). Uma segunda PCR foi
realizada para adicionar os adaptadores //lumina (barcodes) e construcdo da biblioteca para
sequenciamento. Para tal, 2,5 uLL do produto amplificado foram usados na rea¢ao. Os produtos
de PCR da segunda amplificagdo foram checados em eletroforese de gel de agarose 1% (m/v),
purificados e quantificados para normalizagdo da biblioteca. O pool das amostras da biblioteca
foi quantificado por PCR em tempo real (QPCR) e encaminhadas para sequenciamento (MiSeq
Syste - lllumina) com leituras pareadas de 250 pb e cobertura de 50 mil leituras pareadas por

amostra.
4.14 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o Software R (R CORE TEAM,
2021). Para os modelos apresentados, a significincia estatistica foi avaliada pelo teste F. Os
pressupostos dos modelos, normalidade e homogeneidade de variancia dos residuos, foram
validados, ao nivel de significancia de 5% e 10% (para determinadas condi¢des), pelo teste de
Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965), teste de Breusch-Pagan (BREUSCH; PAGAN, 1979)
e analise grafica, respectivamente.

As variaveis respostas dos Delineamentos Composto Central Rotacional foram

descritas conforme funcao polinomial de segunda ordem (Equagao 21):

Vij = Bo + Xicy Bixi + Xicy Bux? + XIS iy Biy xix; + €5 (Equagdo 21)
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Onde:

yij = resposta predita;

B = parametros cujos valores devem ser determinados;

1ej=variam de 1 a k variaveis;

Xi € Xj = varidveis independentes definidas em escala codificada de -1 a +1;

€;; = termo de erro aleatorio.

As estimativas dos parametros neste modelo de regressdo estao relacionadas com as
estimativas de efeito (MONTGOMERY, 2013). A significincia dos parametros e suas
interagdes foram testadas pela andlise de varidncia (ANOVA).

Para comparagdao de médias foi utilizado o teste de teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRE-TRATAMENTO DA PODA URBANA - ETAPA 1

A constituicdo do RPU utilizado neste estudo baseou-se na geragao de grama, folhas e
galhos no campus universitario da Universidade Estadual de Londrina. A grama coletada para
este estudo refere-se a Paspalum notatum e as folhas e galhos referem-se a Albizia lebbeck (L.)
Benth. Assim, a propor¢ao em peso bruto desta composicao foi 47,2% para grama, 26,3% para
folhas e 26,5% para galhos.

Inicialmente, o residuo de poda urbana — RPU foi submetido a secagem, moagem e
caracterizacdo inicial. A caracterizagdo lignocelulésica do RPU teve como finalidade conhecer
sua composicdo quimica em relacdo aos teores de lignina, celulose, hemicelulose e cinzas, que
sdo os componentes de maior interesse destes residuos. A Tabela 13 apresenta os resultados da

caracterizagcdo do RPU e de cada um de seus constituintes.

Tabela 13 - Composicdo quimica do residuo de poda urbana

C(();)nlll?;)lsilcg;ao Grama Folhas Galhos Resu}:;«;);isfoda
Lignina (%) 5,95 +2,11 10,14 £ 0,74 25,20+ 0,61 18,51 £0,79
Celulose (%) 21,39 +0,18 19,84 £1,29 22,70 £ 1,53 21,79 £ 1,16
Hemicelulose (%) 43,58 + 3,07 24,39 + 0,77 24,66 + 0,29 32,99 + 0,64
Cinzas (%) 0,88 £0,23 2,47 + 1,06 1,07 +£ 0,35 1,24 +0,91

Fonte: A autora (2023)

Nota-se que a soma dos componentes nao atingiu 100%, fato este explicado pela ndo
quantificagdo de alguns compostos presentes no material (ex. extrativos) (RABELO, 2010).

Normalmente ndo sao encontrados valores fixos para cada analise, mas sim uma faixa
de valores. Isso ocorre porque a constituicao final de cada residuo de poda urbana sofre varios
tipos de influéncia, como espécie da grama e da arvore e composicdo do material. Ainda assim,
o residuo de poda urbana deste estudo apresenta valores condizentes aos apresentados por
Zhang, Loh e Zhang (2018), Panigrahi, Sharma e Dubey (2020) e Borth et al. (2022), que
encontraram para residuo vegetal 10,87%, 19,1% e 11% para lignina, 18,21%, 38,01% e 54%

para celulose e 23,53%, 25,05% e 16% para hemicelulose, respectivamente.



5.1.1 Pré-tratamento Acido: Acido Sulfarico
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O alvo da metodologia de pré-tratamento de residuos lignoceluldsicos com &cido

diluido ¢ a solubilizacdo de hemicelulose e lignina, de forma a deixar o material poroso,

enriquecido com celulose e adequado para agdo enzimatica (BRIENZO et al., 2017).

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos na fragao solida do RPU pré-tratado para

os parametros lignina, celulose, hemicelulose e cinzas, bem como os valores resultantes dos

calculos de balango de massa, rendimento e deslignificacdo apos os pré-tratamentos quimicos

com acido sulfurico, variando a concentragdo do reagente, temperatura e tempo.

Tabela 14 — Valores de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balanco de massa, rendimento
e deslignificag¢do apos pré-tratamento acido

Ensaio Lignina Celulose = Hemicelulose Cinzas (ﬁaﬁ:;":a Rendimento Deslignificacio

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

a3 1: gminy 17495033 27285013 24694175 LIS£011 6945 92,82 12,29
. 03722 iy AS4E0I8 28414074 25555212 123018 6880 92,16 26,11
(10125 §C’ gminy 1634006 21222053 31242040 039£008 68,80 92,49 18,55
(10125 j(‘:’ ominy 15302025 29494072 2385£283 1314073 68,64 92,00 23,92
s 5C gminy 17062009 2892£050 2416+125 134£055 70,14 91,45 15,71
st Dg’ iy 4494037 2056097 23255260 147£001 6730 91,78 28,14
v 125 ZC’ gminy 1623021 2866125 2666019 113£048 7155 90,92 20,25
3% 125 ‘?C’ prming  1216£0.56 32962037 2116087 1,96£030 66,28 91,54 39,83
- 90%3““) 16774022 28,16+0,61 24,18+1,18 1,10£048 69,11 92,35 16,32
(2590 1co iy 15502016 2970+ 160 25184246 098079 70,38 92,31 22,70
- 1Cl sminy 14412039 20065113 2484£2,65  1,60£085 6921 92,17 28,22
v 149 },Cz’ sminy 13972040 3475£0,67 2205£076  1,04£030 7077 92,33 30,29
o 90{3 sminy 1159001 29.66+0,17 25125151 1484050 7237 92,98 11,64
- 90{3 sminy 14445059 20234059 28532038 1514095 7220 88,45 30,97
o 91050 leg iy 1605£020 2907+047 23,07£037 194047 68,19 92,22 20,00

RPU bruto 185140,79 21,79+0,62 32,99+0,64 124+0,65 73,29 - -

Fonte: A autora (2023)
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No pré-tratamento acido, as ligagdes de lignina molecular podem ser quebradas, com
posterior condensagdo e precipitagdo na superficie da fibra. Neste sentido, a modificacao
estrutural da lignina permite uma melhor acdo enzimatica e adsor¢do catalitica a celulose,
aumentando, portanto, a acessibilidade da celulose (GOMES, 2019).

Em todos os tratamentos avaliados, houve redugdo no percentual de lignina e
hemicelulose, com valores de deslignificagdo que variaram de 11,64% a 39,83%. A menor
porcentagem de lignina foi obtida no Ensaio 8 (3%, 125 °C, 22 minutos), atingindo um valor
de 12,16% de lignina, com 39,83% de deslignificagao.

Por sua vez, ao avaliar os demais resultados apresentados na Tabela 14, destacam-se
os teores de celulose obtidos em todas as condig¢des avaliadas. Guedes (2010) explica que os
pré-tratamentos quimicos rompem as ligagdes da lignina na fibra, promovendo maior
disponibiliza¢ao da celulose nos residuos e, consequentemente, reduzindo os percentuais de
lignina total nos mesmos. Situacdo semelhante ocorreu quando Santos (2010), submetendo
bagaco de cana-de-aglicar ao ataque de HoSOs, variando a temperatura (112,5 - 157,5 °C),
tempo de residéncia (5 — 35 minutos) e concentracdo (0 — 3% m/v), encontrou maiores teores
de lignina e celulose apds o pré-tratamento. O autor afirma que o pré-tratamento com acido
diluido ndo remove efetivamente os componentes lignina e celulose, mas sim, aumenta o
rendimento da digestibilidade dos materiais lignoceluldsicos (SANTOS, 2010).

Pela ANOVA, tem-se que o tempo de residéncia, a concentragdo e o termo quadratico

da temperatura apresentaram efeito significativo para a remocao de lignina (Tabela 15).

Tabela 15 — Anadlise de variancia para pré-tratamento acido

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tempo de residéncia (L) 1 11,3044 11,3044 17,8887 0,001414 *
Temperatura (Q) 1 1,5571 1,5571 2,4641 0,1447720
Concentragéo (L) 1 6,2900 6,2900 9,9537 0,009161 *
1(x22) 1 5,3017 5,3017 8,3897 0,014536 *
Residuo 11 6,9512 0,6319
Total 15

L: linear; Q: quadratico
Fonte: A autora (2023)

Os resultados obtidos foram submetidos a analises estatisticas. As Figuras 18, 19 e 20
referem-se a superficies de resposta e de contorno dos fatores tempo de residéncia (x1),

temperatura (x2) e concentragdo (x3), avaliados em fun¢do da remocao de lignina.
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Figura 18 — Superficies de resposta (a) e de contorno (b) para obten¢ao de lignina em fungao
do tempo e temperatura, apds o pré-tratamento acido, com concentracao fixada em 1,68
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Figura 19 - Superficies de resposta (a) e de contorno (b) para obtencao de lignina em fun¢ao
do tempo e concentragdo, apds o pré-tratamento acido, com temperatura fixada em 1,68
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Figura 20 - Superficies de resposta (a) e de contorno (b) para obtencao de lignina em fun¢ao
da temperatura e concentragao, apos o pré-tratamento acido, com tempo fixado em 1,68
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Analisando os resultados, foi possivel afirmar que as superficies de resposta e de
contorno indicaram como valor predito os fatores x1 (tempo) 27 minutos, x2 (temperatura)
149 °C e x3 (concentracdo) 3,7%. Selecionou-se como pré-tratamento quimico a condi¢do que
mais se aproximou das situagdes ideais, ou seja, Ensaio 8 (22 minutos, 125 °C e 3%). Embora
ndo seja a condigdo estatistica indicada, o ensaio selecionado (com valores aproximados aos
preditos) possui melhor remogao de lignina (39,83%), com elevada remoc¢do de hemicelulose
(35,86%) e ¢ uma condi¢do indicada nas superficies apresentadas como vantajosa para a
resposta diminuicdo de lignina. Quando o efeito da presenga da lignina ¢ minimizado
(deslignificagdo), a acessibilidade a celulose de baixa cristalinidade pelas enzimas torna-se o
mais favoravel para aumentar a eficiéncia da hidroélise enzimatica (JEOH et al., 2007; LIMA,
2018).

Farias et al. (2015) afirmam que os resultados obtidos com a analise de FDA ¢ FDN
(para célculo de lignina, celulose e hemicelulose) utilizando o material TNT, apesar de
promover redugdo de custo, pode apresentar maiores desvios quanto ao conteudo da parede
celular, uma vez que ¢ susceptivel a retencdo de proteinas, pectinas e taninos, devido ao nao
fracionamento total dos constituintes da parede celular com o detergente neutro. Portanto, tal
técnica apresenta-se como limitante quanto ao teor da fragdo hemiceluldsica real presente no
material, considerando a solubilizagdo incompleta da hemicelulose com o tratamento com
detergente acido.

Fang, Li e Zhang (2006) explicam que durante o pré-tratamento com acido diluido, as
ligagcdes na lignina e na lignina-hemiceluloses podem sofrer degradagdo, despolimerizacdo
parcial e/ou alteragdes na organizagdo. O mecanismo de ac¢ao do pré-tratamento sobre a lignina
pode ocorrer em duas etapas: a primeira seria uma rea¢cdo muita rapida, onde os fragmentos de
lignina de baixa massa molar e elevada reatividade sdo solubilizados pelo rompimento das
ligagdes lignina-carboidratos e a segunda seria uma reagdo lenta, onde os fragmentos soliveis
reagem uns com os outros, causando a recondensac¢do e repolimerizagdo da lignina (ZHANG;
HUANG; RAMASWAMY, 2008).

Guedes (2010) afirma que outra finalidade do pré-tratamento quimico ¢ disponibilizar
acucares diretamente fermentesciveis, a partir da lignocelulose, de forma a tornar a celulose
mais exposta para que as enzimas capazes de hidrolisar a celulose e hemicelulose em
carboidratos monoméricos possam otimizar a conversao da biomassa. Neste contexto, a Tabela
16 apresenta os valores obtidos para as andlises de agucares totais e redutores na fracao liquida

do RPU antes e depois dos pré-tratamentos com acido sulftrico.



94

Tabela 16 — Acucares totais e aguicares redutores apos pré-tratamento acido

Ensaio Acticares Totais (g L") Acticares Redutores (g L")

(1%, 55 1c 8 min.) 2,588 +£0,43 0,369 + 0,02
(1%, 55 oé 22 min.) 2,494 + 0,38 0,385+0,11
(1%, 125 gjc, 8 min.) 2,287+0,02 0,317 + 0,09
(1%, 125 ‘('f 22 min.) 3,123+£0,54 0,439 + 0,06
(3%, 55 5c 8 min.) 2,662+ 0,54 0,217+ 0,01
(3%, 55 g 22 min.) 2,102 +£ 0,37 0,206 + 0,05
(3%, 125 ZC, 8 min.) 3,601 + 0,64 0,187 + 0,04
(3%, 125 f(;: 22 min.) 3,436 £ 0,05 0,232+ 0,01
(2%, 90 "9C, 3 min.) 2,371 +£0,23 0,207 + 0,08
(2%, 90 1CO 27 min.) 3,510+ 0,45 0,137 + 0,04
(2%, 31 1c1 15 min.) 1,631+0,19 0,092 + 0,06
(2%, 149 lg 15 min.) 5,272 £0,29 0,294 + 0,09
(0,3%, 901°(3:, 15 min.) 2,339+0,24 0,556 + 0,03
(3,7%, 90103, 15 min.) 3,007 0,21 0,196 + 0,01
(2%, 9105°c_,11§ min.) 2,538+0,33 0,156 + 0,02
RPU bruto 0,722 +£ 0,02 0,502 + 0,04

Fonte: A autora (2023)

Os valores de aglicares totais destes pré-tratamentos variaram entre 1,631 g L' e
5,272 g L', sendo que a maior conversio ocorreu no Ensaio 12 (2%, 149 °C, 15 min.). Os
resultados encontrados na Tabela 16 confirmam que para todos os pré-tratamentos houve acao
do acido sulfurico diluido sobre a lignina do RPU, com consequente deslignificagdo. Este fato
¢ comprovado a partir dos valores percentuais de celulose obtidos na maioria dos pré-
tratamentos apresentados e aumento dos valores de aglcares totais no meio em todos eles.
Manochio et al. (2017) afirmam que a exposi¢ao da celulose a partir do pré-tratamento acido
facilita o acesso dos agentes hidroliticos no processo de transformagao desta em glicose.

A condicdo que promoveu maiores concentracdes de agucares redutores apos o pré-
tratamento foi o Ensaio 13 (0,3%, 90 °C, 15 min.), com valor de 0,556 g L'!. No entanto, no
geral, os valores de acucares redutores representaram, em média, 10% do total de aglcares
liberado no meio, representando uma baixa concentragdo. Aguilar et al. (2002) explicam que
os agucares redutores liberados na hidrolise acida podem derivar tanto da hemicelulose, quanto
da celulose. Em geral, os agticares redutores da celulose (glicose) ndo sdo hidrolisados na faixa

de condi¢gdes operacionais comumente usadas para a hidrolise acida, portanto, € provavel que
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os acucares redutores liberados e quantificados neste estudo (xilose e arabinose) decorram das
hemiceluloses.

A hidrdlise enzimatica da celulose ¢ melhorada quando a biomassa pré-tratada possui
um baixo teor de hemicelulose, o que confirma a necessidade de condi¢des de temperatura mais
elevadas para esta transformacdo. Em contrapartida, condigdes operacionais muito severas
podem aumentar a degradagdo dos agucares, promovendo a formacdo de inibidores de
fermentagio e reduzindo a eficiéncia global do processo de pré-tratamento (ASSUMPCAO,
2015). Neste contexto, os experimentos apresentados indicaram que o acido sulfurico fornece
respostas positivas e eficazes quanto a remogao de lignina e de hemicelulose e conversao destes

em acgucares totais.

5.1.2 Pré-tratamento Alcalino: Hidroxido de Sodio

De acordo com Singh, Suhag e Dhaka (2015), pré-tratamentos com hidroxido de sodio
possuem excelente capacidade de deslignificacdo, quando comparados a outros reagentes, e alta
digestibilidade da biomassa. Os resultados de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balango
de massa, rendimento e deslignificagdo dos pré-tratamentos quimicos com hidroxido de sodio
na fracao solida do RPU pré-tratado, variando os fatores concentracao, temperatura e tempo sao

apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Valores de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balango de massa, rendimento
e deslignificacdo apos pré-tratamento alcalino

. Lignina Celulose  Hemicelulose  Cinzas Balango de Rendimento Deslignificacio
Ensaio Massa

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1

(3%, 50°C, 7h) 11,50+0,21 35,63+1,02 2345+1,31 0,65+0,73 70,58 89,17 44,60
2

(3%, 50 °C, 23h) 14,17+0,38 37,75+0,16 21,79+0,84 0,67+ 0,40 73,71 90,82 30,44
3

(3%, 90 °C, 7Th) 11,33+ 0,77 45,56+1,61 21,37+222 1,55+0,23 78,26 91,17 44,16
4

(3%, 90 °C, 23h) 13,49+ 0,55 46,02+0,40 24,24+0,17 1,02+0,73 83,75 92,93 32,24
5

(8%, 50°C. 7Th) 13,59+0,04 32,62+0,88 21,31+1,40 1,03+0,35 67,52 89,06 34,60
6

(8%, 50°C,23n  13»99%0.56  37.25+2,40 23,40+0,53 0,68+0,01 74,24 90,75 33,34
7

(8%, 90°C, 7h) 15,32+0,41 42,01+0,65 21,16+0,54 1,50+0,30 78,49 91,24 24,46
8

(8%, 90 °C, 23h) 11,29+0,39 45,16+2,00 21,45+2,25 2,01+1,43 77,90 92,32 43,65

9 17,59 +0,38 41,68+ 1,81 17,94+0,53 0,90+ 0,20 77,21 91,38 13,14

(5,5%, 70 °C, 2h)
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s 710000 sy 10335042 42455433 1848£336 156052 7126 92,46 48,37
s 316100 iy 1ASTEOS4 34605245 31425145 090£071 8053 89,57 29,79
s e Casy  SHIEOSI 4853127 1969114 3142029 77,63 92,47 52,97
(3% 710300 s 13794034 3238134 26394049 LI7£0.67 7256 90,68 32,40
o o sy 14S56%058 37.96£218 2308+254 1L12£024 756 91,05 28,37
- 50/2’57(; 1Cg 5 1664049 39105247 20714201 145£0,13 7645 91,57 17,66
RPUbruto  1851£0,79 21,79+0,62 32,99+064 124=0,65 73,29 _ -

Fonte: A autora (2023)

A partir dos dados apresentados, ¢ possivel confirmar que este pré-tratamento
promoveu elevados valores de deslignificacio e alto rendimento do processo.

O Ensaio 12 (5,5%, 104 °C e 15h) apresentou menores valores de lignina (9,41%) e,
consequentemente, maior deslignificagdo (52,97%). Valores condizentes foram encontrados
por Xie et al. (2011) que, tratando residuo de silagem de grama com NaOH, concluiram que o
aumento da temperatura e o aumento da concentracdo do reagente promovem maiores taxas de
deslignificacdo. Os autores obtiveram cerca de 45% de reducdo de lignina ao tratar silagem de
grama com 5% de NaOH a 100 °C.

Bastos (2020) afirma que as mudangas estruturais das fibras apds o pré-tratamento
alcalino com NaOH melhoram a etapa metanogénica na digestdo anaerdbia, visto que os
compostos biodegradaveis (celulose e hemicelulose) estdo facilmente acessiveis, otimizando
suas conversoes em biogas. Ainda, Andrade et al. (2018) explicam que quando o pré-tratamento
alcalino ¢ utilizado em uma biomassa lignoceluldsica, a ruptura do material lignoceluldsico
promove o aumento da area superficial para a atuagdo dos microrganismos anaerobios, o que
pode otimizar a digestdo anaerdbia. Além disso, o pré-tratamento alcalino atua solubilizando a
hemicelulose e permite a preservacdo de carboidratos facilmente soliveis, que podem ser
utilizados como precursores do biogas.

A maioria dos reagentes utilizados em pré-tratamento alcalino, especialmente
hidréxido de sédio, tem como objetivo quebrar as ligacdes éster-carboidratos da lignina e dos
grupos acetil da hemicelulose, ocasionando um inchamento da biomassa, de forma a reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a superficie de contato e de porosidade da mesma.
Portanto, estas reagdes contribuem com a solubilizagdo e extracdo da lignina da biomassa

(SOUSA et al., 2009).
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Para verificar a relagdo entre o teor de lignina do residuo pré-tratado e as demais
variaveis do processo (concentracio, temperatura e tempo de residéncia), os resultados foram

submetidos a analise de variancia, a nivel de 10% de significancia (Tabela 18).

Tabela 18 — Andlise de variancia para pré-tratamento alcalino

GL SQ QM Fc Pr>Fc¢
x2 1 7,2910 7,2912 1,5859 0,23006
1(x2?) 1 15,7280 15,7283 3,4209 0,08723
Residuo 13 59,7700 4,5977
Total 15

Fonte: A autora (2023)

Pela ANOVA, apenas a temperatura apresentou efeito significativo para a remocgao de
lignina. Esta afirmacdo pode ser confirmada quando avaliado os resultados obtidos para este
experimento, uma vez que a condigdo com maior temperatura (104 °C) apresentou maior
remocdo de lignina e elevado rendimento do processo. Dutra (2018) explica que durante o
processo de pré-tratamento com hidroxido de soédio, pode ocorrer forte desestruturacdo da
biomassa, consideravel rearranjo das moléculas e aumento na densidade de empacotamento da
celulose, confirmando o aumento dos valores desta ao final do pré-tratamento.

Com base nos resultados do DCCR desenvolvido, obteve-se as superficies de resposta
e de contorno para as variagdes dos fatores concentragdo, temperatura e tempo de residéncia
em fun¢do da remocdo de lignina (Figuras 21, 22 e 23).

De forma geral, todas as condi¢des testadas apresentaram respostas relevantes acerca
da remocgao de lignina. No entanto, ao avaliar estatisticamente os resultados, as superficies de

resposta e de contorno ndo indicaram uma Unica regido 6tima para deslignificagao.

Figura 21 - Superficies de resposta (a) e de contorno (b) para obtencao de lignina em fungao

do tempo e temperatura, apos o pré-tratamento alcalino, com concentragdo fixada em 1,68
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Figura 22 - Superficies de resposta (a) e de contorno (b) para obtengdo de lignina em fungao
do tempo e concentragdo, apos o pré-tratamento alcalino, com temperatura fixada em 1,68
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Figura 23 - Superficies de resposta (a) e de contorno (b) para obtencao de lignina em fungao
da temperatura e concentragdo, apos o pré-tratamento alcalino, com tempo fixado em 1,68
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A obtengdo de acucares fermentesciveis a partir de materiais lignocelulédsicos tem sido
apontado como uma alternativa para aumento significativo da produgao de biogas. A Tabela 19
mostra os resultados obtidos de acticares totais e redutores na fracao liquida do RPU apds o pré-

tratamento com hidroxido de sddio para todas as condigdes avaliadas.

Tabela 19 - Acucares totais e aciicares redutores apds pré-tratamento alcalino

Ensaio Acucares Totais (g L) Acuicares Redutores (g L")
(3%, 501"(:, 7h) 20,845+ 1,33 1,122 £ 0,33
(3%, 502"(:, 23h) 18,488 + 0,64 1,131£0,13
(3%, 903"C, 7h) 17,508 £ 1,37 1,435 £ 0,09
(3%, 9oic, 23h) 15271+ 1,53 1,767 + 0,37
(8%, 5050(3’ 7h) 16,722 +£ 0,58 1,249 + 0,22
6 22,491 + 0,47 2,315+0,42

(8%, 50 °C, 23h)
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(8%, 90 °C, 7h) 20,688 + 0,82 2,053 £ 0,32
(8%, 9080Q 23h) 21,871 £ 0,64 1,760 + 0,07
(5,5%, 7% °C, 2h) 18,368 £ 0,68 1,336 + 0,09

(5.5%, 7100°c, 28h) 19,468 + 0,22 1,563 + 0,08
(5,5%, 3161°C, 15h) 22,537+1,14 0,983 + 0,03
(5.5%, 1(1)4%°c, 15h) 23,998 £0.,95 4,180 + 0,58
(1,3%, 7103°C, 15h) 13,338 £2,09 1,761 £ 0,07
9,7%, 7104°c, 15h) 21,122 +£0,97 1,577+ 0,12
(5,50/:,576 lc8 15h) 20,924 £ 1,23 1,384+ 0,17

RPU bruto 0,722 £ 0,02 0,502 + 0,04

Fonte: A autora (2023)

Os resultados expressos na Tabela 19 indicam aumento significativo de agtcares totais
em todas as condi¢des avaliadas, no entanto, a condicdo com maior remog¢ao de lignina (Ensaio
12 - 5,5%, 104 °C, 15h) também foi a que mais converteu os componentes da parede celular do
RPU em aglcares totais (23,998 g L!) - aumento de, aproximadamente, 33 vezes quando
comparado ao residuo de poda urbana bruto - e redutores (4,180 g L™).

Em geral, os microrganismos preferem utilizar glicose como substrato antes de
consumir outro agucar (GONG; CAO, TSAO, 1999). De acordo com o estudo desenvolvido
por Gong, Cao e Tsao (1999), quando as hemiceluloses sdo hidrolisadas, uma mistura de
monossacarideos € produzida e os acucares liberados sdao, predominantemente, xilose,
arabinose e glicose. Ao serem expostos a esta mistura de aglicares, o fendmeno de repressao
catabdlica ¢ frequentemente observado e os microrganismos irdo consumir glicose antes de
consumir xilose e arabinose.

Assim, pode-se afirmar que a alta conversdo dos componentes da biomassa em
acucares otimizara a produgdo de biogas a partir dos microrganismos, especialmente apos o
pré-tratamento alcalino, cujo aumento destes no meio ¢ um indicativo promissor para esta agao

microbiana.

5.1.3 Pré-tratamento Fisico: Auto-hidrolise

Os métodos hidrotérmicos utilizam agua e/ou vapor e calor para o tratamento do
material lignocelulosico. Assim, visando avaliar a eficiéncia do pré-tratamento por auto-
hidrélise no que se refere a remocao de lignina do RPU, foram avaliados diferentes tempos de

processo e os resultados estdo apresentados na Tabela 20, a qual apresenta os valores obtidos
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para lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balanco de massa, rendimento e deslignifica¢do na

fragdo solida do RPU pré-tratado.

Tabela 20 - Valores de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balango de massa, rendimento
e deslignificagdo apos pré-tratamento auto-hidrélise

Ensaio Lignina Celulose Hemicelulose  Cinzas Baﬁ:;:soade Rendimento Deslignificacio
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0

1

(5 minutos) 16,55+0,48 ¢ 2347+1,30 30,92+3,18 0,99+0,14 70,94 91,82 17,88
2

(10 minutos) 14,58+0,51° 2822+1,48 28,00+£0,79 0,63=0,50 70,80 92,57 27,06
3

(15 minutos) 13,44+0,53 ¢ 27,90+1,68 25,70 +0,26 1,74+ 0,60 67,04 92,83 32,58

RPU bruto 18,51+£0,79 21,79+£0,62 32,99+0,64 1,24+0,65 73,29 - -

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p-valor < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: A autora (2023)

Embora nem todos os pré-tratamentos resultem em deslignifica¢do significativa dos
materiais lignoceluldsicos, as alteragcdes ocasionadas na lignina podem causar modificagdes em
sua estrutura e melhorias nos resultados de bioconversao. Dos tratamentos investigados, a auto-
hidrolise realizada no Ensaio 3 (15 minutos) apresentou menores valores de lignina (13,44%),
alto rendimento do processo (92,83%) e elevada deslignificagao (32,58%).

Oliveira (2012) e Gomes (2019) explicam que como as hemiceluloses tem uma
estrutura supramolecular amorfa e de mais facil acesso do que a celulose, a impregnagao de
vapor provoca hidrolise preferencialmente das hemiceluloses, removendo-a do material pre-
tratado, fato este comprovado a partir dos dados obtidos com o pré-tratamento de auto-hidrolise,
uma vez que em todas as condi¢des houve redu¢do dos teores de hemicelulose de 6,27%,
14,46% e 15,43% nos tratamentos com tempo de residéncia de 5, 10 e 15 minutos,
respectivamente. De maneira geral, observa-se, ainda, um aumento no valor percentual de
celulose com o aumento do fator de severidade do pré-tratamento, explicado pela dissolugdo da
hemicelulose e rearranjo ou migracdo da lignina na biomassa pré-tratada (ZAKARIA;
HIRATA; HASSAN, 2015).

Como a lignina dificulta o acesso a celulose, busca-se um pré-tratamento eficiente e
de baixo custo para tentar melhorar a digestibilidade da biomassa e torna-la mais acessivel a
clivagem das enzimas que hidrolisam a celulose em glicose. A Tabela 21 apresenta os valores
de acticares totais e redutores obtidos na fragdo liquida apos o processo de auto-hidrolise do

RPU.
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Tabela 21 - Actcares totais e agucares redutores apos pré-tratamento por auto-hidrdlise

Ensaio Acucares Totais (g L) Acuicares Redutores (g L)

] 3,745+ 0,16 1,276 + 0,07

(5 minutos)
2 4533027 1,283 £ 0,03

(10 minutos)
3 4871 £0,29 1,396 + 0,03

(15 minutos)

RPU bruto 0,722 £ 0,02 0,502 + 0,04

Fonte: A autora (2023)

Todas as condi¢des avaliadas apresentaram valores satisfatorios para agucares totais e
redutores apos o pré-tratamento, no entanto, quando submetido a maior tempo de residéncia (15
minutos), o pré-tratamento promoveu melhores conversdes de acucares (4,871 g L.

A remocao da lignina ¢ a solubilizacdo da hemicelulose faz com que a biomassa pré-
tratada se torne mais digestivel via enzimatica do que a biomassa bruta, no entanto, deve-se
garantir que o pré-tratamento empregado ndo produza compostos inibitorios (AGBOR et al.,
2011). Freitas (2011) afirma que, geralmente, os principais produtos da auto-hidrélise sao
monossacarideos, mistura de oligossacarideos, acido acético e produtos de degradagdao dos
monossacarideos, como furfural e hidroximetilfurfural, os quais podem ainda sofrer reacdes de
decomposi¢do, dando origem ao acido férmico e levulinico. Portanto, mesmo que este pré-
tratamento ndo resulte em valores expressivos quanto alteragdo fisico-quimica do residuo
lignoceluldsico, representa uma alternativa tecnoldgica relevante, principalmente pela nao

adi¢do de insumos quimicos e baixo custo operacional.

5.1.4 Pré-tratamento Biologico: Basidiomiceto Pleurotus ostreatus

A Tabela 22 mostra os valores de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balango de
massa, rendimento e deslignificacdo obtidos na fracdo solida do RPU apds o pré-tratamento

biologico com fungo Pleurotus ostreatus, variando seu tempo de incubagao e temperatura.

Tabela 22 - Valores de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balango de massa, rendimento
e deslignificacdo apos pré-tratamento biologico

. Lignina Celulose = Hemicelulose  Cinzas Balango de Rendimento Deslignificacio
Ensaio Massa
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
o 1 14,40+ 0,84 22,80+0,75 27,35+0,51 2,21+1,36 64,55 90,85 29,33
(25°C - 7 dias)
o 2 13,59+0,29 24,82+0,32 30,34+1,29 1,81+0,02 68,75 90,82 33,28
(25 °C - 21 dias)
o 3 15,49+ 0,56 22,78+0,51 29,95+0,74 0,47 +0,07 68,21 91,33 23,57
(31 °C -7 dias)
4 16,80+ 0,31 21,97+046 27,13+0,22 0,28=+0,00 65,90 90,63 17,70

(31°C - 21 dias)
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o 3 . 14,50+ 0,61 2525+0,74 31,71+£1,85 079+0,31 71,46 92,09 27,83
(28 °C - 4 dias)
6
(28°C - 24 dias) 17,56 £0,45 23,10+£0,16 25,76+0,11 0,56 0,20 66,42 91,66 13,04
7
(24°C - 14 dias) 14,16 £0,45 26,02+ 1,66 29,78+0,82 1,04 +0,49 69,96 91,6 29,89
8
(32°C - 14 dias) 14,84 +0,12 25,11 +1,25 26,06£0,67 1,68+0,91 66,01 91,58 26,54
09 -12 . 12,46 £ 0,56 27,38 +2,04 27,09+1,54 2,03+0,66 66,93 92,11 37,98
(28 °C - 14 dias)
RPU bruto 18,51 +£0,79 21,79+0,62 32,99+0,64 1,24+0,65 73,29 - -

Fonte: A autora (2023)

Os dados apresentados mostraram que em todos os tratamentos avaliados houve
reducdo dos teores de lignina e hemicelulose, com pequena diferenca nos teores de celulose. A
condi¢do que se mostrou mais satisfatoria para a deslignificagdo foi a incubagdo dos fungos
durante 14 dias a 28 °C (37,98%), com rendimento do processo de 92,11%.

A maioria dos estudos relatam que um dos efeitos do pré-tratamento biologico ¢ a
diminui¢ao da celulose devido a liberagdo de agticares. No entanto, ndo foi o que houve neste
experimento. Esta discrepancia esta relacionada ao basidiomiceto utilizado para os ensaios, haja
vista que o Pleurotus ostreatus refere-se a um fungo ligninolitico, atuando exclusivamente
sobre a lignina e promovendo a despolimerizacdo desta. Assim, o aumento do percentual de
celulose neste estudo ¢ justificado pela degradacdao da lignina, que deixa a celulose mais
disponivel e facilita o acesso desta pelas celulases (GOMEZ et al., 2020).

Os resultados estatisticos estdo indicados na Tabela 23 e tanto o tempo de incubagdo,
quanto a temperatura foram fatores significativos para este pré-tratamento, a nivel de

significancia de 10%.

Tabela 23 - Andlise de varidncia para pré-tratamento bioldgico

GL SQ QM Fe Pr>Fc
x1 1 2,9249 2,9249 4,1272 0,081725
X2 1 3,4610 3,4610 4,8838 0,062804
1(x2?) 1 2,6139 2,6139 3,6884 0,096256
1(x1?) 1 19,2790 19,2790 27,2042 0,001232
Residuo 7 4,9608 0,7087

Fonte: A autora (2023)

A partir dos resultados obtidos, as superficies de resposta e de contorno para as
variacoes dos fatores tempo de incubacdo e temperatura, em func¢ao da remocdo de lignina,

foram elaboradas (Figura 24).
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Figura 24 - Superficies de resposta (a) e de contorno (b) para obteng¢do de lignina em
funcgdo do tempo e temperatura, apos o pré-tratamento biologico
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Os resultados obtidos indicam que em temperatura 28 °C durante 14 dias de incubagio
obtém-se menores concentracdes de lignina, ou seja, nesta condicdo hd melhor remocao de
lignina.

De acordo com Gomez et al. (2020), o tempo ideal de incubacao de fungos de podridao
branca pode variar dependendo do substrato e a principal razdo para estas variagdes esta
relacionada a umidade do residuo, tamanho das particulas e processo de esterilizagdo, sendo
que este ultimo pode, inclusive, atuar como uma etapa adicional de pré-tratamento,
potencializando a solubilizacdo da lignina e hemicelulose do substrato.

A identificacdo da concentracdo de aclcares apoOs os pré-tratamentos ¢ de extrema
relevancia, especialmente porque estes sdo a principal fonte de carbono para a maioria dos
microrganismos que o convertem a biogés, foco do estudo. Os valores de agucares totais e
redutores foram obtidos na fragdo liquida antes e apds os pré-tratamentos biologicos e podem

ser avaliados na Tabela 24.

Tabela 24 - Acucares totais e acticares redutores apds pré-tratamento bioldgico

Ensaio Acticares Totais (g L) Acticares Redutores (g L)

@5°C -17 dias) 7,261 £0,77 5,232 +0,22
@5°C -221 dias) 3,187+0,32 0,839 + 0,08
(31 "C?7 dias) 6,078 = 0,62 3,606+ 0,12
31°C -421 dias) 4,446+ 0,17 1,127 + 0,09
o8 - e 8,067 + 0,62 6,569+ 0,32
(28°C _624 dias) 2,733 £ 0,44 0,639 + 0,07

7 4,019+ 0,43 0,687 + 0,01

(24 °C - 14 dias)
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(32°C - 14 dias) 2,368 0,19 0,835+ 0,01
9-12
(28°C - 14 dias) 3,678 0,29 0,837 + 0,08
RPU bruto 0,722 + 0,02 0,502 + 0,04

Fonte: A autora (2023)

O Ensaio 5 (28 °C, 4 dias) apresentou maiores valores de actlicares totais e redutores
(8,067 g L' e 6,569 g L', respectivamente) apds o pré-tratamento com o basidiomiceto
Pleurotus ostreatus. A partir desta caracterizacgao, afirma-se o quao eficiente foi a etapa de pré-
tratamento bioldgico para o aumento da liberacdo de agucares totais a partir das biomassas,
indicando uma maior exposi¢ao das fibras pertencentes a celulose e hemicelulose as enzimas
hidroliticas. Gomes (2019) explica que apds o pré-tratamento bioldgico, o RPU passa pela etapa
de hidrolise enzimatica e uma série de enzimas ligninoliticas atuam, disponibilizando agucares
redutores.

Considerando que a lacase ¢ uma enzima produzida pelo Pleurotus ostreatus e esta
relacionada a biodegradacao de substratos lignoceluldsicos, avaliou-se a produgdo de lacase
para as condi¢des experimentais do pré-tratamento biolodgico e os resultados sdo apresentados

na Tabela 25.

Tabela 25 - Atividade enzimadtica da lacase ap6s os pré-tratamentos bioldgicos

Ensaio Atividade Enzimatica - Lacase (U mL™)

Controle: 4 dias -
Controle: 7 dias -
Controle: 14 dias -
Controle: 21 dias -

Controle: 24 dias -
1

(25°C - 7 dias) 0,830+ 0,008
(25°C -221 dias) 1,288 £ 0,028
@31°C ?7 dias) 2,946 £ 0,014
(31°C -421 dias) 5,844 + 0,059
28 °c?4 dias) 0,314 + 0,025
(28°C -624 dias) 7,152 £0,382
(24°C -714 dias) 7,080 + 0,144
(32°C -814 dias) 3,524 £ 0,396
9-12
9,408 = 0,153

(28 °C - 14 dias)
Fonte: A autora (2023)
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As condigdes de controle referem-se ao RPU bruto incubado nos tempos informados.
Primeiramente, observa-se que, sem excegao, todos os cultivos realizados apos o pré-tratamento
biologico apresentaram atividades de lacase mais altas do que seus controles, uma vez que sem
a presenc¢a do Pleurotus ostreatus, nao ha atividade enzimatica no substrato.

A maior atividade enzimatica foi obtida nos Ensaios 9 - 12, com valor de 9,408 U mL"!
e a menor atividade da lacase ocorreu no Ensaio 1, com valor de 0,830 U mL"'. Ambas as
condigdes apresentaram tempos de incubagdo e temperaturas diferentes. A producao de lacase
pode ser influenciada por alguns parametros, como tempo de cultivo, agitacdo, tipo e
concentragdo da fonte de carbono e/ou nitrogénio, a presenga ou auséncia de indutores, pH do
meio, temperatura, dentre outros (STRONG; CLAUS, 2011).

E possivel verificar que ao fixar a temperatura e variar o tempo de incubacdo, as
maiores atividades enzimaticas ocorreram nos maiores periodos incubados. Franco (2019), ao
estudar trés diferentes fungos (dentre eles o Pleurotus ostreatus) como produtores de lacase,
concluiu que o tempo de incubacgdo foi a variavel que mais influenciou na produgao da enzima.

Por sua vez, ao fixar o tempo de incubacao em 14 dias e variar a temperatura, ¢ possivel
notar que o comportamento de produgdo de lacase seguiu o mesmo padrao de remocao de
lignina: aos 32 °C apresentou os menores resultados de atividade enzimatica e deslignificacao
da condi¢do (3,524 U mL! e 26,54%, respectivamente), aos 24 °C apresentou valores de
7,080 U mL™! para atividade da lacase e 29,89% para deslignificagiio e aos 28 °C apresentou
atividade enzimética de 9,408 U mL™! e deslignificacio de 37,98%. Estes resultados sugerem

que a temperatura pode influenciar na produc¢do de lacase e na remocao de lignina (Tabela 23).

Em posse dos resultados desta primeira etapa experimental, foi possivel concluir que
todas as condi¢cOes de pré-tratamento obtiveram menores valores de lignina, quando
comparados ao RPU bruto. Porém, para dar prosseguimento ao estudo, escolheu-se as melhores
condi¢des experimentais de cada um dos pré-tratamentos, considerando ndo s6 as maiores
remocoes de lignina (deslignificagdo), mas também rendimentos do processo, conversdo de
agucares totais e redutores, remog¢ao dos teores de hemicelulose e maior exposi¢ao de celulose.

Selecionou-se, portanto, as condi¢des de pré-tratamento apresentadas na Tabela 26.

Tabela 26 — Condicdes de pré-tratamento do RPU selecionadas para continuidade do estudo

Pré-tratamento Condicao selecionada
Quimico: Acido Sulftrrico Ensaio 8: 3%, 125 °C, 22 minutos
Quimico: Hidroxido de Sédio Ensaio 12: 5,5%, 104 °C, 15 horas
Fisico: Auto-hidrolise Ensaio 3: 15 minutos, 121 °C
Bioldgico: Basidiomiceto Pleurotus ostreatus Ensaio 9 - 12: 28 °C, 14 dias

Fonte: A autora (2023)
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5.1.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier ¢ uma excelente
ferramenta na analise quimica de biomassas lignocelulésicas, por ndo ser destrutiva e requerer
minima preparagdo da amostra. Ela foi empregada para a identificacdo dos grupos funcionais,
tais como alcoois, acidos carboxilicos, cetonas e anéis aromatico, existentes no RPU bruto e
melhores condi¢des dos RPU pré-tratados na regido entre 650 e 4000 cm™. Em virtude da sua
estrutura vegetal ser complexa, as bandas espectrais identificadas foram atribuidas aos trés
componentes principais: lignina, celulose e hemicelulose. Os resultados desta caracterizagao

estdo na Figura 25.

Figura 25 - FTIR para o RPU bruto e pré-tratados
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Fonte: A autora (2023)

Tratamento Bioldgico

Com o espectrograma apresentado € possivel identificar cinco bandas espectrais
especificas (1 a 5) e atribui-las aos grupos funcionais existentes no RPU. Na Tabela 27 sao

apresentadas o valor médximo dos niimeros de onda para cada intervalo identificado.

Tabela 27 — Valores maximos dos numeros de onda do FTIR

Pico Numero de Onda Maximo (cm™)
1 3296
2 2918
3 1637
4 1032
5 675

Fonte: A autora (2023)
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A Tabela 28 apresenta as atribui¢des tipicas dos grupos funcionais para os principais

componentes da biomassa lignocelulosica.

Tabela 28 - Atribuicdes tipicas dos componentes da biomassa lignoceluldsica
Faixa de niimero de onda

(em) Grupos Funcionais Atribuicao
3640 - 3200 Vibrag¢ao axial da hidroxila (OH) Celulose e lignina
Deformacao axial de alcanos (tipico CH, e CH3). Extrativos,
3000 - 2840 Estiramento C-H em grupos metilicos e metilénicos celulose e lignina
Deformacao axial de C=0 (acidos carboxilicos, cetonas e
1870-1540 aldeidos) Hemicelulose
1610-1516 Vibracao da quinona e dos anéis aromaticos Lignina
Vibragdo de deformagdo angular no plano OH (fendis). Lignina e
1420-1330 Deformagao CH carboidratos
1400-1200 Vibracao de deformagdo grupos acetatos Hemicelulose
Estiramento C-O-H de alcoois primarios e secundarios.
Estiramento de liga¢des glicosidicas. Vibragao C-O-C de Celulose e
1200-1000 anéis aromaticos hemicelulose
Deformacéo das ligagdes C-O (éter) e deformagdo de OH de
1170-1114 alcoois primarios Celulose e lignina
1150-1085 Deformacdo axial de éteres alifaticos Lignina
900-675 Vibra¢ao angular CH de anéis aromaticos Lignina
600-420 Deformacdo angular dos derivados do benzeno Lignina

Fonte: Silverstein, Webster ¢ Kiemle (2006)

De acordo com a Tabela 28, que discrimina importantes regides de absor¢do do
material lignoceluldsico no espectro de infravermelho e suas atribui¢des, pode-se comparar os
resultados obtidos para os diferentes pré-tratamentos. Destaca-que se alguns picos em menores
intensidades foram encontrados nesta andlise, mas apresentam-se com grandes variagdes €
ruidos e, por isso, foram desconsiderados.

As amostras de residuo de poda urbana pré-tratados mantiveram o mesmo perfil de
bandas caracteristicas de biomassa do material bruto, porém, com variagdes importantes nas
intensidades de absor¢do. Os espectros dos RPU pré-tratados apresentaram os mesmos grupos
funcionais do RPU bruto, mas a intensidade da absorbancia foi menor, o que comprova que os
componentes da biomassa lignoceluldsica sofreram alteragdes significativas apds o uso de
técnicas para facilitar seu acesso.

O pico 1, situado na banda larga 3460 - 3412 cm™!, é referente ao estiramento O-H e
esta relacionada a presenca de alcoois e fendis com ligagdo de hidrogénio (ASSUMPCAO,
2015). Estes grupos funcionais podem ser atribuidos a celulose e a lignina.

O pico 2, situado na banda 3000 — 2840 cm™! e com valor maximo em 2918 cm™!,
refere-se a deformacao axial de alcanos, normalmente grupos metil e metilenos (CH3 e CHz)
e/ou estiramento C-H em grupos metilicos e metilénicos. Sao predominantes na celulose, nos

extrativos e na lignina e presentes em maior propor¢ao no RPU bruto. Embora estejam presentes
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em todas as condi¢des avaliadas, em cada amostra aparece com uma intensidade e alargamento
diferentes, sugerindo grupos alifaticos diferentes e em quantidades diferentes em cada uma das
amostras (QUINELATO, 2016).

Para a banda 1870 — 1540 cm’!, relacionada ao pico 3, h4 o indicio de deformagcdo axial
de C=0 (4cidos carboxilicos, cetonas e aldeidos), atribuido a hemicelulose. Nota-se que este
pico reduz significativamente apds os pré-tratamentos, corroborando com a redug@o percentual
de hemicelulose na biomassa em todas as condigdes. Assumpg¢ao (2015) explica que esta
redu¢do ocorre em fungdo da caracteristica amorfa da hemicelulose, que a torna mais
susceptivel a quebra de ligagdes.

J4 o pico 4 (1200 — 1000 cm™), atribuido a celulose e hemicelulose, refere-se ao
estiramento C-O-H de alcoois primarios e secundarios e estiramento de ligagdes glicosidicas,
bem como a vibragao C-O-C de anéis aromaticos.

Por fim, em relacdo ao pico 5, referente a banda 900 — 675 cm’!, atribui-se a lignina,
com relagdo aos grupos funcionais que possuem vibragdo angular CH de anéis aromaticos. O
pico maximo indicado em 675 cm’!, caracterizado pela deformacdo angular de ligacdes de
hidrocarbonetos (C-H) provenientes de grupos aromaticos da lignina, sofreu reducao em todas
as condicdes apds as amostras serem submetidas aos pré-tratamentos.

As andlises do FTIR confirmaram as alteragdes na estrutura quimica do residuo de
poda urbana apds as melhores condigdes de cada um dos pré-tratamentos e em todas as
condi¢des foram encontradas evidéncias da remogao da lignina e hemicelulose no RPU bruto.
Afirma-se que esta remog¢do estd relacionada a diminuicdo da intensidade da absorbancia
quando comparado os pré-tratamentos o RPU bruto. Estes resultados corroboram com os
resultados de caracterizagdo mostrados anteriormente, os quais apresentam a remogao destes

compostos apOs os pré-tratamentos.

5.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura

O uso do microscopio eletronico de varredura € util na identificagdo das variagdes
morfologias da biomassa lignoceluldsica quando submetida aos processos de pré-tratamentos.
As micrografias do RPU bruto e das melhores condi¢cdes das amostras pré-tratadas em cada
uma das técnicas foram geradas, buscando-se comparar possiveis alteragdes na estrutura das
biomassas. As imagens obtidas foram ampliadas em 48x e 3000x para RPU bruto, RPU apds

pré-tratamento 4cido, alcalino e auto-hidrolise e 800x e 5000x para biologico.
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A Figura 26 apresenta a micrografia do RPU bruto e ¢ possivel verificar uma estrutura
vegetal bem organizada com fibras lisas, compactas e sem nenhuma ruptura. Essa caracteristica
¢ atribuida a presenca da barreira vegetal, formada pela lignina e hemicelulose, que recobre

toda a cadeia celulosica.

Figura 26 - Microscopia eletronica de varredura do RPU bruto

5 17
’
r i 2 L : Rpd ./
2 HV g Mag - 2.0mm . 9/20/2022 WD HV 50.0pm
AM 7.5 mm 25.0 kV Grama bruta ):13 1 7.6 mm 25.0 kV|$ Grama bruta

A Figura 27 apresenta o RPU apo6s o pré-tratamento quimico com acido sulfirico na
concentragdo v/v 3% a 125 °C por 22 minutos. Como o &cido sulfurico atua na remogao de parte
da fracdo hemicelulésica e diminuigdo das ligagdes lignina-carboidrato, as imagens indicam
uma estrutura menos compacta (Figura 27-a), com fissuras nas fibras e aumento da area

superficial (Figura 27-b).

Figura 27 - Microscopia eletronica de varredura do RPU apo6s pré-tratamento acido
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De acordo com Gomes (2019), as modificagdes estruturais ocorridas apos o pré-
tratamento acido provocam ruptura da estrutura recalcitrante da parede celular das fibras
vegetais e garantem maior acessibilidade das enzimas ao complexo de carboidratos, assim,
favorecem o aumento no rendimento do processo de hidrélise enzimatica.

Quando submetido ao pré-tratamento alcalino (5,5%, 104 °C e 15 horas), as imagens
do RPU (Figura 28) indicaram uma desestruturagdo significativa da fibra quando comparado a
biomassa bruta. Identifica-se uma perda da camada protetora, especialmente apos a
solubilizacdo da lignina e hemicelulose. Visualiza-se dois principais efeitos: formacao de uma
parede celular estratificada, ou seja, uma parede em varias camadas (Figura 28-a) e a ruptura

com ocorréncia fendas ou canais profundos e paralelos (Figura 28-b).

Figura 28 - Microscopia eletronica de varredura do RPU apds pré-tratamento alcalino

e
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Os resultados e imagens apresentados sdo confirmados por Li et al. (2016) que, ao
compararem as fibras da biomassa pré-tratada com acido e base, observaram que a estrutura
apos o pré-tratamento alcalino estava mais desordenada que aquela tratada com acido. Os
autores constataram ainda que a remog¢ao de lignina pode apresentar maior influéncia do que a
remog¢ao da hemicelulose na alteracdo morfologica da biomassa, o que corrobora com as
analises de caracterizagdo previamente apresentadas.

A Figura 29 apresenta a micrografia do RPU apds o pré-tratamento por auto-hidrdlise
durante 15 minutos. Verifica-se a presenga de paredes descontruidas em formato circular, maior
desorganizagdo da biomassa lignocelulosica (Figura 29-a) e desagregacao parcial das fibras
estruturais (Figura 29-b). Alteragdo estrutural semelhante a deste estudo foi encontrada por

Souza (2016) que, ao avaliar o pré-tratamento hidrotérmico da biomassa lignocelulésica por 15
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minutos, visualizou maior desorganizagdo da estrutura do material e justificou esta alteracao

pelo aumento do fator de severidade da condi¢do do pré-tratamento em relagao ao residuo bruto.

Figura 29 - Microscopia eletronica de varredura do RPU apds pré-tratamento por auto-
hidrolise
a)

A SN
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As imagens do residuo de poda urbana apds o pré-tratamento com Pleurotus ostreatus
(tempo de incubagdo de 14 dias a 28 °C) foram obtidas (Figura 30) e ficou evidente a
desorganizagdo na estrutura da biomassa, com fissuras aparentes, aumento do tamanho de poros
(Figura 30-a) e presenca de micélio dos fungos (Figura 30-b) quando comparada a amostra

controle (RPU bruto).

Figura 30 - Microscopia eletronica de varredura do RPU apds pré-tratamento bioldgico
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Apo6s as andlises do MEV, verificou-se que todos os pré-tratamentos provocaram
mudangas na estrutura ¢ morfologia do RPU. Os resultados da microscopia mostram que a
formacgao de fissuras e a abertura de fendas na estrutura lignocelulosica colaboram com a maior
acessibilidade da celulose, corroborando com as analises quimicas prévias que evidenciaram
uma grande solubilizacdo dos componentes lignina e hemicelulose, tornando as fibras mais

expostas e, com isso, aumentando sua area superficial para posterior conversao.

5.1.7 Acidos Graxos Volateis

Avaliar o acimulo de acidos graxos volateis em um sistema ¢ fundamental, pois no
processo de digestdo anaerdbia, estes estdo relacionados ao equilibrio entre o consorcio de
microrganismos acidogénicos, acetogénicos € metanogénicos existentes, uma vez que tais
acidos sdo os principais substratos e produtos da comunidade microbiana que participa desse
processo (CHERNICHARO, 2016).

A Tabela 29 apresenta a composicao dos acidos gerados ap6s as melhores condigdes
de cada um dos pré-tratamentos de RPU avaliados.

O 4cido acético ¢ o mais importante AGV, uma vez que ¢ precursor direto dos
microrganismos metanogénicos acetoclasticos, contribuindo com cerca de 70% do metano
produzido biologicamente (AQUINO; CHERNICHARO, 2005). O pré-tratamento com maior
formacio de 4cido acético foi o pré-tratamento bioldgico, com valor de 2229,59 mg L', seguido
pelo pré-tratamento alcalino (1996,91 mg L!). Ribeiro (2016) afirma que o 4cido acético é

resultado da hidrolise de grupos acetil contidos nas cadeias laterais de hemiceluloses.

Tabela 29 — Acidos Graxos Volateis das condi¢des selecionadas nos pré-tratamentos do RPU

Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Amostra Acético Propidnico Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico
(mg L) (mg L™ (mg L) (mg L) (mg L") (mg L)
RPU bruto 1,59+ 0,02°¢ ND ND ND ND ND
Pré-tratamento Acido 779,33 £51,80¢ 204,29 + 1,68 294,12 +5,53 ND 443,51 +8,90" ND
Pré-tratamento Alcalino 1996,91 +259.86° 248,11 +£15,81% ND 288,64 £2,85* 631,15+£2,06* 88,10+9,98*
Pré-tratamento Auto-hidrolise  1006,16 + 32,77 ¢ 142,88 £9,23°¢ ND ND ND 17,79 £ 0,67 ©
Pré-tratamento Bioldgico 2229,59+130,97* ND ND 8936 £4,54% 21226+2,73°¢ 34,84+0091°

ND: néo detectado.
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p-valor < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: A autora (2023)

O é4cido propidnico ¢ outro intermediario comum do metabolismo de acgucares,
proteinas, acidos orgénicos de cadeia longa e compostos organicos mais complexos, podendo

responder por até 20% do fluxo de elétrons canalizado para a producdo de metano (SPEECE,
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1996). Em relacdo ao 4cido propidnico, os maiores valores obtidos foram 248,11 mg L,
20429 mg L' e 142,88 mg L' para os pré-tratamentos alcalino, 4cido e auto-hidrélise,
respectivamente.

Apenas condicao de pré-tratamento acido gerou acido isobutirico, com o valor de
294,12 mg L. Por sua vez, as condi¢des de pré-tratamento alcalino e bioldgico geraram
288,64 mg L' e 89,36 mg L' de 4cido butirico, respectivamente. Em relagio ao 4cido
isovalérico, somente o pré-tratamento por auto-hidrolise ndo o gerou, enquanto que para as
demais condigdes, as concentragdes variaram em 212,26 mg L' (biolégico), 443,51 mg L
(4cido) e 631,15 mg L™! (alcalino).

O acido valérico ¢ tradicionalmente obtido por hidrélise de materiais lignocelulésicos
(LANGE et al., 2010). Portanto, a maior concentragdo deste dcido no pré-tratamento alcalino

(88,10 mg L) pode estar relacionada a maior deslignificacdo do RPU nesta condigio (52,97%).

5.1.8 Compostos Inibidores

Os compostos inibidores podem ser originalmente presentes na biomassa
lignoceluldsica ou podem ser produzidos por condi¢des drasticas na etapa do pré-tratamento.
Os inibidores presentes na biomassa sao facilmente liberados durante a etapa de pré-tratamento.
Por sua vez, os pré-tratamentos que trabalham em condicdes severas sao fortemente passiveis
a formag¢do de componentes inibitérios devido a degradacdo dos actcares e da lignina
(RABELO, 2010).

A Tabela 30 apresenta os teores de 2-furfuraldeido (FF), 5-hidroximetilfurfural (5-

HMF) e compostos fenolicos totais gerados apos as melhores condi¢des dos pré-tratamentos.

Tabela 30 - Compostos inibidores das melhores condi¢des de pré-tratamento do RPU

Amostra FF 5-HMF Compostos Fenolicos Totais
(mg L) (mg L") (mg L)
RPU bruto ND 0,19+0,11° 0,24 +0,08 ¢
Pré-tratamento Acido 2,69+0,03° 3,610,114 13,57+ 1,68 "
Pré-tratamento Alcalino 13,79+ 1,45* 548+ 0,18° 30,66 +0,51°2
Pré-tratamento Auto-hidrolise 3,63£0,10° 4,65+0,14°¢ 31,70+ 0,08 2
Pré-tratamento Biologico ND 5,82+£0,152 1,86 +£0,28 ©

ND: ndo detectado; FF: 2-furfuraldeido; S-HMF: 5-hidroximetilfurfural.
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p-valor < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: A autora (2023)

Os produtos gerados a partir da degradacdo dos acucares sdo, basicamente, o FF,

formado a partir de agticares C5 (xilose e arabinose), obtidos da hidrélise das hemiceluloses e
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0 5-HMF, formado a partir da degradagdo de agucares C6 (glicose), majoritariamente oriundos
da celulose (BAETA, 2016).

As maiores concentracoes de FF foram obtidas no pré-tratamento alcalino
(13,79 mg L"), seguido pelos pré-tratamentos por auto-hidrélise (3,63 mg L) e 4cido
(2,69 mg L), enquanto que para o RPU bruto e pré-tratamento biolégico este composto ndo
foi detectado nas amostras. Para o 5-HMF, foram observadas concentragdes de 0,19 mg L™! para
RPU bruto, 3,61 mg L para RPU pré-tratado com 4cido sulfirico, 4,65 mg L™ para RPU pré-
tratado por auto-hidrdlise, 5,48 mg L para RPU pré-tratado com hidréxido de sédio e
5,82 mg L' para RPU pré-tratado com Pleurotus ostreatus.

Em todas as condi¢des avaliadas, as concentra¢des de furanos apresentaram-se abaixo
dos limites de inibicdao estabelecidos em literatura. Puttharo et al. (2019) afirmam que os
produtos de degradacdo da biomassa, especialmente o furfural em baixa concentracdo
(<1400 mg L"), aumentam a produgio de biogés, no entanto, em concentragdes mais altas
(>2000 mg L), tanto o FF quanto o 5-HMF podem afetar a producio de biogas.

As analises indicaram presenga de compostos fenolicos em todas as amostras, com
baixas concentragdes no RPU bruto e RPU pré-tratado biologicamente (0,24 ¢ 1,86 mg L™,
respectivamente) e concentragdes de 13,57 mg L! para o pré-tratamento 4cido, 30,66 mg L!
para o pré-tratamento alcalino e 31,70 mg L™ para o pré-tratamento por auto-hidrolise.

Os compostos fendlicos soluveis, derivados de lignina, sdo formados em condi¢des de
pré-tratamento acima de 160 °C e possuem elevada toxicidade aos microrganismos quando em
concentracdes elevadas (> 1200 mg L") (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; BADSHAH, 2012).
Baéta (2016) explica que os compostos fenolicos sdao conhecidos por promoverem alteracdes
na divisdao celular e perda da integridade das membranas bioldgicas, afetando a capacidade
destas na assimilagdo de compostos, na atuacdo como barreiras seletivas e matrizes de enzimas

e prejudicando no crescimento celular.

5.1.9 Consideracdes sobre a Etapa 1

Os residuos de poda urbana apresentam limitagdes de aplicagdo na digestdo anaerdbia
por diversos fatores, especialmente por suas estruturas lignoceluldsicas. Ainda assim, com a
aplicagcdo de um pré-tratamento ideal, € possivel promover resultados positivos em termos de
producdo de metano.

Para que um pré-tratamento seja considerado eficaz, ele precisa promover resultados

satisfatorios de deslignificacao, bom rendimento do processo, maiores conversdes de agucares
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totais e redutores, remocao dos teores de hemicelulose, maior exposi¢ao da celulose e menores
geracdo de inibidores, além de serem economicamente viaveis.

De maneira geral, a aplicagdo de pré-tratamento fisico reduz o tamanho das particulas
e o grau de cristalinidade da celulose, facilitando o acesso das enzimas. Os pré-tratamentos
quimicos apresentam altos rendimentos de glicose, o que favorece a conversdo a metano, no
entanto, podem gerar passivos ambientais e subprodutos toxicos ao processo. Por sua vez, os
pré-tratamentos bioldgicos destacam-se pela remogao de lignina e ndo geragdo de inibidores.

Ainda, a combinagdo de pré-tratamentos pode ser uma alternativa eficiente, porém,
ainda incipiente e que demanda intensa investigagdo na compreensdo das sinergias envolvidas
nos mecanismos atuantes.

Por fim, com os resultados obtidos nesta etapa experimental, pode-se afirmar que cada
pré-tratamento avaliado apresenta pros e contras e a selecdo do melhor a ser aplicado no

material de estudo deve considerar a realidade da situagdo, incluindo todos os aspectos citados.

5.2 ENSAIO DO POTENCIAL B10QUIMICO DE METANO - ETAPA 2

Antes de iniciar o Ensaio BMP, realizou-se um experimento prévio para sele¢do do
melhor indculo para as etapas posteriores em fungdo da sua producao especifica de biogas,
conforme indicado pela norma VDI 4630 (2006). Avaliou-se trés diferentes indculos: o
primeiro refere-se ao efluente proveniente de um reator anaerdbio que trata residuos alimentares
(IN RA), o segundo trata-se do lodo sedimentado do efluente deste mesmo reator anaerobio (IN
LS) e o terceiro refere-se a diluigdo em 50% (em volume) do segundo inéculo (IN LS DIL),
tendo em vista sua grande quantidade de solidos totais.

Para isto, utilizou-se como substrato de referéncia a celulose microcristalina (VDI
4630, 2006). Em conformidade com o a norma VDI 4630 (2006), em todas as condigdes
utilizou-se a razao substrato: indculo de 0,46, ou seja, menor ou igual a 0,5. A Figura 31
apresenta o resultado da selecao de inoculo.

Neste experimento, o critério de aptidao aplicado para sele¢dao dos inoculos foi o de
maior producdo especifica acumulada biogés, utilizando como substrato a celulose
microcristalina. De acordo com a norma VDI 4630 (2006), a producao especifica acumulada
do indculo nas condi¢des estabelecidas deve ser, ao menos, entre 592 e 600 NmL gSTV™!, que
corresponde a 80% da produgio normal de biogas (740 - 750 NmL gSTV-!) em testes com este

mesmo substrato.
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Figura 31 — Produgao especifica acumulada de biogas para selecdo do in6culo
700,00

600,00

500,00

400,00

300,00

(NmL gSTV)

200,00

100,00

Produgio especifica acumulada de biogas

56 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Tempo (dias)

—4—INRA —4—INLSDIL —/4—INLS

Fonte: A autora (2023)

Embora todos os indculos tenham apresentado producao satisfatoria de biogas, apenas
o IN RA atingiu, ao 28° dia, o limite definido para ensaios com substrato de referéncia, com
valor especifico acumulado de 623,55 NmL gSTV-! enquanto os demais ndo ultrapassaram a
marca de 500 NmL gSTV'! em um més de avaliagdo. Assume-se, portanto, que a massa
biologicamente ativa tem um nivel adequado de desempenho potencial (VDI 4630, 2006). Além
disso, ao final dos 30 dias de experimento, o IN RA obteve o maior valor de pH dentre os trés
(7,59), indicativo de que o processo ndo apresentou inibi¢ao por formagdao de AGV. Com base
neste experimento preliminar, selecionou-se o IN RA como in6culo para aplicacdo na Etapa 2
deste estudo.

O in6culo e os substratos utilizados foram caracterizados fisico-quimicamente e os

resultados estdo apresentados na Tabela 31.

Tabela 31 - Caracterizagdo fisico-quimica do indculo e substratos utilizados no ensaio BMP

A . , Residuo Residuo de
Parametro Unidade Inéculo Alimentar Poda urbana

pH - 7,81 4,51 6,32
Alcalinidade Total - AT mg L' 3560,50 527,10 125,70
Acidos Graxos Volateis - AGV mg L' 1519,00 2292,90 390,40
Demanda Quimica de Oxigénio - DQOt mgO, L! 28515,80 61317,60 96241,70
Soélidos Totais - ST mg L! 52733,33 199283,33 806,00
Soélidos Totais Volateis - STV mg L! 32566,67 176650,00 731,00
Soélidos Totais Fixos - STF mg L! 20166,67 22633,33 75,00
STV/ST - 0,62 0,89 0,91
Nitrogénio Kjeldahl Total - NKT mg L' 3914,64 3795,00 13,40%*

Nitrogénio amoniacal mg L' 3153,64 306,53 -
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Carbono organico mg L-! 18092,59 98138.,89 406,11
Relagao Carbono/Nitrogénio - C/N - 4,62 25,86 30,29
Carboidratos % ST - 59,00 -
Lipidios % ST - 16,53 -
Proteinas % ST 24,46 23,72 -

* mg g-l

Fonte: A autora (2023)

Para garantir a auséncia de distirbios na partida de reatores anaerobios e assegurar que
os microrganismos produtores de metano atuem de maneira estavel na formacdo de metano, a
literatura indica que o pH do in6culo apresente-se proximo a neutralidade (entre 6 e 8), valor
de pH obtido no inoéculo selecionado para este estudo (7,81) (CHERNICHARO, 2016;
BASTOS, 2020). Ainda, o indculo apresenta uma elevada alcalinidade total (2325,8 mg L) e
um teor de matéria seca organica (STV/ST) superior a 50% do teor de sdlido (62%),
recomendado pela VDI 4630 (2006) e indicativo de parcialmente estabilizado.

O pH do residuo alimentar (4,51) estd de acordo com o relatado por diversos autores
para o mesmo substrato, com valores que variaram entre 4,40 e¢ 5,98 (GUERI, 2017;
HELENAS, 2019; NAVARRO, 2020; BORTH et al., 2021). A partir destes resultados, ¢
possivel afirmar que o pH original 4cido dos RA ndo favorece a atividade das arqueias
metanogénicas e este pode estar associado a composi¢do quimica do substrato, com prevaléncia
de carboidratos que proporcionam rapida produ¢do de AGV (CHERNICHARO, 2016). Assim,
sugere-se o0 uso de um co-substrato capaz de elevar o pH e fornecer a alcalinidade que o sistema
precisa para 6timo desempenho do processo anaerobio (ATELGE et al., 2020).

Como co-substrato, utilizou-se o residuo de poda urbana. Este apresentou valor de pH
de 6,32, com baixo teor de umidade (80,60% de ST) e alto teor de solidos totais volateis
(73,1%). O elevado teor de STV ressalta o potencial de transformacdo da matéria organica a
partir da digestdao anaerdbia e contribui para a producao de biogas (KUNZ et al., 2019).

Gtielfo et al. (2011) afirmam ainda que se a relacdo STV/ST de um residuo for acima
de 0,7, este pode ser classificado como facilmente biodegradavel. Para este estudo, o RA
apresentou uma relagdo de 0,89 e o RPU de 0,91, ambos indicando boas expectativas de
biodegradagdo. Borth et al. (2021), ao estudarem a codigestao anaerdbia de RA e RPU a partir
do Ensaio BMP, obtiveram como relacdo STV/ST os valores 0,93 para RA e 0,88 para RPU.

O residuo alimentar apresentou valor de DQO de 61317,6 mg L. Gueri (2017),
Helenas (2019) e Navarro (2020), obtiveram os valores de 129760 mg L', 144060 mg L' e
90918 mg L!, respectivamente, para o mesmo residuo. Por sua vez, a DQO do residuo de poda

urbana apresentou valor de 96241,70 mg L' e do indculo o valor de 3560,50 mg L,
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corroborando com os valores obtidos por outros pesquisadores (MALINOWSKY, 2016;
BORTH, 2021; BORTH et al., 2021).

Os valores do RA referentes a carboidratos (59%), lipidios (16,53%) e proteinas
(23,72%) estdo relacionados ao tipo de carddpio e quantidade de cada alimento contido no
residuo. Estes teores de carboidratos e lipidios em RA sdo reportados na literatura como
componentes de substratos com grande conversdo em biogas (ANGELIDAKI et al., 2009;
LABATUT; ANGENENT; SCOTT, 2011). He et al. (2012) utilizaram em seu estudo residuo
de restaurante universitario com valores de 35,47% para carboidratos, 14,42% para proteinas e
24,11% para lipidios, em relagdo a massa seca. Por sua vez, Navarro (2020) utilizou em seu
experimento um residuo alimentar com valores semelhantes para carboidratos (45,50%),
lipidios (25,73%) e proteinas (22,75%), também em fun¢do da massa seca.

Além dos macronutrientes essenciais, as concentragdes ¢ disponibilidade de
micronutrientes no meio, seja de metais essenciais (Na, K, Mg, Ca, Al) ou de elementos traco
(Cr, Co, Cu, Zn, Ni, etc.), influenciam diretamente a taxa de crescimento e o metabolismo das
diferentes espécies de microrganismos envolvidas na rota metanogénica (ZHANG; JAHNG,
2012). A caracterizagdo dos macros ¢ micronutrientes do RA deste experimento estdo

apresentadas na Tabela 32.

Tabela 32 — Macro e micronutrientes do residuo alimentar utilizado na Etapa 2.

Elemento Unidade Residuo alimentar
Boro (B) mg kg'! 4,67
Calcio (Ca) mg kg'! 100,00
Cobre (Cu) mg kg! 15,84
Enxofte (S) mg kg! 300,00
Ferro (Fe) mg kg! 10,88
Fosforo (P) mg kg! 400,00
Magnésio (Mg) mg kg'! 0,10
Manganés (Mn) mg kg'! 1,38
Molibdénio (Mo) mg kg'! 0,17
Niquel (Ni) mg kg! 1,59
Potassio (K) mg kg! 500,00
Sodio (Na) mg kg! 1330,00
Zinco (Zn) mg kg! 1,59

Fonte: A autora (2023)

O desenvolvimento completo das atividades microbianas estd relacionado a presenga
de sais em suas fontes de alimento. Porém, em certas quantidades, estes elementos podem
interferir e inibir fungdes fundamentais no processo de geragdo de biogas (SCHNURER, 2018).
Por exemplo, Kugelman e McCarty (1964) relatam que para o s6dio, em concentracdes de 3500

a 5500 mg L, é observada certa instabilidade do sistema e acima de 8000 mg L' as
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comunidades metanogénicas sdo fortemente afetadas pelo acumulo de sais. Neste contexto,
Chen, Cheng e Creamer (2008) estabelecem que a concentragdo ideal para produtores de
metano ¢ relatada em cerca de 46 a 115 mg L' de Na, 400 mg L' de K, 200 mg L' de Ca e
720 mg L' de Mg. Os valores dos macros e micronutrientes encontrados para o RA estdo
ligeiramente acima dos indicados para Na e K, mas nada preocupante no que se refere

interferéncia do processo.
5.2.1 Parametros de Controle Operacional

A Tabela 33 apresenta os valores iniciais e finais de pH, alcalinidade total - AT, AGV
e AGV/AT para as condicdes estudadas. A AT presente em sistemas anaerdbios refere-se a

soma das parcelas da alcalinidade parcial e a parcela relativa aos acidos organicos volateis

(REIS, 2012).

Tabela 33 — Valores médios de pH, AT, AGV e AGV/AT antes e depois do Ensaio BMP

-1 -1 AGV/AT
Tratamento pH AT (mg L) AGV (mg L7) A
inicial final inicial final inicial final inicial final

Al 7,81 8,12 3560,48 3711,58 1519,02 505,94 0,4 0,1
A2 7,59 7,73 3202,19 3490,92 1889,92 2231,20 0,6 0,6
A3 7,79 7,92 3519,96 3615,83 1567,46 532,45 0,4 0,1
B1 7,49 7,84 3319,87 3177,50 1657,12 378,01 0,5 0,1
B2 7,88 7,73 3717,56 3639,02 1598,31 382,62 0,4 0,1
B3 7,54 7,83 3312,39 3894,09 1663,86 445,43 0,5 0,1
B4 7,70 7,84 3493,16 4416,94 1406,48 428,72 0,4 0,1
Cl 7,54 7,53 3176,01 3608,35 1837,87 1935,0 0,6 0,5
C2 7,68 7,74 3228,37 4162,62 1709,90 1208,95 0,5 0,3
C3 7,49 7,37 3096,72 3426,59 1754,00 1509,75 0,6 0,4
C4 7,49 7,70 3159,55 4263,60 1727,25 956,56 0,5 0,2
C5 7,55 7,84 3311,40 4143,17 1970,42 934,09 0,6 0,2
Cé6 7,69 7,67 3166,28 4274,82 1919,32 393,00 0,6 0,1
C7 7,51 7,81 3092,98 3876,88 1943,42 1838,8 0,6 0,5
C8 7,54 7,53 3101,71 3636,78 1928,96 1508,0 0,6 0,4
C9 7,51 7,80 2989,51 3745,98 1895,22 1606,56 0,6 0,4
C10 7,57 7,75 3060,57 4519,42 1910,65 434,48 0,6 0,1

AL IN. B4: IN. + RPU AH C6: IN. + RA + RPU ALC. 30

A2: IN. +RA C1:IN. +RA +RPUBRUTO 10  C7:IN. + RA + RPU BIO. 10

A3: IN. + RPU BRUTO C2: IN. + RA + RPUBRUTO 30 C8: IN. + RA + RPU BIO. 30

B1: IN. + RPU AC. C3: IN. + RA + RPU AC. 10 C9: IN. + RA + RPU AH 10

B2: IN. + RPU ALC. C4: IN. + RA + RPU AC. 30 C10: IN. + RA + RPU AH 30

B3: IN. + RPU BIO. C5: IN. + RA + RPU ALC. 10

Fonte: A autora (2023)

Chernicharo (2016) afirma que € possivel obter estabilidade na formacdo de metano
em uma faixa de pH que varia entre 6,0 e 8,0. Ainda, Bidone e Povinelli (1999) afirmam que
valores de pH acima de 8,0 podem causar inibi¢des e estresse no sistema, afetando a produgao

de metano. Em todas as condigdes testadas, o pH inicial manteve-se dentro da faixa reportada
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pela literatura como ideal para conversdo organica e formacdo de biogas. Ao final do
experimento, todas as condigdes apresentaram valores de pH proximo da neutralidade.

Como o pH e a alcalinidade estdo relacionados, recomenda-se que a alcalinidade
inicial seja adequada para garantir a estabilidade do processo, uma vez que a formagao de acidos
organicos ird consumir a alcalinidade do meio e podera reduzir o pH do sistema (BORTH,
2021). Metcalf e Eddy (2016) apontam que a faixa 6tima de alcalinidade varia entre 1.000 e
5.000 mg L!. Todos os tratamentos apresentaram alcalinidade inicial com valores dentro desta
faixa e na grande maioria das condigdes, com excegao das condigdes B1 e B2, houve aumento
destes resultados ao final do processo. Helenas (2019) explica que este aumento pode ocorrer
por dois motivos: presenga do gas carbonico no meio, seja pela sua dissolugcdo na mistura -
resultado da diferenga de pressao parcial (Lei de Henry) - ou como resultado da decomposicao
anaerobia da matéria orgéanica e/ou como consequéncia do processo de amonificagdo, o que
proporciona estabilidade no sistema e manutencao do pH. Paredes et al. (2007) explicam que
amonifica¢do ¢ a reagdo de mineralizacao ou hidrélise do nitrogénio organico em nitrogénio
amoniacal que libera alcalinidade ao meio.

A relacdo AGV/AT ¢ considerada um excelente parametro de monitoramento de
reatores anaerobios, pois se houver grande producdo de acidos volateis durante o processo -
resultado da intensa taxa de hidrolise e acidogénese - o pH pode decair se a alcalinidade do
sistema for insuficiente, resultando em inibicdo parcial ou total dos microrganismos
metanogénicos (AMANI et al., 2010). Portanto, avaliou-se tal relagdo no inicio e fim do Ensaio
BMP. Para que o sistema apresente boa capacidade de tamponamento, a relagdo AGV/AT deve
ser menor ou igual a 0,5 (LEITE et al., 2004). Conforme resultados apresentados na tabela,
mesmo com esta relacdo acima da faixa indicada em algumas condic¢des iniciais, em todos os
tratamentos houve reducdo deste parametro, com valores que permaneceram no limite do

considerado ideal para estabilidade do processo.

5.2.2 Parametros de Desempenho do Sistema

Objetivando avaliar a eficiéncia de remocdo da carga organica, realizou-se os
parametros solidos totais volateis - STV, DQO e remocdo destes em cada uma das condi¢des
experimentais, dado que estes parametros indicam indiretamente a quantidade de material
organico capaz de ser biodegradado pelos microrganismos. A Tabela 34 apresenta estes

resultados.
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Tabela 34 - Valores médios de STV, DQO e remogdes antes e depois do Ensaio BMP

Tratamento STV (mg L) Remog¢io DQO (mg L) Remogio
inicial final (%) inicial final (%)

Al 7100,00 6725,00 5,28 28515,79 21719,16 23,83
A2 20025,00 9475,00 52,68 53857,21 22298,56 58,60
A3 28975,00 19000,00 34,43 34758,89 26667,96 23,28
Bl 54150,00 31550,00 41,74 33410,68 21090,74 36,87
B2 22650,00 19575,00 13,58 26101,68 19441,27 25,52
B3 30600,00 26050,00 14,87 30608,89 22937,33 25,06
B4 41850,00 27825,00 33,51 31096,16 22491,63 27,67
C1 23575,00 11950,00 49,31 53654,18 35963,34 32,97
C2 22200,00 14950,00 32,66 53451,16 29433,50 44,93
C3 21975,00 10675,00 51,42 54669,32 23680,16 56,68
C4 25025,00 12150,00 51,45 38892,42 19872,57 48,90
Cs 20725,00 9250,00 55,37 43742,87 18140,80 58,53
Cé6 20700,00 10125,00 51,09 39631,55 17303,31 56,34
C7 22000,00 10325,00 53,07 39936,10 18445,34 53,81
C8 23175,00 13050,00 43,69 41915,62 20501,00 51,09
() 22925,00 10325,00 54,96 42981,51 21262,35 50,53
C10 27950,00 16950,00 39,36 44961,03 21947,57 51,19

AL:IN. B4: IN. + RPU AH C6: IN. + RA + RPU ALC. 30

A2:IN. +RA C1:IN.+RA + RPUBRUTO 10 C7: IN. + RA + RPU BIO. 10

A3:IN.+RPUBRUTO  C2:IN.+RA+RPUBRUTO30  C8: IN.+RA +RPU BIO. 30

BI: IN. + RPU AC. C3:IN. + RA + RPU AC. 10 C9: IN. + RA + RPU AH 10

B2: IN. + RPU ALC. C4:IN. + RA + RPU AC. 30 C10: IN. + RA + RPU AH 30

B3: IN. + RPU BIO. C5: IN. + RA + RPU ALC. 10

Fonte: A autora (2023)

A maior parte dos tratamentos apresentaram resultados satisfatorios para remogao de
solidos totais volateis, com maiores remogdes nas condi¢des C5 (55,37%), C9 (54,96%) e C7
(53,07%). Estas condigdes referem-se aos pré-tratamentos alcalino, auto-hidrolise e bioldgico,
respectivamente, com substitui¢do de 10% do STV do RA por RPV na composigao.

Embora a condicdo C2 seja apenas para controle (inoculo + residuo alimentar),
também apresentou elevada remog¢do de STV. Este fato pode ser explicado pela composi¢ao do
tratamento, onde a mistura apresentava apenas residuo alimentar, que ¢ um substrato facilmente
biodegradavel quando comparado as condigdes com residuos lignocelulosicos. Da mesma
forma, as condigdes de pré-tratamento com melhores remocdes foram aquelas cujas
composigdes possuiam apenas 10% de material vegetal, ou seja, misturas com maior fragdo
facilmente biodegradavel (RA) e pequena parte lignoceluldsica, ainda que apos pré-tratamento.

Para a DQO, os valores das condicdes com RPU pré-tratado variaram entre
38892,42 mg L' e 54669,32 mg L'! (inicial) e 17303,31 mg L' € 35963,34 mg L"! (final). Assim
como para o STV, a maior remocao de DQO ocorreu na condi¢ao C5 (58,53%). Porém, todas
as condicdes de co-digestdo anaerobia, especialmente as com mistura de RA e 10% de RPU,
obtiveram valores satisfatorios na conversao organica dos substratos estudados.

Os valores méaximos obtidos neste estudo para remocao de DQO e STV estdo proximos

aos valores encontrados na literatura. Borth (2021), avaliando a digestdo anaerobia de residuos
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alimentares e residuo de grama pré-tratado a partir do Ensaio BMP, obteve redugao de 45,70%
de STV e 25,70% de DQO, com TRH aproximado de 65 dias. Por sua vez, ao avaliar a co-
digestdo anaerdbia de residuos de restaurante universitario e residuos lignocelulosicos por meio
do Ensaio BMP, Navarro (2020) obteve remocao de 57% de STV e 47,2% de DQO para poda
de grama e 45,1% de STV e 39,6% de DQO para poda de arvores (folhas e galhos).

Chernicharo (2006) explica que o nitrogénio ¢ um nutriente inorganico necessario em
grandes concentragdes para o crescimento adequado dos microrganismos. Porém, a degradagao
de compostos organicos nitrogenados durante a digestdo anaerdbia, como proteinas e ureia,
pode formar amonia — representada pelo nitrogénio amoniacal (seja na forma de ions de aménio
ou de amdnia livre) (McCARTY, 1964; GERARDI, 2003).

A Tabela 35 apresenta os valores de nitrogénio total, nitrogénio amoniacal e nitrogénio

amoniacal ionizado livre antes e depois do Ensaio BMP para todas as condi¢des avaliadas.

Tabela 35 — Valores médios de NKT e N-amoniacal antes e depois do Ensaio BMP

NKT (mg L) N-amoniacal (mg L) NH3 (mg L)
Tratamento
Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Al 3581,42 3388,74 2947,87 2827,44 335,64 600,16
A2 3187,68 3145,79 2905,98 2822,20 187,06 248,44
A3 2932,16 3573,05 2816,97 2686,07 265,21 421,98
B1 3196,05 4368,92 2916,45 2890,27 150,48 436,31
B2 3229,56 3485,08 2560,40 3078,77 353,32 275,23
B3 3765,73 2823,25 2743,66 2942,63 197,99 276,05
B4 3476,70 578,05 2670,36 2712,25 259,22 57,73
Cl 3661,01 586,43 2654,65 2727,96 189,68 29,94
C2 2793,93 3292,40 2434,74 2822,20 198,06 265,67
C3 2894,46 1466,08 2644,18 2707,01 136,28 52,46
C4 3371,98 268,08 2560,40 2356,20 156,43 19,84
C5 2760,42 3652,63 2439,98 2879,80 148,37 364,78
Co 2831,63 3321,72 2508,04 2816,97 206,61 230,42
C7 3200,24 3149,98 2492,34 3115,42 157,49 295,20
C8 3062,01 3631,69 2602,29 2707,01 158,65 185,42
C9 3078,77 2840,01 2743,66 2141,52 150,40 260,55
C10 297405 276823 2633,71 2069,62 164,61 228,22

AL IN. B4: IN. + RPU AH C6: IN. + RA + RPU ALC. 30

A2: IN. +RA CI1:IN. +RA +RPUBRUTO 10 C7: IN. + RA + RPU BIO. 10

A3: IN. + RPU BRUTO C2:IN. +RA + RPUBRUTO 30  C8: IN. + RA + RPU BIO. 30

B1: IN. + RPU AC. C3: IN. + RA + RPU AC. 10 C9: IN. + RA + RPU AH 10

B2: IN. + RPU ALC. C4: IN. + RA + RPU AC. 30 C10: IN. + RA + RPU AH 30

B3: IN. + RPU BIO. C5: IN. + RA + RPU ALC. 10

Fonte: A autora (2023)

A partir dos resultados apresentados, nota-se variagdo de comportamento dos valores
de NKT e N-amoniacal. Em alguns tratamentos houve a reducdo destes parametros, enquanto
que em outros, os valores aumentaram ao final do experimento. A reducao de valores de NKT

pode estar relacionado ao consumo deste nutriente por parte dos microrganismos, visto que o
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nitrogénio ¢ um nutriente essencial na DA e, geralmente, os compostos nitrogenados provém
de proteinas (SCHULTZ, 2015).

Ren et al. (2018) explicam que, por possuirem baixa relacdo C:N e elevado teor de
nitrogénio organico, a digestdo anaerdbia de substratos como o residuo alimentar podem
promover a formacao excessiva de nitrogénio amoniacal, composto por nitrogénio amoniacal
ionizado (N-NH4) ou nitrogénio amoniacal ionizado livre (NH3). Estes podem ser convertidos
um ao outro, dependendo do pH, temperatura do meio e concentra¢ao de ion de hidrogénio
(GERARDI, 2003; BORTH, 2021).

Chernicharo (2006) afirma que altas concentra¢des de ions de hidrogénio e pH menor
que 7,2 podem promover a inibicdo da atividade dos microrganismos, consequéncia da
concentracdo de N-NHy. Por sua vez, para valores elevados de pH, a concentragdo de ions de
hidrogénio diminui e o agente inibidor serd o NH3. Como neste estudo o pH do efluente situou-
se entre 7,37 e 8,12, considera-se que a maior parte do nitrogé€nio amoniacal se encontrava na
forma ionizada (N-NHy).

McCarty (1964) e Gerardi (2003) apresentam faixas de concentragdes de N-amoniacal
e sua influéncia no sistema anaerdbio: benéficas se entre 50 e 200 mg L™!, sem efeitos contrarios
se até 1000 mg L', até 3000 mg L! podem apresentar inibi¢io se o pH for superior a 7,0 e
toxicos ao sistema se acima de 3000 mg L. Dentre as condi¢des avaliadas, apenas os
tratamentos B2 e C7 apresentaram valores finais de N-amoniacal superiores ao limite (3078,77
mg L' e 3115,42 mg L), sendo que as demais estiveram na faixa de alerta (entre 2069,62 mg
L12942,63 mg L), com possibilidade de inibicdo. Ainda assim, ndo se relaciona estes valores
a ineficiéncia do processo, uma vez que tais resultados ndo interferiram na producao de biogas.

Pode-se presumir que os valores obtidos de N-amoniacal promoveram a alcalinidade
parcial necessaria ao sistema - devido a formacdo de carbonato de amonio [(NH4).CO3] - e
nutrientes aos microrganismos, auxiliando na contraposi¢do de possiveis instabilidades
causadas por elevadas concentracdes de acidos organicos (YUAN; ZHU, 2016).

Kunz, Steinnmetz e Amaral (2019) explicam que a toxicidade da amonia livre as arqueas
metanogénicas esta relacionada a facilidade desta se difundir através da membrana celular dos
microrganismos, causando desequilibrio dos protons, variando o pH intracelular e inibindo
respostas enzimaticas especificas. Valores de NH3 entre 150 e 1200 mg L' podem promover
toxicidade ao sistema (METCALF; EDDY, 2016). De acordo com a Tabela 35, os valores
iniciais e finais de NH3 para todos os tratamentos mantiveram-se no limite inferior reportado

pela literatura.
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5.2.2.1 Geragao de biogas e de metano

O Ensaio BMP tem como objetivo avaliar o potencial de geracao de biogas e metano
de determinado(s) residuo(s) organico(s). Neste sentido, a Tabela 36 apresenta as médias dos
valores de volume acumulado de biogas, da produgdo especifica de biogas e metano, dos teores
médio e maximo de CHj e teores maximo de CO» e H»S para todas as condigdes experimentais
estudadas. Ressalta-se que estes valores foram obtidos apos a subtragao da produgao especifica

acumulada de biogas produzida pelo inoculo (condigao Al).

Tabela 36 - Volume produzido de biogés, produgdo especifica de biogds e metano e
composicao do biogas gerado (CHs, CO; e H»S) das condi¢des experimentais

Volume Producao Produciao % ppm
Tratamento acum.ula,do de espe?iﬁ?a de especifica de média % max. % max. méx
biogas biogas metano CH. CH4 CO2 HzS.
(NmL) (NmL gSTV-)  (NmL gSTV)
Al 2921 +7,.23 7,47 £1,85 1,19+ 0,97 38,00 41,00 16,00 60
A2 826,78 £2,62 251,93+11,34 97,83 + 9,50 ¢d 67,66 70,00 18,00 20
A3 325,00 £ 8,89 166,20 + 14,57 64,42 + 6,77 ¢ 48,66 51,00 26,00 40
B1 566,03 +4,44 168,84 + 5,99 73,21+ 7,69 & 62,00 66,00 32,00 10
B2 649,86 £4,45 252,57 +1,70 106,66 + 8,59 b° 62,66 68,00 26,00 10
B3 48428 £8,89 177,32+10,69 83,84 + 6,43 °ft 58,66 61,00 22,00 60
B4 352,24+575 113,41 £18,15 52,80+ 2,16 ™" 46,33 48,00 28,00 60
Cl 371,11 £8,88 113,89 +4,80 3321+2,551 41,66 46,00 31,00 20
C2 628,90 + 13,34 192,11 +£6,69 85,37 + 4,70 df 64,00 67,00 26,00 10
C3 781,90 + 13,33  238,35+8,73 101,87 £10,42°% 70,00 74,00 22,00 90
Cc4 981,01 +16,67 298,59 + 15,39 137,23 £4,29 2 63,66 70,00 19,00 70
C5 792,38 +9,60 241,41 +2,91 123,21 +7,382 62,33 64,00 22,00 60
C6 886,70 £ 13,34 270,32+7,71 133,09 £3,04 67,66 70,00 28,00 80
C7 647,77 £4,45 197,49 £ 6,12 104,82 £ 9,68 >4 64,66 68,00 29,00 20
C8 742,08 +8,89 226,08 + 5,81 135,64 £3,42 2 69,33 71,00 30,00 40
C9 413,02 +12,23 126,63 +10,51 65,49 £ 5,66 & 65,00 68,00 25,00 40
C10 654,05 +4,64 199,28 +3,96 111,68 + 4,24 b 63,00 66,00 19,00 40
AlL: IN. B4: IN. + RPU AH C6: IN. + RA + RPU ALC. 30
A2: IN. + RA CIL: IN. + RA +RPUBRUTO 10 C7: IN. + RA + RPU BIO. 10
A3:IN.+RPUBRUTO  C2:IN.+RA+RPUBRUTO30  C8:IN.+RA +RPU BIO. 30
B1: IN. + RPU AC. C3: IN. + RA + RPU AC. 10 C9: IN. + RA + RPU AH 10
B2: IN. + RPU ALC. C4: IN. + RA + RPU AC. 30 C10: IN. + RA + RPU AH 30
B3: IN. + RPU BIO. C5: IN. + RA + RPU ALC. 10

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p-valor < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: A autora (2023)

E possivel afirmar que todas as condi¢des experimentais apresentaram produgio
satisfatoria de biogas, com teores de metano condizentes com a faixa ideal reportada pela
literatura, que indicam a faixa de 50% a 80% para processos anaerdbios com residuo alimentar
(GUERI, 2017; HELENAS, 2019).

Os maiores volume acumulado de biogads (981,01 NmL), producdo especifica de

biogés (298,59 NmL gSTV!) e produgio especifica de metano (135,76 NmL gSTV™!) foram
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obtidos no tratamento C4. No entanto, foi o tratamento C3 que atingiu o maior teor (74%) e
maior média (70%) de metano durante os dias de monitoramento. Ambas as condi¢des sao
caracterizadas pela codigestdo anaerdbia de RA com RPU pré-tratado com &cido sulftrico.
Zheng et al. (2014) afirmam que o uso de residuos lignocelulosicos pré-tratados com acidos,
como o sulfurico, promovem altos rendimento na producgdo de biogés e metano, uma vez que
se referem a substratos com baixo teor de lignina.

Destaca-se que embora as condigdes com maior solubiliza¢do de lignina (52,97%) e
grande conversao de hemicelulose, cujo RPU foi tratado com NaOH, tenham apresentado bons
resultados de geragdo de biogas (792,38 NmL para C5 e 886,70 NmL para C6), ndo foram as
que mais produziram. O pré-tratamento com NaOH melhora a etapa de hidrolise por meio do
rompimento da estrutura da lignina (CHANDRA; TAKEUCHI; HASEGAWA, 2012a).

Destaca-se, também, que todas as condi¢cdes de CoDA com substituicdo de 30% do
STV do RA por RPU pré-tratado apresentaram maiores valores acumulados de biogas e metano,
quando comparado as respectivas condi¢des com 10% de substituigdo.

Em relacdo aos gases carbdnico - CO: e sulfidrico - H2S, as maiores concentragdes
foram alcancadas pelos tratamentos B1 (32%) e C3 (90 ppm) respectivamente. Tais valores
foram obtidos nos primeiros dias de operacao, resultado da grande disponibilidade de enxofre
presente no substrato (NAVARRO, 2020). Valores superiores foram encontrados por Borth
(2021) que, estudando a codigestdo anaerdbia de RA e RPU a partir do Ensaio BMP, obteve o
teor maximo de 43% para CO2 e 860 ppm para HzS.

Ao comparar as Tabela 34 e Tabela 36, nota-se que a condi¢do que apresentou maior
conversao de STV (55,37% para C5, IN. + RA + RPU ALC. 10%), ndo foi a mesma que
produziu mais biogas e metano (C4, IN. + RA + RPU AC. 30%). Condi¢des alcalinas mais
fortes (pH acima de 10) inibem e reduzem o crescimento de arqueas metanogénicas, portanto,
menos AGV sdo convertidos em biogés, resultando em maiores acimulos de AGVs
(JANKOWSKA; SAHU; OLESKOWICZ-POPIEL, 2017). Ap6s o pré-tratamento alcalino, o
RPU apresentava pH médio de 12,5 e, mesmo com lavagem para atingir a neutralidade, o
substrato pode ter ficado com residuos de NaOH em sua estrutura, portanto, o pH inicial
equivalente de todas as condic¢des talvez ndo tenha sido suficiente para equalizar o reagente
quimico utilizado no pré-tratamento.

A Figura 32 apresenta a producao especifica acumulada de biogéas durante os 100 dias
de monitoramento do experimento apenas para as condi¢des de codigestdo anaerdbia de RA

com RPU pré-tratado.
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Figura 32 — Producdo especifica acumulada de biogds para as condi¢cdes de codigestdo
anaerdbia de RA + RPU pré-tratado
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Fonte: A autora (2023)

Conforme citado anteriormente, a condicdo que apresentou melhor producdo
especifica acumulada de biogas foi o tratamento C4 (IN. + RA + RPU AC. 30%), seguida pela
condic¢do C6 (IN. + RA + RPU. ALC. 30%). No entanto, ao visualizar o grafico, a dindmica de
producdes durante o experimento apresentou notdvel variagdo: nos primeiros 10 dias de
operagao, a condi¢do C3 (substituigao de 10% de STV do RA por RPU pré-tratado com acido)
obteve melhores rendimentos; proximo ao dia 15, a condicdo C4 equiparou a producdo
especifica acumulada de biogas da C3; e apenas dez dias depois esta ultima foi ultrapassada.
Ainda assim, ambas as condi¢des se referem a CoDA de RA com RPU pré-tratado com 4cido
sulfirico. Labatut, Angenent e Scott (2011) explicam que em um Ensaio BMP, as curvas de
produgdo de biogas podem apresentar formas diferentes, uma vez que tanto os mecanismos de
digestdo anaerobia de cada residuo, quanto a formacdo de substancias inibidoras, atuam na
cinética de degradacdo desse substrato, resultando em curvas variadas para o processo.

A Figura 33 apresenta os resultados de producao especifica — PE acumulada de metano

para as condi¢des de codigestao anaerdbia de RA com RPU pré-tratado.
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Figura 33 - Producdo especifica acumulada de metano para as condi¢des de codigestao
anaerdbia de RA + RPU pré-tratado
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Fonte: A autora (2023)

Como a digestao anaerobia de residuos sélidos organicos ¢ um processo complexo
realizado por um grupo de microrganismos anaerobios que convertem solidos totais volateis a
metano, torna-se importante a avaliagdo das producdes de metano em funcdo dos STV
adicionados no sistema (MALINOWSKY, 2016). As curvas apresentadas diferem das obtidas
para producao especifica de biogés, haja vista a diferenca nos teores de metano encontrados em
cada condi¢do experimental, com valores que variaram de 33,21 NmL gSTV! a 137,23 NmL
gSTV-!. Pode-se afirmar que as condi¢des C4, C6 e C8 apresentaram os maiores valores de PE
de metano, com valores proximos uns dos outros (137,23 NmL gSTV-!, 133,09 NmL gSTV! e
135,64 NmL gSTV!, respectivamente). Estas condi¢des apresentaram elevados valores de
acido acético (Tabela 29) apds o pré-tratamento, responsavel por grande parte do metano
produzido no processo anaerdbio (AQUINO; CHERNICHARO, 2005). Ao comparar os valores
de AGV com os resultados de metano, pode-se afirmar que a elevada PE de metano obtida na
condi¢do cujo pré-tratamento foi o alcalino também pode ser explicada pela elevada
concentragio de acido valérico (1761,94 mg L), especialmente por sua influéncia positiva no

processo anaerobio, resultado de satisfatdria hidrolise do RPU (LANGE et al., 2010).
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Por sua vez, analisando os resultados de periodo de fase /ag obtidos, nota-se que
apenas para a condi¢do C8 (IN. + RA + RPU BIO. 30%) esta fase foi menor do que as obtidas
para as demais condi¢des. A fase lag de crescimento microbiano representa o periodo que
precede a fase de crescimento exponencial, onde os microrganismos encontram-se em um
estado de laténcia (PRATS et al., 2008). Dessa forma, afirma-se que a condi¢do C8 apresentou
menor periodo de adaptagdo da comunidade microbiana ao meio, com possivel condigdo
ambiente de estresse ou deficiéncia nutricional no momento da inoculagdo para os demais
tratamentos (RIBEIRO, 2016).

Ressalta-se, portanto, que no inicio do processo, a producdo de biogas foi maior, mas
a porcentagem de metano era baixa, uma vez que os substratos precisam ser convertidos nas
fases da digestdo anaerobia até a geragdo de metano na fase metanogénica (NAVARRO, 2020).

A Figura 33 apresenta a taxa de produgao diaria de biogés de duas maneiras diferentes:
durante todo o periodo de monitoramento (Figura 34-a) e com destaque nos primeiros quinze
dias do ensaio BMP, para melhor visualizagdo do comportamento de cada uma das condi¢des

(Figura 34-b).

Figura 34 — Taxa de produgao diaria de biogas para as condi¢des de codigestdo anaerobia de
RA + RPU pré-tratado
a)

200
180
160
140
120
100
80
60
40

Taxa de producio de biogas (NmL d1)

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Tempo (dias)

IN +RA IN + RA + RPU Bruto 10% —*— IN + RA + RPU Bruto 30% IN + RA + RPU ALC. 10%
—e—IN + RA + RPU ALC. 30% IN +RA + RPU BIO. 10% —— IN + RA + RPU BIO. 30% IN + RA + RPU AH 10%
——IN + RA + RPU AH 30% IN + RA + RPU AC. 10% IN + RA + RPU AC. 30%




129

b)

200
180
160
140
120
100
80
60
40

Taxa de produgio de biogis (NmL d-!)

20

o 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tempo (dias)

IN +RA IN + RA + RPU Bruto 10% ——IN + RA + RPU Bruto 30% IN +RA + RPU ALC. 10%
—&—IN +RA + RPU ALC. 30% IN +RA +RPU BIO. 10% —=4—IN+ RA + RPU BIO. 30% IN + RA + RPU AH 10%
——+—IN + RA + RPU AH 30% IN + RA + RPU AC. 10% IN + RA + RPU AC. 30%

Fonte: A autora (2023)

A maior taxa de geragdo de biogas foi atribuida a condi¢do C4, no 1° dia de ensaio,
com valor igual a 188,63 NmL d!, valor este superior ao encontrado por Crovador (2014) de
49,45 NmL d! e inferior ao obtido por Helenas (2019) de 231,44 NmL d..

Ambas as figuras indicam que a maior producdo de biogés ocorreu nos primeiros dias
de experimento. Este pico de geracao de biogas no inicio da incubagdo das amostras € explicado
pela maior quantidade de matéria orgéanica disponivel e pelos AGVs que j& estavam acessiveis
na mistura para conversao em biogas. Ou seja, a disponibilidade e o ritmo de conversao atuam
de maneira proporcional: & medida que a disponibilidade diminui, o ritmo de conversdo e
remog¢ao da carga organica também diminuem.

Borth (2021) explica também que este pico pode estar relacionado a presenca de
substancias facilmente biodegradaveis no substrato, uma vez que apos estas serem convertidas,
0 processo seguiu em um ritmo mais lento, indicando a presenca de materiais de dificil
degradagdo por parte dos microrganismos.

Neste ensaio, avaliou-se tanto o potencial bioquimico de condi¢des de CoDA, quanto
de mono-digestao. Elaborou-se, portanto, graficos separados por categoria de pré-tratamento,
ou seja, compara¢do de mono e codigestdo anaerobia com os mesmos residuos previamente
tratados. Desta forma, a Figura 35 mostra a producdo especifica acumulada de biogés de todas

as condigdes entre os mesmos tipos de pré-tratamento.
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Figura 35 — Producao especifica acumulada de biogés entre os mesmos tipos de pré-tratamento
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A Figura 35-a compara o desempenho da mono-digestao de residuo alimentar, mono-
digestao de residuo de poda urbana bruto e a codigestao anaerdbia destes dois substituindo-se
10% e 30% do STV do RA por RPU. Como esperado, a melhor producdo especifica acumulada
de biogas ocorreu na condi¢ao de mono-digestao anaerébia de RA, com valor de 251,93 NmL
gSTV!, seguido pela CoDA de IN. + RA + RPU B. 30% (192,11 NmL gSTV-'). A grande
diferenca entre o primeiro e o segundo lugar esta relacionada a maior facilidade de degradagao
dos componentes do substrato RA quando comparado ao RPU (sozinho ou em mistura).
Residuos lignocelulosicos sdo hidrolisados mais lentamente ¢ muitas vezes de maneira
incompleta, considerando sua caracteristica de mé digestibilidade que dificulta a conversao do
biossolido em biogas (HU et al., 2016; KUNZ et al., 2019).

As comparagdes entre as condigdes de mono e codigestdo anaerdbia do pré-tratamento
quimico acido (Figura 35-b) indicam a melhor producdo especifica acumulada de biogés para
o tratamento IN. + RA + RPU. AC. 30% (298,59 NmL gSTV-!). Com pouca diferenca entre o
segundo e terceiro melhor rendimento, estd a mono-digestdo de RA ¢ a codigestdo anaerdbia
de RPU 10%. Afirma-se, neste caso, que a acessibilidade aos componentes do residuo
lignocelulosico promovida pelo pré-tratamento 4cido superou a facilidade de biodegradacao do
RA, assim, tanto os componentes estruturais do RPU, quanto o substrato alimentar disponivel
foram consumidos nas condi¢des de CoDA - que apresentavam mais compostos organicos para
conversao em biogas.

A Figura 35-c confronta os resultados de producdo especifica acumulada de biogés
para as condi¢gdes com RA, RPU e RPU apds pré-tratamento quimico alcalino. A melhor
condi¢do manteve-se para a codigestdo anaerobia de RA + RPU, com substituicdo de 30%,
atingindo o valor maximo de 270,32 NmL gSTV"! apds os 100 dias de experimento. Diferente
do obtido para a condi¢do avaliada anteriormente, o segundo e terceiro lugar ficou bastante
equivalente no que se refere as condi¢des de mono-digestdo de IN. + RA e IN. + RPU ALC.
Conforme explica Liao et al (2004), as mudangas estruturais das fibras apos o pré-tratamento
alcalino promovem melhoras na etapa metanogénica da digestdo anaerdbia, visto que os
compostos biodegradaveis (celulose e hemicelulose) estdo facilmente acessiveis. Desta forma,
mesmo que o RA apresente facilidade de biodegradacao pelos microrganismos, estes também
tiveram facil acesso a celulose e hemicelulose apds o pré-tratamento com NaOH para conversao
a biogas, o que justifica os valores aproximados em ambas as condicdes.

Por sua vez, a comparagdo apresentada na Figura 35-d indica que entre as condigdes
de mono-digestao e codigestdo anaerdbia apds pré-tratamento bioldgico, o melhor tratamento

ocorreu para a mono-digestdo de RA (251,93 NmL gSTV™"), seguido pela codigestio anaerdbia
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de IN. + RA + RPU BIO. 30% (226,08 NmL gSTV!). Embora a mono-digestio tenha se
apresentado como melhor situacdo, sabe-se que a CoDA ¢é uma saida satisfatoria para
tratamento de mais de um residuo. Neste caso, trata-se o residuo alimentar e o residuo de poda
urbana. Considerando uma situacao real de uma cidade, por exemplo, opta-se por produzir
menos biogas e tratar dois passivos, do que escolher apenas um substrato para tratar com pouca
diferenca final de rendimento. Ainda, Pleurotus ostreatus ¢ um grupo de cogumelos com alto
valor nutricional, possuindo diversas aplicagdes terapéuticas e biotecnoldogicas (MACHADO,
2009), bem como a inexisténcia ou baixa formagdo de subprodutos toxicos as etapas
subsequentes do processo, devido as condigdes mais brandas de trabalho (SHIRKAVAND et
al., 2016), o que faz da sua aplicacdo no tratamento de residuos organicos uma solugdo
sustentavel e ambientalmente correta.

Finalmente, a comparacdo apresentada na Figura 35-e indica que a maior produgdo
especifica acumulada de biogas também ocorreu para a mono-digestdo de RA, seguida pela
codigestdo anaerobia IN. + RA + RPU AH 30%. Sabe-se que na auto-hidrdlise as moléculas de
dgua penetram na biomassa, promovendo a hidratacdo da celulose, a dissolugdo das
hemiceluloses e a remoc¢ao parcial de lignina (RIBEIRO, 2016). Assim, a menor produgdo
especifica acumulada de biogas (199,28 NmL gSTV™!) pode estar relacionada a esta remogio
parcial de lignina e, consequentemente, menos acesso aos acucares pelos microrganismos nas
condi¢oes de CoDA.

Magalhaes (2018), ao avaliar o desempenho da digestdo anaerdbia com residuos
organicos oriundos do restaurante universitario, realizou ensaios de potencial bioquimico de
metano (BMP) para avaliar a melhor relacdo inoculo/substrato (I/S) em g/SV e o aumento da
producao especifica de metano com a utilizagao de residuo lignoceluldsicos (poda) como co-
substrato nas condi¢des operacionais que garantissem a estabilidade do processo de digestdo
anaerobia. Os maiores volumes acumulados de biogés (1208,06 NmL) e especifico de metano
(420,33 NmLCH4 gSTV') foram obtidos na relagdo I/S 1:1 e os maiores valores de biogis
(1566,06 NmL) e produgio especifica de metano (536,04 NmLCH4 gSTV ') foram obtidos com
co-substrato de poda na concentragdo de 5%.

Navarro (2020), ao estudar a digestdo anaerdbia de residuos alimentares com residuos
de poda vegetal, provenientes do corte de grama (GR) e arvores: folhas e galhos (RP),
substituindo em 5% do STV do RU nos experimentos em escala de bancada BMP, variou a
relacdo in6culo/substrato em 1:1 e 1:2, obteve maior produgdo de metano no tratamento de

RA+GR (1:1) com 271,33 NmL gSTV-.
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A Figura 36 apresenta a producdo especifica acumulada de biogas para as condigdes
de mono-digestdo com RPU bruto e pré-tratado. O maior valor de PE foi obtido pela condi¢ao
IN. + RPU ALC., com valor 252,57 NmL gSTV-!. Kim. Lee e Kim (2016) explicam que o pré-
tratamento alcalino contribui para o aumento da porosidade da biomassa ¢ do componente
celulose por meio da saponificagdo das ligagdes de ésteres entre a lignina e hemicelulose, além
de romper as ligagdes de carbono-carbono das moléculas de lignina, facilitando o acesso aos

agucares ¢ promovendo maiores conversdes organicas.

Figura 36 - Producao especifica acumulada de biogas para as condigdes de mono-digestao
anaerobia com RPU bruto e pré-tratado
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5.2.3 Cinética: Modelo de Gompertz Modificado

Em sistemas em batelada, como ¢ o caso do Ensaio BMP, diversos modelos analiticos
podem ser obtidos visando a modelagem das taxas de transformag¢ao (SCHOMMER, 2019). A
equagao de Gompertz modificada, usualmente aplicada a degradacao de substratos organicos,
¢ um dos modelos que mais se ajustam aos resultados experimentais de cinética de producao de
metano (GOMPERTZ, 1825). Segundo Schommer (2019), a equagdo de Gompertz modificado
baseia-se na utilizagdo de trés parametros: produtividade maxima de metano (L0), taxa maxima
de produgdo de metano (Rb) e tempo de fase lag (K). A producao especifica acumulada de
metano nas diferentes condi¢gdes experimentais avaliadas € ilustrada na Figura 37, sendo que as
linhas representam o ajuste do modelo de Gompertz modificado aos dados experimentais

obtidos.



Figura 37 - Ajuste do modelo cinético de Gompertz para producao de metano
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A Tabela 37 apresenta os coeficientes para os pardmetros do modelo de Gompertz
modificado.

O modelo cinético de Gompertz modificado se mostrou adequado para descrever a
producao especifica acumulada de metano dos tratamentos, prevendo satisfatoriamente o
potencial de producao das condigdes estudadas, uma vez que em todas as condi¢des os valores
de coeficiente de determinagdo (R?) foram superiores a 0,99. Kafle, Kim e Sung (2012) afirmam
que a previsao do rendimento de metano usando este modelo cinético possui um erro de ajuste

entre 0,7% e 13,7%.

Tabela 37 - Parametros cinéticos de Gompertz modificado para produ¢do de metano

Metano
Tratamento Lreal Lo Rb A R?
(NmL) (NmL) (NmL CH4 d) (d)
A2 97,83 554,56 2,54 63,43 0,99
A3 64,42 67,74 1,06 13,03 0,99
B1 73,21 77,34 1,33 10,50 0,99
B2 106,66 3009,08 11,72 119,94 0,99
B3 83,84 80,46 1,30 9,89 0,99
B4 52,80 69,12 0,61 6,00 0,99
Cl 33,21 67,61 0,31 2,96 0,99
C2 85,37 592,07 2,31 65,20 0,99
C3 101,87 113,98 1,61 21,50 0,99
C4 135,76 139,06 2,19 17,99 0,99
C5 123,21 1874,52 5,96 96,94 0,99
C6 133,09 144,60 2,53 24,13 0,99
C7 104,82 129,01 1,26 17,73 0,99
C8 135,64 256,20 1,47 8,98 0,99
C9 65,49 144,90 0,91 26,70 0,99
C10 111,68 111,70 1,91 10,55 0,99

Fonte: A autora (2023)

A produtividade maxima de metano (LO) obtida pelo modelo indicou que nas
condigdes A2, B2, C2 e C5 era possivel maior desempenho, com valores superiores aos
encontrados durante o Ensaio BMP. Este fato pode indicar que o experimento foi encerrado
antes do tempo ideal, com maiores possibilidades de produtividade. Tal fato também pode ser
observado nos perfis de PE de metano obtidos nos graficos (Figura 36-a, d, h, k, n), cujas curvas
mantém-se em crescimento, sem fase estacionaria evidente, como visualizado nas demais
condicdes. Por sua vez, nas condi¢des A3, B1, B4, C3, C4, C6, C7 e C10, o valor de LO
calculado e o Lreal estiveram proximos, indicando que o experimento ocorreu de maneira
apropriada, atingindo as expectativas de producao ideal.

Com excecao da condi¢do B2, a qual os resultados apresentaram grande diferenga

quando comparados aos valores reais do experimento, a taxa maxima de producdo (Rb) variou
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de 0,91 a 5,96 NmLCH4 d!. Sendo que o tratamento C5 apresentou maiores valores de Rb
(5,96 NmLCH; d!). Esta condi¢io, referente a codigestio anaerobia de RA + RPU pré-tratado
com hidroxido de sdédio, possui boas expectativas de conversao organica em biogas e metano
pelos microrganismos, haja vista a maior transformagao dos componentes estruturais do RPU
em glicose, fonte de energia utilizada pelas bactérias anaerdbias.

A fase lag corresponde ao tempo necessario para que os microrganismos se adaptem
ao ambiente ou o tempo necessario para a producdo de biogas. A maior parte dos tratamentos
indicaram réapida fase lag (1), com valor médio de 13,02 dias para as condi¢des com menores
LO0. Valores mais baixos de A indicam que ocorreu o inicio do consumo da matéria organica
logo apo6s a incubagdo, devido a rapida adaptacao dos microrganismos na mistura (ZHAO et
al., 2016). Ja as condicdes de LO elevadas, também obtiveram fase /ag elevada. Esta situagdo
pode ser explicada pela demora de adaptagdo dos microrganismos ao meio, bem como

degradagdo mais lenda dos substratos, especialmente os residuos lignocelulésicos.

5.2.4 Analises Estatisticas

Como o gés de interesse para o aproveitamento energético ¢ o metano, devido ao seu
poder calorifico, este foi avaliado estatisticamente. A Tabela 38 apresenta os resultados para a

PE de metano apods o Ensaio BMP, os quais foram comparados utilizando o Teste de Tukey.

Tabela 38 — Producao especifica acumulada de metano para as condi¢des estudadas e Teste
Tukey

Tratamento Média + DP
(NmL gSTV™)
C4: IN. + RA + RPU AC. 30 137,23 £4,29
C8: IN. + RA + RPU BIO. 30 135,64 £3,42 2
C6: IN. + RA + RPU ALC. 30 133,09 £3,04 2
C5: IN. + RA + RPU ALC. 10 123,21 7,38 %
C10: IN. + RA + RPU AH 30 111,68 + 4,24 ¢
B2: IN. + RPU ALC. 106,66 + 8,59 >
C7: IN. + RA + RPU BIO. 10 104,82 + 9,68 bed
C3:IN. + RA + RPU AC. 10 101,87 + 10,42 e
A2:IN. + RA 97,83 + 9,50 °d
C2: IN. + RA + RPU BRUTO 30 85,37 + 4,70 9ef
B3: IN. + RPU BIO. 83,84 + 6,43 °'
B1: IN. + RPU AC. 7321 +7,69 &
C9: IN. + RA + RPU AH 10 65,49 + 5,66 &
A3: IN. + RPU BRUTO 64,42+ 6,77 &
B4: IN. + RPU AH 52,80+ 2,16 M
C1:IN. + RA + RPU BRUTO 10 3321+2,55"

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p-valor < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.
Fonte: A autora (2023)
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Conforme apresentado anteriormente, os tratamentos C4, C8, C6 e C5 ndo
apresentaram diferenca significativa entre si, quando avaliado a produgao especifica acumulada
de metano. Neste sentido, para dar continuidade aos experimentos, optou-se por aprofundar o
estudo a respeito do pré-tratamento biologico com o basidiomiceto Pleurotus ostreatus. Este
pré-tratamento (C8) apresentou 58,88% a mais de rendimento de metano quando comparado ao
processo utilizando 30% residuo bruto (C2) e 308,43% quando comparado a condig¢do
utilizando apenas 10% de residuo bruto (C1). Se a comparagdo fosse realizada entre as
condi¢cdes utilizando 10% do RPU pré-tratado biologicamente (C7) e sem tratamento (C1),
ainda assim o rendimento de metano seria 215,63% maior para a primeira.

A utilizagdo deste fungo apresenta inumeras vantagens em relacdo aos demais pré-
tratamentos, como a ndo utilizagdo de compostos quimicos, geracdo de um efluente ndo
prejudicial ao ambiente, menores gastos com reagentes e condigdes mais brandas de
tratamentos. Ainda neste contexto, verificou-se a auséncia de literatura usando este
basidiomiceto para pré-tratamento de residuo de poda urbana com vistas a aproveitamento
energético a partir do biogés. Portanto, acredita-se que este estudo seja de grande valia para o
meio académico, especialmente para pesquisadores atuantes na area de tratamento de residuos
organicos que buscam, cada vez mais, tornar seus projetos sustentaveis e ambientalmente

corretos.

5.2.5 Consideragdes sobre a Etapa 2

Uma vez que o ensaio BMP ¢ realizado em um sistema de digestdo anaerdbia em
batelada, deve-se considerar que este ndo reflete a realidade do sistema. Como no BMP ha
grande quantidade de indculo, as condi¢des sdo otimizadas devido a elevada alcalinidade e
quantidade de microrganismos adicionada. Além disso, neste sistema hd um controle
operacional mais rigoroso dos parametros de monitoramento ¢ de desempenho, com menor
influéncia de fatores externos.

Assim, este teste ndo oferece informagdes sobre estabilidade do processo com reatores
alimentados continuamente com o material investigado, sobre a produgdo de biogds em
condig¢des praticas diferentes das de realizacdo do teste, devido a possiveis efeitos sinérgicos
positivos ou negativos e sobre os limites de carga organica volumétrica.

Nesse sentido, por fornecer resultados do potencial maximo de producgdo de biogés de

um substrato em fun¢do do in6culo utilizado, o Ensaio BMP ¢ uma ferramenta que auxilia na
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tomada de decisdes para sele¢do de condigdes a serem aplicadas em escalas maiores. Contudo,
o aumento de escala exige cautela e, por isso, as condi¢des podem levar a resultados diferentes.

Para a Etapa 2, embora o pré-tratamento acido tenha promovido melhores redugdes de
STV e DQO e o alcalino tenha resultados em melhores volumes acumulados de biogés, nao
houve diferenca significativa entre eles e o pré-tratamento bioldgico quando considerada a
produgdo especifica de metano.

Uma possivel justificativa para este resultado ¢ a presenca da matéria organica
proveniente da biomassa fuiingica no sistema. Como o Pleurotus ostreatus ¢ um microrganismo
aerobio, sua atuacdo ocorre apenas enquanto cresce no material lignoceluldsico. A partir do
momento que o pré-tratamento biologico ¢ interrompido e o RPU ¢ aplicado no sistema
anaerobio, a biomassa fingica transforma-se em matéria organica passivel de conversao, uma
vez que ndo sobrevive em meios anaerobios. Neste caso, além da matéria organica proveniente
do residuo alimentar e do residuo de poda urbana previamente hidrolisado, os microrganismos
anaerobios contam com a matéria organica proveniente do fungo para conversdo em biogas e
metano.

Desta forma, o pré-tratamento com Pleurotus ostreatus se mostrou uma alternativa
promissora para a produ¢do de biogds e metano, pois além de menos oneroso, ¢ eficiente no
que se refere a solubilizagdo e remocdao de estruturas recalcitrantes dos residuos

lignocelulodsicos, além de produzirem baixas quantidades de possiveis inibidores da DA.

5.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DO PLEUROTUS OSTREATUS - ETAPA 2A

A composicao da solucdo umedecedora determina a quantidade e qualidade do
crescimento fungico. Quando um fungo cresce bem em um substrato e ndo em outro, acredita-
se que nutrientes especificos estejam envolvidos (CARNAUBA et al., 2007). Neste sentido,
buscou-se avaliar diferentes solu¢cdes umedecedoras para crescimento de Pleurotus ostreatus,
visando comparar este crescimento em diferentes cendrios e apresentar uma possibilidade de
economia financeira na aplicagdo em maior escala.

Sabe-se que para que o crescimento dos fungos em solugdes umedecedoras seja
eficiente, sdo necessarios alguns cuidados durante seu preparo. Isso porque sdo fundamentais
que as condi¢des estejam ideais para simular um ambiente natural para proliferagdao de
microrganismos. A esterilizagdo destas solugdes ¢ fundamental dentro do processo. O principal
objetivo ¢ remover totalmente a capacidade reprodutiva de todos microrganismos indesejaveis

para uma determinada analise, deixando o meio propicio somente para o objeto de estudo.
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Porém, ¢ uma técnica dispendiosa, devido ao elevado custo do equipamento e do consumo de
energia, e a autoclavagem pode levar a decomposi¢do de componentes organicos da solugao
umedecedora (TEIXEIRA; SOUSA; TEIXEIRA, 2005).

Neste sentido, avaliou-se a necessidade da esterilizacdo das solu¢cdoes umedecedoras
do RPU em que o fungo Pleurotus ostreatus seria adicionado. Fixando o tempo de incubagao
(14 dias) e a temperatura (28 °C), dois blocos de placas foram cultivados, variando-se a solu¢ao
umedecedora, os nutrientes e a esterilizagdo. A Figura 38 apresenta os meios de cultivo sem
esterilizacao, sendo que os nimeros se referem aos seguintes tratamentos: 1) Controle 2, 2) A2,

3) B2, 4) C2, 5) D2, 6) E2, 7) F2 ¢ 8) G2.

Figura 38 — Meios de cultivo sem esterilizagdo

1 2 3 4

5 - 6 7 8
CONTROLE 2: Vogel, 1% Glucose, 1,5% Extrato de Levedura, Nao estéril D2: Yogel, 1,5% Extrato de Levedura, Nao estéril
A2: Agua, 1% Glucose, 1,5% Extrato de Levedura, Nao estéril E2: Agua, 1,5% Extrato de Levedura, Nao estéril
B2: Vogel, 1% Glucose, Néao estéril F2: Vogel, Néo estéril
C2: Agua, 1% Glucose, Nao estéril G2: Agua, Nao estéril

Fonte: A autora (2023)

De acordo com a imagem, ¢ possivel observar que nas condi¢des em que as solucdes
nao foram esterilizadas, houve crescimento de microrganismos diversos, sem especificidade de
crescimento do fungo de interesse. O calor imido da autoclavagem conduz a destrui¢do rapida
de organismos por coagulacdo das proteinas constituintes das suas células. Ou seja, o meio de
cultivo (solugdo umedecedora + RPU) ficard livre de qualquer interferente e pronto para receber
a hifa especifica para crescimento e desenvolvimento. Nota-se, portanto, a presenca de outras
culturas, impedindo o crescimento prospero do foco do estudo (fungo Pleurotus ostreatus), ou
0 ndo crescimento de nenhuma cultura. Assim, este bloco de meios de cultivo foi descartado e
a etapa experimental prosseguiu apenas com o bloco esterilizado.

A Tabela 39 apresenta os resultados de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balango

de massa, rendimento e deslignificacdo apds o experimento da Etapa 2A.
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Tabela 39 - Valores de lignina, celulose, hemicelulose, cinzas, balango de massa, rendimento
e deslignificacdo apos pré-tratamento bioldgico — Etapa 2A

Tratamento Lignina Celulose Hemicelulose  Cinzas Balanco de = Rendimento Deslignificacio
(%) (%) (%) (%) Massa (%) (%) (%)
Controle 1 21,95+2,21 2940+1,64 21,74+£2,69 1,98+0,50 73,09 89,13 19,68
Al 20,67+0,87 32,77+1,10 21,12+ 1,81 2,37+0,75 74,55 92,60 24,39
Bl 25,56 +1,52 29,31+220 20,35+1,86 1,84+0,09 75,22 90,27 6,49
Cl 22,44 +£2,40 34,41+231 19,39+1,02 1,95+0,81 76,24 95,08 17,89
D1 20,73 £1,80 32,73+1,02 18,86+ 1,09 2,18+0,20 72,32 90,14 24,14
El 2427+3,33 29,60+2,54 19,99+ 1,51 1,33+0,68 73,86 88,53 11,22
F1 22,28+2,22 32,78+ 1,11 20,27+0,72 1,61+0,42 75,33 92,98 18,49
Gl 24,43 +3,80 33,29+2,87 21,02+245 2,26+0,42 78,74 94,45 10,61
RPU bruto 27,33+£3,22 12,38+3,17 2235+1,00 0,91+0,32 62,06 - -

CONTROLE 1: Vogel, 1% Glucose, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril
Al: Agua, 1% Glucose, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril

B1: Vogel, 1% Glucose, Estéril

C1: Agua, 1% Glucose, Estéril

Fonte: A autora (2023)

D1: Vogel, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril
El: Agua, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril
F1: Vogel, Estéril
G1: Agua, Estéril

Importante ressaltar que para esta etapa, realizou-se, novamente, a caracterizagao do
RPU bruto. Esta caracterizagdo fez-se necessaria por dois motivos: a grande heterogeneidade
do RPU e a realizagdo do experimento em momento diferente da primeira caracterizagao.

Os dois fatores que mais frequentemente determinam o sucesso de uma cultura de
fungos sdo a origem da cepa e o meio nutritivo onde sdo cultivados. O meio nutritivo ¢
composto por elementos essenciais € por componentes opcionais. Os nutrientes essenciais sao
0s sais inorganicos, os carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento. Por sua vez, os
componentes opcionais - que podem ser incluidos para auxiliar o crescimento de determinadas
culturas - sdo as fontes de nitrogénio organico, acidos organicos e substancias complexas
(ZAVATTIERI, 2002).

Muitas sdo as fontes de carbono. A glucose e a frutose podem, assim como a sacarose,
ser usadas e a glucose pode substituir com éxito a sacarose em meios especifico. Outros
carboidratos tém sido testados (lactose, maltose, galactose e amido), no entanto, estes
compostos sdo geralmente inferiores a sacarose ou a glucose como fontes de energia
(ZAVATTIERI, 2002). J4 o extrato de levedura, ¢ um autolizado desidratado de leveduras, que
representa uma excelente fonte de nitrogénio e vitaminas, especialmente de vitaminas
hidrossolaveis do grupo B. E usado em formulagdes de meios de cultura como uma excelente
fonte de crescimento. O extrato de levedura ¢ considerado um produto ndo animal e ¢ usado
extensivamente para muitas formulagdes para cultura de bactérias e fungos (LKP, 2022).

Neste sentido, esperava-se que as condigdes acrescidas de glucose e extrato de
levedura apresentariam melhores desempenhos no crescimento do Pleurotus ostreatus e,
consequentemente, maiores conversdes da lignina, tendo em vista a relagdo destes dois. No

entanto, nao foi o que ocorreu. Considerando os resultados apresentados na Tabela 39, pode-se
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afirmar que todas as condigdes apresentaram remocao satisfatoria de lignina, com maiores
deslignifica¢des nos tratamentos Al (24,39%), D1 (24,14%) e F1 (18,49%). As condigdes A1l
e DI possuem, em sua composi¢do, extrato de levedura, que ¢ um nutriente importante para
producao de lacase, enzima que atua diretamente na lignina da parede vegetal da biomassa.
Houve, também, reducdo da hemicelulose em todos os tratamentos. Da mesma forma que os
resultados da Etapa 1 (Tabela 22), os percentuais de celulose aumentaram, justificado ndo sé
pela metodologia empregada para esta analise, mas também pela maior disponibilidade deste
constituinte.

A Figura 39 apresenta os meios de cultivo do bloco esterilizado apds os 14 dias de
incubagao, sendo que os numeros se referem aos seguintes tratamentos: 1) Controle 1, 2) Al,

3)Bl,4)Cl, 5) D1, 6)El, 7) Fl e 8) Gl.

Figura 39 - Meios de cultivo com esterilizacao e crescimento do Pleurotus ostreatus
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CON’TROLE 1: Vogel, 1% Glucose, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril ~ D1: YOgel, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril
Al: Agua, 1% Glucose, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril E1: Agua, 1,5% Extrato de Levedura, Estéril
B1: \{ogel, 1% Glucose, Estéril F1: \{ogel, Estéril
C1: Agua, 1% Glucose, Estéril G1: Agua, Estéril

Fonte: A autora (2023)

A partir da imagem anterior, nota-se que em todos os tratamentos houve crescimento
homogéneo do Pleurotus ostreatus. Independente da composicao da solu¢do umedecedora,
todo o RPU foi tomado pelas hifas do fungo, promovendo maior contato destes e maiores
chances da enzima lacase atuar na estrutura lignocelulésica.

Para esta etapa experimental, realizou-se ensaio fatorial 2° variando os fatores solugdo
umedecedora (com dgua e com Vogel), glucose (0% e 1%) e extrato de levedura (0% e 1,5%).
Pela ANOVA, tem-se que apenas a interacdo dos fatores solu¢do umedecedora e glucose foi

significativa nos resultados de lignina residual (Tabela 40).
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Tabela 40 — Anélise de variancia para a lignina considerando os fatores avaliados

GL SQ QM Fe Pr>Fc¢
Solu¢do umedecedora 1 3,66990 3,66990 0,7872 0,382
Glucose 1 2,61601 2,61601 0,5612 0,4596
Extrato 1 4,70852 4,70852 1,01 0,3229
Solugdo umedecedora*Glucose 1 22,39611 22,39611 4,8042 0,0363
Solugdo umedecedora *Extrato 1 3,20601 3,20601 0,6877 0,4135
Glucose*Extrato 1 4,10323 4,10323 0,8802 0,3556
Solugdo umedecedora*Glucose*Extrato 1 6,68280 6,68280 1,4335 0,2406
Residuo 30 139,85239 4,66175
Total 37 187,23498

Fonte: A autora (2023)

Avaliando a interacdo significativa entre solu¢cdo umedecedora e glucose, houve uma
diferenca significativa apenas para a solu¢ao umedecedora quando fixado 0% de glucose, em
que a solucdo umedecedora com meio Vogel gerou maior remoc¢do de lignina quando
comparado a solu¢do umedecedora com agua.

Os resultados apresentados anteriormente indicam que ndo houve diferenga
significativa nos resultados de degradacdo de lignina ao variar o fator glucose nos niveis da
solucdo umedecedora. Portanto, independente da solu¢ao escolhida e/ou composi¢ao do
nutriente glucose, os resultados de remog¢ado de lignina foram estatisticamente iguais.

Por fim, avaliou-se o efeito simples do fator extrato de levedura (0% e 1,5%) a partir
do teste de Tukey, e o resultado indicou que as médias deste fator sdo estatisticamente iguais.
Ou seja, adicionando ou ndo o nutriente extrato de levedura na composicdo da solugcdo
umedecedora, o resultado remocao de lignina ¢ estatisticamente semelhante.

A partir do exposto, pode-se afirmar que independente da solugao umedecedora e dos
nutrientes adicionados nesta composi¢do, todos os tratamentos apresentaram crescimento do
Pleurotus ostreatus e remocao significativa de lignina, tanto que estatisticamente, todos os
resultados foram iguais. Desta forma, conclui-se que hé a possibilidade de economia financeira
no que se refere a compra de consumiveis e insumos, uma vez que a solu¢cdo umedecedora mais
completa (condigao ideal) e a mais simples (apenas com agua) tiveram desempenhos
satisfatorios e equivalentes.

De maneira simplificada, a Tabela 41 apresenta o valor total (em reais) dos custos dos
insumos para producdo de 1 L de meio Vogel fortificados com os nutrientes glucose e extrato
de levedura (1% e 1,5%, respectivamente) e os valores médios dos reagentes (em frasco e
proporcional ao volume usado). Ressalta-se que para producao de 100 mL de solugdo de
elementos tragos e 50 mL de solucdo de biotina gasta-se R$ 0,20, portanto, proporcionalmente,

este valor em reais ¢ insignificante.
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Tabela 41 — Valor médio para producdo de meio de cultivo considerando a condicdo ideal

1 L de Meio Vogel + 1% de Glucose + 1,5% de Extrato de Levedura

Quantidade  Quantidade Valor Médio Valor Pr‘oporciona.l
Insumos Usada do Frasco Frasco para o Meio de Cultivo
R$) R$)
Meio Vogel
Citrato de Na 5. H,O (g) 150,00 500,00 71,66 21,50
KH,POj4 anidro (g) 250,00 500,00 120,36 60,18
NH4NO3; anidro (g) 100,00 500,00 99,72 19,94
MgSO04 7. H20 (g) 10,00 500,00 17,73 0,35
CaCl, 2. H,0O (g) 5,00 500,00 32,98 0,33
Solugdo Elementos Tragos (mL) 5,00 100,00* 0,20 0,00
Solugdo de Biotina (mL) 2,50 50,00* <0,01 0,00
Glucose (g) 10,00 500,00 33,05 0,66
Extrato de Levedura (g) 15,00 500,00 337,28 10,12
Valor Total (RS): 114,49

* Quantidades preparadas previamente: Para 100 mL de Solugdo de Elementos Trago, utiliza-se 5g de acido
citrico 1.H»0, 5g de ZnSO4 7.H>0, 1g de Fe (NH4) (SO4)2 6.H,0, 0,25g de CuSO4 5.H,0, 0,25g de MnSO4 H,O,
0,05g de H3BOs anidro e 0,05g de Na,MoO4 2.H,O. Para 50mL de Solugdo de Biotina, utiliza-se Smg de biotina.
Fonte: A autora (2023)

Neste contexto, pode-se afirmar que o uso de agua como solugdo umedecedora ¢
financeiramente mais vantajoso do que o uso da solucao ideal composta por meio Vogel + 1%
de glucose + 1,5% de extrato de levedura (R$ 114,49 para 1 L), especialmente apds as analises
indicarem que nao ha diferenca significativa entre as diferentes condi¢cdes de meio de cultivo

no resultado final do pré-tratamento bioldgico no que se refere a remogao de lignina.

5.3.1 Consideragdes sobre a Etapa 2A

Em razao das limitagdes de aplicagdo do pré-tratamento com o fungo Pleurotus
ostreatus em larga escala, torna-se necessario a busca por tecnologias capazes de otimizar este
pré-tratamento, de forma a estabelecer uma padronizacdo minima para seu emprego. Por isso,
estudar meios para reducdo dos custos do processo ¢ fundamental para disseminagdo do pré-
tratamento biologico como uma alternativa aplicavel e eficaz, uma vez que os gastos com
insumos, reagentes e energia podem inibir a utilizacdo desta tecnologia em potenciais
produtores de biogas a partir da digestdo anaerobia.

Os resultados obtidos na Etapa 2A mostraram-se satisfatorios no quesito aumento de
escala, uma vez que a utilizacao de agua para cultivo e crescimento do Pleurotus ostreatus nao
afetou o desempenho do fungo no aspecto remocao de lignina. Como a Lacase, excretada pelo
Pleurotus ostreatus, ¢ a principal atuante na estrutura dos residuos lignoceluldsicos, estudos
para producao industrial desta enzima podem ser uma alternativa de otimizagdao do processo,

bem como reducao do tempo demandado para esta etapa prévia a digestao anaerdbia.
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5.4 CODIGESTAO ANAEROBIA — ETAPA 3
As caracteristicas dos residuos utilizados na digestdo anaerobia podem interferir
diretamente no processo, desta forma, a caracterizacdo fisico-quimica do indculo, residuo

alimentar e residuo de poda urbana utilizados na Etapa 3 ¢ apresentada na Tabela 42.

Tabela 42 - Caracterizagao fisico-quimica do in6culo e substratos utilizados na Etapa 3

Parametro Unidade Inéculo All(ifrslle(i:gr Pl::;;“lljl:;)gsa
pH - 7,12 4,68 6,32
Alcalinidade Total - AT mg L' 2328,80 673,00 125,70
Acidos Graxos Volateis - AGV mg L-! 153,10 1600,20 390,40
Demanda Quimica de Oxigénio - DQOt mgO, L 26486,30 96526,80 96241,70
Sélidos Totais - ST mg L' 57450,00 110450,00 806,00
Sélidos Totais Volateis - STV mg L-! 39675,00 101850,00 731,00
Solidos Totais Fixos - STF mg L-! 17775,00 8600,00 75,00
STV/ST - 0,69 0,92 0,91
Nitrogénio Kjeldahl Total - NKT mg L' 3370,00 2296,00 13,40*
Nitrogénio amoniacal mg L-! 1678,00 185,00 -
Carbono organico mg L' 22041,67 56583,33 406,11
Relagdo Carbono/Nitrogénio - C/N - 6,54 24,64 30,29
Carboidratos % ST - 64,55 -
Lipidios % ST - 20,28 -
Proteinas % ST 10,49 14,35 -

*mg g1
Fonte: A autora (2023)

Os residuos utilizados nesta etapa experimental apresentaram caracteristicas similares
aos residuos usados na Etapa 2 (Ensaio BMP), ainda, apresentam valores proximos aos
utilizados nos trabalhos desenvolvidos por Navarro (2020), Bortoloti (2021) e Borth (2021)
utilizando os substratos de fonte similar.

O indculo apresentou pH neutro (7,12), relagdo STV/ST de 69%, indicativo de
parcialmente estabilizado, baixa concentracio de AGV (153,10 mg L) e elevado poder
tamponante (AT de 2328,80 mg L!). Por sua vez, o RPU apresentou pH proximo da
neutralidade (6,32), elevado teor de matéria organica (STV/ST de 91%) e relacdo C/N (30,29)
adequada para sua utilizagdo como co-substrato com RA em processos anaerébios (BORTH,
2021). Ao estudarem a codigestao anaerdbia de residuo de jardinagem (grama, folhas e pedacos
de madeira) e residuo alimentar, Panigrahi, Sharma e Dubey (2020) obtiveram valores de
89,50% para ST, 87,30% para STV/ST e 45 para relacdo C/N de residuo de jardinagem.

Em relagdo ao RA, nota-se que suas caracteristicas acidas (pH 4,68) e baixa

alcalinidade (AT de 673,00 mg L!) ndo condizem com as faixas indicadas na literatura como
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ideais (pH entre 6,0 ¢ 8,0 ¢ AT acima de 1000 mg L) para o bom desempenho do processo,
segundo Chernicharo (2016) e Metcalf e Eddy (2016). No entanto, o residuo alimentar
apresentou alta concentragdo de carboidratos (64,55%), o que faz deste um substrato mais
degradavel e com grande conversao em biogas (LABATUT; ANGENENT; SCOTT, 2011).
Pramanik et al. (2019) estudaram sobre as caracteristicas dos residuos alimentares ¢ relatam
que a faixa indicada para carboidratos varia entre 5,70% e 53%, lipidios entre 1,30% e 30,30%
e proteinas entre 2,30% e 28,40%. Os teores de lipidios (20,28%) e proteinas (14,35%) estdo
proximos aos obtidos para RA no estudo de He et al. (2012) e dentro dos limites estabelecidos
por Pramanik et al. (2019).

As concentragdes dos macros e micronutrientes podem estimular ou inibir o processo
anaerobio, por isso, a caracteriza¢ao dos principais macro ¢ micronutrientes do RA utilizado

nesta etapa sao apresentados na Tabela 43.

Tabela 43 - Macro e micronutrientes do residuo alimentar utilizado na Etapa 3

Elemento Unidade Residuo alimentar

Boro (B) mg kg'! 5,70
Calcio (Ca) mg kg'! 400,00
Cobre (Cu) mg kg! 16,25
Enxofre (S) mg kg! 400,00
Ferro (Fe) mg kg*! 8,30
Fosforo (P) mg kg! 500,00
Magnésio (Mg) mg kg! 0,10
Manganés (Mn) mg kg! 3,42
Molibdénio (Mo) mg kg! ND
Niquel (Ni) mg kg! 1,89
Potéssio (K) mg kg! 500,00
Sodio (Na) mg kg! 1110,00
Zinco (Zn) mg kg'! 21,68

Fonte: A autora (2023)

Para evitar a inibicdo da digestdo anaerdbia, baixas concentracdes de Na, K, Ca e Mg
sao requeridas nos substratos, uma vez que nestas condigdes, ha a possibilidade de proliferacao
das bactérias fermentativas anaerdbias (BORTOLOTI, 2021). Especificamente em relacdo ao
sodio, em elevadas concentracdes podem ocasionar drastico aumento na pressdo osmotica e
consequente morte celular, inibindo o desenvolvimento das arqueas metanogénicas, em
especial as metanogénicas acetoclasticas (BORTH, 2021). Os resultados apresentados indicam

quantidades adequadas de macro e micronutrientes, sem interferéncia no sistema.
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5.4.1 Parametros de Controle Operacional

Os reatores foram operados simultaneamente por 70 dias, com 10 dias destinados para
a aclimatacdo do inoculo em batelada e 60 dias para o regime de alimentagdo semi-continuo. A
Figura 40 apresenta os valores de pH obtidos durante o monitoramento dos reatores.

Nota-se que para o periodo de partida de ambos os sistemas houve pequena variacao
dos resultados afluentes, uma vez que o RA e a equalizagdo com agua eram iguais nos dois
reatores, diferindo apenas o RPU utilizado. Por sua vez, considerando a grande quantidade de
indculo nesta fase, o pH dos efluentes variou entre 6,8 e 7,2, valores estes proximos a

neutralidade e ideais para o adequado desenvolvimento da codigestao anaerobia.

Figura 40 - Monitoramento de pH afluente ¢ efluente dos reatores em escala piloto
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Fonte: A autora (2023)

No TDH 1, iniciou-se a utilizagao do Dsob para diluicao dos substratos. A influéncia
desta modificagdo operacional ¢ verificada no pH afluente de ambos os reatores a partir desta
fase, j& que tais valores aumentaram com o decorrer do tempo. Challiol (2023) explica que a
recirculacdo do digestato em sistemas anaerdbios com substratos facilmente biodegradaveis

contribui com a estabilidade do processo. O pH efluente dos sistemas durante todo o
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monitoramento apresentou valores entre 6,75 ¢ 7,16 para o Reator A e entre 6,68 ¢ 7,20 para o
Reator B, todos dentro da faixa indicada pela literatura como aceitavel para a digestdo anaerobia
(CHERNICHARO, 2016).

Malinowsky (2016) afirma que o parametro pH estd entre as principais dificuldades
do tratamento anaerobio de residuos alimentares, isso porque este residuo apresenta elevado
teor de matéria organica e possibilidade de formacao de grande quantidade de acidos organicos
volateis, que podem acumular no reator e, se ndao consumidos adequadamente, agem
diretamente no poder tamponante do meio. No entanto, a utilizagao de um co-substrato como o
RPU contribui com o equilibrio das caracteristicas quimicas do RA e promove um aumento no
pH da mistura, proporcionando beneficios em relacdo a estabilidade e eficiéncia do processo
(BORTH, 2021).

Na Figura 41 sdo apresentados os valores de alcalinidade, acidos graxos volateis e

relacdo AI/AP dos reatores durante todo monitoramento.

Figura 41 - Monitoramento da AT, AGV e relacdo AI/AP dos reatores em escala piloto
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E possivel observar que os valores de alcalinidade total variaram de 190590 a
2998,80 mgCaCOs L' para as amostras efluentes do Reator A e de 1776,50 a
2891,60 mgCaCOs L! para o Reator B. O aumento progressivo da AT pode estar relacionado

ao processo de amonificagdo, uma vez que, conforme aponta Metcalf e Eddy (2016), para cada
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1 mg de nitrogénio organico amonificado, sdo gerados 3,57 mgCaCOs L!. Ressalta-se, também,
que todos os valores estiveram dentro da faixa 6tima reportada pela literatura (entre 1000 e
5000 mg L), contribuindo com a manutencdo do pH (METCALF; EDDY, 2016).

Durante a DA, especificamente na etapa de acidificagao, parte da alcalinidade advinda
dos bicarbonatos (Al - alcalinidade intermedidria) ¢ convertida em alcalinidade devido aos
acidos organicos (AP - alcalinidade parcial). Esta ultima é capaz de superestimar a
quantificagdo da alcalinidade total, por isso, faz-se necessario o monitoramento da Al e da
relagdo entre ambas (AI/AP). Valores elevados de AI/AP podem indicar maiores concentragdes
de AGV, com possibilidade de distirbios no sistema (CHERNICHARO, 2016; HELENAS,
2019; BORTH, 2021). Enquanto Chernicharo (2016) considera 0,3 a relagao ideal para AI/AP,
Foresti et al. (1999) afirmam que € possivel ocorrer estabilidade do processo em reatores que
apresentam uma relacao AI/AP acima de 0,3. Desta forma, ¢ fundamental monitorar tais valores
e permanecer alerta a possibilidade de desequilibrio no processo anaerdbio.

Durante todo o periodo experimental, os valores de AI/AP estiveram acima do
recomendado, com valores proximos a 0,5 para os dois reatores. Mesmo com valores acima de
0,3, nao foi identificada nenhuma instabilidade. Verifica-se, ainda, os valores inversamente
proporcionais de AT e AI/AP; a medida que os valores de AT aumentaram, a relagdo AI/AP
decresceu, indicativo de estabilidade e manutencao do pH (Figura 40).

Os resultados indicaram valores satisfatorios de AGV, entre 191,53 e 406,46 mg L!
para Reator A (média de 285,84 mg L) e 174,83 € 366,79 mg L' para Reator B (média de
253,44 mg L!). A necessidade de avaliar os AGV em um sistema esté relacionada ao equilibrio
dos microrganismos acidogénicos, acetogénicos € metanogénicos existentes no processo, uma
vez que tais acidos sdo os principais substratos e produtos deste consdércio microbiano, ou seja,
o acumulo dos AGV pode indicar auséncia de condi¢des ideais para crescimento bioldgico
(limitagdes cinéticas) ou a grande quantidade de produtos intermediarios, que podem provocar
inibicoes termodinamicas (AQUINO; CHERNICHARO, 2005; RIBEIRO, 2016).

Para uma visdo mais abrangente dos parametros de controle do processo, a Tabela 44
apresenta os valores médios dos pardmetros pH, alcalinidade total e 4cidos graxos volateis em

cada periodo de monitoramento dos dois reatores.

Tabela 44 - Valores médios de pH, alcalinidade total e AGV nos periodos de monitoramento

Reator A
Period pH Alcalinidade Total (mg L") AGYV (mg L)
eriodo
Afluente Efluente Afluente Efluente Afluente Efluente

Partida  6,25+028 6,98+0,15 112,93+50,15 2230,52+311,49 11433 +13,64 291,73 +51,37
TDHI  6,75+0,17 693+0,14 1665,16+527,30 2713,38+ 128,83 360,50 +72,27 293,90 55,90
TDH2  6,94+026 7,01£0,02 1777,87 560,42 2898,02+ 68,61 343,15+8946 271,88+ 70,82
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Reator B
Periodo pH Alcalinidade Total (mg L) AGV (mg L)
Afluente Efluente Afluente Efluente Afluente Efluente
Partida 6,18+0,09 6,96+0,18 84,06 + 43,31 2073,84£22526 121,20+12,97 261,66 +71,28
TDH1 6,68+022 6,92+0,12 1466,37+509,33 2547,04 +120,91 388,87 86,06 259,00=+26,84
TDH2 6,87+0,17 7,03+0,04 1671,08+525,08 2725,72+94,01 330,98 +88,33 239,66+4991

Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: inéculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

Além destes, outro critério usado para avaliar a estabilidade do processo anaerdbio ¢ a
relagdo entre os acidos graxos volateis e capacidade de tamponamento do meio (AGV/AT);
valores abaixo de 0,4 s3o considerados 6timos para a DA e valores acima de 0,6 indicam
sobrecarga do sistema (BROWN; LI, 2013; ALINO, 2020). Durante todo o periodo de
monitoramento dos reatores, ambos apresentaram relacio AGV/AT adequados, com valores

médios de 0,2 e 0,1 para Reator A e B, respectivamente.

5.4.2 Parametros de Desempenho do Sistema

Um dos principais objetivos da codigestdo anaerdbia ¢ a conversdo da matéria
organica, representada pelos STV e DQO, em metano, por meio das reagdes bioquimicas do
processo. A partir dos valores de STV ou DQO adicionados em cada alimentagdo, avaliou-se
as quantidades totais de massa afluente, efluente, acumulada e convertida em biogas para cada
fase de operacdo do reator (Tabela 45).

No periodo de partida, a taxa de conversao do Reator A foi de 12,25% para STV e
5,21% para DQO e do Reator B foi de 45,41% para STV e 19,14% para DQO. A diferenca de
resultado entre os dois reatores pode estar relacionada ao co-substrato utilizado: ainda que a
mistura adicionada no Reator A tivesse RA (residuo facilmente biodegradavel), parte de sua
composicao era de dificil degradagdo em pouco tempo (RPU bruto). Por sua vez, a grande
quantidade de microrganismos provenientes do indculo presente no Reator B, ousode RA ea
adicdo de um co-substrato previamente hidrolisado (RPU pré-tratado biologicamente),

facilitaram a conversao nesta fase.

Tabela 45 - Balan¢o de massa teorico para cada periodo de monitoramento dos reatores

Reator A
Periodo STVar STVrr STVgrmr STVc TCstv| DQOar DQOrr DQOrmr DQOc TCboo
(kg STV) (kgSTV) (kgSTV) (kgSTV) (%) | (kgOy) (kg0 (kg0 (kg0 (%)
Partida 0,21 0,17 0,43 0,05 12,25 0,62 0,57 1,28 0,07 5,21
TDH 1 0,51 0,34 0,88 0,56 63,88 2,12 1,04 3,34 2,48 74,32
TDH 2 0,55 0,33 0,87 0,55 63,13 2,06 1,12 2,91 1,80 61,63
Global 1,28 0,82 1,50 1,18 78,59 4,85 2,64 5,51 4,39 79,71
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Reator B
Periodo STVar STVrr STVRrmp STVce  TCstv| DQOar DQOrr DQOrmr DQOc TCboo
(kg STV) (kgSTV) (kgSTV) (kgSTV) (%) | (kg0 (kg0 (kg0 (kg0 (%)
Partida 0,21 0,11 0,43 0,19 45,41 0,62 0,49 1,28 0,25 19,14
TDH 1 0,50 0,33 0,73 0,50 68,39 2,21 0,97 3,25 2,44 75,30
TDH 2 0,58 0,28 0,81 0,55 67,79 2,23 1,08 3,03 2,00 66,18
Global 1,30 0,76 1,52 1,26 82,74 5,10 2,50 5,76 4,74 82,21

AF: afluente; RT: retirado; RMP: remanescente ao fim do periodo; C: convertido em biogas; TC: taxa de conversio;
Reator A: indculo + RA + RPU bruto; Reator B: indculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

Para os TDHs 1 ¢ 2, a taxa de conversdo em relagdo ao STV apresentou-se acima de
60% para ambos reatores, com valores médios de 63,88% no TDH 1 e 63,13% no TDH 2 para
Reator A € 68,39% no TDH 1 e 67,79% no TDH 2 para Reator B. Acredita-se que a utilizacao
do DSob para equalizacdo da mistura pode ter influenciado na adaptagdo/presenga dos
microrganismos do sistema, possibilitando um ambiente com melhores condigdes para
conversdao matéria organica em biogas e recirculacdo de nutrientes favoraveis as atividades da
comunidade microbiana.

Considerando que a carga organica volumétrica era a mesma por todo o periodo de
monitoramento para os dois sistemas (0,5 kgSTV m3d!) e que em escala piloto é mais facil
manter um controle operacional, os valores de massa adicionados ficaram préximos, com
pequena variagao entre si (entre 0,50 e 0,58 kg para STV e 2,06 e 2,23 kgO» para DQO).

A quantidade em massa remanescente nos reatores em cada um dos periodos refere-se
a matéria organica ndo convertida naquele espago de tempo. Verifica-se que estes valores foram
maiores para o Reator A do que para o Reator B nos TDHs 1 e 2, fato este explicado pelas
caracteristicas do co-substrato RPU que, quando bruto, podem promover certa dificuldade de
degradagao aos microrganismos devido as maiores concentracdes de lignina (Tabela 22).

E sabido que no processo de CoDA os microrganismos convertem a matéria organica
em biogds, biomassa e solidos fixos, portanto, monitorar a eficiéncia de remog¢ao dos STV e
DQO (representantes da MO presente) € de suma importancia. Espera-se que a matéria organica
seja parcialmente mineralizada, diminuindo os valores de ST e STV e aumentando dos STF
(METCALF; EDDY, 2016; CHERNICHARO, 2016; BORTH, 2021).

Em geral, ambos os reatores apresentaram resultados satisfatorios em relagdo aos
parametros de desempenho STV e DQO. No entanto, o Reator B apresentou maiores taxas de
conversao (82,74% para STV e 82,21% para DQO) quando comparados ao Reator A (78,59%
e 79,71%, respectivamente), possivelmente porque o RPU bruto utilizado como co-substrato

neste reator apresenta uma estrutura lignoceluldésica com compostos de dificil degradagao,
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como a lignina, demandando mais tempo/energia dos microrganismos para sua conversiao
(GOMES, 2019).

Como as misturas afluentes de ambos reatores foram produzidas com DSob para
equalizacao dos substratos, torna-se fundamental o monitoramento dos compostos nitrogenados
no sistema, uma vez que a recirculacdo do digestato sobrenadante pode promover acimulo de
amonia e, juntamente com 0s compostos caracteristicos dos residuos inseridos, atingir niveis
toxicos aos microrganismos anaerobios (LIU et al., 2020). A Figura 42 retrata o perfil de
nitrogénio total, amoniacal e amonia livre durante o periodo de monitoramento de ambos os

reatores.

Figura 42 - Monitoramento do NKT, N-amoniacal e NH3 dos reatores em escala piloto
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Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: in6culo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

Durante todo o periodo de monitoramento, identifica-se menores valores de NKT para
as amostras afluente dos reatores quando comparado aos valores efluentes. A concentragao
afluente de NKT durante a fase de partida foi de 306,62 mg L' para Reator A e de

288,19 mg L! para Reator B. Nos periodos seguintes houve um acréscimo na concentragio
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destes, devido as alimentacdes realizadas com residuos organicos ricos em nitrogénio, atingindo
uma média de 3673,16 mg L' para Reator A ¢ 3546,66 mg L™ para Reator B.

Embora os valores efluentes de NKT tenham variado durante os TDHs, nota-se
decréscimo nos valores deste composto quando se compara as amostras do meio e do final de
cada periodo, com exce¢do do TDH 1 para Reator B. Como o nitrogénio ¢ um nutriente
essencial na codigestdo anaerdbia, a reducdo indica consumo deste pelos microrganismos
(CHANDRA; TAKEUCHI; HASEGAWA, 2012b).

Com relacao ao nitrogénio amoniacal, observou-se um aumento dos valores efluentes
em ambos reatores em relagdo ao afluente em todos os periodos experimentais, provavelmente
relacionado ao processo de amonificagdo ou, ainda, associado a recirculagdo do DSob
(KOBAYASHI ef al., 2012). Durante a partida, os valores do Reator A variaram de 286,06 a
1022,07 mg L' e de 263,89 a 1195,90 mg L para Reator B. Nos TDHs 1 e 2, estes valores
variaram de 603,59 a 1342,51 mg L' e 575,96 a 1218,94 mg L"!, respectivamente, no Reator
A. Jano Reator B, estes valores estiveram entre 592,72 ¢ 1026,26 mg L' no TDH 1 e 599,00 e
992,75 mg L' no TDH 2.

Ressalta-se que a inibi¢do do processo de CoDA por nitrogénio amoniacal ocorre em
concentragdes superiores a 3.000 mg L™, sendo que seus efeitos estdo diretamente relacionados
ao tipo de substrato, indculo e condicdes ambientais do meio (pH e temperatura)
(PROBIOGAS, 2010; REN et al., 2018; KUNZ; STEINMETZ; AMARAL, 2019). Mesmo
assim, a maior concentragdo encontrada foi de 1342,51 mg L™! para o efluente do Reator A no
final do TDH 1 e de 1195,90 mg L™ durante o periodo de partida do Reator B, valores inferiores
aos estabelecidos.

Bortoli, Pra e Kunz (2019) afirmam que o pH e a temperatura influenciam a forma em
que o nitrogénio ¢ encontrado no meio. O equilibrio de dissociacdo a 25°C entre a amodnia livre
e 0 ion amonio ocorre em pH de 9,25, onde observa-se 50% de ambas as formas. Em pH inferior
ao ponto de equilibrio, predomina-se o ion amodnio. Por sua vez, em valores de pH superiores a
9,25, o equilibrio ¢ deslocado para formacao de amonia. Como neste estudo o pH dos reatores
situou-se proximo a 7, presume-se que a maior parte do nitrogénio amoniacal se encontrava na
forma ionizada. Além disso, os valores médios de N-amoniacal afluente e efluente obtidos nos
diferentes periodos foram de 568,11 mg L' e 1126,79 mg L! para Reator A e 583,92 mg L' e
1017,88 mg L' para Reator B, respectivamente.

Conhecer a concentracao de NH3 no sistema ¢ fundamental para o controle do processo
biologico por dois motivos: primeiramente, acredita-se que a amonia livre ¢ um dos principais

substratos envolvidos nos processos de oxidagao do nitrogénio pelos microrganismos, uma vez
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que exigem menos energia para serem transportados para o interior da célula quando
comparadas com as formas ionizadas; além disso, esta importancia relaciona-se ao potencial
toxico deste composto (BORTOLI; PRA; KUNZ, 2019). Borth (2021, p. 36) explica que “a
amonia livre ¢ inibitoria em concentracdes muito menores do que o ion amonio, entre 100 a
250 mg L!”. Conforme apresentado na Figura 42, durante todo o monitoramento dos Reatores
A e B, tanto os afluentes, quanto os efluentes apresentaram valores de amonia livre inferiores
as concentragdes inibitdrias, com valores que variaram de 0,07 mg L' 2 90,91 mg L.

Por fim, Silva et al. (2014) destacam que um fator chave para eficiéncia do processo
anaerobio ¢ a aclimatacdo dos microrganismos na presenga da amonia livre. Esta aclimatagao
pode ocorrer pela adaptagdo das espécies de arqueas metanogénicas presentes no reator ou pela

sele¢do natural da populagao, sobressaindo-se as espécies resistentes as condi¢cdes do meio.
5.4.2.1 Geragao de biogas e metano

A eficiéncia do processo de codigestdo anaerdbia também foi avaliada em fungdo da
produgdo de biogds, considerando seus aspectos qualitativos e quantitativos. A Figura 43
apresenta o perfil comportamental dos Reatores A e B em relagao a produgao acumulada e total

de biogas e percentuais de metano.

Figura 43 - Produc¢do de biogas e metano durante o monitoramento dos reatores
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No periodo de partida, o volume acumulado de biogés foi de 100,30 L para o Reator A
e de 164,00 L para o Reator B. O aumento de 63,51% do Reator B em relagao ao Reator A pode
estar relacionado ao RPU utilizado, uma vez para este sistema utilizou-se RPU pré-tratado.
Liew et al. (2012) afirmam que existe uma relagdo inversamente proporcional entre o
rendimento de biogas e concentracdo de lignina, e uma relacao proporcional entre o rendimento
de produgdo de biogés e a digestibilidade enzimatica da biomassa lignocelulésica.

Em todos os aspectos avaliados na partida, o Reator B apresentou resultados mais
satisfatorios quando comparados ao Reator A: maior producio média de biogas (16,40 L d™),
maior producio especifica de biogas (400,70 L kgSTV™!), maior produgio média de metano
(10,17 L d!), maior produgio especifica de metano (235,73 L kgSTV!) e maior percentual
médio de metano (58,83%).

No TDH 1, o maior pico de producdo de biogéas ocorreu no primeiro dia de operagdo
para os dois reatores (16,7 L para Reator A e 31 L para Reator B), com alta concentragdo de
metano (62,15% e 64,38%, respectivamente). Este fato pode estar relacionado a maior
disponibilidade de matéria organica e a hidrdlise do material de mais fécil biodegradabilidade,
justificando a maior conversdo em biogés. A diferen¢a de produgdo média de biogas entre os
reatores (49,81% a mais para o Reator B) € justificada pelo maior acesso aos agucares do RPU
previamente tratado pelos microrganismos anaerdbios.

A composi¢do do biogas ¢ um fator fundamental para 0 monitoramento de sistemas
anaerdbios. Quando em desequilibrio, € possivel identificar baixa produgdo de CH4 e maiores
producdes de CO> e H>S (HELENAS, 2019). Para os dois reatores, o TDH 1 foi o que
apresentou melhores resultados qualitativos do biogéas gerado. Neste periodo, os percentuais
médio e maximo de metano foram de 59,38% e 62,17%, respectivamente, para o Reator A e de
60,50% e 64,38% para Reator B.

Ja no TDH 2 ¢ possivel verificar uma mudanga importante no comportamento do
Reator A. Proximo ao dia 50 de operagdo, a produgdo de biogas deste (18,3 L) superou a
producao do Reator B (14 L). Esta conduta durou cerca de 13 dias, quando o Reator B retomou
a frente na produgao diaria de biogas.

Amaral, Steinmetz e Kunz (2019) explicam tal comportamento: quando a matéria
organica presente € complexa e de dificil degradac¢do, como € o caso do RPU bruto, a hidrolise
tem um papel relevante na velocidade global da degradacgado, podendo ser considerada uma etapa
limitante da velocidade da CoDA. O tempo de duragdo da hidrélise varia de acordo com as
caracteristicas do substrato e, no caso de residuos que apresentam lignina em sua composicao,

sua hidrolise pode ser mais lenta e/ou realizada de maneira incompleta.
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Ou seja, a presenga de RPU bruto na alimentagdo do Reator A atrasou sua completa
conversao em biogds, uma vez que os microrganismos demandaram mais tempo para hidrolisar
o material. Desta forma, enquanto a maior parte ou a totalidade do RPU pré-tratado
biologicamente ja estava sendo convertido no Reator B, o RPU bruto ainda estava sendo
hidrolisado pelos microrganismos, o que justifica o desempenho equivalente do Reator A apods
um tempo maior, quando comparado ao Reator B. Pode-se afirmar, portanto, que o pré-
tratamento biologico otimizou o tempo de codigestdo anaerdbia, pois sua conversao ocorreu
instantaneamente quando aplicado no sistema.

A Tabela 46 apresenta os valores médios de biogas e metano gerados durante o periodo
experimental. Ao avaliar todo o periodo de operagdo simultanea dos reatores, conclui-se que a
maior producdo de biogés ocorreu no Reator B, com um valor de 624 L, durante o TDH 1. Este
valor correspondeu a um aumento de 106,48% na producdo cumulativa de biogds, em
comparag¢do ao obtido no Reator A, no mesmo TDH (302,20 L).

Em termos de eficiéncia global, ambos os reatores apresentaram valores satisfatorios
para producio especifica de metano e percentual médio deste gas (248,80 L kgSTV! ¢ 58,85%
para Reator A e 376,61 L kgSTV™! e 59,42% para Reator B). No entanto, o Reator B apresentou
49,89% a mais de biogas acumulado. Isso significa que mesmo com elevados percentuais de
metano em todas as fases experimentais, a producao de biogas foi subestimada no Reator A,
que poderia apresentar melhores rendimentos em geracao de biogds e, consequentemente,
maiores produgdes de metano, caso a lignina presente na composi¢ao do RPU bruto tivesse sido
previamente hidrolisada.

Destaca-se que os percentuais médios de CH4 durante os 70 dias de monitoramento
estdo de acordo com a literatura, entre 50 e 70% (WEILAND, 2010; DEUBLEIN;
STEINHAUSER, 2011; FERREIRA, 2015; ANGELIDAKI et al, 2018). Abatzoglou e
Boivin (2009) explicam que o grau de pureza e a concentragdo de metano sdo os principais
fatores a serem considerados em termos de potencial calorifico do biogas, que varia entre 15 e
30 MJ Nm™. Dentre os principais contaminantes que afetam o potencial energético do biogas,
destacam-se o sulfeto de hidrogénio (H2S) e o didxido de carbono (CO»).

O CO2 ¢ um dos principais constituintes do biogés, correspondendo a um volume de
20 a 30% em substratos provenientes de residuos da agricultura (WELLINGER; MURPHY;
BAXTER, 2013). Sua presenga pode interferir diretamente no potencial energético do biogas,
especialmente por ocupar volume e ser inerte em termos de combustdo. O percentual médio de
didxido de carbono no Reator A variou de 30,56 a 38,95%, com uma média de 37,01%. J& para

o Reator B, a média global foi de 37,37%, com valores entre 29,86% ¢ 39,39%.



Tabela 46 - Analises quali-quantitativas do biogds gerado por TDH em cada reator
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Reator A
Volume Producio Producio Producio Producio
acumulado de média de especifica de média de especifica de
Periodo biogas biogas biogas metano metano % média CHy % max. CHy % média CO:  ppm média H2S
(L) (LdhH (L kgSTVh) (Ldh (L kgSTV)
Partida 100,30 10,03 £ 6,27 245,14 6,03 £3,86 142,84 58,27 £ 4,81 62,00 30,56 £ 6,19 1674,50 = 247,51
TDH1 302,20 10,10 + 3,61 340,74 6,01 £2,22 202,33 59,38 £ 1,88 62,17 36,90 = 1,97 831,69 + 242,70
TDH2 520,50 17,40 +£ 6,72 586,94 10,25+ 4,12 343,36 58,50 + 2,05 62,15 38,95+ 1,95 581,71 £ 100,75
Global 923,00 13,19 £ 6,54 422,83 7,83 £3,95 248,80 58,85+2,55 62,17 37,01 £3,78 827,55 +£397,42
Reator B
Volume Producio Producio Producio Producio
acumulado de média de especifica de média de especifica de
Periodo biogas biogas biogas metano metano % média CHs % max. CHs % média CO2  ppm média HzS
(L) (LdhH (L kgSTVh) (Ldh (L kgSTV)
Partida 164,00 16,40+ 11,16 400,70 10,17 £ 7,22 235,73 58,83 £6,27 64,00 29,86 + 8,04 208,50 + 75,42
TDH1 642,00 20,80 £ 4,92 703,67 12,61 £3,11 425,72 60,50 = 1,24 64,38 37,50 = 1,87 383,54 £ 66,86
TDH2 595,50 19,90 + 5,02 671,53 11,65+ 3,08 393,12 58,54 + 1,57 61,86 39,39+ 1,28 421,14 £ 69,07
Global 1383,50 19,76 + 6,25 633,81 11,85+ 3,94 376,61 59,42 +£2,78 64,38 37,37 +4,24 377,93 £ 95,59

Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: in6culo + RA + RPU pré-tratado biologicamente

Fonte: A autora (2023)
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O aumento da concentragdo de CO> no biogas, o aumento do AGV (de 291,73 para
293,90 mg L) e a reducdo dos valores de pH (de 6,98 para 6,93) da partida para o TDH 1 no
Reator A, indicam a prevaléncia das fases acidogénicas e acetogénicas. Zhang et al. (2008)
explicam que durante a fase acida, ha a formagao de acidos graxos volateis e consequente queda
de pH, o que reduz a atividade dos microrganismos metanogénicos. No entanto, na sequéncia
(do TDH 1 para o TDH 2), o AGV gerado foi consumido durante a fase metanogénica (de
293,90 para 271,88 mg L!) e o aumento da concentragio de AT (de 2713,38 para
2898,02 mg L) é devido a presenga CO2 no biogas (média de 38,95%), o que também explica
a maior producio média e especifica de metano nesta fase (10,25 L d! e 343,36 L kgSTV™!)
(SCHIRMER et al., 2014).

Beil e Beyrich (2013) relatam que dependendo da composi¢do do substrato utilizado
na codigestdo anaerobia, o biogés gerado podera apresentar variagdo na concentra¢dao de HoS
(entre 100 e 10.000 ppm) e, em situagdes extremas, até¢ 30.000 ppm. Sua avaliacdo e controle
sdo fundamentais, pois apesar de ser um gas inflamavel que contribuiu no potencial energético
do biogas, ¢ um gés toxico, confere mau odor e sua presenca pode causar corrosdao nos tanques
de armazenamento, tubulacdes metalicas e motores de combustao, resultando na deterioragao
da infraestrutura do sistema (SILVA; MEZZARI, 2019).

Neste sentido, a média global de H>S gerado no Reator A foi de 827,55 ppm, com
valores que variaram de 1674,50 ppm na partida até¢ 581,71 ppm no TDH 2. No Reator B, a
geracdo global de HaS foi 54,33% menor do que no Reator A (377,93 ppm), com valores entre
208,50 e 421,14 ppm durante o periodo experimental.

Malinowsky (2016), objetivando beneficiar as caracteristicas de funcionamento de um
biodigestor, realiziou o tratamento anaerdbio dos residuos organicos (RSO) de restaurante
universitario utilizando a co-digestdo com residuos de jardinagem (RJ), alimenta¢do semi-
continua, temperatura mesofilica (35°C) e cargas organicas de 1,0, 2,0 e 4,0 kgSTV m~>dia™’.
Dentre os principais resultados, verificou-se a maxima eficiéncia de conversao de s6lidos em
biogas (6,4%), concentracio de 64% de metano no biogis, PEM de 0,45LCH4 gSTV! e
remocdo de DQO superior a 60% para a carga de 2,0 kgSTV m~>dia™!. Ao aumentar a COV para
4,0 kgSTV m3dia™!, ocorreu a acidificagdo do meio (pH = 4).

Navarro (2020), ao monitorar o desempenho de um reator em escala piloto de 60 litros,
adotando a CoDA de residuos alimentares com residuos vegetais, obteve estabilidade do
sistema até o 130°dia de operagdo, acumulando 2888 L de biogés, com média de 60% de metano
ou 1185 LCHa4. A produgdo de biogas e metano aumentou quando a COV foi elevada de 0,50

para 0,75 kgSTV m>d"!, correspondendo ao acréscimo de 20% de biogas e 15% de metano. No
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entanto, o residuo vegetal ndo apresentou boa degradacao e pode ter sido utilizado na codigestao
anaerobia como material suporte para os microrganismos.

Borth (2021) avaliou a influéncia da adi¢ao de residuo de poda de grama (RPG) no
desempenho da digestdo anaerdbia de residuo alimentar de um restaurante universitario (RRU).
Para isso, conduziu um experimento com biodigestores em escala piloto, com volume total de
500 L, operados de modo semi-continuo com foco em andlises do efluente e do biogas gerados.
O co-tratamento de RRU e RPG em escala piloto resultou em melhor desempenho na digestao
anaerdbia, atingindo 73% de remogdo de STV, producio de 86 L d™! de biogis e 67% de CHa.
No entanto, as imagens de MEV das particulas de RPG indicaram que estas serviram,
principalmente, como meio suporte aos microrganismos, os quais se fixaram de diferentes

formas ao substrato, formando biofilmes.

5.4.2.2 Acidos graxos volateis

As Figuras 44 e 45 apresentam os resultados das analises cromatograficas referentes
as propor¢des de acidos organicos identificados nas amostras efluentes dos reatores.

Durante o periodo experimental, ¢ possivel identificar oscilagdo das concentragdes
médias de acido acético nos Reatores A e B. No primeiro, estes valores passaram de 153,46 +
6,90 mg L' na partida para 100,33 + 51,11 mg L' no TDH 1 e deste, para 132,61 = 98,43 mg
L' no TDH 2, com valor médio de 128,80 + 70,89 mg L'!. No Reator B, estes valores também
foram variados (161,43 £ 4,14 mg L™, 72,48 £ 47,26 mg L' € 98,73 + 51,23 mg L™! na partida,
TDH 1 e TDH 2, respectivamente), com média de 110,88 = 51,31 mg L.

Os valores de desvio padrdao obtidos em ambos reatores indicam a grande variancia
que estes dados apresentaram durante o periodo de avaliagdo. Apesar dos dois reatores seguirem
0 mesmo comportamento, a média de concentragdo de acido acético no efluente do Reator B
foi 22,01% menor do que no Reator A, indicando maior equilibrio do consumo de matéria
organica pelos microrganismos deste sistema.

Ao considerar a partida e o TDH 1, identifica-se que em ambos os reatores as
concentragdes de acetato reduziram, indicio de consumo deste acido pelos microrganismos,
sugerindo a presenca de microrganismos acetoclasticos, os quais sdo responsdveis pela

conversao de acetato em metano.



Figura 44 - Concentracdes de AGV no Reator A durante o periodo experimental
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Figura 45 - Concentracdes de AGV no Reator B durante o periodo experimental
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Por sua vez, quando avaliado os TDHs 1 e 2, nota-se pequeno aumento na
concentragdo de acido acético. Silvério (2017) explica que o acimulo de acido acético em
reatores metanogénicos pode estar relacionado a baixa atividade das arqueas metanogénicas. O
metabolismo e velocidade de crescimento mais lentos das metanogénicas sdo fatores de
vulnerabilidade intrinseca do sistema para o equilibrio de geracdo e consumo de metabolitos.
Isso significa que ¢ fundamental que as arqueas hidrogenotréficas consumam hidrogénio e as
acetoclasticas consumam acetato em velocidades satisfatorias para evitar o acamulo de acido
acético no reator.

Tratando-se do 4cido propidnico, tanto no Reator A, quanto no Reator B, observa-se
aumento de concentragdo no TDH 1, seguido por recuperaciao dos reatores, com consumo do
mesmo no TDH 2. Os valores na partida, TDH 1 e TDH 2 variaram entre 5,48 = 0,29 mg L™,
11,59 £ 1,16 mg L'e 8,12+ 1,46 mg L' para Reator A e entre 8,40 + 3,84 mg L' 11,32 +
2,47mg L1e 9,36 + 3,30 mg L! para Reator B, respectivamente. Reatores que favorecem o
crescimento disperso da biomassa ndo garantem uma efetiva separagdo das fases acidogénica,
acetogénica e metanogénica. Desta forma, o acumulo de propionato nesses reatores pode
ocorrer durantes condigdes de deficiéncia nutricional, presenca de compostos toxicos ou
choques de carga, devido as limitagdes termodindmicas causadas pela acumulagdo de
hidrogénio e acetato (CHERNICHARO, 2016).

Outro acido gerado em grande quantidade nos reatores foi o isobutirico, no entanto, no
decorrer do experimento, houve consumo deste por parte dos microrganismos anaerobios. As
concentracdes variaram de 77,88 + 13,12 mg L™! para 62,88 + 11,15 mg L™! no Reator A e de
69,09 + 25,54 mg L™ para 53,70 £+ 11,29 mg L' no Reator B.

Os AGV com mais de quatro carbonos (como os acidos butirico, isovalérico e valérico)
ndo sdo usados diretamente pelos microrganismos metanogénicos, sendo necessario sua
conversao preliminar em 4cido acético (WANG et al., 1999). Portanto, pode-se afirmar que as
menores concentracoes destes acidos podem estar relacionadas a sua prévia conversao em acido
acético, com concentracdes remanescentes ao final o pré-tratamento. Para estes acidos, foram
verificados em concentragdo maiores nas fases de partidas dos reatores e todos foram

consumidos nos TDHs seguintes, ndo sendo identificado acimulo ao final do monitoramento.

5.4.2.3 Compostos inibidores

Os teores de 2-furfuraldeido (FF), 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) e compostos

fendlicos totais foram determinados durante o periodo experimental em ambos reatores para
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monitorar o consumo destes compostos ao longo do experimento. Os resultados podem ser

visualizados na Tabela 47.

Tabela 47 - Compostos inibidores nos reatores durante o periodo experimental

Reator A
Periodo FF 5-HMF Compostos Fenolicos Totais
(mg L™ (mg L' (mg L)
Partida 6,480+ 1,04° 4,375+0,73% 0,370+ 0,05 ¢
Metade TDH 1 0,984 +0,01° 0,972 +0,01° 0,580+ 0,40 ©
Final TDH 1 0,028 £0,04° 0,485+ 0,03 ¢ 0,340+ 0,129
Metade TDH 2 ND 0,096 + 0,01 ¢ 0,810+0,40?
Final TDH 2 ND ND 0,660 +0,51°
Reator B
Periodo FF 5-HMF Compostos Fendlicos Totais
(mg L) (mg L™ (mg L™
Partida ND 0,262 +0,012 0,790 £0,55°
Metade TDH 1 ND ND 0,870+£0,34°
Final TDH 1 ND 0,037 +0,02° 1,180+ 0,55°
Metade TDH 2 ND 0,046 £ 0,02 ° 1,710 £ 091 ®
Final TDH 2 0,048 + 0,01 ND 1,770 £ 0,39 ®

ND: nao detectado
Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: in6culo + RA + RPU pré-tratado biologicamente

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p-valor < 0,05), de acordo com o teste de Tukey
Fonte: A autora (2023)

Ribeiro (2016) afirma que a presenca de derivados de furanos (furfural e 5-
hidroximetilfurfural) e compostos fenodlicos no meio podem promover toxicidade aos
microrganismos quando em elevadas concentragdes. Segundo Aquino e Chernicharo (2005), a
presenca de compostos toxicos afeta, principalmente, os microrganismos de crescimento lento,
ou seja, os acetogénicos € metanogénicos acetoclasticos, resultando em acimulo de AGV e
baixa produgdo de metano. Silvério (2017) apresenta que além da reducdo nos produtos da
digestdo anaerdbia, a inibi¢do pode se manifestar sob a forma de fase /ag prolongada.

Diversas classes de compostos fenolicos podem causar efeitos inibitorios na CoDA,
especialmente no processo de metanogénese. No entanto, Monlau et al. (2014) explicam que o
consorcio microbiano pode se adaptar a presenga destes compostos, seja tolerando sua presenca
ou consumindo-os e convertendo-os em biogas. Silvério (2017) afirma que o FF e o 5-HMF
apresentam efeitos ao processo metanogénico, inclusive, similares aqueles causados pelos
compostos fenolicos.

Durante a partida do Reator A, ¢ possivel identificar presenca de FF e 5S-HMF em
concentragdes de 6,480 e 4,375 mg L, respectivamente. Porém, tais compostos foram
consumidos no decorrer do processo anaerdbio, sendo que ao final dos 70 dias de
monitoramento, ndo havia mais resquicios destes no reator. Badshah (2012) afirma que em

baixas concentragdes (entre 0 e 2000 mg L), os inibidores podem ser degradados pelos
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microrganismos anaerobios. Afirma ainda que o inoculo tem papel importante nesta finalidade,
uma vez que sua adaptacdo e concentra¢do podem influenciar no consumo dos inibidores.

Embora varidvel, a presenga dos compostos fendlicos totais no Reator A nao interferiu
no processo anaerdbio, uma vez que as concentragdes obtidas (entre 0,340 ¢ 0,810 mg L) estdo
abaixo das reportadas na literatura como inibitérias (> 1200 mg L™') (BADSHAH, 2012).

Comportamento diferente foi identificado no Reator B durante o periodo experimental.
Para o composto 2-furfuraldeido, os valores apresentaram-se crescentes, atingindo a
concentragdo de 0,048 mg L' ao final do TDH 2. Com concentragdes variaveis, os valores
obtidos para o composto 5-hidroximetilfurfural passaram de 0,262 mg L' na partida para
0,037 mg L' ao final do TDH 1 e completamente consumido ao fim do TDH 2. Ressalta-se que
mesmo presente no meio, as baixas concentragdes nao afetaram o processo anaerdbio. Badshah
(2012) estabelece que apenas concentragdes de 2000 a 3000 mg L' de FF e 5-HMF afetam a
produgio de biogas, demonstrando inibi¢io completa em 6000 mg L.

Em relagdo aos fenodlicos totais, houve produgdo deste no decorrer da codigestdo
anaerdbia. Os valores foram de 0,790 a 1,770 mg L™! entre a partida e o fim do TDH 2. Mesmo
crescente, a faixa identificada ndo ¢ capaz de promover toxicidade aos microrganismos e
inibi¢do no processo.

Ao avaliar o contexto geral do experimento, nota-se que ndo foi detectado
concentragdes de furfural apds o pré-tratamento bioldgico. Porém, durante o monitoramento
dos reatores, mesmo em pequenas concentragdes, tal composto foi identificado. Foi observado
também a presenca, consumo e gera¢ao de S-HMF no Reator B. Este comportamento pode estar
associado a Reagdo de Maillard - sequéncia de reagdes quimicas que ocorrem durante o preparo
dos residuos alimentares (um dos co-substratos presentes nos dois reatores).

De acordo com Francisquini et al. (2017), a Reacdo de Maillard ¢ representada por
uma série complexa de reagdes que surge, principalmente, durante o aquecimento e
armazenamento prolongado de produtos alimenticios, resultando em modifica¢des na qualidade
dos alimentos e favorecendo a formagdo de compostos responsaveis pelo aroma, sabor e cor
dos alimentos tratados termicamente.

A Reagao de Maillard ocorre em trés estagios distintos: estagio inicial, intermediario
e final. No estagio inicial, h4a a condensacao da carbonila de um aminoacido e de um agucar
redutor, resultando na formag¢ado do primeiro composto estavel da reagao, o produto de Amadori.
Quando o aquecimento e/ou armazenamento do alimento € prolongado, inicia-se o estagio
intermediario, caracterizado por reagdes quimicas a partir dos compostos de Amadori, gerando

compostos dicarbonilicos, redutonas, produtos da degradacdo de Strecker e derivados do
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furfural, como o 5-hidroximetilfurfural. Por fim, o ultimo estagio consiste na reacdo dos
produtos intermediarios com outros grupos, formando compostos estaveis, além de reagdes de
fragmentagdo e polimerizagdo, gerando melanoidinas e estruturas fluorescentes (SHIBAO;
BASTOS, 2011).

Para o contexto apresentado, destaca-se o estagio intermedidrio (ou segunda fase),
especialmente pela formacdo do produto 5-hidroximetilfurfural. Francisquini et al. (2017)
apresentam a interferéncia do S-HMF em processos bioldgicos, o qual estd relacionado com a
inibicdo do crescimento celular e, consequentemente, possibilidade de inibicdo da digestdo
anaerobia caso esteja em grandes concentragdes.

Para o experimento em questdo, nenhum dos compostos inibidores estiveram presentes
em concentracdes prejudiciais ao processo, no entanto, ressalta-se a importancia de monitorar
atentamente a presenga destes, seja na sua geracdo apOs o pré-tratamento de residuos
lignoceluldsicos, ou na utilizagdo de residuos alimentares que sofreram a Reagdo de Maillard

no seu preparo.

5.4.2.4 Comunidade microbiana

Como os mecanismos da CoDA estdo associados ao metabolismo dos microrganismos
quando expostos a matéria organica, torna-se fundamental compreender a forma em que estes
diferentes microrganismos atuam no processo anaerdbio, principalmente porque pequenas
variagOes nas condi¢des operacionais dos reatores podem induzir flutuagdes na composicao e
atividade da comunidade microbiana (LI ez al., 2018; SANTOS et al., 2021). Chen et al. (2019)
explicam que a diversidade e abundancia dos microrganismos determinam o desempenho das
etapas envolvidas (hidrdlise, acidogénese, acetogénese e metanogénese) e o equilibrio entre
elas.

Para avaliar a diversidade microbiana existente e atuante nos reatores da Etapa 3,
foram submetidas a andlises as amostras do inicio e fim do processo. O indculo utilizado na
fase de partida foi 0 mesmo para ambos reatores, portanto, utilizou-se a mesma amostra para
identificacdo inicial. Analisou-se, também, as amostras finais do periodo experimental (final do

TDH 2), sendo elas: Reator A e Reator B.
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5.4.2.4.1 Bacterias

As Figuras 46 a 50 apresentam os resultados referentes a abundancia dos grupos
taxondmicos filo, classe, ordem, familia e género de bactérias presentes no indculo e efluentes
dos reatores no periodo experimental.

Foram encontrados representantes de quinze filos bacterianos diferentes durante todo
o periodo experimental, além de filos menos expressivos, sendo distribuidos da seguinte
maneira: para a amostra inicial (in6culo), os grupos mais relevantes foram Firmicutes (48,57%),
Bacteroidota (19,31%), Proteobacteria (7,51%) e Desulfobacterota (5,81%). Para a amostra
final do Reator A, identificou-se como principais filos Actinobacteriota (22,52%), Bacteroidota
(17,42%), Firmicutes (13,57%), Thermotogota (9,05%), Halobacterota (8,01%),
Desulfobacterota (6,16%) e Fusobacteriota (5,18%). Para o Reator B, a amostra do final do
TDH 2 apresentou os seguintes filos predominantes: Actinobacteriota (24,91%), Bacteroidota
(16,13%), Firmicutes (14,44%), Halobacterota (8,99%), Thermotogota (8,54%) e
Spirochaetota (7,57%).

Figura 46 - Abundancia relativa de filo das bactérias presentes nos reatores em escala piloto
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As espécies bacterianas e suas respectivas predominancias variam de acordo com as
condi¢des ambientais e natureza do meio, principalmente quando considerado os requisitos
ambientais de cada espécie. Firmicutes, Bacteroidota e Proteobacteria sdo filos que apresentam
grande abundancia e contribuem com a hidrdlise na produgdo de enzimas como celulases,
lipases e proteases, além disso, as Bacteroidota e Proteobacteria podem contribuir com a etapa
de acidogénese (SANTOS et al., 2021).

Integrantes do filo Firmicutes foram encontrados em todas as amostras analisadas.
Compreende um grupo de bactérias que vivem no rumem ¢ intestino de animais ¢ também
podem ser encontradas em reatores anaerobios com elevada concentracdo de matéria organica.
Trata-se de bactérias gram-negativas mesofilicas que produzem enzimas extracelulares, como
protease, lipase, hemicelulase e celulase para hidrolisar a matéria organica, além de
fermentarem glicose e lactato, produzindo como produtos finais os acidos valérico, propionico
e butirico (LUCENA, 2008; BORTH, 2021).

As bactérias pertencentes ao filo Bacteriodota sao metabolicamente diferentes,
quimiorganotréficas e capazes de crescer em varios de substratos complexos. Sao responsaveis
produzir acidos graxos volateis a partir de processos hidroliticos de compostos organicos
macromoleculares e por degradar aminodacidos, glicerol, glicose e outros polissacarideos. Além
disso, podem atuar na degradacdo de proteinas e desempenhar papéis importantes na
estabilizacdo de residuos semissolidos. As espécies deste filo habitam solos, d4gua doce e
ambiente marinho, bem como, sedimentos em temperatura meséfila (LUCENA, 2008; KRIEG
etal.,,2010; BORTH, 2021). Assim, a presenca deste filo nas propor¢des de 19,31%, 17,42% e
16,13% nas amostras indculo, Reator A e Reator B, respectivamente, sdo justificadas.

Os organismos do filo Proteobacteria constituem o maior € mais diverso grupo de
bactérias cultivadas, apresentando enorme diversidade de morfologia e metabolismo. Incluem
patdgenos, fixadores de nitrogénio e organismos fotossintéticos (MOTTERAN, 2013). Por se
tratar de um grupo de bactérias hidroliticas de matéria organica, sdao grandes produtoras de
acidos organicos. A produgdo do acido acético por estes microrganismos, por exemplo, tem
papel importante na produgdo de metano por metanogénicas acetoclasticas (BORTH, 2021).

O filo Actinobacteriota representou o maior grupo encontrado nos Reatores A e B.
Pertencem a este grupo bactérias que tém importante papel na decomposicdo da matéria
organica e no ciclo do carbono. Refere-se a um grupo capaz de sintetizar enzimas extracelulares
que degradam macromoléculas complexas encontradas nos solos, como proteinas, amido,
quitina, humus, celulose e lignocelulose. A abundante presenca deste filo nos reatores pode

estar relacionada a presenga de RPU como co-substrato, seja bruto ou pré-tratado. Em geral, as
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Actinobactérias estdo presentes na rizosfera (regido do solo onde as raizes das plantas crescem
e conseguem agua, sais minerais e nutrientes); assim, sdo parte fundamental deste ambiente,
especialmente por suas interagdes com os residuos lignoceluldsicos (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006; SIDDHARTHAN et al., 2022).

Os filos Thermotogota, Halobacterota, Desulfobacterota, Fusobacteriota e
Spirochaetota foram identificados em menores propor¢des. Importante destacar que o filo
Spirochaetota foi encontrado apenas no Reator B (7,57%) e ¢ capaz de converter acido
propionico, butirico, valérico e outros compostos organicos simples em acido acético, H e CO».
A presenga deste filo é benéfica ao sistema, pois o acido acético pode ser utilizado pelas arqueas
para a producao de metano. Com isso, o filo Spirochaetota tem papel importante na estabilidade
do sistema e geracdo de metano (SHEN ef al., 2018; CHEN et al., 2019; BORTH, 2021). A
presenca destes microrganismos no Reator B pode ter contribuido para um melhor balango entre
acidogénese e metanogénese e, consequentemente, maior produgdo de metano.

Dentre as mais de vinte classes de bactérias identificadas nas amostras analisadas
(Figura 47), destacam-se as classes Clostridia (43,12%), Bacteroidia (19,48%) e
Gammaproteobacteria (7,51%) para o indculo; Actinobacteria (22,22%), Bacteroidia (17,58%)
e Clostridia (10,55%), Thermotogae (9,05%), Methanosarcinia (7,68%) e Fusobacteriia
(5,18%) para o Reator A; e Actinobacteria (24,50%), Bacteroidia (15,56%) e Clostridia
(11,88%), Thermotogae (8,54%) e Methanosarcinia (8,35%) para o Reator B.

Na amostra do indculo, a classe Clostridia, pertencente ao filo Firmicutes, dominou a
abundancia relativa, seguido pela classe Bacteroidia, pertencente ao filo Bacteroidota. Somente
nesta amostra foi identificado a classe Gammaproteobacteria pertencente ao filo
Proteobacteria.

Para as amostras referentes ao final do experimento (Reator A e B), observa-se a
dominancia de Actinobacteria, pertencente ao filo Actinobacteriota. Na sequéncia, as classes
com maior dominancia foram Bacteroidia, Clostridia, Thermotogae ¢ Methanosarcinia em
ambos reatores. A maior quantidade de Actinobacterias nos reatores, principalmente no
Reator B, pode estar relacionada a utilizagdo de RPU como co-substrato, uma vez que esta
classe apresenta afinidade com residuos lignoceluldsicos, especialmente se pré-tratado.

Bactérias da classe Thermotogae sdo de grande interesse do ponto de vista
biotecnoldgico, pois apresentam estabilidade a altas temperaturas e capacidade de utilizar
varios carboidratos complexos, como celulose e xilanas, para produgao de biogés e hidrogénio
(GUPTA; BHANDARI, 2011). As maiores abundancias desta classe nos reatores relacionam-se

as caracteristicas do RPU, que podem conter compostos fenolicos como acidos tanico e humico,
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carotenoides, clorofila, antocianinas, betalainas, riboflavinas, quinonas, caramelos

(KASTER et al., 2011).

Figura 47 - Abundancia relativa de classe das bactérias presentes nos reatores em escala piloto
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Fonte: A autora (2023)

Apenas bactérias da classe Bacteroidia estiveram presentes em todas as amostras.
Ressalta-se que esta classe ¢ composta por bactérias que estdo envolvidas nas etapas de hidrolise
e acidogénese da digestao anaerdbia, sendo importantes na degradagao de polimeros complexos
(DIAS et al., 2016; JABARI et al., 2016).

Conclui-se que a presenga das classes pertencentes aos filos Firmicutes, Bacteroidota
e Thermotogae ¢ de grande relevancia para o processo, uma vez que siao responsaveis pela
degradacao de compostos organicos complexos, de modo que a abundancia desses filos nos
Reatores A e B indicam que microrganismos capazes de degradar estes compostos estavam
presentes na CoDA dos residuos alimentares e, principalmente, residuos de poda urbana,
contribuindo com a estabilidade do sistema e alta produ¢ao de metano (BARROS, 2017).

Para as amostras analisadas, pode-se observar uma diversidade referente a ordem das
bactérias (Figura 48). As ordens de bactérias predominantes na amostra do indculo foram
Clostridiales (26,33%), Bacteroidales (18,37%), Peptostreptococcales Tissierellales (9,46%) e
Aeromonadales (7,51%).
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Figura 48 - Abundancia relativa de ordem das bactérias presentes nos reatores em escala piloto
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Para os Reatores A e B, as principais ordens de bactérias identificadas foram:
Micrococcales (21,39% e 23,34%), Bacteroidales (17,12% e 14,33%), Petrotogales (8,34% e
7,13%), Methanosarciniales (7,68% e 8,35%) e Clostridiales (6,42% ¢ 5,26%),
respectivamente. Somente no Reator A foi identificado a ordem Fusobacteriales (5,18%). Nas
ordens identificadas em todas as amostras (Clostridiales ¢ Bacteroidales), houve redugdo do
inicio (in6culo) ao final do processo de 75,62% e 6,81% para Reator A e 80,02% e 21,99% para
Reator B, respectivamente.

Foram identificadas, ao menos, trinta familias nas amostras avaliadas (Figura 49).
Dentre as mais abundantes, destacam-se no inoculo Clostridiaceae (26,33%),
Peptostreptococcaceae (8,77%), Aeromonadaceae (7,51%) e Williamwhitmaniaceae (6,38%).
A familia Clostridiaceae possui bactérias que podem metabolizar varios compostos, como
carboidratos, aminoacidos, alcoois e purinas. Os &cidos butirico, acético, acido latico e/ou
etanol, propanol ou butanol sdo produtos da fermentacao de suas espécies (MAUNE; TANNER,
2012; ALOU et al., 2018; OLIVEIRA, 2021).
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Figura 49 - Abundancia relativa de familia das bactérias presentes nos reatores em escala piloto
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Para Reator A, as familias abundantes foram Bogoriellaceae (21,39%), Petrotogaceae
(8,35%), Methanosaetaceae (7,68%), Clostridiaceae (6,43%) e Leptotrichiaceae (5,18%). Ja
para Reator B foram Bogoriellaceae (23,34%), Petrotogaceae (8,37%), Methanosaetaceae
(8,35%) e Clostridiaceae (5,26%).

A abundancia relativa ao género das bactérias no indculo e final de monitoramento dos
Reatores A e B s@o apresentados na Figura 50. No inoculo, destacam-se Clostridium (25,64%),
Terrisporobacter (6,59%) e BLVII28 (5,39%). No Reator A, apresentam-se Georgenia
(21,39%), Methanosaeta (7,68%), SCI103 (6,53%), Clostridium (6,43%) e Hypnocyclicus
(5,18%). Por sua vez, no Reator B destacam-se os géneros Georgenia (23,34%), Methanosaeta
(8,35%) e Clostridium (5,26%).

O género Clostridium, mais abundante no inoculo, abriga microrganismos versateis
metabolicamente. Embora a maioria das espécies de Clostridium sejam quimiorganotroficas,
algumas apresentam-se como quimioautotroficas ou quimiolitotroficas; também sdo bactérias
anaerobias estritas, embora a tolerancia ao oxigénio ja tenha sido detectada em vérias espécies;

e, por fim, produzem acidos organicos a partir de agucares ou proteinas. Clostridium também
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participa da degradagdo anaerobia de compostos toxicos e recalcitrantes (MOTTERAN, 2013).
Desta forma, a presencga de Clostridium é bem justificada nas amostras analisadas.

Importante destacar que embora ndo sejam capazes de invadir células, as bactérias do
género Clostridium produzem toxinas e enzimas que podem causar doengas tanto intestinais
(relacionadas com alimentos), quanto musculares (relacionadas com infec¢ao de feridas). Em
seres humanos, estas bactérias fazem parte da microbiologia natural do intestino, porém, em
certas circunstancias, podem se tornar patégenas. As formas patogénicas mais comuns em
humanos sao toxinfec¢do alimentar, enterite necrosante ¢ gangrena gasosa, sendo as duas
primeiras relacionadas ao consumo de alimentos contaminados e a ultima esta associada a ndo-
desinfeccao de feridas profundas (SOUZA, 2017). Ainda que a abundancia deste género tenha
reduzido durante o periodo experimental em ambos reatores, o percentual existente no efluente,
se descartado incorretamente e/ou ndo for utilizado em sua totalidade como DSob, pode torna-lo

patégeno ao ambiente e sociedade.

Figura 50 - Abundancia relativa de género das bactérias presentes nos reatores em escala piloto
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As principais caracteristicas dos membros do género Georgenia, predominantes nos

Reatores A e B, sdo: Gram-positivos, moveis ou nao moéveis, nao formadores de endosporos,
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aerobios ou anaerobios facultativos, oxidase e catalase positiva. Esse grupo tem como principal
funcdo garantir a sobrevivéncia por periodos de estresse ambiental (PRESCOTTI, 1993;
PATEL; RAKHASHIYA; THAKER, 2015), justificando a maior abundancia destes individuos
nos reatores em que o meio apresentava concentragdes significativas, embora nao toxicas, de
nitrogénio amoniacal.

Considerando as andlises realizadas, pode-se afirmar que todos os filos que colonizam
o trato gastrointestinal do homem (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria € Actinobacteria)
estdo presentes nas amostras analisadas (indculo, Reator A e Reator B). Assim, o desequilibrio
ocasionado por fatores internos ou externos (como alimenta¢do, o uso de antibioticos, de
prebioticos e de probidticos, fatores genéticos, idade, estresse, meio ambiente, entre outros),
pode refletir na modificagdo desta microbiota nos serem humanos, ocorrendo diminuigdo de
bactérias benéficas e aumento de patdgenos, caracterizando um quadro de disbiose. A disbiose
pode provocar sintomas como gases, diarreia ou constipagdo e esta relacionada com doengas
cardiovasculares, sindromes metabolicas e desordens do sistema nervoso central (SOUZA,
2017; ARAUJO et al., 2019). Portanto, torna-se fundamental a identificagdo da comunidade
microbiana dos sistemas anaerdbios, seja para sua reutilizacao no sistema (DSob) ou para seu

descarte correto no ambiente.

5.4.2.4.2 Arqueas

Nas Figuras 51 a 55 sdo apresentados os resultados referentes a abundancia dos grupos
taxondmicos filo, classe, ordem, familia e género das arqueas, encontrados no inoculo e
efluentes dos reatores. Entre as amostras analisadas, pode-se observar que os filos de arqueas
predominantes foram Halobacterota (91,60%) e Euryarchaeota (5,96%), Thermoplasmatota
(1,14%) e Aenigmarchaeota (0,09%) para inoculo; Halobacterota (94,18%), Euryarchaeota
(4,23%), Thermoplasmatota (0,75%) e Aenigmarchaeota (0,52%) para Reator A; e
Halobacterota (91,53%), Euryarchaeota (5,95%), Thermoplasmatota (0,55%) e
Aenigmarchaeota (0,34%) para Reator B.

O filo Halobacterota tém uma gama de individuos mais diversificada e incluem
membros hidrogenotréficos, acetoclasticos e metilotroficos (LYU et al,, 2018). Por sua vez, no
grupo Euryarchaeota - conhecidos pela producdo de biogas - predominam espécies tolerantes
a condigdes ambientais adversas, sendo representado por arqueias metanogénicas, halofilas

extremas e termoacidéfilas (GARCIA, 2014; YANG et al., 2019).
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Figura 51 - Abundancia relativa de filo das arqueas presentes nos reatores em escala piloto
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Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: in6culo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

As classes de arqueas encontradas no indculo foram Methanosarcinia (77,20%),
Methanomicrobia  (13,60%), Thermococci (4,95%), Methanobacteria (1,20%) e
Themoplasmata (1,14%).

Para os Reatores A e B, as mesmas classes foram identificadas, porém, em proporcdes
diferentes. Para o Reator A, os valores foram de Methanosarcinia (78,20%), Methanomicrobia
(13,60%), Thermococci (1,46%), Methanobacteria (3,05%) e Themoplasmata (1,01%), ja para
o Reator B os valores foram de 71,50%, 18,90%, 2,16% e 4,47%, respectivamente, sem
presenca da classe Themoplasmata.

A classe predominante, do comeco ao fim do experimento em ambos reatores foi a
Methanosarcinia, com aumento de 1,29% em sua abundancia no Reator A e reducdo de 7,38%

em sua propor¢ao no Reator B.
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Figura 52 - Abundancia relativa de classe das arqueas presentes nos reatores em escala piloto
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Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: in6culo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

Dentre as ordens identificadas nas amostras, destacam-se os grupos
Methanosarciniales, Methanomicrobiales, Methanofastidiosales € Methanobacteriales (Figura
53). No indculo, a abundancia destas foi de 74,26%, 15,03%, 5,22% e 1,78%, respectivamente.
Para os Reatores A e B, os valores variaram em 77,90% e 70,90% para Methanosarciniales,
14,60% e 18,60% para Methanomicrobiales, 1,69% e 2,80% para Methanofastidiosales e
3,34% e 4,60% para Methanobacteriales. Apenas o inoculo apresentou a ordem
Methanomassiliicoccales de arquear, com abundancia de 1,63%.

Em todas as amostras, a maior abundincia de arqueas ocorreu na ordem
Methanosarcinales; estas sao capazes de utilizar grande quantidade de substratos orgéanicos
para a metanogénese (incluindo as metilaminas), podendo percorrer as vias hidrogenotrofica,
metilotrofica e acetoclastica de degradacdo. No entanto, enquanto algumas espécies usam
apenas uma das vias metabdlicas, outras sdo capazes de utilizar as trés vias. Em relagdo a sua
morfologia, as células sdo estritamente anaerObias e obtém energia com a concomitante
producao de metano (VICH, 2010).

Por sua vez, a ordem Methanomicrobiales - segundo grupo mais abundante nas
amostras e presente em maior quantidade no Reator B - ¢ formada por arqueas metanogénicas

hidrogenotroficas (BORTH, 2021).
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Figura 53 - Abundancia relativa de ordem das arqueas presentes nos reatores em escala piloto
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Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: indculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

Ao nivel de familia, foram identificadas no inéculo Methanosaetaceae (71,30%),
Methanospirillaceae (8,75%), Methanomicrobiaceae (5,20%), Methanofastidiosaceae
(4,90%), Methanobacteriaceae (2,64%), Methanosarcinaceae (2,34%) e
Methanomassiliicoccaceae (1,65%). No Reator A, identificou-se Methanosaetaceae (77,82%),
Methanospirillaceae (13,80%), Methanomicrobiaceae (1,26%), Methanofastidiosaceae
(1,49%) e Methanobacteriaceae (3,09%). No Reator B, as familias identificadas foram
Methanosaetaceae (71,62%), Methanospirillaceae (18,53%), Methanofastidiosaceae (2,18%),
Methanobacteriaceae (4,50%) € Methanosarcinaceae (1,06%).

Vich (2010) apresenta algumas caracteristicas da familia Methanosaetaceae, a mais
abundante em todas as amostras: bacilos embainhados; acetato € o unico substrato catabolico;
e os habitats incluem sedimentos anaerobios e digestores de lodo anaerdbios.

Destaca-se que em ambos reatores o percentual de Methanosaetaceae,
Methanosaetaceae e Methanobacteriaceae aumentou. Por sua vez, as demais familias
identificadas tiveram comportamento diferente, com redugdo em sua abundancia no decorrer

do periodo experimental.
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Figura 54 - Abundancia relativa de familia das arqueas presentes nos reatores em escala piloto

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

Reator B

Reator A

Inoculo

= Methanospirillaceae Methanosarcinaceae Methanosaetaceae Methanoregulaceae
B Methanomicrobiaceae = Methanomassiliicoccaceac B Methanofastidiosaceae B Methanocorpusculaceae
B Methanomethyliaceae Methanobacteriaceae B Outros

Reator A: indculo + RA + RPU bruto; Reator B: indculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

Para as amostras avaliadas, foram identificados pelo menos sete géneros de arqueas
diferentes (Figura 55). Tanto no inéculo, quanto nos reatores, destacam-se os géneros
Methanosaeta € Methanospirillum, com abundancias superiores a 70% e 8%, respectivamente.
Também foram encontrados os seguintes géneros: Methanoculleus (4,99%), Candidatus
Methanofastidiosum (4,89%), Methanosarcina (2,02%), Methanomassiliicoccus (1,33%) e
Methanobacterium  (1,10%) no inoculo; Methanoculleus  (1,26%), Candidatus
Methanofastidiosum (1,49%) e Methanobacterium (3,09%) no Reator A; e Candidatus
Methanofastidiosum (2,16%), Methanosarcina (1,04%), (1,33%) e Methanobacterium (4,48%)
no Reator B.

As Methanosaetas e Methanosarcinas referem-se as arqueas metanogénicas
acetoclasticas, capazes de converter o acetato em metano. Por sua vez, Methanobacterium sao
as arqueas metanogénicas hidrogenotroficas (CHEN ef al., 2020). Nas amostras analisadas, o
género Methanosaeta foi dominante, com baixo percentual de Methanobacterium. Assim,
pode-se afirmar que a maior parte do metano gerado no processo foi devido a conversao de

acetato.
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Figura 55 - Abundancia relativa de género das arqueas presentes nos reatores em escala piloto
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Reator A: indculo + RA + RPU bruto; Reator B: indculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente
Fonte: A autora (2023)

As arqueas do género Methanospirillum sao hidrogenotroficas, utilizam H> + CO2 e
algumas cepas sdo capazes de usar 2-propanol e 2-butanol como doadores de hidrogénio para
a metanogénese, a partir de CO2 (BORTH, 2021).

Como as Methanosarcinas sao capazes de crescer em agregados e formar grupos
irregulares de células, sua presenca pode ser um favordvel para uma maior tolerancia a
variagdes no pH e elevadas concentragdes de agentes i0nicos toxicos. Considerando suas
caracteristicas morfologicas e flexibilidade, um reator com abundancia de Methanosarcina
possui potencial de atingir estabilidade na metanogénese (GUO et al., 2014; Yl et al., 2014).

O género Methanoculleus, identificado nas amostras do inoculo e Reator A, ¢
composto por espécies mesofilicas hidrogenotroficas. Este ¢ geralmente encontrado em grande
proporcao em reatores anaerobios, porém, sua proporcao populacional pode ser afetada pelo
TDH, COV ou concentracao de AGV (BORTH, 2021).

A Tabela 48 apresenta uma correlacdo entre as condi¢des operacionais de cada Reator

e a comunidade microbiana encontrada para os filos das bactérias e arqueas.
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Tabela 48 - Correlagdo entre a comunidade microbiana e as condi¢des operacionais

Parametros (inicio Re;:::_c:lg Reator B) Reator A Reator B
Tempo de operacio (dias) - 70 70
COV (kgSTV m3d") - 0,5 0,5
Acido acético (mg L) 12,95 128.8 110,88
Acido propiénico (mg L) 5,69 8.4 9,69
Acido isobutirico (mg L) 87,16 69,36 62,29
Taxa de conversdo STV (%) - 78,59 82,74
PEM (m® kgSTV™) - 248,8 376,61
CH4 (% médio) - 58,72 59,29
Actinobacteriota
Firmicutes (48,57%) (22,52%) Actinobacteriota (24,91%)

Bactérias predominantes (filo)

Arqueas predominantes (filo)

Bacteroidota (19,31%)
Proteobacteria (7,51%)
Desulfobacterota (5,81%)

Halobacterota (91,60%)
Euryarchaeota (5,96%)
Thermoplasmatota (1,14%)

Bacteroidota (17,42%)
Firmicutes (13,57%)
Thermotogota (9,05%)
Halobacterota (8,01%)
Desulfobacterota
(6,16%)

Halobacterota (94,18%)
Euryarchaeota (4,23%)

Bacteroidota (16,13%)
Firmicutes (14,44%)
Halobacterota (8,99%)
Thermotogota (8,54%)

Spirochaetota (7,57%)

Halobacterota (91,53%)
Euryarchaeota (5,95%)

Reator A: indculo + RA + RPU bruto; Reator B: indculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente

Fonte: A autora (2023)

Nota-se variagdo na predominancia da comunidade microbiana entre as amostras
analisadas, principalmente no que se refere aos filos das bactérias. A adicdo dos substratos
(residuo alimentar e residuo de poda urbana — bruto e pré-tratado) foi determinante para o
aumento da comunidade microbiana nos reatores quando comparado a amostra inicial
(inoculo), permitindo que grupos menores de organismos pudessem utilizar os compostos
favorecendo a taxa de crescimento bacteriano.

A concentragdao dos acidos graxos volateis, especialmente acético, propidnico e
isobutirico, podem ter influenciado na comunidade microbiana existente em cada reator. A
utilizagdo de RPU diferente em cada reator pré-tratado parece ter influenciado na abundéancia
dos filos Halobacterota e Euryarchaeota, sendo o RPU bruto favoravel para o primeiro grupo

e o RPU pré-tratado para o segundo.

5.4.2.5 Microscopia eletronica de varredura

A andlise de microscopia eletronica de varredura foi realizada ao final do
monitoramento dos reatores. Buscou-se verificar nas imagens se havia microrganismos
fortemente aderidos nas particulas de grama, comparando-se o Reator A (RPU bruto) e Reator

B (RPU pré-tratado biologicamente).
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A Figura 56 apresenta a comparagao estrutural do residuo lignocelulésico presente nas

amostras dos Reatores A e B ao final do periodo experimental.

Figura 56 - Comparacao entre os Reatores A (a) e B (b): estrutura lignoceluldsica

Reator

E possivel verificar diferentes estagios de degradacio das amostras. A menor
degradacdo demonstrada na imagem do Reator A pode ser explicada pela dificuldade de
conversao de compostos lignocelulésicos pelos microrganismos, como lignina. Ja& o RPU pré-
tratado biologicamente (Reator B), apresenta maiores indicios de degradagao, justificado pela
prévia hidrélise do RPU e, portanto, maior e mais rapida conversiao do co-substrato.

Verifica-se na Figura 57 uma comparagdo entre os biofilmes formados e os
microrganismos aderidos em cada um deles nas amostras dos Reatores A e B ao final do periodo

experimental.

Figura 57 - Comparagao entre os Reatores A (a) e B (b): biofilme e adesdo microbioldgica
b
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Pode-se verificar a formagdo de biofilmes nos orificios degradados do RPU, com
diferentes microrganismos aderidos. Afirma-se, portanto, que as particulas do RPU (bruto ou
pré-tratado) serviram como meio suporte aos microrganismos, os quais se fixaram de diferentes
formas ao substrato.

Os biofilmes sdo estruturas com agregados de microrganismos, matéria organica e
inorganica mantidos juntos por polissacarideos extracelulares. O biofilme promove a formagao
de um ecossistema microbiano com caracteristicas diferenciadas. Entre os beneficios da
formacgao de biofilme, pode-se citar a complementacao de nichos funcionais, maior diversidade
de organismos e maior estabilidade. Dentro de um tunico reator, as comunidades de biofilme
podem ser diferentes da biomassa suspensa (GAGLIANO et al., 2017; BORTH, 2021).

Embora notéria a presenca de biofilme e microrganismos em ambas imagens, ¢
evidente que a estrutura do RPU pré-tratado promoveu maior formacao de biofilme no Reator
B, garantindo maior adesao das bactérias no sistema, com maior quantidade de microrganismos
agrupados.

Uma vez que o processo de preparo das amostras envolve lavagens e centrifugacao,
considera-se que os microrganismos encontrados estavam fortemente aderidos as particulas de
RPU, ou seja, as imagens de MEV nao refletem a realidade e totalidade de microrganismos
presentes nas amostras. Mesmo assim, foi constatada grande diversidade de microrganismos,
sejam isolados ou em colodnias.

Na Figura 58 sdo apresentadas imagens dos microrganismos encontrados na anélise de

MEYV do Reator A.

Figura 58 - Imagens de MEV da diversidade de microrganismos aderidos na superficie do
RPU no Reator A
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Reator A: inbeulo + RA + RPU bruto; Reator B: indculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente

Verifica-se a presenca de microrganismos em variadas formas, como espirilos (seta 1),
cocobacilos (seta 2), espiroquetas (seta 3), cocos (seta 4), estreptococos (seta 5), vibrido (seta
6), sarcinas (seta 7) e bacilos (seta 8). De maneira geral, os microrganismos presentes no Reator
A apareceram majoritariamente isolados, com pequenas formagdes de coldnias.

Na Figura 59 sdo apresentadas imagens dos microrganismos encontrados na analise de

MEYV do Reator B.

Figura 59 - Imagens de MEV da diversidade de microrganismos aderidos na superficie do
RPU no Reator B
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Reator A: in6culo + RA + RPU bruto; Reator B: indculo + RA + RPU pré-tratado biologicamente

Dentre as diversas formas de microrganismos existentes, pode-se notar maior
formagao de colonias no Reator B. Uma possivel explicagdo para este fato ¢ a formagdo de
biofilme nas partes mais profundas dos orificios de RPU, que pode ter favorecido o
desenvolvimento e crescimento de algumas espécies, uma vez que nestes locais hd menor
impacto de alteracdes externas, como a agitagdo mecanica ou alteragdes do meio. Este fato pode
ter influenciado também no melhor desempenho do Reator B, por favorecer o desenvolvimento
de alguns microrganismos.

Os microrganismos encontrados no Reator B foram como estafilococos (seta 1),
bacilos (seta 2), espiroquetas (seta 3), espirilos (seta 4), sarcinas (seta 5), filamentosas (seta 6),
vibrido (seta 7), entre outros.

A variagdo na diversidade microbiana entre os dois reatores pode estar relacionada ao
tipo de substrato utilizado em cada alimentacdo. O Reator B, com RPU pré-tratado
biologicamente, pode ter favorecido a presenca de microrganismos isolados e maior quantidade
coldnias, haja vista a facil degrada¢ao do material lignoceluldsico adicionado, considerando a
hidrolise prévia realizada pela enzima lacase excretadas pelo Pleurotus ostreatus na etapa de

pré-tratamento.

5.4.3 Consideragdes sobre a Etapa 3

Com base nos resultados apresentados para esta etapa experimental, pode-se afirmar
que o uso do DSob para equalizar as misturas de RA e RPU nas alimentagdes dos reatores
provou que, além ser uma alternativa para reduzir o consumo de agua, promover maior

alcalinidade ao sistema e, consequentemente, auxiliar na estabilidade e manuten¢do do pH
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afluente e efluente, ¢ uma estratégia eficaz para garantir melhores condigdes ambientais para
0s microrganismos envolvidos no processo converterem o material organico em AGV,
otimizando a geragdo de biogas e metano ao final do processo.

Diante da notéria caracteristica de que o pré-tratamento ¢ o gargalo para o
desenvolvimento de bioprocessos lignocelulosicos, muitas tecnologias t€ém sido estudadas
como solugdes para este entrave. Dentre os métodos, o pré-tratamento bioldgico se destaca por
ser uma solucao eficiente para conversao de agucares provenientes da estrutura lignoceluldsica
destes materiais, uma vez que na codigestao anaerobia com residuo alimentar, o uso do RPU
pré-tratado promoveu maior produgdo acumulada de biogas (1383,50 L) e especifica de metano
(376,61 m® kgSTV).

A comunidade microbiana das amostras apresentou grande variedade durante todo o
experimento, porém, identificou-se a domindncia das metanogénicas acetoclésticas
(Methanosaeta) em ambos reatores, sendo que as bactérias do filo Actinobacteriota e as arqueas
do filo Halobacterias foram as que apresentaram maior abundancia relativa e ao final do

monitoramento.
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6 CONCLUSOES

Com as condig¢des do estudo e os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se:

6.1 PRE-TRATAMENTO DA PODA URBANA - ETAPA 1

Ao avaliar diferentes pré-tratamento do residuo de poda urbana, tem-se que:

. Para o pré-tratamento quimico com acido sulfurico, avaliando-se os fatores
tempo de residéncia (3, 8, 15, 22 e 27 minutos), temperatura (31, 55, 90, 125 ¢ 149 °C)
e concentracao de acido (0,3, 1, 2, 3 e 3,7% v/v), a condi¢do experimental mais
favoravel foi 3%, 125 °C e 22 minutos, com um rendimento do processo de 91,54% e
deslignificacdo de 39,83%.

. Para o pré-tratamento quimico com hidréxido de sédio, variando-se os fatores
tempo de residéncia (2, 7, 15, 23 e 28 horas), temperatura (36, 50, 70, 90 ¢ 104 °C) e
concentracao de base (1,3, 3, 5,5, 8 ¢ 9,7% v/v), a condi¢do experimental mais
favoravel foi 5,5%, 104 °C e 15 horas com 92,47% de rendimento do processo ¢
52,97% de deslignificacao

. Para o pré-tratamento fisico por auto-hidrolise, fixando-se a temperatura da
autoclave em 121 °C e a pressdao em 1 atm e variando apenas os tempos de residéncia
em 5, 10 e 15 minutos, a condi¢do experimental mais favoravel foi 15 minutos, com
elevado rendimento do processo (92,83%) e deslignificacao (32,58%).

o Para o pré-tratamento biologico com o fungo Pleurotus ostreatus, os fatores
avaliados foram tempo de incubacdo (4, 7, 14, 21 e 24 dias) e temperatura (24, 25, 28,
31 e 32 °C) e a condigdo experimental mais favoravel foi 28 °C e 14 dias, com 92,11%
de rendimento do processo e 37,98% de deslignificacao.

o Ao avaliar a producdo da enzima lacase pelo fungo Pleurotus ostreatus apos o
pré-tratamento biolodgico nas condigdes estudadas, verificou-se que todos os cultivos
realizados alcancaram atividades de lacase mais altas do que seus controles. Além
disso, os resultados confirmam que a temperatura pode apresentar influéncia na
producao de lacase e, consequentemente, na remogao de lignina.

. Em todas as condi¢des experimentais selecionadas, houve elevada conversao de
agucares totais e redutores, remo¢ao dos teores de hemicelulose e aumento nas

concentracoes de celulose.
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o As andlises do FTIR confirmaram mudangas na estrutura quimica do residuo de
poda urbana apods as melhores condigdes de cada um dos pré-tratamentos e em todas
as condi¢des foram encontradas evidéncias da remog¢ao da lignina e hemicelulose no
RPU bruto.

. As imagens obtidas ap0s as analises do MEV permitiram concluir que todos os
pré-tratamentos provocaram mudangas significativas na estrutura ¢ morfologia do
RPU. Identificou-se formagdao de fissuras e abertura de fendas na estrutura
lignoceluldsica, aumentando sua area superficial para posterior conversao.

o A partir das analises cromatograficas de AGV, verificou-se que o pré-tratamento
com maior formagdo de dacido acético, precursor direto dos microrganismos
metanogénicos acetoclasticos, foi o pré-tratamento biologico, com valor de 2229,59
mg L.

. Em relagdo aos compostos inibidores, mesmo que as maiores concentragoes de
FF tenham sido obtidas no pré-tratamento alcalino (13,79 mg L!), de 5-HMF no pré-
tratamento biolégico (5,82 mg L!) e de compostos fendlicos no pré-tratamento por
auto-hidrolise (31,70 mg L), verificou-se que em todas as condi¢des avaliadas, as
concentragdes de apresentaram-se abaixo dos limites de inibi¢do estabelecidos em

literatura.

6.2 ENSAIO DO POTENCIAL B10QUIMICO DE METANO - ETAPA 2

Ao avaliar a producdo especifica de biogas e metano do residuo alimentar e das
condig¢des de pré-tratamento do residuo de poda urbana mais favoraveis, a partir do Ensaio do
Potencial Bioquimico de Metano, em escala de bancada, variando-se o processo em mono-
digestdo e codigestdo anaerobia, sendo esta tltima avaliada em fungdo da substituicao do STV
de RA por RPU em 10% e 30%, tem-se:

o A condicdo com maior remocdao de STV (55,37%) e DQO (58,53%) foi a

codigestdo anaerdbia entre inoculo, RA e 30% de RPU pré-tratado alcalino.

. Os maiores volumes de biogas acumulado (981,01 NmL) e produc¢do especifica

de biogas (298,59 NmL gSTV™!) foram obtidos no tratamento de codigestdo anaerdbia

entre indculo, RA e 30% de RPU pré-tratado acido.

. Em relacdo a produgdo especifica de metano, as condi¢cdes com maiores valores

e sem diferencga significativa entre si foram: CoDA entre in6culo, RA e 30% de RPU

pré-tratado 4cido (137,23 NmL gSTV™!), CoDA entre inéculo, RA e RPU pré-tratado
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biologicamente (135,64 NmL gSTV™!) e CoDA entre indculo, RA e 30% de RPU pré-
tratado alcalino (133,09 NmL gSTV™).

. Considerando os resultados obtidos, selecionou-se a codigestao anaerdbia de RA
com RPU pré-tratado biologicamente para estudo mais aprofundado, especialmente
por seu resultado satisfatorio frente aos experimentos, bem como vantagens como o
nao uso de compostos quimicos, a geragdo de um efluente passivel de ser lancado ao

ambiente, menores gastos com insumos e condigdes mais brandas de tratamentos.

6.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DO PLEUROTUS OSTREATUS - ETAPA 2A

Ao avaliar diferentes meios de cultivo do fungo Pleurotus ostreatus, fixando-se o
tempo de incubacao (14 dias) e a temperatura (28 °C) e variando a solu¢do umedecedora (com
agua e com meio Vogel), os nutrientes (1% de glucose e 1,5% de extrato de levedura) e a
esterilizacdo (com e sem), tem-se:

o A etapa de esterilizagdo da solugcdo umedecedora ¢ fundamental para que esta

fique livre de qualquer interferente e pronta para receber a hifa especifica para

crescimento e desenvolvimento, uma vez que os testes indicaram crescimento de
outras culturas (fungos e bactérias) e/ou o ndo crescimento do Pleurotus ostreatus.

o Em todos os tratamentos houve remog¢ao de lignina e hemicelulose, com taxas

de deslignificacdo satisfatorias. Porém, a condi¢do que promoveu melhores remogdes

de lignina foi a condi¢do com solu¢do umedecedora de dgua, 1% glucose, 1,5% extrato

de levedura e estéril (24,39%).

. A partir das analises estatisticas, ndo houve diferenga significativa em relagao

aos valores finais de lignina nos tratamentos estudados. Ou seja, embora uma condi¢ao

especifica tenha indicado maior remog¢ao - numérica - de lignina, todos os tratamentos
foram satisfatorios para este fim.

J Esta etapa indicou que € possivel obter economias financeiras no que diz respeito

a preparo de meios de cultivo para desenvolvimento do Pleurotus ostreatus, se a

finalidade for crescimento deste para remocdo de lignina de RPU, uma vez que a

solucdo umedecedora composta apenas por agua e a com condigcdes ideais

promoveram resultados semelhantes neste quesito.
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6.4 CODIGESTAO ANAEROBIA - ETAPA 3

Ao avaliar o desempenho da codigestao anaerdbia de RA com RPU bruto e pré-tratado
biologicamente, em reatores de escala piloto de 0,05 m?, comparando aspectos quali-
quantitativos do biogas e efluente gerados, bem como comunidade microbiana, tem-se:

o Os parametros de controle operacional, como pH, AGV e alcalinidade, estiveram

dentro dos limites considerados adequados para o bom desempenho de sistemas

anaerobios.

. Quando avaliados os parametros de desempenho STV e DQO, ambos os reatores

apresentaram resultados satisfatorios. No entanto, o Reator B apresentou maiores taxas

de conversao (82,74% para STV e 82,21% para DQO) quando comparados ao Reator

A (78,59% e 79,71%, respectivamente).

o Os resultados de NTK, N-amoniacal ¢ amonia livre apresentaram varia¢ao

durante o periodo experimental, mas ndo ultrapassaram os valores estabelecidos como

limite para um processo anaerdbio estavel.

. Ao comparar os dois sistemas, conclui-se que o Reator B apresentou resultados

mais satisfatorios: maior produgdo média didria de biogas (19,76 L d), maior

producdo especifica de biogas (633,81 kgSTV!), maior produgido média didria de

metano (11,85 L d!), maior producio especifica de metano (376,61 L kgSTV™!) e

maior percentual médio de metano (59,42%). Estes resultados indicam que o

desempenho global do Reator B foi maior que o Reator A em 49,81% para producao

média diaria de biogas, 49,90% para produgdo especifica de biogés, 51,34% para
producdo média didria de metano e 51,37% para produgao especifica de metano.

. A andlise de AGV nos reatores indicaram oscilagao das concentragdes médias

de 4cido acético nos reatores, com indicativo de consumo deste acido pelos

microrganismos, sugerindo a presenga de microrganismos acetoclasticos. Identificou-
se, também, acumulo de 4cido propidnico nos sistemas, indicando possibilidade de

periodos de instabilidade. Para os demais 4cidos (isobutirico, butirico, isovalérico e

valérico), os resultados mostraram consumo pelos microrganismos no decorrer do

monitoramento.

. Identificou-se a presenca de FF e 5S-HMF no inicio do processo do Reator A em

concentragdes de 6,480 e 4,375 mg L', respectivamente, com consumo destes ao final

dos 70 dias de experimento. Em relagdo aos fenodlicos totais, houve presenga destes no
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decorrer da CoDA, no entanto, as concentragdes identificadas ndo sdo capazes de
promover toxicidade aos microrganismos e inibi¢do no processo.

. O grupo de microrganismos metanogénicos acetoclasticos foi dominante em
todo o periodo de monitoramento. As bactérias do filo Actinobacteriota e as arqueas
do filo Halobacterias foram as que apresentaram maior abundancia relativa ao final
do processo.

o A andlise de microscopia eletronica de varredura permitiu identificar diferenga
relevante nos estagios de degradacdo das amostras dos Reatores A e B, sendo que no
primeiro as estruturas estavam menos danificadas — possivelmente pela maior
dificuldade de degradacdo dos componentes do RPU. Verificou-se, também, maior
formagdo de biofilme no Reator B, garantindo maior adesdo das bactérias no sistema.
Por fim, diferentes formas de microrganismos foram identificadas nas amostras

avaliadas, sugerindo diversidade microbioldgica nos sistemas.

6.5 CONSIDERACOES GERAIS DO ESTUDO

Associar os residuos alimentares e residuos de poda urbana no processo de codigestdo
anaerdbia pode ser uma alternativa eficaz na gestdo dos residuos solidos urbanos, reduzindo o
volume de residuos encaminhados aos aterros ou lixdes a céu aberto e promovendo a geragao
de energia a partir do biogas.

Considerando os aspectos estruturais dos RPU, torna-se fundamental a aplicag¢do de
tecnologias de pré-tratamento para otimizacdo de sua atuagdo na CoDA, especialmente se
desenvolvido o pré-tratamento bioldgico com o fungo Pleurotus ostreatus. Além de garantir
producdes de biogds e metano satisfatorias, fornecem ao sistema uma biomassa fingica
(inativa) capaz de ser utilizada como matéria organica aos microrganismos anaerobios. Para
desenvolvimento em grande escala, pode-se estudar o cultivo do fungo em éagua, garantindo
desempenhos equivalentes as solu¢cdes umedecedoras enriquecidas com nutrientes e economia

financeira relativa a insumos, reagentes e energia.
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7 RECOMENDACOES

. Comparar o desempenho da codigestao anaerdbia de residuo alimentar e residuo
de poda urbana bruto e pré-tratado biologicamente, aumentando gradativamente a COV do
sistema, de forma a identificar a influéncia da biomassa lignoceluldsica na estabilidade dos
processos.

o Estudar a influéncia das diferentes solugdes umedecedoras de RPU para
crescimento do Pleurotus ostreatus, avaliando o potencial de geracdo de biogas e metano em
Ensaio BMP e escala piloto.

o Avaliar a influéncia dos demais pré-tratamentos na eficiéncia dos processos de
codigestdo anaerobia de RA e RPU (bruto e pré-tratado), a partir de analises basicas (pH, série
de solidos, DQO, alcalinidade, série nitrogenada) e especificas (AGV e microbiologia).

. Estudar a possibilidade de producgdo laboratorial da lacase para a aplicagdo em
maior escala do pré-tratamento biologico, sem necessidade de cultivo do Pleurotus ostreatus,

garantindo a mesma eficiéncia da produg¢do pelos fungos.
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