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RESUMO

Digestdao anaerdbia de vinhag¢a 2G para producao de biogas

A expansio do setor sucroenergético favoreceu o desenvolvimento da tecnologia de etanol
de segunda geraciao (2G). No entanto, este ¢ um processo que leva a geracdo de altissimos volumes de
residuos, bem como o processo de primeira geragdo (1G). O principal deles ¢ a vinhaca, que também
apresenta elevado potencial poluidor. Nesse contexto, ve-se, portanto, a necessidade de se dar uma
finalidade adequada ao residuo. A digestdao anaerébia se tornou uma tecnologia muito disseminada e
valorizada em outros pafses. Isso se deve as vantagens em gestio de residuos e na geracdo de energia
proporcionadas por essa tecnologia. O potencial de aplicagao da vinhaga para producido de biogas ¢é
enorme, dado que ¢ um residuo muito rico em matéria organica e de grande disponibilidade no Brasil.
A digestdo anaerdbia precisa também ser desenvolvida para o residuo do processo de etanol 2G, pois
espera-se que as caracteristicas da vinhaca gerada sejam diferentes. E importante a investigacio da
influéncia que a composicio da vinhaca 2G pode ter sobre o processo da digestio anaerdbia e
produgio de biogas, e este foi o principal objetivo deste trabalho. Para isso, realizou-se inicialmente a
caracterizacio de vinhaca 1G e de vinhaca 2G obtidas para o experimento deste estudo. A
composicdo das duas vinhacas apresentou as principais diferencas para as concentracées de DQO,
acidos organicos (sobretudo o dcido acético), compostos fendlicos e sulfato. Foram obtidas
concentra¢oes de DQO de 30.732,80 mg Oz L1 ¢ 19.038,13 mg Oz L! para vinhaca 1G e vinhaca 2G,
respectivamente. As concentragdes de acido acético e compostos fendlicos totais foram,
respectivamente, 88,14% e 84,10% maiores na vinha¢a 2G do que na vinhaca 1G. A concentracio de
sulfato na vinhaca 2G foi 28,11% menor que a concentragdo obtida na vinhaca 1G. A avaliagdo de
processo de producio de biogas foi realizada em dois reatores metanogénicos, um utilizando vinhaga
1G como substrato e outro, utilizando vinhaga 2G. Os processos foram monitorados segundo a
producdo de biogas por DQO removida, producio de acidos organicos, alcalinidade, remocio de
compostos fendlicos, remogdo de anions e retencio de solidos. Os efluentes dos reatores
metanogénicos também foram caracterizados segundo o teor de cations. O processo com vinhaga 2G
teve producao de biogas quatro vezes maior que o processo com vinhaga 1G. Foram obtidos valores
médios de 0,32 Lpiogis DQOremov’! para o processo com vinhaca 2G e 0,08 Liogis DQOremov! pata o
processo com vinha¢a 1G. De acordo com o monitoramento dos processos por alcalinidade e
concentracio de acidos organicos, o processo com vinhaca 2G também se mostrou mais eficiente do
que o processo com vinhaca 1G no que diz respeito ao consumo de matéria organica. A remocio de
compostos fenodlicos totais teve eficiencia média de 56,96% para o processo utilizando vinhaca 2G,
enquanto que o processo com vinhaca 1G ndo foi capaz de remové-los. Infere-se que a elevada
concentracio de acido acético na vinhaga 2G tenha contribuido para o processo de producio de
biogas. A alta disponibilidade de acetato favorece a atividade metabdlica de arqueas metanogénicas, o
que ¢ fundamental para o equilibrio quimico da conversio de matéria organica em biogas.

Palavras-chave: Vinhaga 2G; Etanol 2G; Digestao anaerdbia; Biogas



ABSTRACT

Anaerobic digestion of second generation vinasse for biogas production

The Sucroenergetic sector expansion has favored the development of second generation
ethanol technology. However, the process leads to the production of large amounts of residues, as
well as the first generation process. The main residue is the vinasse, which is very pollutant. In this
context it becomes clear the need of giving an appropriate application for vinasse. Anaerobic
digestion has turned into a very disseminated and very well accepted technology in many countries,
which is mainly due to its results as an efficient waste management and energy generation. Vinasse has
a great potential for biogas production through anaerobic digestion, since it is a residue with high
organic matter and in large availability in Brazil. Such technology has to be developed also for the
residues obtained through second generation ethanol process. With a different process, it is expected
that residues composition might also be different. It is important to look into the influence that
second generation vinasse composition may bring to anaerobic digestion. The purpose of this study
was to investigate the effects of second generations vinasse composition over the biogas production
process. Before experiments, first and second generation vinasses were characterized. The most
remarkable differences for vinasses composition were obtained for COD concentration, organic acids
concentration (specially for acetic acid), phenolic compounds and sulphate. COD concentrations were
30,732.80 mg Oz L1 and 19,038.13 mg O, L' for first generation vinasse and second generation
vinasse, respectively. Acetic acid and total phenolic compounds were, respectively, 88.14% and 84.10%
higher for second generation vinasse than those found for first generation vinasse. Sulphate
concentration for second generation vinasse was 28.11% lower than first generation vinasse’s
concentration. Biogas production process was evaluated for two different methanogenic reactors: first
generation vinasse was used as substrate for one reactor and second generation vinasse was used as
substrate for the second one. Processes were monitored according to biogas production by removed
COD, organic acids production, alkalinity, phenolic compounds removal, anions removal and solids
retention. Both reactors had their effluents characterized by cations content. In the process carried out
with second generation vinasse the biogas production was four times higher than in the process
carried out with first generation vinasse. The average values were 0.08 Liiogas CODyemoved ! and 0.32
Lbiogas CODyemoved” for first and second generation, respectively. Considering processes monitoring by
alkalinity and organic acids concentrations, the process carried out with second generation vinasse was
more efficient in regards to organic matter consumption. The average efficiency for total phenolic
compounds removal was 56.96% for the process using second generation as substrate. On the other
hand, the process with first generation vinasse was not capable of consuming them. The results
obtained in this study suggest that the high acetic acid concentration in second generation vinasse
have contributed to biogas production. High acetate availability promotes archacas metabolic activity,
which is fundamental for chemical balance in converting organic matter into biogas.

Keywords: Second generation vinasse; Second generation ethanol; Anaerobic digestion; Biogas



1.INTRODUCAO

A disponibilidade energética é de grande importancia para qualquer setor produtivo ou de
desenvolvimento. Por essa razdo, a preocupagdo com o suprimento da demanda energética
envolve também questoes sobre novas fontes energéticas e sua exploragao apropriada. Devido a
fatores como as mudangas climaticas e a disponibilidade finita de recursos fosseis, fontes
alternativas e mais limpas de energia vem ganhando espaco na pesquisa energética. Um dos
principais candidatos a substituto dos combustiveis fosseis ¢ o etanol.

O interesse reside no etanol obtido por dois processos vigentes na industria brasileira.
Tem-se aquele obtido por processos de primeira geracio (1G), ou seja, o etanol produzido a
partit do caldo de cana-de-agucar ou do melago. E, mais recentemente, desenvolveu-se o
processo de segunda geracio (2G), que ¢é aquele que utiliza a por¢ao lignoceluldsica da cana-de-
agucar para se produzir o etanol (DIAS, et al., 2011).

A industria sucroenergética tem uma participagdio muito ativa na economia nacional,
respondendo por cerca de 2% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro (NOVACANA, 2015).
De acordo com o relatério do Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada - ESALQ/
USP (CEPEA, 2015), o setor apresentou expansao de 5,01 % em 2015 em relagio a 2014,
totalizando uma renda de R$ 113,26 bilhoes. A dimensao desses valores equipara a Cadeia
Sucroenergética Brasileira ao PIB de pafses como Paraguai e Coréia do Norte (NOVACANA,
2015).

Atualmente a industria sucroalcooleira favorece a redugao de emissao dos gases do efeito
estufa para a atmosfera por meio da exploragio de biomassa. No entanto, essa industria ainda
enfrenta dificuldades para proporcionar de fato uma atividade totalmente limpa e sustentavel.
Isto acontece, em parte, porque gera grandes volumes de residuos. Entre estes a vinhaga, gerada
na etapa de destilacio do etanol, é o mais importante deles, tanto em volume quanto em
potencial poluidor (GRANATO; SILVA, 2002).

Deve-se considerart, portanto, que a produgdo volumétrica de etanol da safra 2015/2016
atingiu 30,4 bilhdes de litros (UNICA, 2016), somando-se etanol anidro e hidratado.
Aproximadamente 1 L. de etanol produzido resulta em 10 a 14 L. de vinhaga, para o processo de
etanol de primeira geracdo. Isso quer dizer, cerca de 350 bilhdes de litros de vinhaga foram
gerados. A maior dificuldade na gestio da vinhaga esta relacionada aos elevadissimos volumes em
que ¢ gerada.

A abundancia desse residuo evidencia que novas medidas de uso racional devem ser
adotadas. A elevada carga de matéria organica (DQO = 35 000 mg O L), composta pelo

residual dos carboidratos niao consumidos na fermentacio alcéolica e também elevada
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concentragdao de sais e acidos organicos, nio permitem o despejo deliberado (CORTEZ et al.,
2014; SYDNEY et al.,, 2014).

Diversos desafios existem para a disposicao adequada da vinhaga. E na busca por
finalidades mais racionais, a composi¢ao caracteristica da vinhaca permite que ela nao seja,
necessariamente, tratada como efluente, mas sim como potencial fonte de nutrientes para outros
processos. No caso da digestdo anaerdbia para produgdao de biogas, ja se tem diversos estudos
dessa tecnologia no tratamento da vinhaga. Com o desenvolvimento da tecnologia do etanol de
material lignoceluldsico, deve-se considerar também o desenvolvimento de tecnologias para o
tratamento de residuos gerados nesse processo. A utilizacio de residuos agroindustriais na
geracao de bioenergia ja se mostra como um setor muito expressivo em outros pafses. E por meio
da vinhaca o setor sucroenergético se encontra na posi¢ao de expandir sua importancia como

ator no cenario da energia renovavel.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Biogas como Energia Renovavel

No mundo todo a biomassa corresponde a mais de dois ter¢os das fontes de energia
renovavel (ANDRITZ GROUP, 2016). Entre as energias renovaveis encontram-se atividades como a
cogeragao a partir de biomassa, como a queima do bagaco de cana-de-agucar, atividade vigente no
setor sucroenergético brasileiro. Outra fonte de energia renovavel que tem se expandido muito,
sobretudo na ultima década, é a geragdo de biogas a partir de residuos organicos.

Os pafses que se encontram entre os maiores investidores e produtores do biogas se
encontram na Unido Européia. Entre 2013 e 2015, o Reino Unido chegou a investir cerca de 160
milhoes de libras na expansao do setor de digestao anaerdbia para a producao de energia a partir de
residuos (GREEN INVESTMENT BRANK, 2016). A Europa vé a produc¢ao de biogas como uma
das atividades chave para obter uma gestio de residuos eficiente e atingir suas metas em energias
renovaveis para 2020 (ANDRITZ GROUP, 2010).

A expansiao desse setor se deve a outros fatores além dos ambientais. A digestio anaerdbia é
uma tecnologia muito versatil, pois € aplicavel para diferentes residuos e o preparo de material para o
processo é minimo. Sao utilizados esgotos municipais, residuos de processos alimenticios,
agroindustriais ¢ muitos outros. Somando-se a isso, existe a possibilidade de geracao de energia
descentralizada. Em determinados locais a independéncia da rede de distribui¢ao de energia pode ser
de grande interesse (ANDRITZ GROUP, 2016; GREEN INVESTMENT BRANK, 2016;
EUROBSERV’ER, 2015).

O biogas pode ser queimado para a geragdo de energia, calor ou ambos. Outra finalidade
possivel é a purificagio e compressio do gas para aplicacdo como combustivel de veiculos
(NATIONAL RENEWABLE ENERGY LABORATORY, 2016; ENERGIGAS SVERIGE, 2010).
Em diversos setores da industria o biogas também pode ser usado como substituto do gas natural de
origem fossil (ANDRITZ GROUP, 20106).

Na maior parte dos paises, em regides como América Latina, América do Norte e Asia, um
dos usos mais difundidos do biogas acontece como geragao de energia em zonas rurais, exatamente
pela independéncia de redes de distribuicao de eletricidade. No entanto, os paises europeus tem se
concentrado na produgdo em escala industrial do biogas. Alemanha, Reino Unido e Italia sao os trés
maiores produtores e consumidores de biogas da Europa. Nesses paises, cerca de 69% do biogas
gerado provém de instalagoes industriais utilizando residuos organicos (EUROBSERV’ER, 2015).

A Alemanha ¢é o principal pafs a utilizar o biogas. Em 2012 havia 7470 plantas industriais

operantes, que atingiram uma producao de 20 TWh para esse mesmo ano. Isso equivale a energia
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necessaria para suprir 5,7 milhdes de casas. Atualmente tem-se que 3% da energia consumida em
toda a Alemanha é proveniente do biogas. O setor de digestdio anaerébia tem participagdo no
aquecimento industrial e como combustivel de veiculos (ANDRITZ GROUP, 2016).

A Holanda também tem expandido o setor de digestao anaerdbia do pais. De 2012 para
2013, o aumento na producdo de biogas do pais teve um impressionante aumento de 70,3%.
Atualmente, cerca de 11,8% da energia primaria do pafs sao provenientes do biogas
(EUROBSERV’ER, 2015). A Suécia comegou a produzir biogis na década de 1960 com o
tratamento de residuos industriais. Hoje corresponde ao maior usuario no mundo de biogas como
combustivel de veiculos. Em 2012, cerca de 44 mil veiculos do pais, entre 6nibus, caminhoes e
veiculos de pequeno porte eram movidos a biogas purificado (ANDRITZ GROUP, 2016;
ENERGIGAS SVERIGE, 2016).

Na busca por meios viaveis para a obtengao de energia renovavel, a digestao anaerdbia é uma
alternativa para que se tenha uma gestdio de residuos eficiente e geracdo de energia
concomitantemente. No contexto brasileiro, o setor sucroenergético enfrenta dificuldades para dar a
finalidade adequada a vinhaga, um residuo de elevada matéria organica que é gerado na ordem de
bilhoes de litros por ano. Em razao disso, diversos estudos vem sendo desenvolvidos para disseminar

a transferéncia da tecnologia de produc¢ao de biogas no contexto agroindustrial brasileiro.

2.2.Vinhacga: Caracteristicas, Problemas Ambientais e Potencial para Producao

de Biogas

A composi¢ao e o volume da vinhaca dependem de diversos fatores: resisténcia da
levedura ao etanol, o processo empregado na producao do bioetanol e a biomassa utilizada
(CORTEZ et al,, 2014; PANT; ADHOLEYA, 2007). A composi¢ao desse residuo proporciona
um processo de biodigestao anaerdbia de relativa facilidade, ja que maior parte da matéria
organica esta solubilizada. Através desse processo, existe o potencial de se obter 14,6 m®> de
biogas para 1 m?® de vinhaca (SOUZA; SANTOS; FRACARO, 2011), o qual apresenta cerca de
55-65% de gas metano (GRANATO; SILVA, 2002). Ha trabalhos que relatam biogas com
composicao de até 96% de metano em processos altamente otimizados (CORTEZ et al., 2014).
A geragao de energia pode chegar a 3,6 - 10,6 MW para processos com vinhaca de Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) entre 17.000 ¢ 50.000 mg O2 L1 (BAEZ-SMITH, 2000).

Em geral, a vinhaca é rica em matéria organica e sua composi¢io apresenta acidos
organicos, substancias redutoras, glicerol, altos teores de nitrogénio e potassio, fésforo, sulfatos,
cloretos, substrato nao fermentado, entre outros, apresentando pH entre 4 ¢ 5 (RYZNAR-LUTY

et al. 2007). Para vinhaga proveniente de melagos de cana-de-agicar, a Demanda Quimica de
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Oxigénio (DQO) vatia entre 30.000 — 40.000 mg Oz L. O contetdo de sélidos totais é de 5-10
% (CORTEZ et al., 2014; SYDNEY et al., 2014).

Devido a composicio fisico-quimica da vinhaga, ela apresenta varias aplicagdes: producao
de adubo pela concentracio do residuo, fertirrigagdo (no Brasil, em lavouras da propria cana-de-
agucar), combustdo, biodigestdo, producio de proteina unicelular, alimentagdo animal e
reciclagem para diluicao do melago (MARTINS; OLIVETTE; NACHILUK, 2011; GRANATO;
SILVA, 2002). Dessas aplicacdes, a fertirrigacdo ¢ a finalidade mais difundida para uso da vinhaga.
No entanto, juntamente com a fertirrigacdo, a biodigestdao também é uma alternativa bastante
viavel para o setor sucroenergético.

A digestao anaerdbia proporciona vantagens energéticas pela obtengao do biogas e ainda
possibilita a solu¢iao de problemas enfrentados na técnica de fertirrigagao. No caso da vinhaca, o
residuo pos digestao anaerdbica apresenta pH na faixa do neutro e conserva a qualidade em
nitrogénio, fésforo e potassio (GRANATO; SILVA, 2002; SOUZA; SANTOS; FRACARO,
2011). Portanto, a digestao anaerdbia ¢ uma alternativa para se aproveitar o potencial energético
existente na vinhaga e torna-la menos nociva ao meio ambiente, por neutralizar o seu pH e
reduzir a DBO e DQO.

A preocupagdo que se tem com um destino adequado para a vinhaga existe
principalmente porque, além dos elevadissimos volumes em que é gerada, o potencial de poluigao
da vinhaca é cerca de cem vezes maior do que o esgoto doméstico (MONTEIRO; PALMA;
ARICA, 2010). Em razdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, a vinha¢a gerada em uma
unidade produtora de 120 m?® de etanol por dia apresenta o potencial poluidor correspondente ao
esgoto de uma cidade de 270 mil habitantes (GRANATO; SILVA, 2002). Portanto, por nao ser
um residuo inerte e em razao dos grandes volumes em que ¢é gerada, a gestio da vinhaga requer
um tratamento adequado.

Como citado acima, ela pode ser empregada como fertilizante nas proprias lavouras de
cana-de-agucar, mas essa ¢ uma técnica que enfrenta restricoes. A ma gestao da vinhaga como
fertilizante pode levar a lixiviagio de fons para aguas profundas ou escoamento superficial,
contaminando também aguas superficiais (SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007).

De acordo com a Portaria do Ministério do Interior n® 323, de 29 de novembro de 1978,
¢ proibida a emissdo de vinhaga, direta ou indireta, em qualquer cole¢do hidrica. E a Portaria n°
158, de 3 de novembro de 1980 do Ministério do Interior, preve o planejamento e implantagdo de
unidades para tratamento e/ou aproveitamento do residuo. Por esses motivos, desde entio
tornou-se necessario que as destilarias proponham projetos envolvendo uma finalidade

apropriada para a vinha¢a. Atualmente seu emprego na lavoura deve seguir as restricbes de areas
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e regulamentagoes a serem seguidas de acordo com a Norma P 4.231 da CETESB, de dezembro
de 2000.

Portanto, além dos interesses econdémicos e energéticos que se tem ao produzir o biogas a
partir da vinhaga, os interesses ambientais sao fundamentais. As preocupacdes ambientais e
dificuldades de gestao que a vinhaga tem apresentado para o processo de produgao de etanol de
primeira geracio (1G) se estendem também para o processo de segunda geracao (2G).

Com o desenvolvimento da tecnologia de etanol 2G, ainda nao ha relatos na literatura
sobre os volumes de vinhaca que serao gerados. No entanto, ja se sabe que a vinhaca proveniente
do processo de etanol 2G apresenta caracteristicas diferentes da vinhaga do processo 1G.
Tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos sio empregados sobre o material lignocelulésico
para a obtencdo de agucares fermentesciveis. O mosto para a fermentacao alcoodlica ¢ obtido a
partit do material hidrolisado. Alguns compostos secundarios sio gerados nas etapas de pré-
tratamento e nao serdo consumidos na fermentagdo alcodlica. Espera-se, portanto, que esses

compostos sejam encontrados na vinhaga.

2.2.1.Produtos secundarios de pré-tratamento fisico-quimico e hidroélise
enzimatica do material lignocelulésico: influéncia sobre o tratamento

da vinhaca por digestao anaerébia

O material lignoceluldsico é composto por por¢des de celulose, hemicelulose e lignina. O
bagaco da cana-de-agucar pode chegar a apresentar aproximadamente 40 a 50% de celulose, 20 a
25% de hemicelulose e 20 a 25% de lignina (OGATA, 2013).

Para a obtencdo de agucares fermentesciveis a partir desses polimeros, pré-tratamentos
sao empregados a fim de solubilizar e quebrar essas estruturas poliméricas contidas no material
lignoceluldsico. Sao usados tratamentos fisico-quimicos, como hidrélise acida ou basica (emprego
de 4cido sulfurico, acido cloridrico, hidréxido de sédio, hidréoxido de célcio, etc), auxiliados por
altas temperaturas e pressdes. Sdo condi¢oes de temperatura entre 100-200 °C e pressdes de 25
bar, por exemplo (JARDINE; DISPATO; PERES, 2009).

A principal funcao do pré-tratamento fisico-quimico ¢ tornar os polimeros acessiveis a
enzimas como celulases, beta-glucosidases, xilanases, ligninases, amilases, pectinases e outras que
sao aplicadas na quebra dos polissacarideos em unidades menores IBRAHEEM & NDIMBA,
2013). Os processos de hidrélise enzimatica ocorrem em condig¢bes relativamente mais brandas
(pH em torno de 5, temperaturas em torno de 50 °C) IBRAHEEM & NDIMBA, 2013;
JARDINE; DISPATO; PERES, 2009).
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Apesar dos altos custos, a hidrélise enzimatica tem se mostrado bastante promissora, com
alta especificidade sobre os polimeros, levando a rendimentos entre 75-85% (JARDINE;
DISPATO; PERES, 2009).

De modo geral, os processos vigentes para a producio do etanol 2G recorrem a uma
combinagdo de pré-tratamentos fisico-quimicos com os enzimaticos, facilitando o acesso das
enzimas ao substrato e, por fim, obtendo-se maior eficiéncia.

Contudo, os polimeros presentes na cana-de-actcar apresentam ligacOes diversas e
complexas, as quais requerem tempos de tratamento diferentes. No fim do processo tem-se a
degradacio de compostos gerados nas etapas Iniciais. Somado as condi¢cbes severas e
inespecificas de tratamentos fisico-quimicos, o que se tem ¢ a gera¢ao de varios produtos
secundarios de diferentes naturezas quimicas, que podem ser divididos em trés categorias:
derivados fendlicos, derivados do furano e acidos fracos. A presenga e propor¢ao desses produtos
serao dependentes da biomassa e dos processos empregados (CORTEZ et al.,, 2014; JARDINE;
DISPATO; PERES, 2009; PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000; KLINKE;
THOMSEN; AHRING, 2004).

A quebra da lignina nao libera compostos que servem como fonte de carbono
fermentescivel. No entanto, sendo um polimero aromatico, possui residuos de agio
antimicrobiana, interessantes para o controle de contaminagdo na fermentagiao alcéolica. Trés
alcoois fenil-propionicos existem como monomeros de lignina: alcool coniferilico, éalcool
cumarilico e alcool sinapilico, cujas proporg¢oes sao variaveis de acordo com a espécie vegetal,
estagio de maturagao, localizacio celular, entre outros fatores. Em cana-de-agicar, alcoois
coniferilico e sinapilico sdo os principais (MONLAU et al., 2014). A quebra da lignina no pré-
tratamento gera produtos secundarios como compostos fenodlicos, acidos fracos, aldeidos e
cetonas (JARDINE; DISPATO; PERES, 2009; MONLAU et al., 2014; KLINKE; THOMSEN;
AHRING, 2004; TORRY-SMITH; SOMMER; AHRING, 2003).

Cerca de 20-30 % do bagago de cana-de-agucar podem ser compostos por hemicelulose,
um polimero heterogéneo (BOARETTO; MAZZAFERA, 2013; CORTEZ et al., 2014; OGATA,
2013). Na primeira fase da hidrolise, sao liberados acido glucuronico e arabinose, seguidos pelos
xilanos. Por dltimo, tem-se a liberagdao da celulose, polimero de moléculas de glicose de ligagdes
B-1,4 (CORTEZ et al., 2014).

Além dos acucares, grupos acetil da hemicelulose também sao liberados. Estes podem se
degradar e gerar acido acético, que pode levar a inibi¢ao de leveduras produtoras de alcool
(GAMEZ et al., 2006). As pentoses resultantes da hidrélise, xilose e arabinose, podem se
degradar e dao origem ao furfural, o qual também pode se degradar e originar acido férmico em

condi¢bes severas de pré-tratamento. Bem como as pentoses, as hexoses obtidas da hidrolise
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podem se degradar a hidroximetilfurfuraldeido (HMF), o qual ainda pode resultar em acido
férmico e acido levulinico (JARDINE; DISPATO; PERES, 2009).

Furfural, HME, compostos fenolicos, siringaldeido e vanilina ja sio conhecidos como
inibidores de leveduras (DELGENES; MOLETTA; NAVARRO, 1996; TORRY-SMITH,;
SOMMER; AHRING, 2003). Os furanos apresentam mecanismos capazes de inibir enzimas
glicoliticas e fermentativas, afetando passos metabodlicos envolvendo a alcool desidrogenase e
acetaldeido desidrogenase, bem como danos aos acidos nucléicos. Além disso, também afetam a
integridade e fluidez da membrana plasmatica, 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 razao de sua maior facilidade de se
permeabilizar pela membrana plasmatica e atingir o citoplasma. Ha, ainda, os acidos organicos,
que podem levar as células ao gasto de energia para o controle do pH citoplasmatico
(IBRAHEEM & NDIMBA, 2013). Todos esses efeitos acarretarao no prejuizo no crescimento e
metabolismo celulares.

Outros produtos secundarios originados por meio dos pré-tratamentos sao acidos graxos,
terpendides e ceras (JARDINE; DISPATO; PERES, 2009). Contudo, os furanos e compostos
fendlicos derivados da lignina sdo os principais inibidores das leveduras produtoras de etanol
(TORRY-SMITH; SOMMER; AHRING, 2003). Na literatura ¢é possivel encontrar
principalmente os danos que os produtos secundarios podem trazer as cepas fermentativas
(DELGENES; MOLETTA; NAVARRO, 1996; IBRAHEEM & NDIMBA, 2013; MONLAU et
al., 2014; PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000), enquanto que pouco se desenvolveu em
relagdo aos micro-organismos envolvidos na digestao anaerdbia para geragao de biogas.

O in6culo empregado nos processos de biodigestao se trata de um consércio de micro-
organismos, cujas interacdes sao interdependentes e complexas. Como discutido acima, sabe-se
que os produtos secundarios gerados no pré-tratamento do material lignocelulésico podem trazer
problemas de crescimento celular e metabolismo nas leveduras fermentativas. Pelos seus
mecanismos de agao, ¢ possivel que os produtos secundarios do pré-tratamento afetem grupos
do consoércio de micro-organismos biodigestores, o que traria consequéncias ao processo de
biodigestio como um todo, levando a entraves na obteng¢ao do biogas por metanogénese.

Os derivados de furanos e compostos fendlicos também podem levar a inibi¢ao de micro-
organismos metanogénicos. Concentracoes de 2 a 3 g Llde furfural e HMF ji afetam a producio
de biogis, demonstrando inibicio completa a 6 g !, bem como concentracdes de fenol a partir
de 1,2 ¢ L' (BADSHAH, 2012). Além da diminui¢io na taxa de produtos da biodigestio, a
inibi¢do também pode se manifestar sob a forma de uma fase lag prolongada (FOX & NOIKE,
2004).



17

Por outro lado, ROSENKRANZ, E et al, (2013) sugerem adapta¢ao do inéculo aos
inibidores, com reducao de fase lag de 20-25 dias para apenas 4 dias. A concentra¢iao do indculo,
em relacao a concentracao de produtos secundarios do material lignoceluldsico, também tem um
efeito importante sobre o processo de digestio anaerébia (PARK et al., 2013).

A baixas concentraces (aproximadamente 0 - 2 g L), os inibidotes podem ser
degradados pelos micro-organismos anaerdbios. Adaptagao e concentracao de indculo podem ser
parametros importantes para esse fim (BOYER et al.,, 1992; BADSHAH, 2012; FANG et al,,
2004). Para casos em que um dos objetivos é o uso da vinhaca como fertilizante, a eliminacao de
compostos agressivos aos micro-organismos e ao ambiente devem ser de grande prioridade.

Segundo SIERRA-ALVAREZ & LETTINGA, 1991, a toxicidade esta relacionada com
grupos funcionais de anéis aromaticos. Logo, aldeidos e outros apolares podem ser altamente
toxicos, enquanto que compostos carboxilicos podem ser toxicos em concentragbes mais
elevadas.

Tais compostos como acido acético, compostos fenodlicos, furanos e demais acidos
organicos podem ser encontrados em concentragoes expressivas na vinhaca proveniente do
processo de etanol 2G. Portanto, é importante que se faga a investigagdo sobre os possiveis
desafios que a presenca desses compostos pode trazer para o tratamento da vinhaga por digestao

anaerobia.

2.3.Producdo de Biogas: Metabolismo Microbiano e Controle de Processo

Metanogénico

O biogas é um gas de composi¢iao variavel, mas basicamente composto por 70% de
metano e 30% de por¢oes variaveis de CO2, Hz e HoS (MOSEY, 1982). O processo de geragao
desse gas ocorre com a degradagao de matéria organica em condi¢des anaerdbias, em pH na faixa
do neutro. Existem vantagens de grande interesse quando se considera a degradacio de matéria
organica por via anaerébia em compara¢ao aos métodos aerobios. O Oz presente nos processos
aerébios leva os micro-organismos a consumir a matéria organica, mas gerando altos
rendimentos celulares e elevada produ¢io de CO2 como subproduto da atividade metabolica.
Além dos custos de instalagio maiores em processos aerébios, suas principais consequéncias sao
a geracdo de lodo microbiano em grandes quantidades. A produgdo pode ocorrer em tais
proporc¢oes que parte dele precise ser tratado como residuo e descartado. Além disso, a geragao
de CO:2 nio apresenta os mesmos interesses que o biogds, que ¢ um gas combustivel

(MCCARTY, 1964).
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O processo anaerdbio trata-se, portanto, de diferentes etapas que levam a decomposi¢io
da matéria organica complexa em H», CO; e 4cido acético, os quais sao utilizados na produgao do
metano, o principal gas do biogas. A Figura 1 apresenta as etapas e micro-organismos envolvidos

na obtencao de metano (CHy) a partir dos polimeros organicos complexos.

|Polimeros Organicos Complexos

Celilose, polissacarideos, proteinas, et HIDROLISE

Bactérias hidroliticas

Mondémeros

‘ I

FERMENTACAO

Alciicares, aminodcidos

I
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Butirato

A 4 Succinato
|H2 + CO Alcoois

Bactérias fermentativas

. Bactérias produtoras de i
Bactérias ‘ ACETOGENESE Ha, 4cidos graxos, oxidantes | FERMENTACAO
homoacetogénicas ’ (sintroficas)
Arqueas
metanogénicas H, + CO,
| .
Arqueas metanogénicas \IFT ANOGENESE & Arqueas metanogénicas

[cr] [ idkopenorcoficns

Figura 1 - Etapas e micro-organismos envolvidas no processo de metanogénese (Adaptado de MOSEY, 1982).

Nos processos anaerobios a degradaciao da matéria organica acontece inicialmente com a
hidrélise extracelular dos compostos mais complexos. Carboidratos, acidos graxos, proteinas e
demais compostos poliméricos sio alvo de enzimas extracelulares de bactérias. Uma vez
degradados em monodmeros, esses compostos sdao transportados para o meio intracelular e
convertidos em acidos organicos, CO2 e Hz por bactérias acidogénicas. Os principais acidos
gerados nessa etapa sao acido butirico, acido propionico e, em menor propor¢ao, acido acético
(eq. 1, 2 3). As bactérias responsaveis por essa etapa do processo respondem de forma eficiente a
pulsos de carga organica no sistema. Quando sua atividade metabdlica é elevada podem levar a
queda de pH do sistema e estdo relacionadas com a maior parte do Hz produzido (FERRY, 2010;
MOSEY, 1982).
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Acido Butirico: C¢H120s (glicose) CH;3CH2CH2COOH + 2CO; + 2H» 1)
Acido Propibnico: CéH120 (glicose) + 2H, —— 2CH3CHCOOH + 2H,0 2
Acido Acético: CeH1205 (glicose) + 2H,O —— 2CH3COOH + 4H; 3)

A importancia dos 4acidos produzidos pelas bactérias acidogénicas reside na
disponibilidade de substrato para bactérias acetogénicas. Nos processos anaerdbios, os principais
generos envolvidos sao Clostridinm e Acetobacterium. Esse grupo de bactérias se caracteriza pelo
consumo de acido propionico, acido butirico e outros acidos gerados em menor proporgao,
juntamente com o COy, frequentemente disponivel na forma de bicarbonato, e produzem acido
acético, conforme ilustram as equagdes abaixo (eq 4, 5, 6 ¢ 7) (MOSEY, 1982; MCCARTY, 1964,
MADIGAN et al,, 2011; FERRY, 2010; STAMS et al., 2012):

Acido Butirico:

CH3CH2CH2COO- (butirato) + 2H20 —— 2CH3COO- (acetato) + H* + 2H» 4
CH3CH2CH2COO- (butirato) + 2HCO3» —— 2CH3COO" (acetato) + H* +
2COOH: (formiato) + 3H20 5)

Acido Propibnico:

CH3;CH>COO- (propionato) + 3H,O —— CH3COO- (acetato) + 3HCO5 + H* + 3H» (0)
CH3CH2COO- (propionato) + 2HCO3 —— CH3COO- (acetato) + H* +

3COOH" (formiato) (7)

O metano que compoe o biogas é produzido por arqueas metanogénicas, entre as quais
estes sdo os principals géneros encontrados em sistemas anaerdbios: Methanobacterinm,
Methanococens, Methanospirillum, Methanosarcina, entre outros. Os principais substratos utilizados por
essas arqueas sao o acetato e Ha. Aquelas que sao preferencialmente consumidoras de acetato sao
conhecidas como acetoclasticas, e as consumidoras de Hbj, hidrogenotréficas. O metano
produzido nos sistemas anaerobios é cerca de 70% proveniente do metabolismo de acetoclasticas.
O acetato ¢ degradado de forma que seu grupo metil ¢ conservado (CH3) e reduzido até metano.
O grupo carbonila (COOH) ¢ oxidado a COz. Quando o metano ¢é produzido a partir de Hz, o
COy dissolvido age como aceptor de elétrons e é reduzido com o Hz obtido a partir da

degradacdo enzimatica de compostos organicos. Nessa via, o CO2 nunca ¢ limitante, pois esta

sempre em excesso no sistema (MOSEY, 1982; MCCARTY, 1964; MADIGAN et al., 2011).
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O metabolismo das arqueas é muito mais lento do que o metabolismo das bactérias.
Enquanto as bactérias produtoras de acidos apresentam taxas de crescimento em torno de 2-3h a
35°C, arqueas apresentam taxas de crescimento de cerca de 2-3 dias nas mesmas condi¢des
(MOSEY, 1982).

O sistema microbiano que leva a produciao de biogas é um processo autorregulado e
muito eficiente na conversao de matéria organica em CHy, CO2 e Ha. No entanto, a condugao de
processos anaerobios deve favorecer condi¢oes adequadas para todos os micro-organismos
envolvidos. Caso contrario, o desequilibrio entre os diversos metabolismos microbianos pode
afetar a eficiéncia do processo.

Por serem os micro-organismos mais sensfveis da comunidade, as arqueas sio comumente
as primeiras a serem afetadas. O seu desequilibrio pode ser capaz de afetar todo o sistema.
Quando as arqueas acetoclasticas apresentam baixa atividade, tem-se o acimulo de acido acético.
Quando as hidrogenotréficas se encontram em condi¢oes desfavoraveis elas deixam de consumir
o H> de forma eficiente, que também se acumula no sistema. A partir disso, processos
metabdlicos que desfavorecem o aumento de Hz no sistema sao desencadeados.

Num primeiro momento de excesso de H> num reator metanogénico, o acido piravico
proveniente da degrada¢ao de matéria organica é direcionado favoravelmente para a geragao de
acido butirico ao invés de acido acético. Conforme indicam eq (1) e (3), a produ¢iao de acido
butirico leva a menor produgao de Hz quando comparada ao acido acético. Em paralelo, a
degradacdo de matéria organica também ¢ direcionada a produgao acido propionico, pois essa é
uma via que consome H» (eq 2).

Outra consequéncia da baixa atividade de metanogénicas ¢ o prejuizo sobre a atividade
das bactérias acetogénicas. O metabolismo reduzido das acetoclasticas leva ao acumulo de acido
acético, produto gerado pelas bactérias acetogénicas. Além disso, o acumulo de H> pelo
metabolismo reduzido de hidrogenotréficas inibe a conversio de acido butirico e propidnico em
acido acético por causa da geragao de Hz dessas vias (eq 4 e 6) (MOSEY, 1982; MADIGAN et al.,
2011).

Os motivos de desequilibrio das arqueas metanogénicas podem ser condigdes ambientais.
O aumento repentino de carga organica pode ser um deles. O alto estimulo a atividade de
acidogénicas pode levar a uma diferenca de velocidades de atividade celular que leve ao
desequilibrio entre micro-organismos. Outros motivos comuns sao a entrada de compostos
toxicos, que podem afetar a comunidade microbiana como um todo, ou oscilagdes de
temperatura e pH muito bruscas (MCCARTY, 1964).

A presenca de micro-organismos competidores também pode ser um fator de
desequilibrio quando o tamanho de populacbes é muito distinto. As populagoes de bactérias

redutoras de sulfatos (BRS), por exemplo, podem agir sintroficamente com as metanogénicas ao
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reduzir H* em H> na auséncia de sulfato. No entanto, quando ha sulfato no meio, BRS
consomem Hj para reduzir SO4% em HzS. Portanto, populacoes de BRS em numeros muito
maiores do que as metanogénicas hidrogenotréficas podem levar a forte competigao, sobretudo
por Ho (MADIGAN et al,, 2011; STAMS & PLUGGE, 2008).

Nota-se, portanto, que o principal indicador de desequilibrio do sistema é a produgao de
acidos e o parametro mais utilizado para o acompanhamento desse indicador é o pH do meio.
Contudo, sabe-se que o pH ¢é uma analise que usa escala logaritmica. Por esse motivo, o
monitoramento pela alcalinidade do reator é tdo importante, pois sua escala é linear (FORESTI,
1997 apud PEREIRA-RAMIREZ et al., 2004).

Juntamente com a concentragao de acidos organicos e alcalinidade do reator, a produgio
de gas compde o conjunto de parametros mais importantes do desempenho do reator. O
monitoramento desses processos ¢ fundamental para que se tenha uma eficiéncia constante, pois
se trata de um processo biolégico. Inumeros fatores, como citados previamente, podem
influenciar sobre a capacidade de conversio da matéria organica em biogas. Um dos principais
deles sera a propria agua residuaria afluente. No caso da vinhaca, ela é um residuo proveniente de
outro processo biologico, a fermentacio alcodlica, que utiliza uma biomassa como matéria-prima,
a cana-de-agucar. A variagio de composi¢ao da vinhaca pode ser considerada como um dos
principais desafios de seu tratamento por digestao anaerdbia. No entanto, seu alto teor em
matéria organica, que esta majoritariamente soluvel, faz dela um residuo de grande potencial para

a aplicacdo na produgao de biogas.
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3.MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas instalacdes do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo (LAN II) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da
Universidade de Sio Paulo, em Piracicaba/SP.

O presente trabalho foi conduzido com dois reatores metanogénicos:
¢ Reator Controle (R1G): Reator contendo lodo metanogénico e vinhaca 1G

e Reator Tratamento (R2G): Reator contendo lodo metanogénico e vinhaga 2G
3.1.Inéculo Metanogénico

O lodo metanogénico para o trabalho foi obtido numa usina na regido de Prad6polis/SP.

Trata-se de um lodo ativo granulado de um reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanke?) digestor
de vinhaga 1G. A coleta ocorreu em dois momentos: em novembro de 2015, quando foi utilizado
para testes dos reatores; em junho 2016, quando foi utilizado para os experimentos.

Em nosso laboratério o mesmo lodo metanogénico foi utilizado nos reatores controle e

tratamento.
3.2.Vinhaca 1G

A vinhaca 1G utilizada no trabalho foi coletada numa usina regido de Piracicaba/SP. A
vinhaga ¢é proveniente de processo de produc¢ao de etanol de primeira geracdo a partir de melago

de cana-de-actcar e coletada em novembro de 2015.
3.3.Vinhaga 2G

A vinhaga proveniente de processo de producao de etanol lignocelulésico foi obtida na

regido de Piracicaba/SP. A coleta foi realizada em maio de 2016.
3.4.Unidade Experimental

Os dois reatores do trabalho foram construidos de forma similar. Cada reator possui um
volume util de 5L, com 65 cm de altura e 10 cm de diametro e ambos contam com um sistema de
aquecimento acionado com resisténcia elétrica revestida em manta de silicone. Esta envolve o
reator em dimensdes de 300 mm x 300 mm. Com isso foi possivel manter a temperatura do
interior do reator a 38 & 2°C. Foi realizado o controle automatico da temperatura com o auxilio

de um TIC-17 Full Gauge®. Na parte infetior interna de cada reator, aproximadamente 20 cm
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acima da base do reator, foi adicionada uma tela de ago e polietileno de alta densidade para
auxiliar a retencdo e a adesio do indéculo (lodo). Para alimentar os reatores foram utilizadas
bombas tipo centrifuga. Para a determinagdao volumétrica do biogas produzido foram utilizados

medidores modelo Wer Tip Gas MeterR)., Os componentes do modelo de reator sao mostrados na

Figura 2 (A - G).

Legenda:

Bomba

S
M..

Valvula esfera

Fluxo de entrada na bomba

[ XD

Fluxo de saida da bomba

U
]m

M Y I Y AR Fluxo de gas
E : g

W

Figura 2 - Esquema do modelo de reatores metanogénicos utilizados no presente trabalho. 1-5: fluxos hidraulicos e
de gas do reator. A: depésito de afluente; B: bomba centrifuga; C: estrutura interna auxiliar para retencio e adesiao do
lodo metanogénico; D: entrada para termometro para controle de temperatura; E: controlador de temperatura; F:

local de coleta de amostra gasosa; G: medidor de gas.
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A operagdo hidraulica dos reatores ocorreu por trés configuragoes, seguindo o esquema
apresentado na Figura 2:

1) Alimentagao do reator: a entrada do afluente foi feita com o depésito da vinhaca no
recipiente (A). Através da valvula (1), o afluente passava pela bomba (B) e era direcionado a
valvula (2), de modo que sua entrada ocorria em fluxo ascendente.

2) Retirada de efluente: o sobrenadante do reator saia através da valvula (3), passando pela
bomba (B), que o direcionava a valvula (4) para coleta.

3) Recirculagdo do reator: o sobrenadante do reator saia pela véalvula (3), passava pela bomba
(B) e era direcionado a valvula (2) para entrada em fluxo ascendente.

Para que cada configuracao fosse possivel era necessario que as valvulas nao envolvidas
na operacao desejada estivessem fechadas, de modo que a bomba operasse com o fluxo de
entrada e saida direcionados. A valvula (5) tinha a fun¢do de direcionar o gas acumulado na
cabeca do reator para o medidor de gas (G). Essa valvula operou continuamente aberta.

Na Figura 3 tem-se a representacio real de um dos reatores empregados nos

experimentos de metanogénese de vinhaca 1G e vinhaga 2G.

3.5.Procedimento Experimental

A implanta¢ao do projeto se iniciou com testes hidraulicos dos reatores, seguidos pelo
start dos reatores, o que serd descrito no Item 3.6. De 27/07/16 a 30/08/16, apenas o reator
R2G foi conduzido. No dia 30/08/16 o reator controle R1G foi iniciado, permitindo que a partir
dessa data, até 29/09/16, fossem conduzidos os reatores R1G e R2G simultaneamente. Houve
dificuldades na condugio do reator R1G e, por esse motivo, os experimentos foram avaliados
apenas de 30/08/2016 a 29/09/2016, petiodo correspondente 2 avaliagio de desempenho de
processos metanogénicos de R1G e R2G.

As condigdes operacionais de tempo de detengao hidraulica e concentragdo de matéria

organica de cada reator estao detalhadas no Item 3.7.



Figura 3 - Reator metanogénico para digestio de vinhaca 2G em operacio.
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3.6.Implantacdo do Projeto: Start dos Reatores R1G e R2G

O reator R2G foi iniciado com volume reacional de 4 L, composto por 3 L de in6culo
metanogénico e 1L de vinhaca 2G. O volume do inéculo microbiano ocupou 75% do volume
reacional total do reator R2G.

No caso do R1G, dificuldades experimentais nido permitiram a obten¢ao de dados
relevantes para producio volumétrica de biogas antes do dia 30/08/16. Portanto, a partir dessa
data, o processo de R1G foi reiniciado com volume reacional de 4,5 I, composto por 1 L de
vinhaga 1G e 3,5 L de in6culo metanogénico. O volume preenchido pelo lodo representou 77,7%
do volume reacional total. O volume reacional de 4,5 L foi escolhido porque foram mantidos 0,5
L de lodo metanogénico inativo como suporte para o lodo ativo que estava sendo adicionado
para reinicio do reator. Era esperado que esse lodo inativo nao influenciasse no seguimento do
experimento, pois nao foram observadas produgdes volumétricas de gas expressivas até
30/08/16 nesse reatot.

Para o reinicio do reator R1G, foi utilizado, portanto, o mesmo lodo metanogénico,
coletado em maio de 2016. No entanto, esse lodo foi mantido em reator UASB de 50 L,
proveniente de outro projeto sobre metanogénese conduzido em nosso laboratério, até a data de
reinicio de R1G. O reator UASB operava com a mesma vinhaca 1G empregada neste trabalho. As
condi¢cbes operacionais empregadas no reinicio do reator R1G seguiram as condi¢des

aproximadas em que o reator UASB de 50 L operava, conforme consta na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes de Operagdo de Reatores Metanogénicos no periodo de avaliagdo de desempenho.

Periodo de avaliacdo Concentragio de DQO de Tempo de Detengio
(Dias) entrada (mg Oz L) Hidraulica (Dias)
Reator R1G 30 35.456,35 £ 9292,95 16,61 + 2,30
Reator R2G 30 16.070,06 *+ 1.856,03 16,61 + 2,30

Quando iniciados, ambos os reatores foram mantidos sem manutencao ou intervenciao
por cinco dias para permitir adesdo do lodo a estrutura interna dos reatores. O periodo de coleta
de dados para a avaliagao de desempenho dos processos foi realizada entre 30 de agosto a 29 de

setembro de 2016, correspondendo a 30 dias.

3.7.0peracao dos Reatores Metanogénicos

Os processos foram conduzidos em batelada alimentada. A Tabela 1 descreve as

condig¢bes de operagao dos reatores ao longo do periodo de avaliagio dos tratamentos.
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A Tabela 1 apresenta as concentragdes médias de DQO de entrada nos reatores. A grande
variacdo que se encontra nesses valores ¢ devida, principalmente, a uma estratégia de recirculagao
de efluente adotada na segunda metade do experimento para ambos os processos, R1G e R2G.

Entre os 14° - 24° dias de avaliacdo, a vinhaga, respectiva de cada processo, 1G/2G,
passou a ser misturada ao efluente do préprio reator, na razao 1:1. Essa mistura passou a compor
o afluente de cada processo. O objetivo era proporcionar o retorno de matéria hidrolisada,
aumentar a alcalinidade intrinseca de reator e reduzir a concentragao de acidos totais no processo
(PEREIRA-RAMIREZ et al., 2004).

Encontram-se na Tabela 1 concentra¢des diferentes para a DQO afluente. O reator R1G
foi conduzido com DQO afluente média de 35.456,35 mg Oz L. O reator R2G foi conduzido
com DQO afluente média de 16.070,06 mg O, L. Conforme detalhado no Item 3.6., a
concentragao de DQO afluente foi diferente entre os reatores porque R1G teve seu inéculo
retirado de reator UASB de 50 L ja em andamento. Portanto, a DQO afluente média de R1G
obedeceu as condicoes de DQO afluente média de 35.000 mg O LI, pois o indculo estava
adaptado a essas condi¢des. Para o Tempo de Detencao Hidraulica (TDH) foram mantidas

condigdes idénticas para os dois reatores.

3.8.Caracterizacao do Inéculo Metanogénico

O lodo metanogénico foi caracterizado segundo sua Atividade Metanogénica Especifica
(AME) conforme indicado por (AQUINO et al, 2007). O experimento foi realizado com
solugdes preparadas de acordo com as indicagoes de diversos autores (AQUINO et al., 2007;
SCHNEIDERS et al, 2016; ROCHA et al,, 2011), cujas concentracdes estao detalhadas na
Tabela 2.

Foram preparadas a Solugdo (I), de macro e micronutrientes; Solug¢ao (II), de acidos
organicos; Solugdo (III), NaOH 3%, com solugao alcodlica de fenolftaleina como indicador, para
captura de COz no biogas produzido.

Os reatores empregados nos experimentos de AME foram garrafas de vidro de 0,5 L. de
volume reacional. O Jeadspace foi minimo para que o biogas produzido fosse totalmente
direcionado ao sistema de medida de gas, onde se encontrava a Solugao III. Dessa forma, o
volume de gas medido era composto por CHy.

Os reatores foram montados, portanto, contendo 497 mL de Solu¢ao (I) e 2,92 mL de
Solugao (II). O lodo metanogénico adicionado aos reatores foi previamente caracterizado para
seu teor de Sélidos Totais Volateis (STV), conforme descrito no Item 3.9.1 a seguir. O lodo

"bruto" foi diluido para que apresentasse a concentracio de 2,5 g STV L'l no volume reacional
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do reator de AME. Os experimentos foram conduzidos em mesas agitadoras, com rotacées de

200 rpm, a 38 °C.

Tabela 2. Solugdes utilizadas na caractetizagio de AME dos lodos metanogénicos

Solugédo I - Macro e Micronutrientes

NaHCO; 1,0 g L
KH,PO, 0,65 ¢ L1
K:HPO, 0,15 g L1
NH,CI 05gL"
MgCl, 0,1¢gL!
CaCl».2H,O 0,1gL!
Extrato de Levedura 0,05¢gL!

Solugio II - Acidos Organicos

Acido Acético Glacial (100%) 383mL L (vvl)
Acido Propionico (99%) LOmLL! (vv)
Acido Butirico (99%) 104 mLL" (v v)

Solugio IIT - NaOH 3%

NaOH 30 gL (mv)

A anadlise de AME foi feita com o indculo coletado dos reatores R1G e R2G no fim do
experimento. A determinacao da AME ¢ dada em producio de metano por matéria organica

(DQO), como dado pela eq (8) (ROCHA et al., 2011):

AME = (R*24) / (38,5 * STV) ®)

Onde,

AME: atividade metanogénica especifica (gDQOcn4 gSTV.d ™)
R: taxa de producio de metano (Lcus ht)

24: fator de conversio de horas para dias

38,5: fator de conversao de volume de CH4 para gDQO

STV: Sélidos Totais Soluveis (g L)
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Primeiramente foi realizada a caracterizacao da vinhaca 1G e da vinhaca 2G utilizadas no

trabalho. Dentre os parametros analisados, houve aqueles que foram utilizados como controle do

processo de digestio anaerdbia e aqueles que foram utilizados para a caracterizagdo no inicio e

final do experimento. A Tabela 3 sintetiza as analises de controle e caracteriza¢ao de materiais que

foram realizadas no trabalho, mostrando a frequéncia das analises de monitoramento.

Tabela 3. Analises fisico-quimicas empregadas para caracterizagdo dos materiais e controle de processo do

experimento.
Lodo VIG V2G ERIG ER2G Biogas Referéncia Finalidade Frequéncia

ST X X X X X APHA, 1998 Caracterizagio  pro, 0
/Controle

STF X X X X X APHA, 1998 Caracterizagio  pro 0
/Controle

STV X X X X X APHA, 1998 Caracterizagdo  pro 0o
/Controle

Caracterizagido -
pH X X X X pHmetro /Controle Diaria
Volume gés x ~ WeTipGas o ole Diéria
Meter

DQO X X X X APHA, 1998 Caracterizagio g 00

/Controle
RIPLEY;
o BOYLE &
Alcalinidade X X CONVERSE, Controle Semanal
1986
. DILLAILO &
Acidez X X ALBERTSEN,  Controle Semanal
Volatil 1961
oy JULKUNEN- Caracterizagio

Fenolicos X X X X TIITTO, 1985 /Controle Semanal

Carb/GLR/ Caractetizagio

MNT X X X X CI /Controle Semanal

Ac. Org. GV. X X X X CLAE  Camactetizagdo g, 0nal
/Controle

Furfural/ Caracterizagio

HME X X X X CLAE /Controle Semanal

Cations X X X X CI Caractetizagio Mensal

Anions X X X X CI Caracterizago Semanal
/Controle

Legenda: V1G: vinhaca 1G; V2G: vinhaca 2G; ER1G: efluente do reator R1G; ER2G: efluente do reator R2G;
ST: Sélidos Totais; STF: Solidos Totais Fixos; STV: Sélidos Totais Volateis; Carb/GLR/MNT: Carboidratos/
Glicerol/Manitol; Ac. Org GV.: 4cidos organicos e acidos graxos volateis; CG: cromatografia gasosa; CLAE:

cromatografia liquida de alta eficiéncia; CI: cromatografia i6nica.
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3.9.1.Sélidos

Foram realizadas analises de Sélidos Totais (ST), Sélidos Totais Fixos (STF) e Solidos
Totais Volateis (STV). O método empregado foi por gravimetria, de acordo com AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION;, A. W. W. A., 1999.

A analise de sélidos (ST, STF e STV) foi realizada na caracterizagdo dos materiais e no
controle do processo. Portanto, na caracterizagao de inicio do experimento foram analisados o
lodo metanogénico, a vinhaga 1G e a vinhaca 2G. Os efluentes dos processos de R1G e R2G

também foram analisados nos 6° e 30° dias de avaliacdo.

3.9.2.Monitoramento de pH

Foi utilizado um medidor de pH modelo Metrohm 827, para as analises de afluente e
efluente do trabalho.

A medi¢ao de pH foi feita para as vinhagas preparadas para afluente dos reatores. No seu
preparo foi utilizado bicarbonato de sédio, na forma em po, para correcao direta do pH para a
faixa de 0,8 - 7,8 para ambas as vinhagas.

O efluente de cada reator também teve o pH monitorado diariamente. Para situagées em
que o pH dos efluentes de reatores ficaram abaixo da faixa de trabalho, ou seja, 6,8 - 7,8, foi

utilizada uma solu¢io de NaOH 10% (m/v) pata a corregdo.

3.9.3.Producéao Volumétrica de Biogas

A produgio volumétrica de biogas gerado pelos reatores foi medida com o Wer Tip Gas
Meter, como ilustrado no Item 3.4. O equipamento foi calibrado para contagens a cada 100 mL de

gas produzido. Os dados foram coletados diariamente.

3.9.4.Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO foi determinada pelo método colorimétrico, de acordo com AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, A. W. W. A., 1999. O método empregado para avaliagio de
DQO foi aquele que avalia amostras de concentragio de DQO entre 50 - 800 mg Oz L. As
analises de DQO foram realizadas para caracterizagao das vinhagas utilizadas como afluente, bem

como para controle do efluente de ambos reatores.
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Foi realizada analise de DQO total, utilizando a vinhaca bruta e o sobrenadante dos
efluentes de reatores metanogénicos. As amostras de vinhaca foram diluidas em cem vezes. As

amostras de efluente de reatores foram diluidas em cinquenta vezes.
A eficiéncia de remogiao (E) de DQO foi determinada pela eq (9) (COLARES &
SANDRI, 2016):

E = DQOafluente - DQOcfivente) * 100 (9)
DQOaﬂuente

3.9.5.Alcalinidade

A fim de monitorar o desempenho dos reatores, foram determinados os parametros de
Alcalinidade Total (AT) e Alcalinidade a Bicarbonato (AB) dos efluentes de ambos reatores
metanogénicos segundo o método titulométrico de RIPLEY, BOYKE & CONVERSE, 1986. Os

autores do método recomendam a coleta de amostra imediatamente antes do inicio da analise
para que se tenha exposi¢ao minima ao CO2 do ambiente de trabalho. A fim de evitar o contato
com ar atmosférico, a amostra era coletada em béquers de vidro, preenchidos com o volume

maximo de amostra e tampados com filme plastico.

Calculo de Alcalinidade Total (AT):

AT (mg L1 CaCO3) = (Viitulado * NH2s04 * 50 000) / Vamostra (10)

Onde,
Viitulado = volume de H2SOy titulado
NHh2so4 = Normalidade do acido utilizado

Vamostra = volume de amostra

Calculo de Alcalinidade a Bicarbonato (AB):

AB (mg L1 CaCO3) = AT - (0,71 * AGV) (11)
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Onde,
AT = Alcalinidade Total

AGV = Acidez Volatil Total (obten¢ao por método titulométrico)

3.9.6.Acidez Volatil Total por Método Titulométrico

O teor de acidos graxos volateis totais (AGV) foi determinado como parametro de

controle do processo dos reatores metanogénicos. O método empregado foi o método

titulométrico de DILALLO & ALBERTSON, 1961.

Calculo de Acidez Volatil:

AGV (mg L") = (Viitutado * NNaon * 60 000 * 1,5) / Vamostra (12)

Onde,
Viitalado = volume de NaOH titulado
Nu2sos = Normalidade de NaOH utilizado

Vamostra = volume de amostra

3.9.7.Teor de Compostos Fenoélicos Totais

A fim de caracterizar as vinhagas empregadas no estudo, bem como monitorar o teor de
compostos fenodlicos totais no efluente dos reatores metanogénicos, foi feita a analise por método
colorimétrico de acordo com JULKUNEN-TIITTO, 1985. As amostras de vinhagas e efluentes

de reatores foram previamente diluidas em cinquenta vezes.

3.9.8.Teor de Carboidratos, Glicerol, Manitol

Foram determinadas as concentragdes em glicerol, manitol, sacarose, glicose, frutose,
xilose e arabinose por cromatografia ionica. Foram analisadas as vinhacas utilizadas como
materiais do experimento, bem como o efluente dos reatores metanogénicos para monitoramento

do consumo desses compostos ao longo do processo.
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Foi utilizado o cromatégrafo Metrohm, modelo 930 IC Compact. A coluna empregada
foi Metrosep Carb 1 150/4.0, a 30°C, com o eluente 100 mM NaOH, 10 mM Acetato de Sédio,

fluxo de 0,5 mL min! e 20 pL. de amostra. As amostras de vinhacas ¢ efluentes de reatores foram

diluidas em cinquenta vezes e filtradas em membranas de 0,45 pm.

3.9.9.Teor de Acidos Organicos

Acidos organicos foram analisados para caracteriza¢ao da vinhaca 1G e da vinhaga 2G
desta pesquisa. Ao longo do processo, os reatores foram monitorados para avaliagao de consumo
e producio de acidos organicos volateis. Os analitos avaliados foram acido acético, acido
propionico, acido butirico, acido iso-butirico, acido lactico, acido férmico, acido succinico e acido
citrico.

O método de anilise foi por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando o
cromatografo Shimadzu, de modelo UFLC Prominence. A coluna empregada foi Aminex
HPX-87H (300 mm x 7,8 mm; Bio-Rad) operando sob temperatura de 64°C. Como eluente foi
utilizada a solu¢ao de 0,005 M HzSO4, sob fluxo de 0,4 mL minl. Foi empregado detector
ultravioleta com arranjo de diodos, em comprimento de onda de 208 nm. As amostras foram
acidificadas com acido sulfdrico concentrado para pH= 2,0, de acordo com LAZARO, 2009,
utilizando volume de 100 pLL de amostra. As amostras de vinhacas e efluentes de reatores foram

diluidas em cem vezes e filtradas em membranas de 0,45 pm.

3.9.10.Teor de Furfural e 5-Hidroximetilfurfural (HMF)

Os teores de furfural e HMF foram determinados na vinhaca 1G e vinhaca 2G, bem
como o efluente dos reatores ao longo do processo para monitorar o consumo desses compostos
ao longo do experimento.

As analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, em cromatégrafo
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 acido 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

vinhagas e efluentes de reatores foram diluidas em cinquenta vezes e filtradas em membranas de

0,45 pm.
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3.9.11.Teor de Cations

Os cations analisados foram: sodio, potassio, amonio, ferro, magnésio e calcio. Esses
analitos foram quantificados nas vinhacas 1G, 2G e nos efluentes dos reatores controle (R1G) e
tratamento (R2G) no inicio e no final do experimento, para fim de caracterizagao dos materiais.

O método empregado foi a cromatografia ionica, utilizando cromatégrafo Metrohm,
modelo 930 IC Compact. A coluna empregada foi Metrosep C4 250/4.0, a 30 °C, utilizando
cluente 7,5 mM Acido Tartarico, 0,135 mM Acido Dipicolinico, 3 mM Acido Ascérbico, com
fluxo de 0,9 mL min!. O volume de amostra injetado foi de 20 pl.. As amostras de vinhagas e

efluentes de reatores foram diluidas em cem vezes e filtradas em membranas de 0,45 um.

3.9.12.Teor de Anions

Os anions analisados durante a pesquisa foram cloreto, nitrato, nitrito, fosfato e sulfato. A
analise foi feita para a caracterizagdo da vinhaca 1G e vinhaca 2G. Foi também realizado o
monitoramento do processo segundo o teor de anions dos reatores ao longo do experimento.

O método da analise foi a cromatografia idnica, com cromatografo Metrohm, modelo
930 IC Compact. A anilise foi realizada com a coluna Metrosep A Supp 5 250/4.0, 25 °C. O
eluente utilizado foi a soluciao de 3,2 mM de Carbonato de Sédio, 1,0 mM Bicarbonato de Sédio,
a fluxo de 0,7 mL min!. A solu¢io de supressio utilizada foi 100 mM de Acido Sulfurico e o
volume de amostra foi de 20 pL.. As amostras de vinhacas e efluentes de reatores foram diluidas

em cem vezes e filtradas em membranas de 0,45 pm.

3.10.Analise Estatistica

As analises de estatistica descritiva, figuras de dispersdo e histogramas foram realizados
com o software Microsoft Excel 2010. Foram calculados dados de média aritmética, mediana,

desvio padrao, valores maximos e minimos.
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4.DISCUSSAO

O experimento consistiu basicamente de duas etapas: (i) caracteriza¢ao preliminar dos
materiais de estudo, tais como lodo metanogénico, vinhaca 1G e vinhaga 2G; (i) e avaliagao de
desempenho dos reatores metanogénicos.

Na caracterizagdo preliminar serdo discutidos os valores encontrados nos materiais antes
de serem aplicados no experimento. Portanto, as variagdes de composi¢ao observadas ao longo
dos processos metanogénicos serao discutidas nos topicos referentes a avaliacio de desempenho
dos processos metanogénicos. O monitoramento de processos por compostos especificos, como
serao abordados dos Itens de 4.2.3 a 4.2.7., analisa as concentracoes afluentes e efluente de

analitos considerando a diluicao no volume total dos reatores.

4.1.Caracterizacao Preliminar

4.1.1.Caracterizacado de Inéculo Metanogénico, Vinhaca 1G e Vinhaca 2G

em teor de Sélidos e Nutrientes

A Tabela 4 mostra a caracterizagdo realizada antes do infcio dos experimentos. Foi
determinada a composi¢ao do lodo metanogénico em teores de solidos totais (ST), sélidos totais
volateis (STV) e solidos totais fixos (STF). As vinhagas utilizadas na pesquisa também foram
caracterizadas em teores de ST, STV e STE além da concentragdo de matéria organica por
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), glicerol, manitol, teor de agucares residuais, acidos
organicos, compostos fenolicos totais, furfural, 5-hidroximetilfurfural, sulfato, nitrato, fosfato e
outros componentes.

O lodo metanogénico foi caracterizado e obteve-se que 66,39% do seu teor em ST
correspondem ao teor de STV, o que corresponde principalmente a por¢ao organica do material
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, A. W. W. A., 1999). Portanto, tem-se que o
lodo metanogénico apresentou 17.899,00 mg L' de STV. As vinhacas também apresentaram
elevada propor¢ao de STV em relagdo a ST. Para a vinhaca 1G, o valor de STV correspondeu a
72,68% de ST, ou seja, 20.854 mg L. Para a vinhaca 2G essa porcentagem foi de 66,6%, o que
significou 11.720 mg L1,

A matéria organica expressa na forma de DQO apresentou concentracio maior na
vinhaca 1G (30.732, 8 mg L. ') do que na vinha¢a 2G (19.038,13 mg L -!). Além da concentra¢io
total de matéria organica, a composicao da vinhaga 2G, proveniente do processo de producio de

etanol a partir de material lighoceluldsico, apresentou composicao diferente da vinhaga 1G. De
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Tabela 4. Caracterizagio de Lodo Metanogénico, Vinhaga 1G e Vinhaga 2G utilizados nos experimentos.

Lodo metanogénico Vinhaga 1G Vinhacga 2G
ST (mg L) 26964 28694 17599
STV (mg L) 17899 20854 11720
STF (mg L) 9065 7840 5879
DQO (mg L) NA 30732,8 19038,13
Glicerol (mg L) NA 1970,12 701,28
Manitol (mg L) NA 130,41 112,98
Sacarose (mg L) NA 285,5 67,95
Glicose (mg L1) NA 88,78 66,51
Frutose (mg L) NA 130,71 324,7
Xilose (mg L) NA ND 105,0
Arabinose (mg L7) NA ND 12,16
Acido Acético (mg L) NA 1641,9 1384438
Acido Propiénico (mg L) NA ND ND
Acido Butirico (mg L) NA ND 1021,18
Acido Iso-butirico (mg L) NA 44,67 ND
Acido Lactico (mg L) NA 571,27 6869,19
Acido Succinico (mg L) NA 238331 23848,13
Acido Férmico (mg L7) NA 264,28 ND
Fenolicos Totais (mg L) NA 382,71 240721
Furfural (mg L) NA ND ND
5-Hidroximetilfurfural (mg L) NA ND ND
Sulfato (mg L) NA 3440,85 2473,6
Nitrato (mg L) NA 513,74 631,7
Fosfato (mg L) NA 109,52 ND
Cloreto (mg L) NA 1546,98 977,34
Sodio (mg LY) NA 49106,64 22208,6
Potassio (mg L) NA 8618,9 39067,24
Aménio (mg L) NA ND ND
Magnésio (mg L1) NA 1618,21 8082,67
Calcio (mg L) NA 985,93 6750,4

NA: Nio se aplica, ou seja, a analise ndo foi realizada para o material; ND: Nao Detectavel
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acordo com a literatura (JARDINE; DISPATO; PERES, 2009), o pré-tratamento fisico-quimico
e o tratamento enzimatico do material lignoceluldsico sao importantes para romper a lignina e
liberar os agucares presentes na hemicelulose e celulose. Os agucares obtidos a partir desses
polimeros serdo, majoritariamente, glicose, frutose, xilose e arabinose.

Portanto, nesse trabalho, foram realmente detectadas concentracoes de xilose e arabinose
na vinhaca 2G, nas concentracdes de 105 mg L e 12,16 mg L1, respectivamente. Outros
acucares residuais da fermentacio alcodlica, como sacarose, (67,95 mg 1.1 glicose (66,51 mg L)
e frutose (324,7 mg L), também foram detectados na vinhaca 2G. A presenca desses
carboidratos residuais é comum nos processos de etanol 1G. A vinhaga 1G utilizada nesse
trabalho também apresentou concentracdes de sacarose (285,5 mg L1), glicose (88,78 mg L1) e
frutose (130,71 mg L) residuais. Apesar da composicio diferente em pentoses e hexoses
residuais, a concentragiao de agucares residuais totais das duas vinhagas foi proxima, 504,99 mg
L' para a vinhaca 1G e 576,32 mg L1 pata a vinhaca 2G.

A diferenca de concentragdo de agucares de cada vinhaga ¢é dependente de diversos
fatores: variedade de cana-de-agtcar utilizada, obtencao do mosto para fermentacao, condi¢oes
de processo de fermentagao alcodlica, levedura empregada, etc (ALVES, 1994). Para a aplicagdo
da vinhaga no processo de metanogénese, a presenca de dissacarideos e monossacarideos sao de
grande interesse. Compostos simples como sacarose, glicose e os demais monossacarideos

presentes na vinhaga devem ser rapidamente consumidos pois sio facilmente assimilados pelas
células microbianas (MADIGAN et al., 2011).

Diversos autores (JARDINE; DISPATO; PERES, 2009; MONLAU et al, 2014
KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004; TORRY-SMITH; SOMMER; AHRING, 2003) relatam
que o pré-tratamento fisico-quimico do material lignocelulésico gera subprodutos. Mesmo apos o
processo de fermentagao alcoolica, esses subprodutos estardo presentes na vinhaga 2G. Esses
produtos secundarios nao sao geralmente encontrados em vinhagas de processos de produgao de
etanol de primeira geragao, ou pelo menos nao em concentracdes elevadas. Esses compostos sao,
principalmente, o acido acético, compostos fenolicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural.

A caracterizacao das vinhacas de fato identificou acido acético em concentracao maior na
vinhaga 2G, o que pode ser, principalmente, devido a quebra da hemicelulose. Esse polimero
apresenta grupos acetil que sao liberados no processo de hidrélise por tratamento fisico-quimico
e que acabam sendo convertidos em acido acético até a etapa de obtencao da vinhaga (KLINKE;
THOMSEN; AHRING, 2004). Em razao disso, a diferenca nos teores de acido acético entre as
vinhagas foi perceptivel: 1.641,9 mg L para a vinhaca 1G e 13.844,38 mg L'! para a vinhaca 2G.

O acido acético ¢ de enorme interesse para o processo de metanogénese, pois é um

substrato direto para as arqueas metanogénicas acetoclasticas (MCCARTY, 1964). Outros acidos
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organicos presentes na vinhaca também sio de interesse, pois podem servir de substrato as
bactérias envolvidas nas demais etapas de degradagdao da matéria organica.

Ao considerar uma concentracao de acidos organicos totais na vinha¢a 1G, obteve-se um
valor de 4.905,43 mg 1. Para a vinhaca 2G, essa concentracio foi de 45.582,88 mg L'}, ou seja,
cerca de 9,3 vezes superior a concentragao da vinhaga 1G. Apesar de acido iso-butirico e acido
férmico nao estarem presentes na vinhaca 2G, os demais acidos estio presentes em
concentragoes muito superiores. O mais relevante deles foi o acido succinico, com concentragao
de 23.848,13 mg L'1. Segundo ALVES, 1994, a geracio de acido succinico ao longo do processo
de fermentacdo alcodlica é proveniente quase exclusivamente do metabolismo da levedura.

A composi¢ao em fendlicos totais das duas vinhagas também apresentou concentragoes
distintas: 382,71 mg L' e 2.407,21 mg L! para vinhaca 1G e vinhaca 2G, respectivamente. A
concentracao encontrada para a vinhaca 2G se mostrou cerca de 6,3 vezes maior do que a
concentragao da vinhaga 1G. De acordo com a literatura, diversas classes de compostos fenélicos
podem causar efeitos inibitérios ao processo de metanogénese. Mas afirma-se também que o
consorcio microbiano ¢ passivel de adaptagao a presenca desses compostos, podendo apenas
tolerar sua presenga ou até mesmo consumi-los e converté-los em biogas (MONLAU et al., 2014;
FEDORAK & HRUDEY, 1984).

Furfural e 5-hidroximetilfurfural apresentam efeitos sobre o processo metanogénico
similares aqueles causados por compostos fendlicos. Contudo, nas andlises realizadas, nao foram
encontradas concentracdes detectaveis desses compostos em nenhuma das vinhagas nem nos
efluentes dos reatores metanogénicos.

A concentragao de sulfato na vinhaga 1G foi 28,11% maior do que na vinhaga 2G. Esse
anion ¢ o mais importante no monitoramento de processos anaerdbios, pois ¢ capaz de favorecer
a populagao de bactérias redutoras de sulfato (BRS). Quando as BRS estao presentes em reatores
anaerobios, a disponibilidade de propionato é disputada por BRS e bactérias acetogénicas. O Hz
presente também pode ser consumido pelas BRS. A competicio com as arqueas
hidrogenotroéficas pelo Ha pode ser preocupante para o processo, pois as BRS apresentam
maiores velocidades de crescimento celular do que as arqueas. Portanto, para processos de
digestdo anaerébia visando a produgdo de biogas, a redu¢do minima de sulfato é de maior
interesse (ESPANA-GAMBOA et al., 2012).

A diferenca de concentragdes para o nitrato foi relativamente pequena, onde a vinhaga
2G apresentou concentracio 18,67% maior do que a vinhaga 1G. Por outro lado o fosfato nao
foi encontrado em concentra¢oes detectaveis para a vinhaca 2G, enquanto que na vinhaca 1G
obteve-se a concentragio de 109,52 mg L.

A composi¢ao em sais minerais das vinhacas foi bastante distinta. A vinhaga 2G teve

concentragoes maiores do que 1G para sodio, potassio, magnésio e calcio. Na vinhaca 2G, a
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concentragao de sédio foi 77,86% superior a concentragao da vinhaca 1G; o potassio foi 77,94%
maior do que na vinhaga 1G. Para a concentracio de magnésio, o valor encontrado na 1G
corresponde a apenas 20,02% da concentragao obtida para a vinhaca 2G. A maior diferenca nas
concentragoes de cations foi encontrada para o calcio. A concentrag¢ao encontrada na vinhaga 2G

foi 85,4% maior do que a concentragao da vinhaga 1G.

4.1.2.Caracterizagdo de Inoéculo Metanogénico segundo Atividade Metanogénica
Especifica (AME)

No fim dos experimentos foi realizada a coleta de amostra da manta de lodo de cada um
dos reatores R1G e R2G. Foi feita a comparagao da atividade metanogénica especifica (AME) do
in6culo microbiano apds cada um dos processos. Para caracterizagio da AME, o tempo de
experimento é determinado pela atividade do indculo. As Figuras 4 e 5 apresentam a dispersao
dos fatores R (eq 8) obtidos para o experimento com o lodo de R1G e R2G, respectivamente.

No caso do lodo de R1G, o experimento durou 15 horas. A Figura 4 mostra o tempo
total de durag¢ao do experimento para o lodo de R1G, com a produ¢ao maxima de metano em 8h
de experimento. Desse momento em diante observou-se a queda de atividade microbiana. O

calculo da AME do lodo de R1G forneceu o resultado de 0,00057 gDQOch4 gSTV.d L.

mL CH4 h-1
o

00:00 04:02 08:05 12:08 16:11 20:14 00:17
Tempo (Horas)

Figura 4 - Producio volumétrica (R) de metano para o in6culo metanogénico de R1G.

Para R2G, o tempo de experimento foi de 24 horas (Figura 5) e o ponto maximo de
produgdo de metano ocorreu igualmente em 8h. Para R2G, o lodo metanogénico teve resultado

de 0,00220 gDQOcHi4 gSTV.d .
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mL CH4 h-1
n

00:00 04:04 08:08 12:12 16:16 20:20 00:25
Tempo (Horas)

Figura 5 - Produgio volumétrica (R) de metano para o inéculo metanogénico de R2G.

Considerando que esse teste avalia a capacidade especifica de produgao de metano, esses
valores indicam que a atividade das arqueas metanogénicas em R2G apresentaram atividade maior
do que a populagao de arqueas metanogénicas de R1G.

Para a mesma finalidade de avaliagao de lodo metanogénico apds o processo, a literatura
indica valores 0,017 a 1,1 gDQOcn4 gSTV.d! (ROCHA et al,, 2011; GODOI, 2014).

Com os resultados obtidos para AME dos lodos metanogénicos, em conjunto com os
parametros que serao discutidos a seguir, infere-se que os indculo ainda se encontravam em fase
de adaptagdo. A literatura relata periodos de aclimatag¢ao da microbiota variando de 60 até 250
dias de experimento (VILELA, 2012; OMIL et al, 1998). O reator R2G se encontrava em
operagao ha 62 dias quando o petiodo de avaliagdo de desempenho de processo foi encerrado.
R1G, que foi iniciado mais tardiamente, apresentava 30 dias de operagao. Portanto pode-se dizer
que a coleta de dados foi realizada precocemente e que a extensao do tempo de avaliagio poderia

contar com processos mais estaveis.

4.2.Avaliacao de Desempenho de Processos Metanogénicos
4.2.1.Producéo de Biogas e Remocao de DQO

O desempenho dos processos de metanogénese foi avaliado segundo a produgio
volumétrica total de biogas. Ao longo do experimento, R1G apresentou producio média de
biogis de 0,54 L dia’l, a0 passo que o processo de metanogénese no reator R2G apresentou

producio de 0,65 L dial, conforme pode ser verificado na Tabela 5.
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Tabela 5. Produgio Volumétrica Diaria de Biogas de R1G e R2G

R1G (L) R2G (L)
Média 0,54 + 0,34 0,65 + 0,29
Minimo 0,16 0,35
Maximo 1,1 1,25

Nota-se que ambos os sistemas ainda se encontravam em fase de adaptagdo no periodo
de avaliacio. F possivel dizer isso em razio da instabilidade apresentada pelos dados, como pode
ser visto nas Figuras 6 e 7, que apresentam as produgoes diarias de biogas. Os dois processos
apresentaram etapas de produ¢do volumétrica de biogas crescente, seguidas por etapas de
inibi¢do e recuperagao.

O reator R1G apresentou produgdao maior nos 20°, 21° e 28° dias de experimento (Figura
0). A producdo minima observada aconteceu nos primeiros dias de avaliagdao, do 1° ao 6° dia. A
seguir, embora tenha-se percebido aumento na produgao em torno dos 7° e 8° dias, houve uma
queda a partir do 9° dia. Essa queda de produgio de biogas foi o principal motivo para que, a
partir do 13° dia de experimento, fosse adotada a estratégia de recirculacio de efluente para
aumentar o uso da alcalinidade intrinseca do reator (PEREIRA-RAMIREZ et al., 2004). A partir
do 14° dia foi observado o aumento gradual na producao volumétrica de biogas. Entre os 7° -
14° dias, a média de producio de biogis foi de 0,28 L dia’l. Entre 15° - 31° dias essa média
chegou a 0,77 L dia'l. O valor miximo atingido ocotreu nos 21° e 22° dias, com producio de 1,1

L dia™.
1,3
1,0

0,7

L biogas

0,3

0,0

Tempo (Dias)

Figura 6 - Produgdo volumétrica de biogas de R1G.

Os valores mais expressivos de biogas para R2G ocorreram nos 13°, 14°, 21° e 22° dias de
experimento (Figura 7). Nos trés primeiros dias de avaliagao, o reator apresentava a média de
producio de biogas de 0,675 L d'l. Entre 4° - 12° dias foi observada uma queda na producio

volumétrica de biogas, apresentando média de 0,37 L. d!. A partir da adog¢do de recircula¢io de
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efluente, que ocorreu no 13° dia, observou-se recuperacio na capacidade de produgio
volumétrica. Entre o 14° - 30° dias a média para a producio de biogis foi de 0,78 L dia’!. No 21°

dia j se pode obter valores de 1,25 L dia’l.
1,3
1,0

0,7

L biogas

0,3

0,0
0 7 14 21 28 35

Figura 7 - Produgdo volumétrica de biogas de R2G. Tempo (Dias)

Quanto a produgao volumétrica de biogas de ambos reatores, é possivel observar que,
apos a decisao de recirculacio de efluente para R1G e R2G a partir 13° dia, houve produgdes
volumétricas superiores, com picos de producao em torno do 21° dia para os dois reatores.

Em suma, o reator R2G teve desempenho superior a R1G para produgio de biogas na
analise de produ¢ao média e produ¢ao maxima. Contudo, como citado no item 3.7. em Material e
Métodos, os reatores foram conduzidos com concentracdes de DQO de entrada diferentes. A
Tabela 6 apresenta dados do monitoramento de remog¢ao da DQO de ambos reatores e dados de
producio volumétrica de biogas relativa a concentra¢io de DQO removida (Lbiogss 2D QO:emov?)
para R1G e R2G.

A concentra¢ao de DQO do afluente em R1G apresentou média de 35.456,35 mg L. O
efluente teve média de 21.480,80 mg L'!, com remoc¢io de DQO média de 39,89 %. O reator
R2G apresentou valores médios de 16.764,17 mg L1 para concentragio de DQO afluente e de
11.111,04 mg L' para concentragio de DQO efluente. A remog¢io de DQO média em R2G foi
de 40,80 %. As eficiéncias de remoc¢io de DQO de R1G e R2G foram consideradas baixas, dado
que outros autores relatam eficiéncias entre 40 - 90% (HARADA et al, 1996; SUBTIL;
CASSINIL, GONCALVES, 2011; WEIJMA et al., 2003).

A Tabela 6 mostra também a producdo de biogas relativa a DQO removida. Para R1G
obteve-se o valor médio de 0,08 Liiogss 2DQOremov!. Para R2G, esse valor foi quatro vezes maior,
de 0,32 Liiogis gDQOkemov'. Em estudos semelhantes, ESPANA-GAMBOA et al., 2012
apresentou tesultados 0,21 Lpiogss ZDQOremov’! para um experimento com teator de manta de
lodo com fluxo ascendente, com 3 L de volume reacional. O estudo de ESPANA-GAMBOA et
al., 2012 utlizou DQO afluente de vinhaca a 17.050 mg L'!, com remocio média de DQO de

69% em condig¢bes mesofilicas (30 = 5°C).
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Tabela 6. Concentragio de DQO Afluente, Efluente, Removida e Produgio de Biogas relativa a
Concentrag¢io de DQO Removida para R1G e R2G.

Reator R1G
Média Minimo Miaximo
DQO Afluente (mg L) 35456,35 + 9292,95 16338,19 46961,39
DQO Efluente (mg L) 21480,80 £ 51006,07 14626,33 30857,26
Remocgio de DQO (%) 39,89 + 7,83 31,25 55,12
Lbiogis 2DQOremov™ 0,08 £ 0,05 0,03 0,20
Reator R2G
Média Minimo Miaximo
DQO Afluente (mg L) 16764,17 = 1856,03 13200 19635,09
DQO Efluente (mg L) 11111,04 £ 5377,80 5464,73 20776,33
Remocgio de DQO (%) 40,80 + 20,57 15,39 67,80
Lbiogis 8D QO remov! 0,32 £ 0,20 0,08 0,62

* O valor minimo despreza os dados dos periodos de acimulo de DQO no reator.

Sabe-se que a DQO, como um parametro isolado, fornece a concentragdo da matéria
organica de forma inespecifica, pois nido distingue os compostos presentes na amostra
(ZUCCARI; GRANER; LEOPOLDO, 2005). Dessa forma, deve-se considerar a composi¢ao da
matéria organica, pois existem alguns compostos especificos que tem maior influéncia sobre o
processo de metanogénese. E de interesse para a aplicagio de vinhaga na digestio anaerdbia
determinar na vinhaga a propor¢ao de compostos que favorecem e daqueles que desfavorecem a
produgao do biogas.

Ao comprar os resultados obtidos para R2G em remocio de DQO (%) e producio de
biogas (Lbiogis gDQOremOV'1) com os dados obtidos por ESPANA-GAMBOA et al., 2012, deve-se
observar a composi¢ao das vinhagas empregadas. No caso da vinhaga utilizada no estudo de
ESPANA-GAMBOA et al., 2012, destacam-se dois compostos: acido acético (2.237 mg L") e
sulfato (5.336 mgL1).

No processo de producio do biogas, o acido acético é um substrato direto das arqueas
metanogénicas acetoclasticas, portanto quanto maior sua concentragao, mais interessante para o
processo. Para o acido acético, a vinhaca 2G apresentou a concentraciao de 4.850,78 mg L1. No
que diz respeito ao sulfato, ele pode agir como um inibidor indireto ao estimular crescimento de

bactérias que desfavorecem a metanogénese. Para esse anion, a vinha¢a 2G teve concentragao de

866,70 mg L.
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Nos tépicos que se seguem, serao abordados com maior detalhe a influéncia que acido
acético, sulfato e outros compostos tiveram sobre os processos de R1G e R2G. Mas através da
literatura vé-se que apesar da remog¢ao de DQO em R2G (40,80%) ter sido menor do que a
eficiéncia encontrada nos resultados de ESPANA-GAMBOA et al., 2012 (69%), a producio de
biogas em R2G foi maior. Como citado acima, ESPANA-GAMBOA et al., 2012 obteve 0,21
Lbiogss 2DQOremov! , enquanto que o processo de R2G apresentou valor médio de 0,32 Liiogis
gDQOxemov! . Esses resultados sugerem que o processo em R2G poderia ser mais eficiente apos
a devida adaptagao do inéculo metanogénico, mas apesar disso a producio de biogas relativa a
DQO removida teve valores interessantes quando comparados aos valores de um processo mais

eficiente.

4.2.2.Monitoramento de Processos por pH, Alcalinidade e Acidez Volatil

O processo também foi monitorado de acordo com as variacées de pH de ambos os
reatores. R1G apresentou pH médio de 7,19 e R2G, de 7,03 (Tabela 7). Esses valores sdao
considerados ideais para o processo metanogénico, pois estao dentro do que ¢é sugerido por

outros autores, entre 6,2 - 7,6, considerando 7,0 - 7,2 como os valores 6timos para as reagdes

enzimiticas (MCCARTY, 1964).

Tabela 7. Valores de pH dos Reatores R1G e R2G

Média Minimo Maximo
R1G 7,19 £ 0,39 6,85 8,37
R2G 7,03 £ 0,25 6,50 7,77

Os valores de pH, mesmo quando se apresentam dentro da faixa desejada, nio sio
indicadores sensiveis do equilibrio do processo. Por esse motivo a analise de alcalinidade é capaz
de dar informacSes mais fiéis da estabilidade do reator. De acordo com SPEECE, 1996, a razao
que se obtém a partir dos dados de Alcalinidade Total (AT) e concentracio de Acidos Graxos
Voliteis (AGV), ou seja, AGV/AT, nos permite observar a capacidade do reator em produzir
acidos organicos, consumi-los e manter o poder tamponante do sistema. O metabolismo
microbiano gera compostos como bicarbonatos, sulfatos e fosfatos, que sao capazes de auxiliar o
reator na manuten¢ao do pH na faixa préximo do neutro. A literatura relata valores desejaveis
entre 0,2 ¢ 0,3 para a razio AGV/AT (SPEECE, 1996).

A Tabela 8 apresenta os valores obtidos de AT, AGV e razio AGV/AT ao longo do

experimento para R1G e R2G. Os altos valores de desvio padrio ilustram que os processos
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Tabela 8. Monitoramento de Processos por AT, AB, AGV e Razio AGV/AT para R1G e R2G.

R2G
Média Minimo Miximo
Alcalinidade Total (AT) (mg L7) 8698,98 + 3189,28 6030,21 15630,63
Alcalinidade a Bicatbonato (mg L) 5841,90 £ 1371,93 3732,42 7759,35
Acidos Graxos Volateis (mg L) 2403,51 + 913,79 1411,947 3632,38
Razio AGV/AT 0,33 £ 0,14 0,16 0,54
R2G
Média Minimo Miaximo
Alcalinidade Total (AT) (mg L) 6290,27 *+ 1842,51 4265,23 10063,16
Alcalinidade a Bicarbonato (mg L) 4376,16 + 1215,49 221552 5541,39
Acidos Graxos Volateis (mg L) 1810,27 £ 1052,14 479,83 2886,91
Razio AGV/AT 0,33 + 0,22 0,08 0,67

apresentaram muitas oscilagbes para esses parametros, indicando que a atividade celular de
bactérias produtoras de acidos ndo estava em equilibrio com a atividade de consumidoras de
acidos, como as bactérias acetogénicas e das arqueas metanogénicas, também consumidoras de
acido acético (MOSEY, 1982).

O reator R1G se manteve dentro da faixa ideal de AGV/AT no petiodo entre 9° - 20°
dias de experimento (Figura 8). A partir do 23° dia essa razdo teve valores maiores, indicando que
a acidez do reator superava a alcalinidade total. De fato, em torno do 23° dia foi notada oscilagao
na produgao de biogas (Figura 6). A instabilidade na produc¢ao de gas associada a acidez crescente
indicam que R1G ndo se apresentava com um processo totalmente equilibrado.

Para R2G, em torno dos 21° - 23° dias os valores estiverem entre 0,26 - 0,34 (Figura 9).
Esses perfodos sao coerentes com aqueles em que se notou maiores produgoes volumétricas de
gas, conforme ilustrado na Figura 7 anteriormente.

O valor maximo de AGV/AT, de 0,67, obtido no 9° para R2G indica que a acidez do
reator se apresentava muito elevada. Por outro lado, foi observado o valor minimo para AGV/AT
para R2G no 14° dia, de 0,08. Um dos motivos que levou a tomada de decisao pela recirculagao
de efluente foi, de fato, a elevada acidez do reator, conforme ilustra o dado para o 9° dia. A queda
brusca para esse parametro no 14° dia indica que a alcalinidade total superava a acidez presente
no reator. Esses dados mostram a resposta do reator frente a circulagao do efluente, que tem o

proposito de reaproveitar a alcalinidade intrinseca do sistema (PEREIRA-RAMIREZ et al.,
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2004). Essa resposta levou a recuperagao do reator, que apresentou aumento na produgio
volumétrica de biogas, conforme ilustrado pela Figura 7. Nos dias que se seguiram, entre o 16° -
23° dias de expetimento, a razio AGV /AT se mostrou mais proxima ao intervalo desejado, de 0,2
-0,3.

A recirculagao de efluente foi mantida até o 24° dia. Tanto R1G quanto R2G passaram a
apresentar instabilidades na razaio AGV/AT com a suspensio da recirculacio de efluente.

Observou-se, portanto, o distanciamento do intervalo 0,2 - 0,3. Nesse momento a produgao de
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Figura 8 - Razio AGV/AT para R1G.
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Figura 9 - Razio AGV/AT para R2G.
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biogas de ambos reatores também passaram a apresentar oscilagdes novamente. Esses resultados
indicam que R1G e R2G estavam vulneraveis a alimentacio de vinhaca sem recirculagao,
demonstrando dificuldade em consumir a matéria organica complexa do afluente.

De um modo geral, a literatura sugere valores 0,2 =2 AGV/AT 2 0,3, mas também afirma
que essas condi¢bes sao fixas para o desempenho satisfatério de reatores anaerébios (SPEECE,
1996). O importante é atingir condi¢des em que essa razao se apresente estavel e a produgao de
biogas seja eficiente.

Sobre a Alcalinidade a bicarbonato, MCCARTY, 1964 relaciona a presenca de acidos
organicos com o consumo da alcalinidade a bicarbonato. Em sistemas bem equilibrados na
produgdao e no consumo de 4acidos, alcalinidade total e alcalinidade a bicarbonato apresentam
valores muito proximos. Por outro lado, com o aumento de 4cidos organicos no meio, o
bicarbonato disponivel é consumido para neutraliza-los e a alcalinidade a bicarbonato é reduzida
frente a alcalinidade total.

De um modo geral para os sistemas anaerobios, MCCARTY, 1964 indica que a
alcalinidade a bicarbonato desejavel para condigdes mesofilicas fica em torno de 2.500 - 5.000 mg
L1. De acordo com a Tabela 8 verifica-se que R1G apresentou média acima desse intervalo, com
valor de 5.841,90 mg L. O reator R2G teve média de 4.376,16 mg L1, valor que ja se encaixa no
intervalo indicado e sugere que o processo obtido para R2G foi mais equilibrado do que em

R1G.

4.2.3.Monitoramento de Processos por Acidos Organicos

Considerando o petiodo total de avaliagdo de cada reator, ambos apresentaram elevadas
concentragoes de acidos. Apesar disso, foi possivel observar tanto em R1G quanto em R2G que
embora tenha havido periodos de acimulo de acido acético, até o fim da avaliacdo foi notada a
remogao do mesmo no efluente. Isso demonstra que ambos reatores passaram por condigdes
criticas no consumo eficiente de matéria organica no afluente, mas tiveram capacidade de
recuperacao, sobretudo a partir da adogao de recirculagao de efluente. Neste Item também sera
discutida a avaliagdo dos reatores de acordo com os acidos organicos: acético, propionico e
butirico, relacionando-os com a produgdao de biogas. Em segundo lugar, esse topico discutira

separadamente a influéncia do acido acético sobre o consumo de compostos fenolicos totais.
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4.2.3.1.Acidos Organicos e a Producédo de Biogas

A Tabela 9 ilustra os valores de 4acido acético, acido propionico e 4acido butirico

quantificados no efluente de R1G e R2G.

Tabela 9. Monitoramento de Processos pela Concentragio de Acido Acético, Acido Propidnico e Acido
Butirico em R1G e R2G

R1G
Média Minimo Miximo
Acido Acético (mg 1) 5654,07 £ 3685,97 0,00 12234,33
Acido Propidnico (mg L) 4122,66 £ 2571,46 0,00 9348,18
Acido Butirico (mg L) 4704,04 £ 4019,36 995,60 16269,74
R2G
Média Minimo Miximo
Acido Acético (mg LY 244977 + 1972,83 190,88 7081,2
Acido Propidnico (mg L) 2091,86 + 1655,64 0,00 4817,04
Acido Butirico (mg 1) 1415,88 £ 840,85 0,00 2560,62

Os valores de desvio padrido obtidos tanto para R1G quanto R2G nos indicam a grande
variancia que esses dados apresentaram durante o periodo de avaliagdo. Apesar de ambos reatores
terem apresentado perfil acido ao longo do processo, é notavel que R1G teve médias de
concentragao de acido acético, propionico e butirico no seu efluente muito maiores do que as
médias obtidas para R2G. Isso nos indica que o processo de consumo da matéria organica pelos
micro-organismos foi mais equilibrado para R2G do que para R1G. A elevada concentragiao
desses acidos no meio indicam que a atividade celular de bactérias e arqueas nao se encontrava
equilibrada.

E importante ressaltar que o acimulo de 4cido acético em reatores metanogénicos esta
geralmente relacionado com a baixa atividade das arqueas metanogénicas. Seu metabolismo e
velocidade de crescimento mais lentos do que nas bactérias sao fatores de vulnerabilidade
intrinseca do sistema metanogénico para o equilibrio de geracio e consumo de metabdlitos. E
fundamental que arqueas hidrogenotroficas e acetoclasticas consumam Hz e acetato,
respectivamente, em velocidades satisfatorias para evitar o acimulo de acido acético no reator
(MOSEY, 1982).

Em sistemas com acimulo de H> e 4cido acético, o consumo de acido propidnico e acido
butirico sera igualmente prejudicado. As reagoes de conversio desses dois ultimos acidos em
acido acético sdo reagoes que geram Hy em proporgoes relativamente altas. Na busca pela

manutenc¢ao do equilibrio do sistema quanto a disponibilidade de Ha, rea¢des que favorecam o
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excesso de Hz no reator acabam sendo suprimidas. O resultado ¢ o acimulo de acido propionico
e acido butirico como consequéncia do baixo consumo de Hz e acido acético por arqueas
metanogenicas (MOSEY, 1982; MCCARTY, 1964; MADIGAN et al,, 2011; FERRY, 2010;
STAMS et al.,, 2012).

O acumulo desses trés acidos organicos em questio sao o resultado de baixa atividade de
bactérias acetogénicas, arqueas hidrogenotréficas e acetoclasticas (MOSEY, 1982). Isto é pouco
desejavel em reatores metanogénicos.

A Figura 10 a seguir ilustra o comportamento da produc¢io de acidos organicos no reator
R1G. Apesar da maior concentracio de DQO no afluente em RI1G, nio era esperado que
houvesse acumulo de acidos organicos em razio disso. O indculo ja estava adaptado a
concentra¢ao de DQO empregada no 1° dia. Além disso, é possivel verificar que o “novo"
in6culo foi capaz de consumir a matéria organica nos primeiros dias (1° - 6°) com eficiéncia, pois
o consumo de acido acético chegou aos niveis maximos (a concentra¢ao de acido acético foi de
414,99 mg L' no 2° dia; concentragio nio detectivel no 6° dia). Ap6s esse petiodo, foi verificado
o aumento das concentracdes de acidos organicos em R1G. A partir do 14° dia de incubagido do
in6culo foi observada a queda nos teores de acido acético e propidnico. A remogao de acido
acético chegou a 65,94%. Para de acido propionico, a chegou a 80,17%. Isso demonstra que
arqueas acetoclasticas e bactérias acetogénicas foram favorecidas pelas estratégia de recirculagao

de efluente.
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Figura 10 - Concentracio de Acidos Organicos em R1G. (A) Acido Acético; (+) Acido Propionico; (@) Acido
Butirico.

Segundo MOSEY, 1982, a alta concentracao de Hz no reator direciona a digestdao de

matéria organica para a formagao de acido butirico (eq 1). Ao considerar que o acumulo de H»
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pode ser devido a baixa atividade de arqueas hidrogenotréficas, pode-se inferir que R1G
apresentou boa recupera¢ao do sistema a partir do 14° dia de incubagdo pela atividade das
arqueas acetoclasticas e bactérias acetogénicas. Contudo, a concentra¢ao de acido butirico
manteve-se elevada, sugerindo que a concentracao de Hz se manteve elevada. Sugere-se que a
baixa atividade de hidrogenotréficas foi prejudicial ao sistema, porque ele ndo se tornou de fato
estavel, o que ¢ visivel na Figura 6, de producao de biogas. No entanto, foi observado o aumento
da producao de biogas a partir de biogas a partir do 14° dia. Considerando-se, portanto, a volta
no consumo de acido acético indica que houve aumento na atividade das arqueas acetoclasticas,
que sio responsaveis por 70% do metano produzido em sistemas anaerébios (ALZATE et al.,
2007).

Para a investigacao da estabilidade do sistema, os valores encontrados na quantificagao de
acidos organicos se mostrou um 6timo parametro para o monitoramento do processo, sobretudo
o acido acético. Ao comparar a Figura 10 com a Figura 6, é visivel que os pontos de remog¢ao na
concentragao de acido acético nos 6°, 15° e 22° dias também foram momentos em que se notou
aumento na produg¢ao volumétrica de biogas.

Tratando-se do reator R2G, também foram observados momentos de aumento de
concentragao de acidos organicos, seguidos por recuperacio do reator com o consumo dos
mesmos. A Figura 11 apresenta o comportamento das concentragdes de acido acético, acido

propionico e acido butirico em R2G.
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Figura 11 - Concentragio de Acidos Organicos em R2G. (A) Acido Acético; (+) Acido Propidnico; () Acido
Butirico.

Ao comparar a Figura 11 com a Figura 7, nota-se a elevada concentragao de acido acético
no 2° dia de avaliagio do experimento (7.081,20 mg L1), o que se seguiu com a queda na
produgdo de biogas entre os 4° - 12° dias. A concentragao de acido acético, propidnico e butirico

.,

continuaram crescentes até o 10° dia de experimento. Com o inicio da recircula¢ao no 14° dia, ja
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foi observada a remoc¢ao de 31,51% do acido acético e 34,44% na concentracio de acido butirico.
A rapida remocio observada para a concentracao de acido acético indica que a populagao de
arqueas acetoclasticas foi capaz de recuperar a atividade celular.

Por outro lado, a remogao observada para o acido propionico foi de apenas 1,31%.
Contudo, a partir do 22° dia até o 26° as amostras de efluente de R2G nao apresentaram
concentragoes detectaveis de acido propiodnico.

Em sistemas onde ha o excesso de H devido a baixa atividade de metanogénicas
hidrogenotroficas, a produgio de acido propionico é uma das vias mais favorecidas no processo
de degradagao da matéria organica, pois ¢ uma via em que se tem o consumo de Ho. Além disso,
a conversao de acido propidnico em acido acético por meio da atividade de bactérias acetogénicas
também ¢ inibida, pois essa ¢ uma via de produgao de Ho.

Baseando-se nesses fundamentos, pode-se inferir que as populacdes de arqueas
hidrogenotroéficas e bactérias acetoclasticas tiveram uma recuperagdo gradual de sua atividade
celular.

De um modo geral, R2G apresentou melhora no desempenho para o consumo de acidos
organicos volateis. No 24° dia de experimento, acido butirico e propidnico ja nao se encontravam
em concentracoes detectaveis. Nesse mesmo momento, a concentracao de acido acético havia
sido reduzida em 89,20% em relacio ao valor maximo (2° dia). No 26° dia obteve-se a
concentracio minima de 4cido acético, de 190,88 mg ., 97,30% inferior a concentragio maxima
(2° dia).

No 24° dia de experimento, acidos propionico e butirico chegaram a ser completamente
consumidos. Acido acético chegou a concentracdes minimas no 26° dia, com remocio de 95,20%
em comparag¢ao ao 10° dia (Figura 11).

A remogao destes trés acidos organicos, associada ao aumento na produ¢ao volumétrica
de biogas, sobretudo entre os 14° - 24° dias, demonstra que o sistema foi capaz de se recuperar
em relagao ao consumo da matéria organica. E isso foi observado tanto para R1G quanto R2G.
Considerando o restabelecimento dos reatores, houve a tentativa de suspender a recirculagdo de
efluente a partir do 24° dia. Entretanto, o reator se mostrou muito sensivel a condi¢ao de afluente
composto apenas por vinhaga nessa fase.

Em compara¢io ao reator R1G, R2G se mostrou mais equilibrado na analise do
comportamento dos micro-organismos do consércio metanogénico por meio da producio e
consumo de acidos organicos. Diferentemente de R1G, R2G chegou a concentra¢des minimas de
acido propionico e butirico (22° - 26° dias), indicando que as bactérias acetogénicas recuperaram

a eficiéncia na conversao desses acidos, metabolitos das bactérias acidogénicas, em acido acético.
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E, para que isso fosse possivel, pode-se dizer que também houve eficiéncia no consumo de acido
acético pelas acetoclasticas e Hz pelas hidrogenotroficas.

Essa vulnerabilidade a acidificagio de ambos reatores pode estar relacionada a
configuracao do reator. Principalmente apds o reinicio de R1G, com indculo ativo e adaptado a
vinhaga 1G, foi possivel observar que inicialmente o reator operou em condigdes equilibradas,
mas nao foi capaz de manté-las a partir do 8° dia de ensaio com o novo inéculo (Figura 10).
Acredita-se que canais preferenciais tenham se formado no reator, favorecendo a hidrélise e
acidogénese nesses pontos. Devido a distribuicao possivelmente deficiente de nutrientes e a
diferenca de velocidades metabdlicas de bactérias hidroliticas, acidogénicas, acetogénicas e
arqueas o consumo equilibrado de Hz e acidos organicos nao foi mantido.

A recirculacdo de efluente, além de favorecer a alcalinidade intrinseca do reator, favorece
o retorno de matéria organica hidrolisada. Seriam necessarias investigacOes analiticas mais
detalhadas para essa afirmacdo, no entanto a DQO analisada para esse periodo de recirculagiao
nos mostra que a DQO de afluente nio foi reduzida e a produgao de biogis aumentou, com
consumo de acidos organicos mais equilibrado para ambos reatores.

Submetido as mesmas adversidades, R2G apresentou desempenho melhor do que R1G.
Isto, possivelmente, ocorreu em razao da alta concentracio em acido acético proveniente da
vinhaga 2G. A entrada de substrato imediato para arqueas acetoclasticas é capaz de favorecer o
metabolismo desses micro-organismos, levando a producao de biogas mais eficiente e processo
mais equilibrado.

O item a seguir aborda a comparac¢io de R1G e R2G frente ao consumo de compostos

fendlicos totais na presenca de acido acético.

4.2.3.2.Consumo de Fenélicos Totais na presenca de Acido Acético

Os principais componentes que diferenciaram as vinhagas 1G e 2G deste trabalho foram
a concentracio em acido acético e fenodlicos totais (Tabela 4). A Tabela 10 abaixo resume a
diferenca de concentracio de fendlicos totais do afluente de R1G e R2G.

A média no afluente de R1G foi de 209,74 mg L. A respeito do consumo, a
concentra¢io média de fendlicos no efluente foi de 565,21 mg L'}, sugerindo que houve acimulo
no reator (Figura 10). Em nenhuma amostra foi identificada a remogao e por esse motivo 0s
dados de Fenolicos Removidos (mg L'!) e Remogio (%) nio sdo apresentados na Tabela 10 para
R1G.

A concentracio média de compostos fenolicos no afluente de R2G foi de 843,44 mg L'},

o que significa que a concentracao em R2G foi aproximadamente quatro vezes maior do que
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Tabela 10. Monitoramento de Processos por Consumo de Compostos Fenolicos Totais

R1G
Média Minimo Maximo
Fenolicos Totais Afluente (mg L) 209,74 + 89,74 94,88 413,95
Fenolicos Totais Efluente (mg L7) 565,21 + 78,38 488,45 649,77
Fenolicos Totais Removidos (mg L) NA NA NA
Remogio de Fenolicos Totais (%) NA NA NA
R2G
Média Minimo Miaximo
Fenolicos Totais Afluente (mg L) 843,44 £+ 294,63 271,37 1241,35
Fenolicos Totais Efluente (mg L) 356,34 £ 92,48 267,50 495,33
Fenolicos Totais Removidos (mg L) 512,36 + 220,61 219,30 746,02
Remocgio de Fendlicos Totais (%) 56,96 = 12,98 40,88 70,57

NA: Nio se aplica.

aquela encontrada em R1G. Apesar disso, a concentragdo de fenodlicos totais no efluente

b

apresentou a média de 356,34 mg L', o que mostra consumo médio de 56,96% pelo inéculo
microbiano. Ao longo do processo, a remogao chegou ao valor maximo de 70,57% de fendlicos
totais, que foi observado no 8° dia de experimento.

Através das Figuras 12 e 13, fica claro o comportamento de cada reator frente ao
consumo de fendlicos totais. No reator R1G nota-se que a concentragao no efluente foi sempre
crescente, indicando a dificuldade de remocio nesse sistema (Figura 12). Apesar disso, a
produgdo de biogas nao foi reduzida com o aumento de compostos fendlicos no efluente. Como
relatado anteriormente, foi observado o aumento na produgao de biogas a partir do 14° dia, com
producdes maximas no perfodo entre os 21° - 28° dias.

Na Figura 12, o aumento de fendlicos totais no efluente do 8° dia para o 26° dia foi de
21,29%. Para o mesmo perfodo, a produciao volumétrica de biogis aumentou em 55,55%. De
acordo com CHAPLEUR et al., 2016, concentra¢oes de fenol até 500 mg L' ndo apresentam
toxicidade aos micro-organismos do consércio metanogénico. Além disso, CHAPLEUR et al.,
2016 também relaciona o acimulo de fendlicos com condi¢cbes em que 0s micro-organismos
consomem preferencialmente outros substratos.

Sobre R2G, a Figura 13 mostra que o consumo de compostos fendlicos foi expressivo,

com eficiéncias de remogao sempre acima de 40%. Em pesquisa realizada por FEDORAK &
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Figura 12 - Monitoramento do Processo de R1G por consumo de compostos fendlicos totais. (A): concentragao de
fendlicos totais no afluente; (E): concentracdo de fendlicos totais no efluente.
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Figura 13 - Monitoramento do Processo de R2G por consumo de compostos fendlicos totais. (A): concentracio de
fendlicos totais no afluente; (E): concentracdo de fendlicos totais no efluente.
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HRUDEY, 1984, foi investigada a degrada¢ao de compostos fendlicos em sistemas anaerobios na
presenca e na auséncia de acidos organicos (acido acético e propidnico). Na presenca de acido
acético em concentracdes de 2.800 mg ! e 4cido propidnico em 975 mg L1, concentracdes de
até 1.200 mg L' de fenol foram associadas a maiores producoes de metano. Na auséncia desses
acidos organicos, 0 mesmo comportamento nao foi observado. O experimento de FEDORAK &
HRUDEY, 1984 foi realizado em batelada e demonstrou que as arqueas sao inibidas por fenol em
concentragoes a partir de 2.000 mg L1, As bactérias acetogénicas, por outro lado, ndo apresentam
a mesma tolerancia e, quando expostas ao fenol, podem nio produzir o acetato, substrato
imediato de arqueas acetoclasticas.

Portanto, a entrada de acido acético no reator juntamente com fendlicos permite que as
arqueas acetoclasticas mantenham-se ativas. Dessa forma, o consumo de acido acético se mantém
continuo, assimilando o acetato que também vem a ser gerado com a degradacao de fendlicos e
demais compostos presentes na matéria organica.

A concentracio média de acido acético no afluente de R1G foi de 899,82 mg L1 ¢ no
afluente de R2G, essa concentracio foi de 4.850,78 mg L' (Tabela 11). Isso quer dizer que a
concentragao de acido acético na vinhaca afluente de R2G foi cerca de cinco vezes maior. Apesar

disso, a concentragio de acido acético no efluente de R1G foi superior a concentragao

Tabela 11. Monitoramento de Eficiéncia de Remogio de Acido Acético nos Processos de R1G e R2G.

R1G

Média Minimo Maximo
Acido Acético Afluente (mg L) 899,82 + 384,98 407,06 1775,93
Acido Acético Efluente (mg L) 5654,07 + 3685,97 0,00* 12234,33
Acido Acético Removido (mg L) NA 1360,94* 1775,93
Remogio de Acido Acético (%) NA 76,63* 100

R2G

Média Minimo Maximo
Acido Acético Afluente (mg L) 4850,78 + 1694,49 1560,70 7139,24
Acido Acético Efluente (mg L) 254413 + 1897,57 190,88 7081,20
Acido Acético Removido (mg L7) 2703,61 £ 2146,89 656,86 5752,13
Remogio de Acido Acético (%o) 49,80 + 36,54 21,29 95,56

* O valor minimo despreza os dados dos periodos de acimulo de Acido Acético no reator.
NA: nio se aplica.
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encontrada em R2G, indicando que a eficiéncia no consumo de acido acético foi maior em R2G
do que em R1G, como ja discutido no item anterior (4.2.3.1.).

A Tabela 11 indica através do pardmetro Acido Acético Removido (mg 1) que R1G
apresentou acumulo desse analito. Dessa forma, dados de média para a remog¢ao percentual nao
foram considerados. A baixa atividade de R1G para o consumo de acido acético indica que o
sistema foi facilmente desestabilizado. Ao longo do processo foi possivel atingir restabelecimento
no consumo de acido acético, conforme detalhado no Item 4.2.3.1.. O mesmo nao foi atingido
para compostos fenodlicos. Portanto, caso houvesse bactérias consumidoras de fenodlicos
presentes, estas também nao tiveram atividade observada, ja que o que se observou foi o acimulo
de fendlicos no reator.

Em R2G, a remog¢ao média acido acético foi de 49,80%. No entanto, o reator chegou a
atingir 95,56% de remocgao do acido acético. Diante desses resultados, ¢ importante considerar
que o consumo total de acetato do reator também inclui aquele que é gerado ao longo do
processo pelas bactérias acetogénicas.

Portanto, de acordo com o trabalho de FEDORAK & HRUDEY, 1984, a alta
disponibilidade de acido acético para R2G (4.850,78 mg L'!) pode estar relacionada ao sistema
mais eficiente no consumo dos compostos fenolicos.

No entanto, sabe-se que ha diferentes classes de fenodlicos, as quais exercem efeitos
diferentes sobre o consoércio metanogénico, onde compostos com maior numero de hidroxilas
apresentam maior efeito inibitério (FEDORAK & HRUDEY, 1984; KAYEMBE et al., 2013).
Seria importante, para que se tivesse afirmagoes mais precisas, definir quais classes de compostos
fendlicos foram presentes em cada tipo de vinhaga empregada. De acordo com CHAPLEUR et
al., 2016, concentracoes de compostos fendlicos maiores do que 100 mg L' de determinadas
classes de fendlicos ja sao capazes de influenciar a comunidade microbiana, selecionando os
grupos mais adaptados para o consumo desses compostos. A elucidagao das classes de
compostos fenolicos presentes nas vinhagas investigadas permitiria inferir qual concentragao teria
potencial para causar de fato efeitos inibitérios sobre as populagdes microbianas. Também
permitira determinar quais classes de fendlicos foram consumidas, colaborando para a produgao

de biogas.

4.2.4.Monitoramento de Processos por Carboidratos

Outro componente da vinhaga que é importante para o processo de digestao anaerébia é
o teor em carboidratos, que é composto pelos agucares residuais ndo consumidos pelas leveduras

na fermentacao alcodlica.
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Como discutido no Item 4.1.1., foram identificados sacarose, glicose e frutose na vinhaca
1G e sacarose, glicose, frutose, xilose e arabinose na vinhaga 2G. Para os interesses do processo
de digestdo anaerdbia, esses agucares foram interpretados na forma de “Agutcares Totais”. Os

valores obtidos em agucares totais estio resumidos na Tabela 12 para a vinha¢a 1G e 2G.

Tabela 12. Agucares Totais presentes na Vinhaga 1G e Vinhaga 2G.

Vinhaca 1G Vinhaca 2G

Aciticares Totais (mg L) 504,99 576,32

Percebe-se que, apesar da composi¢ao em agucares ser distinta entre os dois tipos de
vinhagas investigadas, os teores de agucares totais foram semelhantes entre elas. O teor em
acucares da vinhaca 2G foi apenas 12,37% (71,33 mg L'!) supetior ao da vinhaca 1G.

A Tabela 13 abaixo resume as concentracoes de agucares no afluente e efluente de cada
reator. Considerando que os teores em aguicares totais foram semelhantes entre os dois tipos de
vinhagas avaliadas, também era esperado que R1G recebesse maior quantidade de agucares
porque a concentracao de DQO do substrato de entrada foi maior do que em R2G, como foi
detalhado em 3.7 em Material e Métodos. A concentracio média de acucares totais no afluente de

R1G foi de 276,75 mg L1, com eficiéncia de remocio média de 87,99%. Durante o periodo de

Tabela 13. Monitoramentos dos Processos de R1G e R2G pelo consumo de Agucares Totais.

R1G
Média Minimo Miaximo
Agucatres Totais Afluente (mg L) 276,75 £ 118,41 125,20 546,21
Agucatres Totais Efluente (mg L) 355,77 £ 591,67 0 1400,54
Agucares Totais Removidos (mg L) 243,06 + 112,52 125,20* 349,34
Remocgio de Agucares Totais (%) 87,99 £ 53,59* 63,96* 100
R2G
Média Minimo Miximo
Agucares Totais Afluente (mg L) 194,69 + 52,35 64,97 297,20
Agucares Totais Efluente (mg L) 117,09 £ 185,26 0 503,70
Agucatres Totais Removidos (mg L) 145,06 + 49,06* 64,97* 199,80
Remogio de Agucares Totais (%) 85,83 £ 96,03* 52,93* 100

* O valor minimo despreza os dados dos periodos de acumulo de Acucares no reator.



58

analise, no reator R1G foi identificado apenas um momento de acimulo de agtcares, que ocorreu
no 22° dia. Nesse mesmo periodo de acimulo de agtcares foi observada elevada produgao de
biogas. Esses dados demonstram que nesse periodo, apesar da possivel inibicio de bactérias
hidroliticas e fermentativas, as arqueas metanogénicas estavam ativas. Essa queda na atividade de
degradacio de matéria organica, observada no 22° dia pelo acumulo de agucares, levou a
diminui¢do na produgdo de biogas no 23° dia. No 22° dia a producdo de biogas foi de 1,1 L,
chegando a 0,95 L em no 23°.

Em R2G a concentragio de entrada de agucares totais foi de 200,03 mg L'!, com
eficiéncia de remogao média de 87,15%, chegando a 100% no 22° dia de experimento.

Ao comparar o consumo de Acucares Totais Removidos (mg L) de cada reator, verifica-
se que R1G consumiu maior quantidade de acucares (mg L!). Como citado no Item 4.2.3.2 sobre
o consumo de fendlicos, CHAPLEUR et al., 2016 afirmam que bactérias consumidoras de
fendlicos podem selecionar outras fontes de carbono, resultando no acumulo dos fendlicos.
Agucares na forma de mono e dissacarideos, como é o caso de glicose, frutose, xilose, arabinose e
sacarose, sao de fato mais facilmente consumidos por uma grande variedade de bactérias na fase
de hidrdlise da digestio anaerdbia. O consumo de fontes de carbono na forma de 4cidos

organicos e compostos fendlicos ocorre em grupos mais restritos de bactérias.

4.2.5.Monitoramento de Processos por Anions

Alguns anions possuem papel muito importante no equilibrio do processo de
metanogénese. Os principais anions a serem investigados neste trabalho foram: sulfato, fosfato e
nitrato.

Na Tabela 14 verifica-se que o reator R1G apresentou concentracao média de sulfato em
seu afluente de 1.885,71 mg L1 e atingiu eficiéncia de remocio de sulfato na média de 95,09%, o
que representou a média de 2.064,52 mg L' de sulfato removido. De um modo geral, R1G
apresentou eficiéncia constante na remogao de sulfato, mantendo-se sempre acima de 90%.

Sobre R1G, a Figura 14 ilustra que, novamente, o processo foi favorecido pela
recirculagao de efluente a partir do 13° dia. Notava-se que a quantidade de sulfato removido do
efluente (mg L) diminufa do 6° ao 15° dias. No entanto, no 24° dia o sulfato removido foi
57,22% supetior ao valor observado no 15° dia.

No tocante ao fosfato, o sistema de R1G apresentou acimulo de fosfatos. Em razao
disso, a Tabela 14 nio apresenta valores médio nem minimos para a remogao de fosfato. De
acordo com DILALLO & ALBERTSON, 1961, a produgdo de fosfatos esta relacionada com a

geracao de alcalinidade durante o processo de degradacio de matéria organica. O fésforo
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Tabela 14. Monitoramento do Processo de R1G pela concentragio de Anions

Sulfato
Média Minimo Maximo
Sulfato Afluente (mg L) 1885,71 + 806,79 853,05 3721,74
Sulfato Efluente (mg L7) 99,11 £ 91,53 0 186,24
Sulfato Removido (mg L) 2064,52 + 1133,81 666,81 3721,74
Remogio de Sulfato (%) 95,09 + 4,67 90,24 100
Fosfato
Média Minimo Miaximo
Fosfato Afluente (mg L) 32,97 £ 27,04 13,58 118,46
Fosfato Efluente (mg L) 86,53 = 91,11 0 218,27
Fosfato Removido (mg L) NA NA 20,92
Remocgio de Fosfato (%) NA NA NA
Nitrato
Média Minimo Maximo
Nitrato Afluente (mg L) 281,55 + 120,46 127,37 555,68
Nitrato Efluente (mg L7) 14,52 £ 13,49 0 27,64
Nitrato Removido (mg L) 308,52 + 167,78 103,00 555,68
Remocgio de Nitrato (%) 95,26 + 4,36 91,45 100,00

presente nas ligacGes quimicas de compostos organicos é dissolvido e se torna disponivel na
forma de fosfato (SHARMA et al, 2013; WANG et al, 2016). Semelhante a geracio de
bicarbonatos, os fosfatos tem o papel importante na neutralizagdo dos 4acidos organicos
produzidos por bactérias acidogénicas. A Figura 14 apresenta valores de fosfato removido (mg
L) abaixo de zero, indicando os petiodos de geracio do fosfato. No 30° dia, por fim, foi
apresentado o consumo de 20,92 mg L de fosfato.

O consumo de nitrato, semelhante ao de sulfato, apresentou altas eficiéncias de remogao,
variando de 91,45 - 100%, com a média de 95,26%. Também foi observado que havia queda de
nitrato removido (mg L) até o 15° dia e que houve recuperacio a partir desse momento (Figura
14). O nitrato removido no 30° dia foi 71,77% superior ao valor do 15° dia. Diversos grupos
microbianos sao capazes de assimilar o nitrogénio na forma de nitrato, que é incorporado pelas

células por sistemas de transporte de alta afinidade (MORENO-VIVIAN & FLORES, 2006).
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Figura 14 - Concentracio de Anions Removidos em R1G. (A) Sulfato; (+) Nitrato; (e) Fosfato.

A Tabela 15 resume os dados obtidos para R2G. A média de remocao de sulfato ao longo
de todo o processo foi de 87,15%. Em relagdao ao fosfato, ndo foram encontradas concentragdes
detectaveis na vinha¢a 2G. Portanto, o fosfato quantificado no efluente de R2G ¢ proveniente do
processo metabdlico dos micro-organismos. Como mencionado acima, grande parte do fésforo
disponivel nos compostos organicos ¢ disponibilizado na forma de fosfato ao longo do processo
de digestdo anaerobia.

O consumo de nitrato apresentou muitas oscilagbes ao longo do experimento. Foi
observado um momento de acimulo no 10° dia, como pode ser visualizado na Figura 15. No
entanto, quando foi observado o consumo de nitrato, ele foi removido com alta eficiéncia. Do
15° a0 30° dias os valores foram de 88,98 a 100% de remog¢ao do nitrato quantificado no afluente,
indicando a alta assimila¢ao de nitrogénio pelo conséreio microbiano.

A anilise de anions dos dois processos anaerobios, R1G e R2G, mostrou que houve
diferenca entre a disponibilidade de sulfato entre os reatores. A caracterizagdao das vinhagas 1G e
2G (Tabela 4) demonstrou que a vinhaga 1G possui 28,11% de sulfato a mais do que a vinhaca
2G. Além disso, dado que a DQO afluente de R1G foi maior (Item 3.7 de Material e Métodos), a
concentracao afluente de sulfato para R1G foi 55,06% superior a concentragao afluente para
R2G.

De acordo com STAMS & PLUGGE, 2009, na auséncia de sulfato, as BRS podem
colaborar para o processo metanogénico ao produzir Ho. Por outro lado, a presenca de sulfato as
torna competidoras das arqueas hidrogenotroficas pela disponibilidade de Ho.

Comparando o processo de R1G com o processo de R2G, a disponibilidade de sulfato e

eficiéncia de remogao de sulfato em R1G foram superiores e mais constantes, sem periodos de
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Sulfato
Média Minimo Maximo
Sulfato Afluente (mg L) 866,70 £ 302,76 278,85 1275,58
Sulfato Efluente (mg L7) 126,82 * 95,22 0,00 275,81
Sulfato Removido (mg L) 866,81 + 253,03 459,61 1168,17
Remogio de Sulfato (%) 86,88 + 9,28 74,99 100,00
Fosfato
Média Minimo Maximo
Fosfato Afluente (mg L) 0,00 NA NA
Fosfato Efluente (mg L) 26,78 + 41,51 0 82,43
Fosfato Removido (mg L) NA NA NA
Remocgio de Fosfato (%) NA NA NA
Nitrato
Média Minimo Maximo
Nitrato Afluente (mg L) 22350 + 65,69 119,26 281,58
Nitrato Efluente (mg L7) 97,75 + 228,22 0,00 563,45
Nitrato Removido (mg L) 142,42 + 217,20 106,12%* 281,58
Remogio de Nitrato (%) 97,09 *+ 80,62* 88,98* 100

* O valor minimo despreza os dados dos periodos de acumulo no reator.

Figura 15 - Concentracio de Anions Removidos em R2G. (A) Sulfato; (+) Nitrato; (@) Fosfato.
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acumulo. Em R2G, apesar de também ter sido observada a eficiéncia de 100% de remogao do
sulfato, o desempenho para esse processo biolégico foi inconstante, indicando que as BRS nio
tiveram atividade completamente consolidada no reator.

Os elevados valores para remogao de sulfato para R1G (95,09%) e R2G (86,88%) indicam
que as BRS se mantiveram bastante ativas durante os processos. Isso ocorreu porque, além da alta
disponibilidade de sulfato (1.885,71 mg L' em R1G; 866,70 mg L' em R2G) essas bactérias
possuem grande tolerancia a presenca de acidos organicos no sistema, apresentando pouco
prejuizo as suas atividades metabélicas.

A eficiéncia de remogao de sulfato dos processos de R1G e R2G se mostraram coerentes
co as eficiéncias encontradas na literatura, que apresentam médias entre 57-95% (GODOI, 2014;

DAMIANOVIC & FORESTI, 2009; SABUMON, 2008; VILELA, 2012).

4.2.6.Teor de Cations nos Efluentes de R1G e R2G

A fim de caracterizar o efluente dos reatores do estudo, foram realizadas as analises de
teor de cations, conforme detalhado na Tabela 16. E possivel observar que, no periodo avaliado,
R1G apresentou retengdo de todos os cations analisados. Isso quer dizer que houve acimulo de
sédio, potassio, magnésio e calcio na vinhaga biodigerida. O cation que apresentou menor
acumulo foi o calcio, que teve aumento de 28% em relagio a concentragao afluente. A
concentra¢ao de sédio aumentou em cerca de quatro vezes a concentracao do afluente, enquanto
que potassio e magnésio tiveram aumento de aproximadamente seis vezes a concentragao de
entrada.

Para R2G, porém, foi observado que o reator foi capaz de remover uma parcela de todos
os cations analisados. A concentracio média de sédio removido foi de 1.137 mg L', o que
significa uma remog¢ao média de 22,97% da concentragao afluente. Para potassio, essa remogao
foi de 847,90 mg L1 (9,74%), para magnésio, 289,90 mg L1 (16,10%) . Calcio apresentou a maior
eficiéncia de remog¢io média entre os cations analisados, de 962,80 mg L1, representando 64,00%
de remocao.

MCCARTY, 1964 classificou sodio, potassio, magnésio e calcio como estimulantes,
inibidores moderados e fortes inibidores do processo anaerobio segundo as concentragdes em
que se encontram no meio. Para o sédio, concentracdes a partir de 8.000 mg L'l passam a ter
efeitos negativos sobre a microbiota, agindo como forte inibidor. A Tabela 16 mostra que R1G
nao passou por condi¢oes de inibi¢do causadas por sédio. R2G, no entanto, teve concentragiao
afluente de 7.781,44 mg L', proxima a condicio de inibicio. Apesar disso, o reator foi capaz de

reter sodio e o efluente apresentou concentracio abaixo da inibicio, de 3.812,62 mg L1,
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R1G

Média Minimo Maximo
Sodio Afluente (mg L) 2411,73 £ 667,45 1218,92 2726,92
Sodio Efluente (mg L) 5557,07 + 72,49 NA NA
Potassio Afluente (mg L) 4227,80 £ 1170,05 2136,78 4780,32
Potassio Efluente (mg L) 13240,38 £ 99,43 NA NA
Magnésio Afluente (mg L) 793,77 £ 219,67 401,18 897,51
Magnésio Efluente (mg L) 2375,02 + 55,87 NA NA
Calcio Afluente (mg L7 532,51 £ 25,10 488,860 546,829
Calcio Efluente (mg L) 679,78 + 14,55 NA NA

R2G

Média Minimo Maximo
Sodio Afluente (mg L) 7781,44 + 2718,23 2503,61 11452,49
So6dio Efluente (mg L) 3812,62 + 561,72 NA NA
Potassio Afluente (mg L) 13688,36 = 4781,65 4404,12 20146,12
Potassio Efluente (mg L) 7859,06 + 267,38 NA NA
Magnésio Afluente (mg L) 2832,00 £ 989,28 911,17 4168,06
Magnésio Efluente (mg L) 1511,5 £ 1,16 NA NA
Calcio Afluente (mg L) 2365,20 £ 826,22 760,98 3881,04
Calcio Efluente (mg L) 541,67 + 0,27 NA NA

NA: nao se aplica.

O potassio no afluente de R1G esteve dentro da faixa de inibi¢do moderada, que
corresponde a 2.500 - 4.500 mg L'!) no entanto o acimulo em R1G levou a concentragio de
13.240,48 mg L. Para R2G, a concentracio afluente foi de 13.688,36 mg LI, apresentando
remocio de 7.859,06 mg L. Apesar de MCCARTY, 1964 indicar o potassio a 12.000 mg L
como um forte inibidor, o inéculo de R2G se mostrou capaz de consumi-lo, o que indica que,
apesar do desempenho abaixo do satisfatério de R1G, o potassio nao foi razio de inibi¢ao do
processo.

Para o magnésio, o comportamento entre R1G e R2G foi semelhante ao comportamento
em relagio ao potissio, onde o acumulo no efluente de R1G (2.375,02 mg L'!) chegou 2

concentra¢io proxima da faixa de forte inibicio, que se trata de 3.000 mg L' ou supetior. R2G
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apresentou concentracio afluente elevada para o magnésio (2.832,00 mg L'!) mas apresentou a
remogao desse cation mostrou que o inéculo nao foi inibido por altas concentragdes.
A concentracio de forte inibi¢io para o cilcio ¢ relatada a partir de 8.000 mg L1, muito
superior as concentra¢oes encontradas para R1G e R2G, como pode-se observar pela Tabela 16.
Por fim, pode-se dizer que apesar de concentragdes elevadas de potassio, para ambos
reatores, sodio e magnésio, no caso de R2G, o in6éculo metanogénico empregado nos processos
nao foi inibido pela presenca de cations. Por meio do processo em R2G o indculo apresentou a

capacidade de reté-los no reator e utiliza-los como micronutrientes.

4.2.7 .Monitoramento de Processos por Retencao de Soélidos

Os reatores também foram avaliados segundo sua capacidade de reter solidos da vinhaca
afluente.
A Tabela 17 resume os dados obtidos para R1G, onde pode-se verificar que o reator nao

foi capaz de reter eficientemente os solidos provenientes da vinhaga. Ao analisar as médias para
Solidos Totais (ST), Solidos Totais Fixos (STF) e Solidos Totais Volateis (STV) vé-se que os

valores de efluente foram superiores aqueles do afluente.

Tabela 17. Monitoramento do Processo de R1G por Retengdo de Sdlidos.

R1G

Média Minimo Miaximo
Solidos Totais Afluente (mg L7) 1229224 + 3717,01 5880,98 13156,68
Solidos Totais Efluente (mg L) 26976,66 £ 11818,11 18620,00 35333,33
Solidos Totais Fixos Afluente (mg L) 3358,47 + 879,84 1606,79 3594,65
Solidos Totais Fixos Efluente (mg L) 9823,33 + 980,33 9130,00 10516,67
Solidos Totais Volateis Afluente (mg L) 8933,78 + 2701,46 4274,19 9562,04
Solidos Totais Volateis Efluente (mg L) 17153,33 = 10837,59 9490,00 24816,67

Apesar disso, a Figura 16 indica que houve remogao entre as analises realizadas no 6° e
30° dias de experimento. A remogao da concentracao de ST foi de 47,30%, sendo que a remogao
mais expressiva se deu gracas a remogao em STV, que foi de 61,76%, indicando a capacidade de
reten¢ao de matéria organica do reator. A remogao de STF foi menor, de apenas 13,18%.

R2G, por outro lado, teve desempenho mais satisfatério para a retengao de solidos. Foram
observadas reduc¢oes na concentracao de todos os parametros, como detalhado na Tabela 18. A
remocgao de ST média foi de 61,17%, sendo que a remogao de STV foi a maior responsavel por

essa remog¢ao. Em comparagio a concentragio de STV do afluente, a remogao média foi de
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Figura 16 - Monitoramento do processo de R1G pela Retencdo de Solidos. AST: Afluente de ST; EST: Efluente
de ST; ASTF: Afluente de STF; ESTFE: Efluente de STF; ASTV: Afluente de STV; ESTV: Efluente de STV.

71,33%, indicando a reten¢ao de matéria organica do afluente. STF apresentou a média de

40,92% para a eficiéncia de remogao.

O melhor desempenho de R2G na remoc¢io de STV foi obtido no 30° dia, como pode ser

visto na Figura 17. Nesse periodo a remogao foi de 81,16%. Em razao disso, foi quando também

se obteve o maior valor para a remogao de ST, correspondendo a 65,81%.

O desempenho superior de R2G em relagao a R1G pode-se dar ao tempo de avaliagao e,

sobretudo, ao fato de que R1G passou por desmontagem e reinicio com novo indculo. Esse

Tabela 18. Monitoramento do Processo de R1G por Retengdo de Sdlidos.

R2G

Média Minimo Miaximo
Solidos Totais Afluente (mg L) 27351,13 £ 9554,36  8800,00 40254,60
Solidos Totais Efluente (mg L) 13286,98 + 672,99 12811,11 13762,86
Solidos Totais Removidos (mg L) 21577,30 £ 6950,07  16662,86 26491,74
Remogio de Solidos Totais (%0) 61,17 £ 6,56 56,53 65,81
Solidos Totais Fixos Afluente (mg L) 9137,76 £ 3192,02 2940,00 13448,70
Solidos Totais Fixos Efluente (mg L) (984,21 + 244468 5255,56 8712,86
Solidos Totais Fixos Removidos (mg L) 4663,63 + 102,11 4591,43 4735,84
Remocgio de Solidos Totais Fixos (%) 40,92 + 8,07 35,21 46,63
Solidos Totais Volateis Afluente (mg L) 18213,37 + 6362,33  5860,00 26805,90
Solidos Totais Volateis Efluente (mg L) 6302,78 = 1771,70 5050,00 7555,56
Solidos Totais Volateis Removidos (mg L) 16913,67 = 6847,95  12071,43 21755,90
Remocgio de Solidos Totais Volateis (%) 71,33 + 13,90 61,50 81,16
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evento pode ser capaz de influenciar na perda de sélidos do proprio lodo, tornando dificil a
determinacao de retencio de sélidos do afluente.

De um modo geral, o desempenho de R2G para a retencao de sélidos foi coerente com o
que se encontra em trabalhos paralelos. Nos experimentos de LONGO, 2015, utilizando reatores
de manta de lodo com fluxo ascendente para tratamento de vinhaga também foi observada a
dificuldade de retencao de STF pelo in6éculo metanogénico. Entre os parametros de solidos
analisados em R1G e R2G, STF foi o que apresentou a menor remog¢ao média, de 40,92%. Para
os valores de STV, os resultados obtidos em R2G (71,33%) foram proximos aos obtidos por
LONGO, 2015 (79,70%).

50.000

37.500

-1

% 25.000

EST ASTF

12.500

6° dia 30° dia
Tempo (Dias)

Figura 17 - Monitoramento do processo de R2G pela Retengido de Sélidos. AST: Afluente de ST; EST: Efluente de
ST; ASTF: Afluente de STF; ESTF: Efluente de STF; ASTV: Afluente de STV; ESTV: Efluente de STV.
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5.CONCLUSOES

A producido de biogas a partir da vinhaca 2G se mostra tecnologicamente passivel de ser
viabilizada. A produgao de biogas a partir de vinhaga 2G foi maior do que a partir da vinhaca 1G.
Nos expetimentos deste estudo, a producio de biogis (Lbiogis DQOremov!) a partit da vinhaca 2G
foi quatro vezes maior do que a produciao obtida com vinhaca 1G. Os valores médios obtidos
foram de 0,32 Liiogss DQOremov’! para o processo utilizando vinhaga 2G e 0,08 Liogis DQOremov!
para o processo utilizando vinhac¢a 1G.

Os produtos secundarios, como compostos fenolicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural,
presentes na vinhaga 2G nao apresentaram efeitos inibitérios sobre o consércio metanogénico.
Os resultados indicam que a presenca do acido acético em altas concentragdes na vinhaca 2G
favoreceu a producao de biogas em comparagiao ao processo que utilizou vinhaga 1G.

E essencial a estabilizacio do processo de metanogénese para que se obtenha remocio de
DQO e produgio volumétrica de biogas constantes. Apesar das dificuldades encontradas, pode-
se afirmar que a instabilidade encontrada no processo utilizando vinhaca 2G foi semelhante
aquela que se observou no processo utilizando 1G. A vinhaga 2G apresenta, de fato, grande

potencial para a aplicagao em processos anaerdbios visando a produgao de biogas.
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APENDICES

A. Caracterizagio fisico-quimica dos materiais de estudo: Inéculo Metanogénico, Vinhaca 1G e Vinhaga 2G.

Tabela I. Caracterizagido em So6lidos Totais, Solidos Totais Fixos e Solidos Totais Volateis

Amostra

Lodo
Metanogénico

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Lodo
Metanogénico

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Lodo
Metanogénico

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Repeticao

Repeticao

Repetigao

Solidos Totais (mg L)

ST (mg L)

30300,000
23630,000
28300,000

29090,000

18240,000

16960,000

Solidos Totais Fixos (mg L)

STF (mg L)

10300,000
7830,000
7790,000

7890,000

5880,000

5880,000

Solidos Totais Volateis (mg L)

STF (mg L)

20000,000
15800,000
20510,000

21200,000

12360,000

11080,000

Média (mg L)

26965,000

28695,000

17600,000

Média (mg L)

9065,000

7840,000

5880,000

Média (mg L)

17900,000

20855,000

11720,000

Desvio Padrio

4716,402

558,614

905,007

Desvio Padrio

1746,554

70,711

2,010E-09

Desvio Padrio

2969,848

487,904

905,097

Detalhe

DQO amostra
analisada: 37176,34
mgO, L

DQO amostra
analisada: 42924
mgOz Lt

Detalhe

DQO amostra
analisada: 37176,34
mgO, L1

DQO amostra
analisada: 42924
mgO, L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 37176,34
mgO, L1

DQO amostra
analisada: 42924
mgO, L1



Tabela II. Caracterizagio em Demanda Quimica de Oxigénio

Amostra Repeticio
Vinhaca 1G 1

2
Vinhaga 2G 1

2

3

DQO (mgO; L)

32496,800
28968,800
12504,800
28968,800

15640,800

Tabela III. Caracterizagio em Teor de Glicerol

Amostra Repetigao

Vinhaca 1G 1

Vinhaca 2G 1

Tabela IV. Caracterizagido em Agucares Residuais

Amostra Repeticao
Vinhaca 1G 1

2

Vinha¢a 2G 1

Glicerol (mg L)

1956,850
1950,094
1954,191
661,073
657,965

661,606

Glicose (mg L)
81,345
84,716
98,058
64,756
61,801

61,293

Média (mg L'!)  Desvio Padrio

30732,800 2494,673

19038,133 8741,981

Média (mg L'Y)  Desvio Padrio

1953,712 3,403

660,215 1,966

Média (mg L'!) Desvio Padrio

88,040 8,838

62,617 1,870

75

Detalhe

3,2° Brix

3,8° Brix

Detalhe

DQO amostra
analisada: 30476,85
mgOz Lt

DQO amostra
analisada: 17923,23
mgO, L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 30476,85
mg L

DQO amostra
analisada: 1792323
mg L1
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Tabela IV. Caracterizagdo em Agucares Residuais (Continuagio)

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Repetigao

1

Repeticao

Repeticao

3

Repeticao

Frutose (mg L)

122,425
121,876
144,561
316,770
304,704
295,578

Xilose (mg L)

ND
ND
ND
100,218
101,047
95,312

Arabinose (mg L)

ND
ND
ND
11,617
10,644
12,080

Sacarose (mg L)

275,117
272,828
301,422
69,898
65,371

56,658

Média (mg L)

129,621

305,684

Média (mg L)

98,859

Média (mg L)

11,447

Média (mg L)

283,122

63,976

Desvio Padrio

12,942

10,630

Desvio Padrio

3,100

Desvio Padrio

0,733

Desvio Padrio

15,889

6,729

Detalhe

DQO amostra
analisada: 30476,85
mg Lt

DQO amostra
analisada: 17923,23
mg Lt

Detalhe

DQO amostra
analisada: 30476,85
mg L!

DQO amostra
analisada: 17923,23
mg L!

Detalhe

DQO amostra
analisada: 30476,85
mg L

DQO amostra
analisada: 17923,23
mg L

Detalhe

DQO amostra
analisada: 30476,85
mg L

DQO amostra
analisada: 17923,23
mg L



Tabela V. Caracterizagio em Teor de Acidos Organicos

Amostra

Vinha¢a 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinha¢a 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinha¢a 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinha¢a 1G

Vinhaca 2G

Repeticao
1

2

Repeticio
1

2

Repeticao
1

2

Repeticiao
1

2

Acido Acético (mg L)
3265,760

1752,080

2453,480

3789,320

Acido Butirico (mg 1)
ND

ND

460,48

ND

Acido Lactico (mg L)
857,580

888,300

1666,680

1430,820
Acido Succinico (mg L)
3396,400

3887,260

3488,200

7265,560

Média (mg 1)

2508,920

3121,400

Média (mg L)

Média (mg L)

872,940

1548,750

Média (mg L)

3641,830

5376,880

Desvio Padrao

1070,333

944,582

Desvio Padrao

Desvio Padriao

21,722

166,778

Desvio Padrio

347,090

2670,997
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Detalhe

DQO amostra
analisada: 46961,39
mg L

DQO amostra
analisada: 4292 4
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 46961,39
mg L

DQO amostra
analisada: 4292 4
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 46961,39
mg L

DQO amostra
analisada: 4292 4
mg L!

Detalhe

DQO amostra
analisada: 46961,39
mg L1

DQO amostra
analisada: 42924
mg L
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Tabela V. Caracterizagio em Teor de Acidos Organicos (Continuag3o)

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinha¢a 1G

Vinhaca 2G

Repeticao
1

2

Repeticio
1

2

Acido Iso-butirico (mg 1Y)  Média (mg ') Desvio Padrio
68,26 - ;

ND

ND - ]

ND

Acido Férmico (mg L) Média (mg L') Desvio Padrio
40384 - ;

ND

ND - -

ND

Tabela VI. Caracterizagido em Teor de Compostos Fenolicos Totais

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaga 2G

Repeticao

Fenolicos Totais (mg L))  Média (mg ')  Desvio Padrio

780,505 584,805 390,006
791,972

766,743

546,560 542,737 4774
544,266

537,385

Detalhe

DQO amostra
analisada: 46961,39
mg L1

DQO amostra
analisada: 42924
mg Lt

Detalhe

DQO amostra
analisada: 46961,39
mg L1

DQO amostra
analisada: 42924
mg Lt

Detalhe

DQO amostra
analisada: 46961,39
mg L1

DQO amostra
analisada: 4292,40
mg L1



Tabela VII. Caracterizagio em Teor de Anions

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Repeticao

Repetigao

Repeticao

Repeticao

Cloreto (mg L)

1718,765
1719,732
1709,522
877,219
877,420
861,538

Nitrato (mg L)

570,103
569,193
570,327
563,306
562,592

563,531

Fosfato (mg L")

120,841
121,415
122,198
ND
ND
ND

Sulfato (mg L)

4118,938
3695,577
3635,930
2229254
2179,276

2189,829

Média (mg L)

1716,006

872,059

Média (mg L)

569,874

563,143

Média (mg L)

121,485

Média (mg L)

3816,815

2199,453

Desvio Padrao

5,636

9,112

Desvio Padrio

0,601

0,490

Desvio Padriao

0,681

Desvio Padrao

263,340

20,342
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Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

DQO amostra
analisada: 1697221
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

DQO amostra
analisada: 1697221
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

DQO amostra
analisada: 1697221
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

DQO amostra
analisada: 1697221
mg L1
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Tabela VIII. Caractetizagio em Teor de Cations

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Amostra

Vinhaca 1G

Vinhaca 2G

Repetigao

Repeticao

Repetigao

Repeticao

Sédio (mg L)
5710,004
5207.350
5585,938
5044,893
4953,112
5061,748
Potéssio (mg L)
10097,383
9032,164
9977932
8737,993
8641,928
8976,585
Magnésio (mg L)
1390,936
2199,109
2199,109
1777.201
1777,201
1867,492
Cilcio (mg L")
1177,982
1009,334
1009,334
1589,747
1589,747

1454,191

Média (mg L)

5501,097

5019,918

Média (mg L)

9702,493

8785,502

Média (mg L)

1929,718

1807,298

Média (mg L)

1065,550

1544,562

Desvio Padrio

261,847

Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

58,465977972948 DQO amostra

Desvio Padrao

583,586

172,313

Desvio Padrio

466,599

analisada: 4292,40
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

DQO amostra
analisada: 429240
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

52,129533155400 DQO amostra

Desvio Padrao

97,369

78,263

analisada: 4292,40
mg L1

Detalhe

DQO amostra
analisada: 34090,77
mg L1

DQO amostra
analisada: 429240
mg L1





