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RESUMO

Formagini, E. L. (2015). Aprimoramento da digestdo anaerdbia da vinhaga. Campo Grande,
2015. 119 p. Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil.

Atualmente, a vinhaga (principal residuo da producdo de etanol) ¢ utilizada na fertirrigacdo
por ser rica em nutrientes. Por outro lado, a vinhaga possui elevado teor de matéria orgénica e pH
acido, o que pode ocasionar riscos ambientais caso seja aplicada de maneira incorreta. Uma forma de
minimizar este risco ¢ o tratamento por meio da digestdo anaerdbia, com o qual ¢ possivel gerar
produtos de valor agregado (biogéds e/ou acidos organicos), ¢ obter um efluente final apto para a
fertirrigagdo (por conter os nutrientes desejados) com menor risco de contaminagdo ambiental. Assim,
este trabalho teve dois objetivos principais: 1) avaliar diferentes compostos como agentes tamponantes
para viabilizar a geragdo de biogds com digestdo anaerdbia da vinhaca e, ii) avaliar a producao de
acidos organicos volateis com valor agregado, intermediarios da digestdo anaerdbia da vinhaca. Para
alcancar os objetivos, foram realizados experimentos distintos, todos em condi¢des mesofilicas. O
primeiro teste avaliou a utilizagdo do sobrenadante resultante do cultivo de microalgas como regulador
do pH na digestao anaerdbia da vinhaga, bem como o uso da suspensdo de microalgas, em co-digestao
com a vinhaga. Apos foram realizados dois experimentos, um continuo com um reator UASB (com
pré-teste determinar as condigdes ser empregadas) e outro em bateladas, utilizando ureia e bicarbonato
de so6dio como compostos de tamponamento. A fim de avaliar a possibilidade produzir de acidos
organicos intermédios com valor agregado, foram realizados testes para verificar o efeito do pH
(usando NaHCOs), e a possibilidade gerar acidos de cadeia média (pelo alongamento de cadeia) com
adi¢do de etanol. Com os resultados obtidos em relagdo a producdo de metano, a hipotese de se utilizar
o sobrenadante do cultivo de microalgas e a suspensdo das microalgas como agentes tamponantes
mostrou-se inviavel, visto que o mesmo ndo possui alcalinidade suficiente para elevar o pH e
tamponar o sistema. Por outro lado, o pré-teste realizado com ureia, mostrou que a relagdo de
0,22 gUREIA.gDQO™ pode ser utilizada durante a digestdo da vinhaga sem riscos ao sistema. Assim,
esta concentragdo foi aplicada no reator UASB. Na 1? etapa de operacdo do reator utilizou-se ureia e
NaHCOs3, nesta etapa o pH se manteve neutro e estavel, favorecendo a produgdo de biogas e remogao
de DQO (=85%). Por outro lado, na 2° etapa, realizada somente com ureia, mesmo mantendo o pH
neutro, houve uma redugdo no percentual de remogdo de DQO para ~43%, com acumulo de AGVs ¢
consequente queda na produgdo de biogas. Uma das causas desta instabilidade pode ser a baixa
concentracdo de alcalinidade bicarbonato disponivel no meio, aliada a uma possivel alteragdo nos
microrganismos presentes na biomassa, especialmente nas produtoras de metano que podem ser
dependentes do NaHCO;. No segundo teste em bateladas, com a realizacdo da identificacdo das
arqueas presentes na biomassa, pode-se comprovar que a eficiéncia da ureia na digestdo anaerobia da
vinhaga esta relacionada as caracteristicas dos microrganismos presentes (visto que alguns géneros sao
mais sensiveis), juntamente com a formagéo de alcalinidade bicarbonato e a concentragdo ¢ de acidos
acumulados no sistema. Com os resultados obtidos em relacdo a produgdo de acidos, foi possivel
constatar que utilizando vinhaga, sem adi¢do de algum composto, foram obtidos somente 38% do
potencial total de formagdo de acidos, com predominio de acidos de cadeia curta. Com o aumento do
pH (pela dosagem de NaHCO;), o potencial de acidificacdo foi reduzido, visto que as condigdes torna-
se propicias para a produg@o de metano. Utilizando o etanol com a vinhaga, verificou-se que a maior
formacdo de acidos de cadeia média, em especial butirico, propidnico e caprdico, foram
proporcionais a relacdo de etanol e vinhaga utilizada, com maiores concentragdes para relagdo 1:1.

Palavras-chave: Biogas; Acidos Graxos Volateis; Estabilidade do pH, Alcalinidade, PCR-
DGGE.
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ABSTRACT

Formagini, E. L. (2015). Improving the anaerobic digestion of vinasse. Campo Grande,
2015. 119 p. Thesis (Ph.D.) - Federal University of Mato Grosso do Sul, Brazil.

Currently, vinasse (the main residue of ethanol production) is used in fertirrigation, as this
effluent is rich in nutrients. However, vinasse has a high organic matter concentration and a low pH,
meaning it can cause environmental risks if applied incorrectly. One way to reduce this risk is to treat
the vinasse by means of anaerobic digestion, with which it is possible to generate value-added
products like biogas and/or organic acids, as well as a final effluent suitable for fertigation (as the
treated effluent will still contain the desired nutrients), with less risk of environmental contamination.
This work had two main objectives: i) evaluate different compounds suitable for buffering to improve
the anaerobic digestion of vinasse, and ii) evaluate the production of volatile organic acids, which are
valuable intermediates produced during the anaerobic digestion of vinasse. In order to evaluate the
different possibilities of buffering the anaerobic digestion of vinassem under mesophilic conditions,
first a batch test was carried out using first the supernatant from microalgae cultivation, and second a
suspension of microalgae as buffering, while later on two tests in were conducted, one in batch and
another in a continuously operating UASB reactor, both using urea and sodium bicarbonate as
buffering compounds. In order to evaluate the possibility to increase the production of value-added
intermediate organic acids, batch experiments were performed to examine the effect of pH (using
NaHCO:s), and the possibility of chain extension of the intermediate fatty acids by means of addition
of ethanol, also under mesophilic conditions. With respect to buffering the anaerobic digestion of
vinasse, in order to improve methane production, the possibility of using the supernatant from
microalgae cultivation or a suspension of microalgae for buffering of the system proved unfeasible
since neither of these materials, although having a high pH, have sufficient alkalinity to raise the pH of
the system. On the other hand, the tests with bicarbonate and urea addition showed that dosing
0.22 gUREA.gCOD™ can be used for buiffering vinasse digestion without risk to the system. This
concentration was then applied in a continuous experiment using a UASB reactor. In the 1% stage of
reactor operation both urea and NaHCO; were used, and the pH remained neutral and stable, with a
biogas production and COD removal of around 85%. In the 2™ step, using only urea, although the pH
remained neutral, a reduction in COD removal to =~43% was observed, with VFAs accumulating and a
reduction of the biogas production. One of the causes of these phenomena can be the low
concentration of bicarbonate alkalinity available in the medium, together with a possible change in the
microorganisms present in the biomass, especially the methanogenic organisms which may have
become dependent on NaHCO;. A second batch test proved that the efficiency of using urea in the
anaerobic digestion of vinasse is related to the characteristics of the organisms present (since some
genres are more sensitive) along with the formation of bicarbonate alkalinity and the concentration of
acids retained in the system. With the results obtained in the experiments carried out to study the
production of volatile and intermediate chain fatty acids, we found that using vinasse without the
addition of any buffering compound only 38% of the potential of acids formation was obtained, with
predominance of short-chain acids. With the increase of pH (dosage NaHCOs;), the potential to
produce acids was reduced even further, since more neutral conditions are more favorable for the
production of methane. Adding ethanol to the vinasse, an increased formation of medium chain
carboxylic acids was observed, in particular production of butyric, propionic and caproic acid was
proportional to the amount of ethanol added, with higher concentrations of these acids obtained at the
1: 1 vinasse:ethanol (in terms of COD) ratio.

Keywords: Biogas; Volatile fatty acids; pH stabilization, alkalinity, PCR-DGGE
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INTRODUCAO GERAL

Antecedentes e justificativa

O desenvolvimento da sociedade moderna, desde a revolugdo industrial, ¢
consequéncia, em grande parte, da disponibilidade e utilizagdo de energia proveniente de
recursos fosseis como carvao mineral, gas natural e petrdleo. Destes, o petroleo ¢ mais
utilizado mundialmente, pois além de ser matéria-prima para a producdo de materiais
essenciais como polimeros, medicamentos e fertilizantes, ¢ o principal combustivel utilizado
pelos meios de transporte terrestres. Entretanto, por ser de origem nao renovavel, este recurso
se esgotara. Além deste problema, a utilizagdo do petréleo ¢ responsavel por grande parte da
liberacdo do gas carbonico para a atmosfera, responsavel pelo aquecimento global e outras

mudancas climaticas (Schranket al., 2004; Wilkinson et al., 2007).

Devido a este fato, ha a necessidade de desenvolver e aprimorar tecnologias de
producdo de combustiveis alternativos, baseadas em fontes renovaveis, das quais as mais
conhecidas sdo a energia solar, eolica, hidraulica, geotérmica e biomassa. Esta ultima ¢ uma
das fontes de energia mais diversificadas, englobando entre outros animais, plantas e algas,
que podem ser transformadas em, por exemplo, calor, vapor, eletricidade, hidrogénio, etanol
ou biogas (Converti et al., 2009). O Brasil vem se destacando globalmente com a produgao do
etanol utilizando a cana-de-agicar como matéria-prima. O primeiro passo na producdo do
etanol ¢ a moagem da cana para obter o caldo rico em sacarose, o qual ¢ transformado em
alcool, géas carbdnico e outros componentes organicos pela fermentagdo. Posteriormente,
utiliza-se a centrifugacdo para separar os residuos soélidos e, por ultimo, a destilagdo, para

separar o etanol da mistura liquida (Van Haandel, 2005).

Além do etanol, o processo industrial gera varios subprodutos, sendo em maior
quantidade a vinhaca. O volume deste rejeito ¢ de, no minimo, 12 vezes o volume do alcool

hidratado produzido. Junto com os rejeitos dos processos de lavagem e da produgdo de agticar
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sobram até 15 m’ de vinhaga por m’ de 4lcool produzido (Van Haandel, 2005). A vinhaga é
utilizada como fertilizante nas areas cultivadas com a cana, devido ao fato de conter nutrientes
essenciais para o desenvolvimento das plantas. Este processo ¢ denominado fertirrigagdo (van

Haandel, 2005; Garcia, 2005).

A vinhaca também contém alto teor de matéria organica e pH acido, o que pode
representar riscos de contaminacdo ambiental (van Haandel, 2005). Uma alternativa a ser
adotada para minimizar este risco ¢ a digestdo anaerobia. Esse processo reduz o teor de
matéria organica na vinhaga, mantém os nutrientes e neutraliza o pH, além de produzir
energia em forma de biogds. Entretanto, devido ao fato de ser um efluente acido, e a
metanogénese (ultima etapa da digestdo anaerobia responsavel pela formagdo do metano) ser
restrita ao pH neutro, torna-se necessaria a utilizacdo de produtos que neutralizem e
estabilizem o pH da vinhaca (van Haandel e Lettinga, 1994). Outra opg¢ao interessante ¢ a
utilizagdo da vinhaga na producao de acidos organicos durante a digestdo anaerdbia, visto que
as etapas de producdo de acidos graxos volateis (fases intermediarias da digestdo anaerobia)

nao sao restritas ao pH neutro como as arqueas metanogénicas.
Revisao de Literatura

Producéo de etanol e geracéo de vinhaca

O etanol tem sido considerado uma excelente alternativa para diminuir problemas
ambientais e energéticos no mundo em razdo da escassez e alta dos precos dos combustiveis
fosseis, bem como ante a polui¢do por eles causada. Comparado aos combustiveis fosseis, o
etanol apresenta as vantagens de ser uma fonte renovavel de energia e de contribuir para a

reducao das emissoes de dioxido de carbono.

Segundo previsdes feitas pela Conab (2014), a produgao total de cana-de-actcar para a
safra brasileira de 2013/2014 seria de 652,02 milhdes de toneladas, gerando 23,64 bilhdes de
litros de etanol. Entretanto, dados mais atualizados da UNICA (Unido nacional dos produtores
de cana-de-actcar), indicam uma producao de cana-de-agucar realizada (safra 2013/2014)
entre 570 e 586 milhdes de toneladas, abaixo do esperado. Esta redugdo se deve aos fatores

climaticos adversos (seca), especialmente em S3o Paulo que é o maior produtor. Desta
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produgdo, a regido centro sul é responsavel por 92,13%, com 8,05% correspondendo ao

estado de Mato Grosso do Sul.

No processo convencional de produgdo de etanol a base de cana-de-agtcar, a primeira
etapa ¢ a moagem da cana para obter o caldo rico em sacarose. Depois de extraido, este caldo
passa pelo processo de fermentacdo, o qual transforma este componente em dalcool, gés
carbonico e outros componentes organicos. O teor alcodlico da massa fermentada
(denominado vinho ou caldo) geralmente ¢ mantido entre 8 e 10%. A separacao do alcool dos
solidos presentes no vinho ¢ realizada por centrifugacdo. Apods esta etapa ¢ realizada a

destilagdo, onde ¢ separado o alcool da mistura liquida (van Haandel, 2005).

Além do alcool hidratado, outros subprodutos sdo gerados, sendo eles: vinhaca
(vinhoto), torta de filtro, cinza do bagaco da cana e CO,. A figura 1-1 apresenta um

fluxograma completo deste processo.

[ Cana de agucar ]

Lavagem

Moagem —) [ Bagago Jq[ Co-Geragdo }

Caldo de cana

Tratamento do caldo Borra Tratamento do caldo
(Aquecimento, decantagdo e pré-evaporagio) (Clarificagdo, adig¢do de enxofre e cal)

: i

II‘.

[ Mostro ] [ Caldo clarificado ]
¥ Torta de filtro T
O, 4-[ Fermentacao ]~
- [ Evaporacdo ]
[ Vinho ] e
5 Mostro do [ Cozimento ]
[ Centrifugagio ] ¥
¥
[ Destilagdo ]—}[ Vinhaga ] ‘-[ Cristalizagao ]
. ¥
[ Etanol ] [ Acgucar ]

Figura 1-1 Fluxograma da atual producao de etanol e agticar (Fonte: Ludovice (1997).
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Além da producdo de etanol, as usinas sucroalcoleiras também produzem energia
elétrica pela queima do bagaco de cana, o qual ¢ utilizado para alimentar caldeiras e fornecer
energia térmica a geradores elétricos. Esta pratica torna as usinas autossuficientes
energeticamente. Entretanto, nos Gltimos anos a técnica de producao de etanol foi aprimorada,
permitindo que o mesmo seja produzido também pelo bagago gerado na moagem. Este novo
etanol, conhecido como Etanol 2G (2% geracdo), contém as mesmas caracteristicas quimicas

do etanol ja utilizado (Pacheco, 2011), embora exija outras etapas para sua produgao.

Segundo a UNICA (Unido nacional dos produtores de cana-de-aglcar)), a primeira
usina que utiliza o bagago na producdo de etanol ja estd em operacdo no Brasil desde

setembro deste ano, em Sao Miguel dos Campos, Alagoas.

Com a utilizagdo do bagaco para a producao de etanol, a utilizacdo de outros residuos
como a vinhaga, na producdo de energia, torna-se cada vez mais atraente, ndo s6 pelo ponto

de vista ambiental, como também economico.

Vinhaca

A vinhaga ¢ o principal residuo liquido resultante da producdo do etanol, pois ¢
produzida em grande volume, na propor¢ao de até 15 litros para cada litro de etanol. Em
geral, a vinhaga ¢ rica em matéria organica e alguns minerais e nutrientes, como 0 potassio
(K), calcio (Ca) e enxofre (S). Devido a esta composi¢dao, ¢ ao grande volume gerado, a
vinhaga ¢ utilizada como fertilizante nas areas de plantio de cana-de-actcar, processo

denominado fertirrigagcdo (Moraes et al., 2014; Espafia-Gamboa et al., 2011).

Quando a fertirrigacdo ¢ realizada de forma correta, ela pode favorecer o
desenvolvimento de microrganismos que atuam sobre os diversos processos bioldgicos, tais
como mineralizacdo e imobiliza¢do de nitrogénio, e sua nitrificagdo, desnitrificagdo e fixagao
biologica. De uma maneira indireta, facilita a acdo dos microrganismos na aglutinacdo das
particulas do solo, aumentando a sua estruturagio (Silva et al., 2007; Duarte, 2003). Contudo,
a pratica da fertirrigagdo nao deve ser excessiva e indiscriminada, pois pode comprometer as
caracteristicas do meio e provocar impactos como lixiviagdo de metais e sulfato, salinizagao

do solo, emissdes de gases do efeito estufa, contaminacao das aguas subterraneas, além da
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libertacdo de odores desagradaveis e a possivel atragdo de insetos (Moraes et al., 2015;Silva

et al., 2007; Piacente, 2005).

Hoje, a principal normativa utilizada para o processo da fertirrigagao ¢ a norma técnica
P4.231 da SETESB (Norma técnica SETESB P4.231, 2015), a qual ¢ utilizada em véarios
estados, incluindo Mato Grosso do Sul. Mesmo utilizando como base a legislagdo ambiental
brasileira, os critérios e procedimentos sdo considerados superficiais, pois a aplicagdo de
vinhaga (por area) ¢ prescrita somente considerando a concentracdo de potassio presente
(maximo de 185 kg de K,O por hectare), desconsiderando outros fatores que podem ocasionar
impactos ambientais, como o teor de matéria organica, pH e outros elementos quimicos

(Moraes et al., 2015).

Algumas alternativas podem ser empregadas para reduzir o risco na utilizacdo da
vinhaca, dentre elas o tratamento anaerdbio, com o qual ¢ possivel converter a matéria
organica em biogas, gerando energia, além de oferecer um efluente com menor carga orgéanica

e pH neutro.

Tratamento Anaerdbio

A digestdo anaerdbia tem ganhado espago mundialmente no tratamento de efluentes
devido as suas vdrias particularidades, tais como grande tolerancia a elevadas cargas
organicas, maior simplicidade operacional, baixos custos de implantacdo e operacionais, além
da produ¢dao de metano, um gas combustivel que pode ser utilizado como fonte de energia

(van Haandel e Lettinga, 1994).

A digestdo ocorre por consorcio de microrganismos anaerdbios, onde a matéria
organica ¢ convertida em metano, gas carbdnico, dgua, gas sulfidrico e amdnia (figura 1-2).
Todo este processo pode ser divido em quatro fases: Hidrolise; acetogénese; acidogénese e;

Metanogénse.
Hidrolise

A hidrélise ¢ a primeira fase de degradacdo da matéria organica, transformado
materiais particulados complexos (polimeros), em moléculas menores, como agucares, acidos

graxos de cadeia longa e aminoacidos (Pohland, 1992). Estes compostos sao hidrolisados pela
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acdo de exoenzimas liberadas das bactérias hidroliticas e servirdo de substrato para as etapas
seguintes da digestdo anaerobia. A hidrolise geralmente ¢ considerada como uma etapa
limitante na digestdo anaerdbia de substratos complexos, ndo devido a falta de atividade
enzimatica, mas sim as caracteristicas do proprio substrato a ser degredado (Angelidaki et al.,

2009) (van Haandel e Lettinga, 1994)

Organicos Complexos
(Carboidratos, proteinas, lipideos)

Bactérias Fermentativas
(hidrolise)
v

Organicos Simples

(Agucares, aminoacidos, peptideos)
Bactérias Fermentativas
(Acidogénese)
v

Acidos organicos I R
(Propionato, butirato, etc.) |
|
Bactérias Acetogénicas |
(Acetogénese) I
|
|
Bactérias Acetogénicas produtoras de hidrogénio I
v v A 4 v I
H, + CO, > Acetato é -1
| Bactérias Acetogénicas |
1 consumidoras de hidrogénio |
| |
| |
| |
|

: Arqueas Metanogénicas
I q 2 1
I (Metanogénese) i
) < |
: > CH, + CO, < -
I Metanogénicas |
I Hidrogenotroficas 1
1 Bactérias redutoras de sulfato :
: (Sulfetogénese) { I

Figura 1-2: Sequéncias metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerobia com
reducado de sulfato. (Fonte: van Haandel e Lettinga, 1994)

Acidogénese

A acidogénese ¢ efetuada por diversas bactérias que utilizam os compostos

provenientes da etapa hidrolitica, convertendo-os em &cido latico, etanol, acidos graxos de
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cadeira média, entre outros (Van Haandel e Lettinga 1994). Os microrganismos fermentativos
sd0 os que mais se beneficiam energeticamente com as maiores taxas de crescimento
especifico (tabela 1-1), bem como tem alta resisténcia a perturbagdes externas devido a sua
capacidade de formar esporos. Os microrganismos formadores de 4cidos sdo pouco sensitivos
ao pH do meio, podendo ainda se mostrar bastante ativos, mesmo para valores de pH tao

baixos quanto 4,5 (Chernicharo, 2007; van Haandel e Lettinga, 1994).

Tabela 1-1: Energia livre de Gibs e taxa de crescimento especifico para algumas reagdes acidogénicas,

Reagio AG (kJ/mol)! Mimax (A7)
CeHOs > CH;COO™ +2CO,+H' +4 H, 206
CHpOs > C,H,;COO +2H" + 2 H20 -358 ) 7,230
CeH,0s > C;H,COO +2C02 + H' +2 H2 255

': Energia livre padrio (pH igual a 7,0 e pressdo de 1 atm), considerando temperatura de 25°C
Fonte: adaptado de Lettinga; Hulsoff-Pol e Zeeman (1998) e Chernicharo (2007).

Acetogénese

Nesta etapa, bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela oxidagdo de compostos
organicos intermediarios, como propionato € butirato, em substrato para os microrganismos
metanogénicos: acetato, hidrogénio e diéxido de carbono (Chernicharo 2007). Em condig¢des
padrdes, esta etapa ndo ¢ termodinamicamente favoravel, visto que o rendimento energético ¢
negativo (tabela 1-2). Contudo, sob condi¢ao de digestdo anaerdbia, em que microrganismos
metanogénicos trabalham em sintrofia com os acetogénicos, removendo hidrogénio do meio,
deixando-o sob pressdo abaixo de 10 atm, a conversio desses produtos se torna exotérmica,

passando a produzir energia para as acetogénicas (Lettinga et al., 1998).

Tabela 1-2 - Energia livre de Gibs e taxa de crescimento para algumas reagdes acetogénicas.

Reagdo’ AG (kl/mol) o (@1
GHsOy > CH;COO™ +HCO;s +H +2H, - 42
C,HsO > CH,COO +H +2H, +9,6 -
C3H,COO™ > 2 CH;COO” +H' +2H, +48,1
C,H;COO™ > CH;COO™ + HCOy +H' +3 H, +76.1 0,085a 1,2
CH,O > 3 CH;COOH + 2 H,0 229
HCO5 > CH;COO +4 H,0 -70,3

': Energia livre padrio (pH igual a 7,0 e pressdo de 1 atm), considerando temperatura de 25°C
Fonte: adaptado de Lettinga et a, (1998) e Chernicharo (2007).

Comparando-se os dados das tabelas 1-1 e 1-2, é possivel verificar que os

microrganismos acetogénicos tem menor beneficiamento energético na digestdo anaerdbia e,
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consequentemente, menor taxa de crescimento especifico (Umax) em relagdo aos

microrganismos acidogénicos.
Metanogénese

A metanogénese ocorre pela acdo de arqueas metanogénicas que convertem acetato,

hidrogénio e didxido de carbono, em metano e didxido de carbono (figura 1-2).

Aproximadamente, 70% do metano produzido ¢ pela reducdo de acetato, a partir do
grupo metil (CH3) que ¢ incorporado a molécula de metano enquanto que o grupo carboxila
(COO) ¢ convertido a dioxido de carbono ou bicarbonato. Os 30% restantes, tem origem na
redu¢do do CO, pelo Ha, que apresentam fundamental importancia na regulagem da pressao
parcial de hidrogénio no meio, ocasionando o aumento do pH, ¢ permitindo a producdo de
energia suficiente para viabilizar o crescimento dos microrganismos acetogénicos (Leitdo et

al., 2009; Chernicharo, 2007; Mandigan et al., 2004 ).

As arqueas metanogénicas atuam em sintrofia com os microrganismos acetogénicos,
produzindo energia para crescimento de ambos e, devido a isso, esses microrganismos

também apresentam menores taxa de crescimento especifico (tabela 1-3).

Tabela 1-3 - Energia livre de Gibs e taxa de crescimento especifico para algumas reagdes
metanogénicas

Reagio' AG (kJ/mol) pmax (d7)
CH;COO™ > CH,; + HCO5 -31
H, > Y4 CH, + % H20 -33,9 - 0,08a4,07
HCOO > Vs CH4 + % HCO3 -32,6
HCOy > CH, + 3 H,0 -135,6

': Energia livre padrio (pH igual a 7,0 e pressdo de 1 atm), considerando temperatura de 25°C
Fonte: adaptado de Lettinga et al. (1998) e Chernicharo (2007).

As arqueas metanogénicas sdo extremamente sensiveis a mudancas no pH,
apresentando crescimento 6timo na faixa de pH de 6,6 a 7,4 (embora ainda possam conseguir
formar metano em uma faixa mais ampla entre 6 e 8) (Chernicharo 2007), enquanto as
bactérias fermentativas acidogénicas sdo menos sensiveis a variacdo do pH. Desta forma,
quando os 4acidos intermediarios sdo produzidos em maior velocidade que o seu consumo,
pode resultar no decaimento do pH com consequente inibi¢do da atividade de microrganismos

metanogénicos. Isto ocorre especialmente com substratos (efluentes de acidificagdo rapida),
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que possuem em sua composi¢do maior concentracdo de compostos facilmente degradaveis,
como carboidratos e agucares. Para prevenir o decaimento do pH, com consequente inibi¢ao
na produc¢ao de metano, sdo utilizados produtos que realizam o tamponamento durante o

processo anaerobio.

Digestdo anaerobia da vinhaca

Uma das grandes dificuldades encontradas na digestdo anaerdbia da vinhaga & que,
além de possuir baixo pH (a alcalinidade natural deste residuo ¢ praticamente zero), também ¢
um efluente que possui como caracteristica a acidificacdo rapida. Assim, torna-se necessaria a
adicdo de produtos que além de elevaram o pH, ajudem na formacdo de alcalinidade bem
como no tamponamento do processo (Espafia-Gamboa et al., 2012; Souza et al., 1992;

Espana-Gamboa et al., 2011; van Haandel, 2005).

Os principais produtos quimicos utilizados na suplementacdo de alcalinidade em
sistemas anaerobios podem ser divididos basicamente em trés grupos: a) os que fornecem
alcalinidade diretamente, como o hidroxido de sédio, o (bi) carbonato ou o (bi) fosfato; b) os
que reagem com o gas carbonico para formar a alcalinidade bicarbonato, como a cal virgem e
a cal hidratada (Chernicharo, 2007); ¢) os que fornecem alcalinidade indiretamente, liberando

componentes basicos por meio de alguma reagdo, como a uréia (CO(NH>),).

Na maioria dos trabalhos realizados em escala de bandada, utilizando vinhaga como
substrato, o bicarbonato de sodio (NaHCOs) ¢ a forma de tamponamento mais utilizada (Mota
et al., 2013; Espafia-Gamboa et al., 2012; Ribas et al., 2001), com dosagens variando entre
0,5 gNaHCO;.gDQO™ (Harada et al., 1996) a 1,0 gNaHCO;.DQO™" (Siqueira et al., 2008).
Em trabalhos ndo publicados, realizados no laboratorio de efluentes da UFMS, obteve-se uma
concentragio minima de 0,2 gNaHCO;.gDQO™ para manter um reator anaerébio estavel com

eficiente produgao de biogas.

Alternativas como a adi¢do de cal hidratada Ca(OH), (Torres et al., 1998) foram
testadas como meio de estabilizagdo do pH da vinhaga. Todavia, o uso deste produto nio ¢
recomendado pela possibilidade de ocorrer petrificagdo da biomassa dentro do reator. A

utilizacao de hidroxido de s6dio (NaOH) ¢ outra medida encontrada para estabilizar o pH da
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vinhaga (Torres et al., 1998; Cabello et al., 2009), porém, o hidroxido de sddio ndo auxilia na

formacao de alcalinidade, somente na regulacao do pH.

De todas estas alternativas ja estudas para a digestao anaerdbia da vinhaca, a utilizagao
do bicarbonato ¢ a que apresenta maior eficiéncia em relagdo a estabilidade do pH, formagao
de alcalinidade e, consequentemente, producdo de biogés. No entanto, ao considerar um reator
em escala real (considerando o volume médio produzido de vinhaga em uma usina) a
utilizagao do NaHCOs; pode apresentar um custo elevado de operagdo. Devido a este motivo,

a busca por compostos com menor custo torna-se imprescindivel.
Ureia como agente tamponante

A vinhaga possui muitos nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas,
inobstante, a concentracao de compostos nitrogenados ¢ muito baixa, o que torna necessaria a
utilizagdo de ureia como fertilizante complementar a fertirrigacdo. Por consequéncia disso,
Van Haandel (2005) sugeriu a adi¢do de ureia na digestdo anaerdbia da vinhaca como
estratégia de controle do pH. Como resultado final deste processo, além do tamponamento, os
sais de amonio liberados estariam presentes na vinhaga tratada, obtendo um tnico produto

pronto para a fertirrigacdo, sem custos adicionais.

O tamponamento a partir da ureia (CO(NH;),) decorre da hidrolise deste composto
durante a digestdo anaerobia formando amonia (NHsz) e CO, (Equagdo 1-1). Estes, por sua
vez, quando combinados com a 4dgua, formam o ion amdnio (NH;') e o anion bicarbonato

(HCOy") (Equagao 1-2), fornecendo alcalinidade ao meio.
HzN-CO-NHz + HZO i 2NH3 + C02 (Eq. 1—1)
NH; + H,0 + CO, — NH," + HCO;~ (Eq. 1-2)

Um estudo realizado por Boncz et al. (2012) verificou que a adigdo de 0,40 mg.L™" de
ureia ¢ suficiente para elevar o pH da vinhaca e manté-lo proximo de 7,0 em testes em
bateladas. No entanto, quando os pesquisadores aplicaram somente ureia em um reator de
fluxo continuo o sistema entrou em colapso, com queda na produgdo de biogés e no pH. Este

resultado foi atribuido a uma dosagem insuficiente de ureia, onde a alcalinidade formada foi
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abaixo do necessario e ndo a toxicidade que a amonia pode ocasionar em sistemas anaerobios,

visto que a concentragio méaxima deste composto foi de 96 mg.L™.

O risco na utilizagdo de ureia como agente tamponante ¢ que, dependendo da
concentragdo de amonia formada, esta pode ser potencialmente toxica para os microrganismos
anaerdbios (Sterling Jr. et al., 2001). Se a concentragdo de amonia livre estiver entre 1500 a
3000 mg.L"',com pH em torno de 7,5, este pode inibir a atividade dos organismos. Em
concentracdes superiores a 3000 mg.L" pode ser toxica (Chernicharo, 2007). Considerando
estas informacdes e o fato de que 53% da massa de ureia ¢ hidrolisada em amonia,
teoricamente pode-se utilizar uma concentragio de até 2000 mg.L™' de ureia durante a

digestao anaerobia sem apresentar riscos, desde que o pH seja mantido neutro.

Considerando a digestao da vinhaca (seja utilizando NaHCO3 ou ureia) um processo
eficiente, o efluente deste processo contem os principais nutrientes necessarios para a
agricultura, porém livre de matéria organica e com pH neutro, o qual pode ser devolvido as
areas cultivadas com cana, reduzindo os riscos ambientais ou utilizando como meio de cultivo

para outras atividades, como o cultivo de algas.
Utilizacdo de microalgas na digestdo anaerobia

As algas sdo organismos unicelulares capazes de transformar CO,, adgua e nutrientes
em matéria organica, usando luz solar como fonte de energia. Devido a sua estrutura simples,
apresentam maior rendimento em termos energéticos por hectare quando comparadas as
plantas, e ainda s@o capazes de crescer usando residuos como o esgoto doméstico ou industrial
como fonte de nutrientes. Por este motivo, desde a década de 70 (com maior impulso a partir
dos anos 90) tem-se intensificado a busca e o desenvolvimento de projetos visando o cultivo
de algas e a subsequente transformagao destes em energia (Chisti, 2007). A maior parte destes
projetos visa a producao de biodiesel, entretanto, outra linha de investigacao tem se destacado
nos ultimos anos: a transformacao direta de algas em biogéas por meio da digestdo anaerdbia

(Vestraete et al., 2010).

Segundo alguns autores (Gunaseelan, 1997; Verstracte etal.,2010) a digestao
anaerdbia das algas apresenta diversas vantagens, dentre elas o fato das algas serem seres

unicelulares e de estrutura celular simples, o que as tornam mais faceis de serem digeridas,

11
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permitindo trabalhar com altas taxas de carga orginica em reatores anaerobios. Outra
vantagem se deve ao fato de que as algas normalmente possuem poucos compostos sulfuricos,
e, consequentemente, o biogads produzido a base destas algas deve conter uma concentragao
baixa deste gas. Deste modo, o biogés produzido por meio da digestdo anaerobia das algas ¢
menos corrosivo, o que pode reduzir os custos na producdo de energia, quando comparado ao

biogas produzido a base de outros insumos (Verstraete at al., 2010;Chisti, 2007).

Nao obstante, alguns autores relatam que algumas espécies de microalgas podem ser
muito resistentes a hidrélise, o que reduz drasticamente a sua biodegradalidade anaerdbia. De
acordo com Okuda (2002), algumas espécies como o Scenedesmus sp. e a Chlorella sp. sao
conhecidas por terem parede celular recalcitrante. Durante seus experimentos, Golueke et al.
(1957), identificaram células intactas no digestor e Uziel (1978) relatou a mesma observacao
mesmo depois de 30 dias. A utilizagdo de técnicas de pré-tratamento, antes da utilizagdo na
digestdo anaerobia, pode melhorar significativamente sua biodegradabilidade. Isso pode fazer
com que a matéria organica fique mais acessivel as bactérias, degradando-a mais facilmente

(Spanjers et al., 2006; Bonmati et al., 2001).

Durante o seu crescimento as algas necessitam principalmente de CO;, nitrogénio
(NH," e NO3) e fosforo (PO,>), em relagdes bem definidas, além de alguns outros elementos

em menor quantidade (Chisti, 2007).

Considerando a quantidade e as caracteristicas de vinhaga produzida em uma usina de
etanol, o Unico fator limitante para a utilizacdo da vinhaga tratada (via digestdo anaerdbia) na
producdo de algas seria a baixa quantidade de nitrogénio presente no efluente. O restante dos
requisitos sdo facilmente supridos, pois a vinhaca contém o restante dos nutrientes
necessarios, com liberacdo de CO, em grande quantidade durante a produgdo do etanol na
industria. Deste modo, € vidvel o cultivo de microalgas em usinas de etanol, onde as mesmas

podem ser utilizadas na producdo de biodiesel ou serem digeridas para a produgao de biogés.

Devido aos fatores abordados e a experimentos realizados por Serejo (2012), os quais
mostraram que as algas, durante o seu cultivo, tem por caracteristica elevar o pH do meio,
pode ser viavel utilizar as microalgas cultivadas para a digestdo anaerdbia em conjunto com a
vinhaca (co-digestdo), a fim de aumentar a producdo de biogis. Além do aumento na

produgdo de biogas, a utilizacdo das algas pode ser empregada como uma forma de neutralizar

12
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a vinhaca e viabilizar a sua digestdo em meio anaerdbio, evitando assim o gasto com a adi¢ao

de produtos tamponantes necessarios para a digestdo anaerébia da vinhaga.

Producéo de acidos graxos volateis pela fermentacdo da vinhaca.

Grande parte das pesquisas envolvendo a digestdo anaerébia da vinhaga visa a
produ¢do de biogas, entretanto, devido as caracteristicas deste efluente, outra linha de
investigacdo pode ser interessante: a utilizagao deste efluente na producao de 4acidos organicos
pela fermentagdo anaerdbia. Como j& visto anteriormente, uma das fases do processo
anaerobio ¢ a acidogénese, onde sdo formados acidos organicos de cadeias curtas de carbono,

tais como acido acético, butirico, valérico e caproico.

A principal via de producdo industrial de acidos organicos ¢ a partir de recursos
fosseis (Eggeman e Verser, 2005), mas também sdo produzidos em menor escala, pela
fermentagdo anaerobia de substratos ricos em matéria organica, o que apresenta maior
vantagem devido ao aumento do preco e da demanda por produtos petroquimicos (Huang et

al., 2007).

Os AGVs sao amplamente utilizados pela industria quimica na producao de alcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres e olefinas (Eggeman e Verser, 2005). Sao também utilizados para
producao de bioplasticos (Cai et al., 2009), bioenergia (Choi et al., 2011; Uyar et al., 2009 e)
e na remocgdo bioldgica de nutrientes, azoto ¢ fosforo, de agua residuais (Lee et al., 2014;

Zheng et al., 2010).

Dentre os acidos graxos, o 4cido propionico se destaca pela ampla possibilidade de
uso, onde o mesmo pode ser utilizado na industria alimentar, farmacéutica, insumos agricolas,
produ¢do de aromatizantes artificiais, perfumes, fungicidas, herbicidas e emulsionante
(Playne, 1985). O 4acido butirico pode ser empregado na fabricagdo de ésteres para
composi¢do de sabores artificiais na industria alimenticia, fabricagdo de agentes
emulsificantes e plastificantes. O 4cido caproico ou hexandico, por sua vez, pode ser utilizado
no processo de esterificacdo para producdo de ésteres de cadeia curta com aplicagcdes na

industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (Skoronski. 2013).
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Os principais fatores que influenciam na produg¢do dos AGVs via fermentacdo
anaerobia sdo o pH e as composicdo do substrato utilizado (Chernicharo, 2007). As bactérias
fermentativas acidogénicas atuam em uma ampla faixa de pH, entretanto, sdo extremamente
sensiveis a pHs abaixo de 3,0 ou maiores que 11,0. Quando ha a manuten¢do do pH em uma
faixa de 4,0 a 8,0 a composi¢ao do substrato torna-se o parametro mais influente na produgao
dos acidos (Liu et al., 2012). Levando em conta estes fatores, a vinhaga apresenta-se como um
substrato ideal na produgdo de acidos via fermentagao anaerobia, pois, além de apresentar pH

entre 3,5 e 5,0, possui elevadas concentragdes de aclicares e carboidratos na sua composicao.

Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes agentes tamponantes na digestao anaerdbia da vinhaga,

com o fim de produzir biogas e/ou acidos organicos.

Hipoteses

1. E viavel a utilizagdo de produtos alternativos (ureia, sobrenadante do cultivo de
algas ou a co-digestdo com algas) na estabilizacdo do pH durante a digestdo anaerdbia da

vinhaca, visando a produ¢do de metano.

2. A vinhaga pode ser utilizada na obten¢ao de acidos organicos produzidos na fase

intermediaria da digestdo anaerobia (acidogénese).
Escopo e estrutura da tese

Considerando os aspectos ja apresentados, esta tese foi organizada em capitulos, na

seguinte estrutura:

Capitulo 2: Apresentacdo de resultados de experimentos realizados com o intuito de
avaliar: 1) a utilizagdo do sobrenadante resultante da producdo de microalgas como regulador
do pH, fornecendo a alcalinidade necessaria para a digestdo anaerobia da vinhaga; ii)
utilizagdo da suspensao de algas cultivadas, pois esta, além de suprir a alcalinidade necessaria,

pode intensificar a produ¢do de biogés pela co-digestao.
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Capitulo 3: Identifica¢do e aplicacdo de uma concentracdo de ureia que possa ser
utilizada como agente tamponante na digestdo anaerébia da vinhacga, visando a produgdo de

biogas, sem apresentar riscos de toxicidade.

Capitulo 4: Com os resultados obtidos nos capitulos anteriores, objetivou-se
verificar a influéncia do agente tamponante na atividade e variabilidade de microrganismos

durante o processo de digestdo anaerobia da vinhaga.

Capitulo 5: Considerando as caracteristicas originais da vinhaga (pH e composi¢ao),
realizaram-se testes preliminares para avaliar a viabilidade na producdo de acidos graxos

volateis de valor comercial por meio da fermentacdo anaerdbia da vinhaga.
Capitulo 6: Conclusdes e recomendagdes gerais.

Capitulo 7: Referéncias bibliograficas utilizadas.
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UTILIZACAO DE

MICROALGAS OU SEU MEIO DE
CULTIVO PARA A PRODUCAO DE
BIOGAS EM UM CICLO
INTEGRADO'

Resumo: Com o efluente resultante da digestdo anaerobia da vinhaga € possivel cultivar
microalgas tanto para a producdo de biodiesel quanto outros produtos, pois, mesmo depois de tratada,
a vinhaca ainda contém os nutrientes para o cultivo das algas. Outro produto necessario para este
cultivo ¢ o CO,, o qual também esta disponivel em usinas de etanol. As microalgas tém por
caracteristica elevar o pH do meio de cultivo durante o seu crescimento, enquanto a vinhaga possui pH
baixo. Desta forma, pode ser possivel utilizar o sobrenadante resultante da separacao ap6s o cultivo de
algas como forma de neutralizar a vinhaga, realizando a mistura da vinhaga com o sobrenadante na
entrada do sistema e, viabilizar a sua digestdo em meio anaerébio, evitando assim o gasto com a
adi¢do de produtos quimicos. Outra opcao ¢ a utilizacdo da suspensdo completa apds o cultivo das
algas, o que além de favorecer no tamponamento, pode elevar a produgdo de biogas, ja que as algas
sdo seres unicelulares e de estrutura celular simples. Para comprovar esta teoria foram realizados
experimentos em bateladas utilizando sobrenadantes (proveniente de diferentes formas de separacao) e
suspeng¢do de microalgas. Estes ensaios mostraram que a alcalinidade do sobrenadante resultante do
cultivo de microalgas, apesar do seu pH elevado, é muito baixa (apenas 350 mgCaCO;.L™"), o que o
torna ineficiente para ajudar a estabilizar o pH durante a digestdo anaerdbia da vinhaga. Os resultados
dos experimentos realizados utilizando a suspen¢do de microalgas mostrou que, mesmo contendo
alcalinidade alta, a suspengdo ndo ¢ suficiente para estabilizar o pH durante a co-digestdo com a
vinhaga, sendo necessaria a adi¢do de outros produtos (como NaHCO;) que auxiliem na estabilizagao
do pH.

Palavras-chaves: alcalinidade, bioenergia, producdo de metano, 4acidos graxos volateis,

digestdo de vinhaga.

1Artigo publicado: “Formagini, E.L., Marques, F.R., Serejo, M.L., Paulo, P.L., Boncz, M.A., 2013. The
use of microalgae and their culture medium for biogas production in an integrated cycle. Water Science &
Technology 1-6. doi:10.2166/wst.2013.803”.
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INTRODUCAO

O Brasil possui destaque mundial na producdo de etanol a base de cana-de-agucar, no
entanto, esta atividade gera varios subprodutos, com destaque para a vinhaga. Para cada m’ de

etanol, sdo gerados aproximadamente 12 m® de vinhaga (van Haandel 2005).

Atualmente, este efluente ¢ utilizado como fertilizante para as areas de cultivo de
cana-de-agucar por meio do processo de fertirrigagdao (Figura 2-1 - A), mas além do grande
volume gerado, este residuo possui alta concentragdo de matéria organica e pH baixo, o que

pode representar riscos durante o seu uso na fertirrigacdo (quando aplicado sem controle).

Como alternativa para reduzir este risco ¢ a utilizacdo do processo de digestao
anaerobia para o tratamento da vinhaca, o qual além de remover a matéria organica, oferece
um efluente rico em nutrientes para ser utilizado na fertirrigacdo e ainda produz energia pelo
biogas formado (Van Haandel, 2005). Esta alternativa altera o ciclo de produgdo de etanol,

colocando uma nova fonte de energia, como pode ser visualizado na figura 2-1- B.

chyva [co2 T:co2

vinhaga

(matéria organica
utrientes, acido)
fertlllzantesv v V v V v
cana

biogas

etanol
s (e

<

chuva * (energia) <

\ CO,  vinhaca 1} tco, Co,
\ tratada ] vinhacga

+—(nutrientes,| UASB

agua neutro
fertlhzantes etanol %
—

cana

A 4

Figura 2-1: A - Ciclo atual da produgdo etanol a base de cana-de-acucar; B - Integracdo da digestdao
anaerobia da vinhaga como alternativa de tratamento deste efluente e consequente aumento na produgdo de
energia.

Considerando que o efluente resultante da digestdo anaerobia da vinhaga ¢é rico em

nutrientes, este pode ser utilizado como materia-prima em outros processos, como, por

exemplo, em meio de cultivo para a produgdo de microalgas (Cenciani et al., 2011), as quais
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podem ser utilizadas para a produgdo de biodiesel ou outros compostos com valor agregado
(Koller et al., 2012). Uma das caracteristicas do processo de cultivo de algas ¢ a tendéncia das
algas aumentarem o pH do seu meio de cultivo como resultado da sua absor¢do continua de
CO,. Ao mesmo tempo, a vinhaga possui pH baixo, o que ¢ fator limitante para a digestdo
anaerdbia e o controle inadequado deste parametro tende a resultar em ainda mais

acidificagdo, podendo inibir a producdo de biogas.

Pensando em um sistema composto da digestdo anaerébia da vinhaga com
consequente cultivo de microalgas, outro sistema torna-se interessante: a utilizagdo de
sobrenadante resultante da separag@o apos o cultivo de algas como forma de neutralizar o pH
da vinhaga e viabilizar a sua digestdo em meio anaerdbio, evitando assim o gasto com a

adicao de produtos quimicos (Figura 2-2 - A).

Com foco na geragdo de energia por meio de biogas, outra opcdo que pode ser
incorporada neste ciclo ¢ a digestdo anaerdbia das microalgas, a qual pode ser realizada com a
utilizagdo da suspensdo inteira de microalgas em co-digestdo com a vinhaga. Esse processo,
além de favorecer no tamponamento, pode elevar a producdao de biogas (Figura 2-2 — B).
Ainda, podem ser utilizados reatores separados (um para digerir vinhaca e outro para

microalgas) com foco somente na geragdo de energia (Figura 2-2 — C).

As microalgas sdo seres de composi¢do celular simples, sem a presenga de estruturas
complexas como lignina e celulose, o que as torna mais faceis de serem digeridas
(Gunaseelan, 1997). Além de possuirem poucos compostos sulfliricos e, consequentemente, o
biogas produzido a base destas algas deve conter concentragdo baixa deste gas. Assim, o
biogas produzido por meio da digestdo anaerobia das algas é menos corrosivo, garantindo
maior vida util dos equipamentos necessarios € menor custo na producao da energia quando
comparado ao biogas produzido a base de outros insumos (Verstracte at al., 2010, Chisti,

2007).

Em todas as opgdes apresentadas, a possibilidade de reciclar os nutrientes para o
cultivo de cana-de-agucar por meio da fertirrigacdo permanece inalterada. Deste modo, seja
com a simples digestdo anaerdbia da vinhaca (como apresentada na figura 2-1- B) ou com os

sistemas propostos na figura 2-2 (tanto para a producdo de biodiesel quanto para a produgdo
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de biogéas) os efluentes resultantes sdo capazes de suprir grande parte da demanda de

nutrientes necessarios para o cultivo de cana.
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Figure 2-2: A- Integragdo do cultivo de microalgas para a produgdo de biodiesel com a utilizagdo do
sobrenadante resultante da separagdo como fonte de alcalinidade para a digestdo anaerdbia da vinhaga; B —
Utilizagdo de toda a suspengdo de algas como fonte de alcalinidade e aumento na produgo de biogas em co-
digestdo com a vinhaga; C — Digestdo anaerdbia das microalgas somente para a producdo de biogas.

Considerando que, durante o processo de fermentacao sdo liberados cerca de 755 kg
de CO, para cada m’ de etanol produzidos, bem como cerca de 6,45 kg de N e 1,65 kg de P
(valores médios estimados, visto que a composi¢do da vinhaga pode sofrer variacdes devido a
varios fatores como: origem do caldo, processos industriais, caracteristicas de solo entre
outros), e considerando a férmula molecular para biomassa de microalgas de

Cio6H181045N 6P (Larsdotter 2006), o elemento limitante entre os recursos disponiveis ¢ o

nitrogénio.
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Uma forma para suprir esta deficiéncia ¢ a utilizagdo de ureia como fonte de
nitrogénio. Atualmente, a ureia ¢ aplicada no solo cultivado com cana como complemente a
fertirrigagdo, entretanto, a mesma pode ser utilizada para a digestdo anaerobia da vinhaga
como alternativa de baixo custo para controlar a alcalinidade no reator UASB e estabilizar o
processo (Boncz et al., 2012; van Haandel A.C., 2005). Deste modo, a utilizacdo da vinhaga
digerida anaerobiamente para o cultivo de algas poderia produzir biomassa suficiente para
produzir mais 26,9 kg de metano por m® de etanol produzido, o que significa aumento de 40%

do potencial de producdo de energia.

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade da utilizagdo do meio de cultivo
(sobrenadante) da producdo de algas como fonte de alcalinidade, a fim de estabilizar o pH
durante a digestdo anaerobica da vinhaca, bem como avaliar o potencial de produgdao de
biogds com a digestdo anaerdbia da suspensdo de microalgas separadamente ou em co-

digestdo com a vinhaga.
METODOLOGIA

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizado consoércio de microalgas (composto
predominantemente por Chlorella sp. e Scenedesmus sp., identificadas por microscopia)
cultivadas em um fotobioreator situado no laboratorio de efluentes da UFMS, com capacidade

de 40 litros, alimentado com uma mescla de vinhaca tratada e meio BBM.

A vinhaca utilizada foi oriunda de uma usina produtora de etanol, situada no
municipio de Fatima do Sul, MS (vinhaga utilizada pertencente ao lote A, descrita no anexo
1). Todos os experimentos foram realizados em duplicata, utilizando frascos de vidro com
capacidade de 500 mL, com 20% de headspace. Em todos os experimentos foram utilizados
4 gSVT.L" de biomassa oriunda de um reator tipo UASB alimentado com vinhaga no mesmo
laboratoério. Todos os ensaios foram conduzidos seguindo a metodologia para ensaios de

atividade metanogénica especifica (Owen et al., 1979).

Depois de preenchidos, os frascos foram selados com tampa de borracha e lacre de
aluminio, onde a purga do oxigénio presente foi realizada utilizando N,. Os frascos foram

monitorados e analisados de acordo com cada experimento realizado.
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O primeiro experimento foi realizado com o objetivo de verificar a possibilidade de
utilizar o sobrenadante (meio de cultivo das microalgas) como fonte de alcalinidade, a fim de
elevar e manter o pH neutro durante a digestdo anaerdbia da vinhacga, verificando ao mesmo
tempo o efeito de diferentes tipos de processo de separagdo na adequacdo do material para
este propdsito. Os sobrenadantes avaliados foram obtidos por separagdo utilizando processo
fisico, por meio do método da filtragdo (sobrenadante denominado “filtrado) e processos
quimicos (utilizando teste de Jarros), onde foram utilizados dois reagentes, natural e outro

quimico.

Como produto natural foi utilizado solugdo salina de Moringa oleifera, ¢ como
produto quimico foi utilizado uma solu¢do de cloreto férrico. A Tabela 2-1 apresenta as
caracteristicas dos diferentes sobrenadantes avaliados. As solucdes testadas foram obtidas
com a mistura de 50% de sobrenadante e 50% de vinhaga diluida, onde cada sobrenadante foi
testado separadamente. Cada mistura foi testada com e sem a adi¢do de bicarbonato de sodio
como agente tamponante auxiliar (visto que o objetivo ¢ a utilizagdo do sobrenadante como

tampao).

Tabela 2-1: Caracteristicas apresentadas pelos sobrenadantes utilizados.

Alcalinidade ~
Sobrenadante  pH (mgHCO; L'l) Processo de separacao
Filtrado 9,26 210,0 Filtracao (filtro com 0,45um de porosidade)
Coagulante: Moringa 9.15 210.0 Coagulagao e floculagio (solugdo salina de Moringa
oleifera ’ ’ com média de 500 mg.L™).
Coagulante: Cloreto 7 43 95.0 Coagulagdo e floculagdo (solugdo utilizada de
Férrico ’ ’ cloreto férrico com média de 500 mg.L™).

A dosagem de NaHCO; foi realizada com base nos resultados obtidos em
experimentos realizados no laboratdrio (dados ndo publicados) que indicam uma concentracao
de 0,2 gNaHCOg.gDQO'l. Deste modo, foram adicionados 2016,0 mgNaHCOg.L'l para os
sobrenadantes  filtrado e moringa, o qual ja continha 210 mgHCO;L"', e

1136,0 mgNaHCOs.L™' para o sobrenadante cloreto férrico.

No inicio e no final dos experimentos foram analisadas a demanda quimica de
oxigénio (DQO), a alcalinidade formada, o pH e os acidos volateis totais (AGV) de acordo
com metodologia descrita no Standard Methods for the Examination of Waterand Wastewater

(APHA, 2005). A produ¢ao de metano foi quantificada diariamente utilizando a metodologia
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de deslocamento de liquido descrita em Aquino et al. (2007), utilizando frascos de Mariotte
contendo solugdo de NaOH 18% para captura do gas CO, presente no biogas. A Figura 2-3

apresenta detalhes do teste e um esquema do método utilizado.

Garrafa com
solugéio de NaOH

Frasco de

reacgéo Pr ta

graduada

(a) (b)
Figura 2-3: (a) Detalhes das medi¢des de metano; (b) Esquema do método utilizado para as medigdes.
(Fonte: Aquino et al. (2007)).

O segundo experimento foi realizado utilizando a suspensdo de microalgas, onde foi
testada somente a digestdo das microalgas, uma mescla de microalgas com vinhaga, na
proporc¢ao de 50% (com e sem a adicdo de NaHCO3) e uma solucdo padrao de vinhaca com
NaHCOs3 (O,2g.gDQO'1). O monitoramento foi realizado da mesma forma que o primeiro

experimento.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados obtidos na caracterizacdo dos sobrenadantes utilizados (Tabela 2-2)
¢ possivel visualizar que mesmo com o pH elevado, nos casos dos sobrenadantes separados
por filtragdo e por solugdo salina de Moringa oleifera, os mesmos ndo apresentaram
alcalinidade elevada como se esperava. Como consequéncia, a adicao destes sobrenadantes,
mesmo que na mesma propor¢ao de vinhaga, ndo resulta na neutraliza¢do do pH, favorecendo
a acidificagdo rapida (Figura 2-4).

Tabela 2-2: Caracterizacdo das amostras de sobrenadantes utilizados denominados de acordo com o
processo de separagio.

Amostra N°de pH Alcalinidade DQO AGY
amostras (mgCaCOj;/L) (mg/L) (mg/L)

Filtrado 3 9,26 + 0,04 3482 +2,1 112,9+ 21,0 ND*

Coagulante: Moringa oleifera 3 9,15+ 0,06 352,0+3,0 244.,0 £ 54,9 ND*

Coagulante: Cloreto Férrico 3 7,43 +£0,1 158,2+2,6 118,3+29,3 ND*

*Nao determinado pela método utilizado.
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Também na figura 2-4 ¢ possivel observar que a similaridade entre os resultados
obtidos ¢ decorrente da adicdo de NaHCOs, e ndo pela forma de separacdo do sobrenadante.
Mesmo com maior producdo de metano pelas solugdes onde foram adicionados NaHCOs, os
resultados ndo foram satisfatorios quando analisados a DQO removida e o potencial de
produ¢do de metano de acordo com a carga organica aplicada (Tabela 2-3). Isto pode ser
devido a queda do pH, o qual ficou em torno de 4,5 para as solu¢des sem NaHCO; ¢ 5,5 com

NaHCO3, ¢ a0 acumulo de acidos em todas as solugdes.

Filtrado (sem coagulante) Coagulante: Moringa oleifera Coagulante: Cloreto Férrico
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Figura 2-4: Resultados de produgido de metano (em DQO (®)); pH (A) ¢ AGV (M) para os testes com
sobrenadantes e vinhaga, com e sem a adigdo de NaHCO;.

Tabela 2-2-3: ParAmetros avaliados no inicio e final dos experimentos

Alcalinidade Alcalinidade DQO % CH,- % de

Amostra Inicial final(mg/L) Inicial remocido COD DQO em
(mg/L) (mg/L) deDQO (mg/L)  CH,
Filtrado 118,0 250,0 6016,0 31,5 716,2 37,8
Filtrado + NaHCO; 1672,0 1698,0 6257,7 340  1016,3 47,8
Coagulante: Moringa oleifera 108.,0 394,0 6300.4 26,1 705,2 42,9
Coagulante: Moringa oleifera + NaHCO; 1626,0 1740,0 6243,6 30,7 11259 49,4
Coagulante: Cloreto Férrico 60,0 176,0 6272,0 353 577,3 26,1
Coagulante: Cloreto Férrico + NaHCO; 1492.0 1540,0 6499.6 33,9 994.4 45,1

A figura 2-5 e a tabela 2-4 apresentam os resultados obtidos com os testes utilizando a

suspencdo de algas. E possivel observar que, da mesma forma que o sobrenadante, a
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suspencdo de algas ndo € capaz de estabilizar o pH da vinhaga, quando testada a mescla (50%)

de microalgas e vinhaga. Na condicdo em que o NaHCO; foi adicionado como agente

tamponante, mesmo com taxa de remo¢dao de DQO de 54,7% (momento de parada do teste),

89% desta DQO foi convertida em CHa.
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Figura 2-5: Resultados de producdo de metano (em DQO (e)); pH (A) e AGV (m) para os experimentos
utilizando a suspen¢ao de microalgas.

Tabela 2-4: Pardmetros avaliados no inicio e final dos experimentos

0,
Alcalinidade . DQO %  CH4- 70deDQO
. . Alcalinidade e = removida
Amostra Inicial final (mg/L) Inicial remocio COD convertida
(mg/L) (mg/L) deDQO (mg/L) em CH4
100 % Alga 603,0 1160,0 8690,5 33,2 23542 81,6
50% Alga 50% Vinhaca 206,0 370,0 8214,1 37,4 912,9 29,7
50% Alga 50% Vinhaga+ NaHCO; 1962,0 2190,0 7867,6 54,7 38334 89,1
100 % Vinhaga + NaHCOj; 1547,0 1650,0 7477,9 67,3 4121,6 82,0

Com a digestdo somente das algas, ha queda acentuada do pH na primeiras 24 horas e,

ap6s isso o0 mesmo se mantem estavel. Este fato ¢ devido ao aumento na alcalinidade no

sistema e a auséncia (sem acumulo) de acidos graxos volateis. A remocao da DQO até a

finalizagdo do teste foi baixa (33,2%), entretanto, 81,6% da DQO removida encontrava-se na

forma de CHy4. Considerando uma avaliagdo teorica com base em Sialve et al. (2009), ¢
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possivel estimar a produgdo de 0,24 gCH,.gDQO™ ou 0,8 LCH,4.gSV™" durante a digestdo das
algas. Aplicando esta estimativa para os testes realizados, a produ¢do de metano deveria ser
em torno de 1,09 litros, no entanto, foi encontrada somente a metade deste valor. Estes
resultados sdo similares aos observados por Vestrate et al. (2010), os quais obtiveram entre

0,24 a 0,36 litros de CH4 por grama de SV.

CONCLUSOES

A hipotese de utilizar o sobrenadante da produ¢do de algas na digestdo anaerébia da
vinhaga ndo se comprovou nos testes em batelada, pois 0 mesmo ndo possui alcalinidade
suficiente, bem como a utilizacdo da suspencdo de algas juntamente com a vinhaca. A
digestdo anaerobia das algas mostrou-se viavel em relacdo ao aumento no potencial de
producdo de biogas, com um rendimento de 0,5 L de biogas por grama de SVT de microalgas,
consolidando a hipétese de colocar dois reatores, um digerindo vinhaca e outro digerindo
algas. Entretanto, ainda ha a necessidade da realizagdo de testes mais completos e com

biomassa com melhor qualidade.
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EFEITOS DA
UTILIZACAO DA UREIA COMO
AGENTE TAMPONANTE NA
DIGESTAO ANAEROBIA DA
VINHACA

Resumo: A eficiéncia da ureia como agente tamponante na digestdo anaerdbia da vinhaca
foi avaliada por meio de experimentos em batelada e continuo, ambos em condi¢gdes mesofilicas
(31 £3°C). Para o teste em batelada, utilizou-se 4 g.L"' de ureia combinado com trés diferentes
concentragdes de DQO (2, 8 ¢ 20 g.L™"). Os resultados obtidos neste experimento indicaram que
a relagio de 0,22 gUREIA.gDQO™ ¢ viavel para ser empregada na digestio anaerdbia da
vinhaga, quando o objetivo ¢ manter o pH neutro e estavel e viabilizar a producdo de biogas. Em
seguida, esta concentracdo foi testada na operagdo de um reator tipo UASB em escala de
bancada operado em fluxo continuo e com recirculagdo. O reator foi alimentado com vinhaca
utilizando uma carga organica volumétrica de 7,92 + 1,07 gDQO.L".d" e tempo de detengdo
hidraulica (TDH) de 1 dia. A operagdo do reator foi dividida em duas etapas de acordo com o
agente tamponante utilizado. Na 1? etapa, com duragdo de 33 dias, foram utilizados ureia e
NaHCOs;, onde a concentragdo de NaHCO; foi reduzida até cessar a sua utilizacdo. Esta etapa
foi subdividida em 2 fases. Na 2* etapa (69 dias) foi utilizado somente ureia, com o aumento
gradativo na concentragdo aplicada. Os resultados mostraram que, utilizando a combinacéo de
ureia ¢ NaHCO; o pH se manteve estavel (7,59) favorecendo a produgdo de biogas e remogao
da DQO (eficiéncia acima de 80%). Na 2% etapa, mesmo com o pH neutro, houve redugido no
percentual de remocdo de DQO (para 50%), com acumulo de AGVs e consequente queda na
produgio de biogas. Embora a hidrolise da ureia tenha sido eficiente na formacao da
alcalinidade total, uma possivel causa da instabilidade pode ter sido a baixa
disponibilidade de alcalinidade bicarbonato disponivel no meio, uma vez que a relagéo
entre a alcalinidade intermediaria e bicarbonato (AI/AB) chegou a 4,02 ¢ 3,35 nas ultimas fases
de operagdo do reator, quando o ideal é uma relagdo abaixo de 0,3. Aliado a estes fatores, uma
possivel alteragdo nos microrganismos presentes na biomassa, especialmente nas produtoras de

metano que podem ser dependentes do NaHCO;, o qual foi retirado na segunda etapa.

Palavras chaves: controle do pH, toxicidade da amonia, UASB.
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INTRODUCAO

A digestdo anaerdbia ocorre pelo consorcio de microrganismos anaerdbios, onde
a matéria organica ¢ convertida, principalmente, em gas metano e carbonico. Esse
processo se da basicamente em quatro fases: hidrolise, acidogé€nese, acetogénese e
metanogénese. O grau e taxa de atividade em que os microrganismos anaerobios
operam sao influenciados por diversos fatores, tais como temperatura, tipo de substrato
utilizado e carga organica aplicada (van Haandel e Lettinga, 1994; McCarty, 1964).
Contudo, os microrganismos que mais requerem aten¢ao sao as arqueas metanogénicas,
visto que, sao mais sensiveis que os demais, € possuem coeficiente de producao celular

mais baixo (van Haandel e Lettinga, 1994; Pohland, 1992; McCarty, 1964).

Além destes fatores, o desempenho das arqueas metanogénicas, também ¢
influenciado pela auséncia ou excesso de nutrientes, presenca de compostos toxicos e
principalmente, pela faixa de pH do meio, visto que a faixa ideal de atuagdo destes

microrganismos € entre 6,3 e 7,8 (Pohland, 1992).

Em um sistema anaerdbio estavel ocorre o equilibrio entre o dioxido de carbono
e os ions carbonato e bicarbonato, oferecendo resisténcia & mudangas bruscas no pH. No
entanto, essa capacidade de tamponamento ¢ proporcional a concentracdo de
bicarbonato presente no meio (Ward et al., 2008). Como a vinhaca ndo possui
alcalinidade significante, sdo necessarias medidas que ajudem a neutralizar e estabilizar

o pH.

Viérias estratégias podem ser empregadas para auxiliar neste parametro e
viabilizar a digestdo anaerobia da vinhaca, dentre as quais se destacam, principalmente,
a utilizagcdo de produtos quimicos. Estes produtos podem ser divididos basicamente em
trés grupos, sendo eles: a) Os que fornecem alcalinidade diretamente, como o hidroxido
de sodio e o bicarbonato (Ribas-D6ll e Foresti, 2010; Siqueira et al., 2008; Harada et
al., 1996); b) Os que reagem com o gas carbOnico para formar a alcalinidade
bicarbonato, como a cal virgem e a cal hidratada (Chernicharo, 2007); c¢) Os que
fornecem alcalinidade indiretamente, liberando alcalinidade por meio de alguma reagao,

como a ureia (CO(NH;),) (Boncz et al., 2012; van Haandel, 2005).
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A adi¢do da ureia na digestdo anaerdbia da vinhaga como fonte de alcalinidade
foi relatada nos experimentos apresentados Boncz et al. (2012), onde evidenciaram em
testes em bateladas, que a adigio de 0,40 mg.L™' de ureia ¢ suficiente para elevar e
manter o pH proximo de 7,0 durante a digestdo anaerdbia da vinhaga. No entanto,
quando os autores aplicaram esta concentragdo de ureia em um reator de fluxo continuo,
o sistema entrou em colapso, com queda na producao de biogas e no pH. Este resultado
foi atribuido a dosagem insuficiente de ureia, onde a alcalinidade formada ndo foi
suficiente para manter o pH neutro, e ndo a algum tipo de inibicdo ou toxicidade
ocasionada pela amdnia, visto que, a concentracdo maxima deste composto foi de

96 mgN-NH;.L ™.

Budiyono et al. (2013) e Syaichurrozi et al. (2013) também apresentam
trabalhos utilizando a adigdo de ureia para a digestdo anaerdbia da vinhagca em
experimentos em bateladas. Todavia, o objetivo destes autores nao foi a utilizagao deste
composto como tampao (para manter o pH neutro durante a realizacdo dos experimentos
os autores utilizaram uma solu¢do de NaOH 2N). O objetivo de ambos os autores foi
avaliar qual a melhor relagdo carbono/nitrogénio para melhor eficiéncia na producao de

biogas.

A ureia, ao ser hidrolisada durante a digestdo anaerobia, forma N-NH; e CO,,
contribuindo com o aumento da alcalinidade dentro do reator. Além de fornecer
alcalinidade, pode contribuir como fonte de nitrogénio para cana-de-acucar durante a
fertirriga¢do, visto que a quantidade de nitrogénio presente na vinhaca ¢ inferior a
necessidade nutricional dos solos cultivados com cana-de-ag¢tcar (Van Haandel, 2005).
Entretanto, ¢ necessario cautela na utilizacao da ureia, visto que existem riscos na sua
utilizagdo, pois a amonia resultante da hidrélise, mesmo sendo um composto importante
para o crescimento dos microrganismos (Chen et al., 2008), dependendo da
concentragdo, ¢ potencialmente tdxica para os microrganismos anaerobios (Sterling Jr.

etal., 2001).

A forma que a amoénia se apresenta dentro do sistema esta diretamente
relacionada ao pH do meio. Quando hé a presenca elevada de ions de hidrogénio (pH

. . . A e A +
igual ou inferior a 7,2) toda a amoénia se encontra na forma de ion aménio (NHy").
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Quando ha a redugdo dos ions de hidrogénio e o aumento do pH, a amonia passa para a

forma de amonia livre (NH3) (Yenigiin e Demirel, 2013).

Alguns autores, como Rajagopal et al. (2013), Chen et al. (2008) e McCarty
(1964), indicam que a concentragdo de amdnia presente no sistema nao deve ultrapassar
3000 mg.L"' para ndo ocorrer inibicdo. Concentragdes de amodnia entre 1500 a
3000 mg.L"', com pH em acima de 7,5 também apresentam riscos, pois valores acima de
200 mgNH;.L™" sdo toxicos para as metanogénicas . (Chen et al., 2008; McCarty, 1964).
Estas concentragdes inibitdrias podem apresentar variagdes para cada sistema, pois além
dos fatores citados, outros fatores como a composi¢do do substrato, tipo de inoculo,
condi¢des ambientais (especialmente temperatura, pH) e periodos de aclimatagdo do
lodo também influenciam na inibicdo dos microrganismos em conjunto com a amonia

(Chen et al., 2008).

Considerando estes fatores, este trabalho objetivou determinar e avaliar a
concentragdo de ureia a ser utilizada durante a digestao anaerdbia da vinhacga, a fim de

proporcionar efeito tamponante, estabilidade no sistema e producao de biogas.

METODOLOGIA

Experimento em batelada

Para determinar a relagdo entre a concentracdo de ureia e a carga organica
aplicada, realizou-se um teste em batelada utilizando uma concentragcdo constante de
ureia, para trés concentragdes de DQO. O teste foi realizado em bateladas, seguindo a
metodologia descria por Angelidaki et al. (2009), utilizados frascos de vidro com
volume 1til de 500 mL, com 400 mL de fase liquida e em duplicata. Como substrato foi
utilizado vinhaga (proveniente no lote B apresentado no capitulo 2) diluida em trés
concentragoes de DQO: 2, 8 ¢ 18 gDQO.L'l. Para todas as concentragdes de DQO foi
utilizado 4 gCO(NH,),.L™" de ureia como agente tamponante (concentragio Unica de
ureia para todas as dilui¢des de vinhaga). Em cada frasco foram utilizados 4 gSTV.L™
de lodo de inoculo, proveniente de um reator tipo UASB em escala de bancada,

alimentado com vinhaca ¢ NaHCO3; como agente tamponante.
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Ap6s os frascos serem devidamente tampados, a purga do oxigénio presente foi
realizada utilizando nitrogénio gasoso (N;). O teste foi realizado em uma sala

climatizada a uma temperatura média de 30 + 3°C, com agitacdo manual diaria.

A medi¢ao do volume de biogés foi realizada diariamente, por meio do método
de deslocamento de volume apresentado por Aquino et al. (2007), onde o biogas ¢

lavado com uma solucdo de hidroxido de s6dio (NaOH 18%) para a absor¢ao do COs.

Para melhor compreensdo das reagdes também foram monitorados os seguintes
parametros: pH; acidos graxos volateis (AGV); demanda quimica de oxigénio soltivel
(DQO) e nitrogénio amoniacal; seguindo a metodologia descrita em Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Experimento continuo

Para a realizagdo deste experimento foi utilizado um reator UASB com volume
util de 900 ml, mantido em uma sala climatizada a uma temperatura média de 32 + 2°C.
Um ter¢o do volume total do reator foi preenchido com lodo, provindo de outro reator
UASB escala de bancada, no qual foram utilizados no tratamento de vinhaga com
bicarbonato de sodio e ureia como agentes. O reator foi operado em fluxo continuo com
recirculacdo do efluente, onde ambas as vazdoes foram de 0,9 L.d'l, com
6,7+ 1,2gDQO.L.d" de carga orginica volumétrica aplicada (vinhaga utilizada nos

experimentos foi proveniente no lote B, com informagdes descritas no anexo 1).

A operagdo do reator foi dividia basicamente em duas etapas, nas quais o0s

tampoes utilizados e suas concentracdes variaram da seguinte forma:

1% Etapa: Consistiu na adaptagdo do lodo para a utilizagdo somente de ureia
como agente tamponante, reduzindo gradativamente a concentragao de
bicarbonato de sddio na sua alimentacdo. Esta etapa teve duragdo de

33 dias.

2% Etapa: Apds a completa retirada de bicarbonato de s6dio de sua alimentagdo,
o reator foi operado por 69 dias, utilizando somente ureia como agente

tamponante, com concentragio inicial de 0,22 gCO(NH,),.gDQO™.
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No decorrer do experimento a concentragdo da ureia variou de 0,22 a

0,30 gCO(NHS,),.gDQO™" devido as variagdes observadas no pH.

Andlises fisico-quimicas

Para a avaliacdo do comportamento do reator sob tais condi¢des, em todas as
fases, foram analisados a alcalinidade total, a DQO, o nitrogénio amoniacal (N-NH3) e
0os AGV para o afluente e o efluente. A metodologia utilizada para andlise foi de acordo
com o descrito em “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”

(APHA, 2005).

A producdo de biogas foi monitorada on-line por meio do software “Guardian
1.2” (Boncz et al., 2008), conectado a um computador. Para isso foi utilizado um
medidor de pulso (para o pH) desenvolvido por Boncz et al. (2008). As leituras foram

registradas pelo software a cada 15 segundos e armazenadas em um banco de dados.

O volume total da producdo de biogés foi calculado a partir dos dados obtidos
pelo medidor de vazdo de biogas, corrigidos em fung¢do da temperatura ambiente,
pressao parcial de vapor d’agua e pressao hidrostatica do medidor de vazao de gés. Para
tais corregoes foi utilizado o principio das leis dos gases geral, dada pela equacdo 3-1 da

MilliGascounter®10 (Ritter, 2005).

Pa—-Pv+Pl Tn

VN =Vi :
Pn Ta

Eq. 3-1

Em que VN ¢ o volume normalizado de biogas (mL), Vi é o volume medido
(mL), Pa ¢ a pressdo atmosférica (mbar), Pv ¢ a pressdo hidrostatica sobre a camara de
medi¢do (1,5 mbar); Pn € a pressdo atmosférica (1013,25 mbar), Tn ¢ a temperatura

normal (273,15 K), e Ta ¢ a temperatura ambiente (K).

Andalise microbioldgica

Como avaliagdo complementar foram determinadas as taxas de diversidade e
similaridade de quatro amostras de lodo, selecionadas durante a operacdo do reator. As

amostras foram identificadas como: A — lodo inoculado no reator no inicio da operagao

31



Efeitos da utilizacdo da ureia como agente tamponante na digestdo anaerobia da vinhaga

(tempo: 0); B — lodo retirado do reator quando cessou a utilizacgdo de NaHCOs;,
iniciando a 2* etapa (tempo: 33 dias); C — lodo final retirado do reator quando finalizou
o experimento (tempo: 102 dias) e; D — mescla da massa de lodo formada no topo do
reator durante a etapa em que foi utilizada somente a ureia como agente tamponante
(amostra mista coletadas nos dias 83, 92 e 102) . As amostras foram armazenadas
imediatamente apds a retirada do reator e mantidas a -18°C até o seu transporte até o

local de realizacdo da analise molecular.

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o Kit Fast® DNA Spin Kit for Soil
(MP Biomedicals, LLC), seguindo o protocolo determinado pelo fabricante. Apds a
extracdo o DNA foi mantido a uma temperatura de -20°C. As regides V2-V3 dos genes
16S RNAr das arqueas foram amplificados pelo método DGGE, utilizando os primers A
109(T)-F e 515-GC-R (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Lane 1991; Muyzer et
al., 1993; Grosskopf et al., 1998). A mistura da PCR, com volume final de 50 pL,
continha: 1 pl de cada primer (10 ng ul™' para cada primer); 25 pL de BIOMIX (mistura
de tampao para reacdo de PCR e desoxinucledtido-trifosfatos (AINTPs) pronta para uso
(Bioline, Ecogen)); 2 uL do DNA extraido e agua Milli-Q até completar o volume
final. A PCR foi realizada em um termociclador (Bio Rad Laboratories, Inc.), com o
seguinte programa de termociclagem para amplificagdo das arqueas: 2 minutos de pré-
desnaturagao a 95°C; 35 ciclos de desnaturagdao a 95°C por 30 segundo; anelamento a
52°C por 40 segundos e; alongamento a 72°C por 90 segundos, com o alongamento final
a 72°C por 5 minutos (Rodriguez et al., 2012). Para a verificagao do tamanho e tipo de
fragmento de DNA, foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1,8%, com marcador

de peso molecular de 2000 bp Hypperladder IT (Bioline, USA Inc).

A analise de DGGE para amplifica¢do das arqueas foi realizada de acordo com
Rodriguez et al. (2012), utilizando gel de poliacrilamida 8% (w/v), com gradiente
desnaturante de ureia e formanida de 30-60% (Ben-Amor et al., 2005; Roest et al.,
2005). A elétroforese foi realizada utilizando D-Code Universal Mutation Detection
System (Bio Rad Laboratories, Inc) com tampao TAE 0,5x ha 60°C e 65V durante 18
horas. A coloragdo do gel foi realizada com GelRed Nucleic Acid Gel (1/10000 de

dilui¢do; Biotium).
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Os perfis de DGGE foram comparados utilizando o programa
“GelCompar IITM” (Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Belgium). Para
calcular o indice de diversidade de Shannon-Wiener (H), bem como o coeficiente de

similaridade foi adotada a metodologia descrita em Lebrero et al. (2013).

A extragdo das bandas individuais do gel de DGGE e a purificagdo dos produtos
da PCR foram realizadas de acordo com Rodriguez et al. (2012). A posi¢ao taxonémica
das sequéncias foi obtida por meio da ferramenta de classificagdo RDP, com nivel de
confianca de 80% (Wang et al., 2007). Além disso, as sequéncias foram comparadas
com as sequéncias armazenadas no GenBank, pela ferramenta de busca BLAST, no
Centro Nacional de Informagdes Biotecnologicas (National Centre for Biotechnology
Information - NCBI) website (McGinnis e Madden, 2004). Juntamente com os
programas BLAST, o programa DECIPHER foi utilizado como ferramenta controle
(Wright et al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento em batelada

A figura 3-1 apresenta os resultados de CH; ¢ AGV (em mgDQO.L™), pH bem
como as variagoes de amonia (N-NH; NHj e NH4+) obtidos no experimento em
batelada. E possivel observar que em todas as condigdes testadas a concentragio de
nitrogénio amoniacal (N-NH3) foi semelhante (1773 + 64 mg.L™), entretanto, devido ao
pH elevado (9,5) na condi¢do com 2 gDQO.L™, toda aménia estava presente na forma
de NH;. Para a condigdo com 8 gDQO.L™ o pH também apresentou altos valores (8,89
no segundo dia do experimento e estabilizando em 8,20), resultando em uma
concentragio maxima de 517 mgNHs.L"' com estabilizagio em 176 mgNH;.L"'. Este
fator explica a baixa reducao na DQO e, consequentemente, baixa produ¢do de metano,
pois concentracdes de aménia livre acima de 150 mg.L™' sdo potencialmente toxicas
para os organismos metanogénicos (McCarty, 1996). Adicionalmente, um pH alto
(acima de 7,5) também resulta na inibi¢do destes microrganismos (Pohland, 1992).
Considerando os resultados obtidos com 18 gDQO.L", é possivel observar que a
concentragdo utilizada de ureia foi eficiente para manter o pH neutro e, devido a isto, a

concentragdo formada de NH; foi muito baixa, ocasionando a reducdo da eficiéncia
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DQO e consequente produgdo de CH4. Durante o periodo de monitoramento, 91% da

DQO removida foi encontrada na forma de metano.
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Figura 3-1: A — pH, metano (mgDQO.L™") e acidos graxos volateis (mgDQO.L™"); B - Concentra¢des de
N-NH;, NH; e NH;" (em mg.L") obtidos para o experimento em batelada utilizando vinhaga com:
2¢gDQO.L'(1); 8 gDQO.L"(2) e; 18 gDQO.L" (3).

A partir destes resultados foi possivel constatar que a hidrélise da ureia na
digestdo anaerdbia ocorre independente da concentracdo de matéria organica utilizada,
porém, a regulacdo ¢ manutencdo do pH em valores desejados & proporcional a

concentracdo de DQO aplicada.

Considerando estas informagdes, mantendo a relagdo em torno de
0,22 gCO(NH,),.gDQO™ ¢ suficiente para manter o pH neutro durante a digestio
anaerobia da vinhaga, sem apresentar riscos ao sistema, visto que o pH neutro viabiliza
a atividade dos organismos metanogénicos € a amonia liberada pela ureia permanece na

forma de fon aménio (NH4"). Com dosagens acima de 0,50 gCO(NH,),.gDQO™ o pH
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do sistema fica elevado, o que inibiu as arqueas metanogénicas, além de influenciar na

formacao de NHj.
Operacao de reator de fluxo continuo

Para melhor apresentacdo dos resultados, as duas etapas de operagdo do reator
foram subdivididas em cinco fases, de acordo com as concentrag¢des de ureia e NaHCO;
utilizadas em cada fase. As variagdes nas concentracdes dos tampdes utilizados foram
decorrentes: 1) do objetivo de retirar o NaHCOs3 na primeira etapa de operagao, e ii) das
variagOes observadas no pH na segunda etapa (Tabela 3-1).

Tabela 3-1: Condic¢des experimentais para as cinco fases de operagdo do reator UASB tratando
vinhaga em modo continuo.

Etapas Fase Tempo COY] ; Na}}CO3 ] Uﬁeia ]
(dias) ~ gDQO.L.d gegDQO” gl  2.2DQO gL

T 1 0-18 7,40 + 1,02 0,15 1,06 0,22 1,56

11 18-33 7,65+ 1,19 0,07 0,57 0,22 1,68

III 33-61 7,90 £ 0,50 - - 0,22 1,73

2? v 61-80 8,11 £0,72 - - 0,27 2,19

\% 80-102 8,52 + 0,60 - - 0,30 2,65

A figura 3-2 apresenta os resultados percentual de remocdo de DQO, pH,
AGVpqo (considerando somente como acido acético) e a produgdo de produgdo de
biogas em CH4-DQO durante a operacdo do reator em modo continuo. O calculo do
metano foi realizado utilizando os dados de biogas obtido pelo monitoramento on-line,

considerando que o CHy4 correspondeu a 70% do biogas total.

Durante a operacao do reator utilizando ureia e NaHCO; como agentes
tamponantes (1* etapa — Fases I e II), o reator se manteve estavel, com pH neutro (7,59)
e eficiéncia na remog¢do de DQO, mesmo apresentando as maiores variacdes na COV
aplicada (tabela 3-1). Na 2% etapa de operagdo, onde foi utilizado somente ureia como
agente tamponante (fases III, IV e V), houve redugao significativa na remog¢ao de DQO
de 89,7 + 3% (fase II) para 43,6 = 7% (fase V), com consequente reduciao na produgdo

de metano e aciimulo de acidos graxos volateis (figura 3-2).
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Figura 3-2: A — Percentual de remogio de DQO e pH; B — CH, (em mgDQO.L™") e acidos
graxos volateis (AGV em mgDQO.L™); para as cinco fases de operagdo do reator: Fases I e II utilizando
NaHCO; e ureia e; Fases III, IV e V somente com ureia.

A concentragdo calculada de DQO convertida a metano, decaiu de
4122 + 687 mg.L™" na fase II, para 2193 + 990 mg.L™' na fase V. Mesmo com o acumulo
de acidos no sistema, o pH se manteve neutro até o final da fase IV, onde houve uma
queda chegando a 5,5. Por consequéncia disso, elevou-se a concentracdo de ureia
utilizada, ocasionando na elevacdo do pH na fase V. Como durante praticamente toda a
operagdo do reator o pH se mante neutro, ndo foi este pardmetro responsavel pela

inibi¢do das arqueas metanogénicas.

O decaimento na eficiéncia de remog¢ao de DQO e producdo de metano, com
acimulo de 4cidos no reator nas fases III, IV e V, poderia ser atribuido a possivel
inibi¢do causada por excesso (ou toxicidade) da amodnia decorrente da adi¢do de ureia.
Entretanto, esta hipotese pode ser descartada ao observar a tabela 3-2, onde verifica-se
que as concentragdes de amonia livre se mantiveram abaixo do limite de
150 mgNH;.L™, considerado inibidor (Chernicharo, 2007; Yenigiin and Demirel, 2013).
O mesmo ¢ valido para a concentragdo total obtida de NH3-N, onde a concentragdo
maxima observada foi de 614 + 40 mg.L™' na fase V, e ndo possuem efeito adverso na

atividade dos organismos anaerdbios.
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Tabela 3-2- Médias de pH, nitrogénio amoniacal (NH;-N), amoénia livre (NH3), ion amonia
(NH;") em mg.L", e alcalinidade total (mgCaCO;.L™") do afluente para as cinco fases de operagio do
reator.

N-NH; NH; NH,"
Etapas Fase pH (mg.L'l) (mg.L'l) (mg.L'l)
- I 7,62 +£0,3 469,6 £ 28 18,9 £22 583,6 £ 43
1I 7,56+ 0,1 4937 + 31 13,0+3 621,0 £ 39
111 7,27+0,2 524,0 +£ 28 7,0+£3 666,2 + 36
2 |AY 7,16 £ 0,4 575,7+27 7,64 732,1 £32
A\ 7,08 +0,8 613,840 12,2 +11 776,3 +£49

Segundo McCarty, (1964) pode ocorrer inibicdo no sistema quando a
concentragdo de nitrogénio amoniacal encontra-se na faixa de 1500 e 3000 mg.L"' em
sistema que o pH esteja maior que 7,6, ja concentracdes acima de 3000 mgN-NH;.L™" ja
apresentam toxidade independente da faixa em que o pH se encontre. Niu et al. (2013)
trabalhando com digestdo anaerobia de esterco de galinha em um reator de mistura
completa, observaram que a partir de 5000 mgN-NH;3.L"' o processo comeca a ser
inibido, com inibi¢do completa em concentragdes acima de 10000 mgN-NH;.L™,
ocasionando acimulo de acidos volateis e cessando a produg¢do de metano, mesmo com

o pH acima de 7,0.

Outro fator que influencia diretamente na estabilidade e eficiéncia dos sistemas
anaerdbios ¢ a alcalinidade presente no meio. Pela concentracdo de alcalinidade total
formada durante as cinco etapas (tabela 3-3), ¢ possivel concluir que a ureia atendeu ao
objetivo de formar alcalinidade no meio. Nao obstante, ao calcularmos a alcalinidade
bicarbonato (ou alcalinidade parcial) verificamos o forte decréscimo na concentragdo
deste parametro na 2? etapa. Este fator esta diretamente relacionado aos AGVs formados
no sistema, visto que a alcalinidade bicarbonato, ou alcalinidade verdadeira da digestao
anaerdbia, ¢ responsavel pelo tamponamento do sistema e neutralizagdo do pH frente as
consequéncias de acidificacdo do meio causada pelo acimulo dos 4cidos (Foresti, 1994;

Bjornsson et al., 2001).
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Tabela 3-3- Médias de alcalinidade (total, bicarbonato e intermediaria) do efluente para as cinco
fases de operagdo do reator, bem como a relagdo entre a alcalinidade intermediaria (Al) e alcalinidade
bicarbonato (AB).

Alcalinidade (mgCaCO;.L™")

Etapas Fase Relacio AI/AB
Total Bicarbonato' Intermediaria’
1 ) | 3356,8 + 743,2 3353,0 3,7 0,00
1I 2912,5 £ 543,8 2880,4 32,0 0,01
111 2125+ 637,5 1396,3 7287 0,52
27 | \Y 1987,5 + 606,3 395,3 15921 4,03
A 2022,5 +152,5 464,5 1558.0 3,35

! Calculado utilizando a formula AB = AT — 0,85 x 0,85 x AGV onde: AB = alcalinidade
bicarbonato; AT = alcalinidade total; 0,85 fator de corre¢do considerando 85% de ionizagdo dos acidos;
0,85 = fator de conversdo do acido acético em alcalinidade ¢; AGV = 4cidos graxos volateis (mg acido
acético / L). Fonte: Foresti, 1994.

% Obtido pela diferenga entre a alcalinidade total e a alcalinidade bicarbonato.

Um fator que pode ser considerado como indicador de estabilidade no processo
de digestdo anaerobia ¢ a relagdo entre a alcalinidade intermedidria e a alcalinidade
bicarbonato (AI/AB), cujos valores devem permanecer abaixo de 0,3 (Foresti, 1994;
Ripley et al., 1986). Ao observarmos a relacdo AI/AB (tabela 3-3) obtida para cada
fase, foi observado que nas fases I e II (1* etapa) esta relagdo ¢ muito baixa, o que
comprova a eficiéncia e bom funcionamento do reator durante esta etapa. Na 2° etapa,
em que foi utilizado somente ureia, a relagdo comega a aumentar da fase III (0,52),
chegando a valores de 4,03 e 3,35 para as fases IV e V, respectivamente. Estes
resultados indicam que mesmo com o pH neutro, a alcalinidade necessaria para manter
o reator estavel e neutralizar o efeito dos acidos produzidos ndo foi suficiente, o que
pode ter contribuido para a redu¢do na produgdo de biogds e remocdo de matéria

organica.

Durante as fases onde foi utilizada somente a ureia como tampao, observou-se a
formagdo de uma massa densa no topo do reator, possivelmente biomassa. Essa massa
interferiu na saida do biogés, pois obstruia a passagem do mesmo, sendo necessaria a

remocao da mesma algumas vezes.

Analise microbioldgica

O indice de diversidade de Shannon-Wiener (H) permite a obtencdo de
resultados semi-quantitativos da DGGE. Este indice pode variar entre 1,5 e 3.5, e ¢

utilizado tanto para avaliar a riqueza de espécies (nimero) quanto a uniformidade das
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espécies (avaliando e comparando a intensidade das bandas) (McDonald, 2003). Os
resultados de diversidade obtidos tanto para bactéria, quanto para arqueas, mostram uma
grande variabilidade de espécies, especialmente para as amostras de bactérias, visto que

para todas as amostras o indice ¢ maior de 3,0 (figura 3-3).

Bactérias Araueas
A B ( D A B C D
| | | |
\ <
- 4 |7 \ 10»
\ \
<11
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. .
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17p
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Figura 3-3: Perfis de DGGE das arqueas metanogénicas obtidos pela amplificagdo do gene 16S
RNAr para as amostras A: Inicio da operagdo do reator (tempo 0); B: Inicio da operagdo somente com
ureia (33 dias de operagfo); C: Final da operagdo do reator (102 dias de operagdo e; D: Massa acumulada
no topo do reator (mescla de amostras coletada nos dias 83, 92 e 102).com os respectivos indices de
diversidade (H).

39



Efeitos da utilizacdo da ureia como agente tamponante na digestdo anaerobia da vinhaga

Outra analise realizada utilizando as ¢ a Os resultados de similaridade entre as
amostras identificadas (tabela 3-4), obtidos utilizando as bandas selecionadas no
DGGE, indicam semelhanca de cerca de 90% para as bactérias entre as amostras A, B e
C. Quando comparadas estas trés amostras com a amostra D (topo do reator) a
similaridade diminui, entretanto, possuem valores muito préoximos (70%). Nos
resultados obtidos para arqueas € possivel verificar que a similaridade diminui entre as
amostras A, B e C. Isso indica que provavelmente iniciou-se uma selegdo ou até mesmo
uma mudanga nas arqueas entre o inicio de operagdo do reator (utilizando NaHCO3; com
ureia — amostra A) para o final da operagdo (utilizando somente ureia como tampao —
amostra C). O resultado mais expressivo ¢ na comparacdo com a amostra D (topo do
reator), onde € possivel observar que s6 ha similaridade com a amostra C (final da
operagao).

Tabela 3-4: indice de similaridade (em %) de bactérias e arqueas, observada pelas bandas
identificadas no DGGE.

Bactérias Arqueas
Amostras B’ c’ D* Amostras B’ c D*
Al 97,2 86,2 69,0 Al 95,4 84,2 0
B’ 90,6 72,0 B’ 79,1 0
C’ 67,0 C 13,0

! Tnicio da operacao do reator (tempo 0); 2. Inicio da operagdo somente com ureia (33 dias de
operagio); *: Final da operagdo do reator (102 dias de operagéo; 4. Massa acumulada no topo do reator
(mescla de amostras coletada nos dias 83, 92 ¢ 102).

A partir dos géis de DGGE (figura 3.3) foram sequenciadas 18 bandas para
bactérias (tabela 3-5) e 19 bandas para arqueas (tabela 3-6) de acordo com o

classificador RDP (nivel de confianca de 80 %).

Das sequéncias obtidas para bactérias, as bandas: 4, 5, 6 pertencem ao género
Trichococcus; 8 e 9 pertencem ao género Enterococcus e; 11 e 12 pertencem a familia
Propionobcteriaceae estiveram presentes em todas as amostras analisadas (A, B, C e
D). Destas, as bandas 5, 8 e 11 sdo as que apresentam maior intensidade. A banda 5
presenta reducdo na intensidade na ultima etapa de operacdo do reator (amostra C),
entretanto nao reduz a intensidade na amostra coletada no topo do reator (D). J4 a banda
8, apresentou aumento na intensidade nas amostras finais, especialmente o final da
operacdo do reator (C ) e a amostra coletada no topo (D). A banda 11 apresentou a

mesma intensidade na amostra coletadas durante a operagdo do reator (A, B e C) com
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reducdo apenas na amostra D. O individuos pertencentes ao género Enterococcus
possuem como caracteristica maior resisténcia a variacoes de pH, alcalinidade e acidez
(Espafia-Gamboa et al., 2012), o que condiz com o resultado obtido, visto que ha
variagdes destes parametros durante as ultimas etapas de operagdo do reator e as bandas
classificadas como pertencentes a este género apresentaram maior intensidade no final

da operacao.

Nas sequenciadas obtidas para o dominio arquea (tabela 3-6), observa-se que a
amostra coletada no topo do reator (D) ha predominio de arqueas hidrogénotroficas,
especialmente as pertencentes ao género Methanobrevibacter (bandas 9, 10, 11 e 12).
Nas amostras coletadas durante a operagdo de reator (A, B e C), os géneros
Methanothrix (bandas 1 a 6) e Methanobacterium (bandas 13 a 15), bem como a classe
thermoprotei (bandas 17 ¢ 18) estiveram presentes em todas as etapas. A classe
thermoprotei apresentou aumento na intensidade da banda na ultima etapa de operacdo
do reator (D) em que somente a ureia foi empregada como agente tamponanete. Este
aumento esta relacionado as caracteristicas dos individuos desta classe, visto que os
mesmos podem sobreviver em condi¢des extremas e utilizam o NH; como fonte de

energia.

Avaliando o ntimero de bandas sequenciadas para o género Methanothrix, bem
como as caracteristicas deste género, ¢ possivel relacionar a queda na eficiéncia do
reator a redugdo na atividade deste grupo devido a dois fatores: i) As Methanothrix
podem utilizar o NaHCO; como co-substrato para a producdo de metano (Lin et al.,
2013; Paulo et al., 2003): ii) Este género ¢ mais sensivel a presenca de NH; que outros
organismos acetotroficos, onde concentracdes a partir de 560 mgN-NH;.L"' podem
inibir por completo a acdo deste género (Rajeshwari et al., 2000; Yenigiin and Demirel,
2013). Com estas informagdes, ¢ possivel formular a hipotese de que a principal via de
formagdo de metano era realizada por organismos pertencentes ao género Methanothrix
e os mesmo foram inibidos devidos as condi¢des operacionais do reator na 2°* fase
(retirada do NaHCOj; e concentragdes superiores a 500 mg.L'1 de N-NH3). Entretanto,
considerando a preseng¢a de arqueas hidrogenotroficas, especialmente na massa formada
no topo do reator, acredita-se que apds um periodo maior de adaptagao, o reator voltaria

a operar com estabilidade e eficiéncia na produgdo de biogas.
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Tabela 3-5: Classificagdo RDP das bandas DGGE sequenciadas para Bactérias e seus correspondentes (BLAST), utilizando o banco de dados NCBI com indicac¢ao

das percentagens de similaridade e fontes de origem. A presenga de cada banda ¢ indicada pelo “X”.

Taxonomia . C
i 1 2 3 4+ Parentesco mais préximo no Blast Similaridade . .
(Nivel de confianga Bandas A" B° C° D , o Pesquisa de origem
80%) nimero de acesso) (%)
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
1 X X X Uncultured bacterium (JX271989) 88 Activated sludge in lab-scale reactor at 0 cm depth with dissolved oxygen
Uncultured Carnobacteriaceae bacterium (KJ600255) 88 Biocathode
Lactobacillus animalis (AB911535) 88 Japan Collection of Microorganisms 8697.
2 X Uncultured bacterium (FR775404) 83 Anaerobic digester
Uncultured bacterium (KF427951) 83 Sewage activated sludge
Uncultured bacterium (KF533774) 83 Full-scale EBPR activated sludge plant
Ordem Lactobacillales
Familia
Carnobacteriaceae
3 X X X Uncultured Firmicutes bacterium (AB780940) 95 Anaerobic reactor treating corn straw
Uncultured bacterium (KF427952) 95 Sewage activated sludge with phosphorous removal
Uncultured bacterium (KJ808426) 95 Activated sludge
Género Trichococcus
4 X X X Uncultured bacterium (KF533774) 99 Full-scale EBPR activated sludge plant
Trichococcus sp (JN688044) 99 An anaerobic cellulolytic microbial
Uncultured bacterium(KF427951) 99 Sewage activated sludge with phosphorous removal
5 X X X X Uncultured bacterium (KF533767) 99 Full-scale EBPR activated sludge plant
Trichococcus sp (IN688044) 99 An anaerobic cellulolytic microbial
Uncultured bacterium (KF427951) 99 Sewage activated sludge with phosphorous removal
6 X X X X Uncultured bacterium (KF564575) 97 Anaerobic sludge treating diluted pharmaceutical wastewater
Uncultured bacterium (KF427952) 97 Sewage activated sludge with phosphorous removal
Uncultured Trichococcus (GU35604) 97 Microbial community within urban sewer infrastructure
7 X X X Uncultured bacterium (KF533774) 95 Full-scale EBPR activated sludge plant
Trichococcus sp (JN688044) 95 An anaerobic cellulolytic microbial
Uncultured bacterium (KF427952) 95 Sewage activated sludge with phosphorous removal
Familia
Enterococcaceae
Género Enterococcus
8 X X X X Uncultured bacterium (GQ138494) 99 ASBR reactor treating swine waste
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Continuagéo.
Ta)’(onomla 3 4+ Parentesco mais préximo no Blast  (Nome e Similaridade . .
(Nivel de confianca Bandas C D , d o Pesquisa de origem
80%) numero de acesso) (%)
Uncultured Lactobacillales bacterium (JN173116) 99 Low temperature anaerobic bioreactor
Género Enterococcus 9 X X Uncultured Lactobacillales bacterium (JN173116) 99 Low temperature anaerobic bioreactor
Uncultured bacterium (GQ138494) 99 ASBR reactor treating swine waste
Filo Actinobacteria
Classe Actinobacteria
10 X X Uncultured bacterium (AB447639) 85 Anaerobic granular sludge developed at low temperature
Uncultured Propionibacterium (JX079493) 82 Contaminated soil
Sub-classe
Actinobacteridae
Ordem Actinomycetales
Sub-Ordem
Propionibacterineae
Familia 11 X X Uncultured bacterium (FR775421) 99 Anaerobic digester
Propionibacteriaceae
Uncultured bacterium (HQ008212) 99 EGSB anaerobic filter
Uncultured bacterium (KJ206774) 99 Anaerobic bioreactor
Uncultured bacterium (AB447631) 99 anaerobic granule sludge developed at low temperature
12 X X Uncultured bacterium (KM046968) 99 Mesophilic glucose-fed and starch-fed anaerobic reactor
Uncultured bacterium (KJ206774) 99 anaerobic bioreactors
Uncultured bacterium (FR775421) 98 anaerobic digester
13 X Uncultured bacterium (KM046968) 99 Mesophilic glucose-fed and starch-fed anaerobic reactor
Uncultured bacterium (KJ206774) 99 anaerobic bioreactors
Uncultured bacterium (FR775421) 99 anaerobic digester
14 X X Uncultured bacterium (KM046968) 98 Mesophilic glucose-fed and starch-fed anaerobic reactor
Uncultured bacterium (KJ206774) 98 anaerobic bioreactors
Uncultured bacterium (FR775421) 98 anaerobic digester
15 X Uncultured bacterium (KM046968) 99 Mesophilic glucose-fed and starch-fed anaerobic reactor
Uncultured bacterium (KJ206774) 99 anaerobic bioreactors
Uncultured bacterium (FR775421) 98 anaerobic digester
16 Uncultured bacterium (KM046968) 96 Mesophilic glucose-fed and starch-fed anaerobic reactor
Uncultured bacterium (KJ206774) 96 anaerobic bioreactors
Uncultured bacterium (HQ008212) 96 EGSB anaerobic filter
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Continuagao.
Taxonomia . D
, 1 2 3 4+ Parentesco mais préximo no Blast  (Nome e Similaridade . .
(Nivel de confianga Bandas A" B° C D , o Pesquisa de origem
80%) nimero de acesso) (%)
(]
Filo Lentisphaerae
Classe Lentisphaerae
Ordem Victivallales
Familia Victivallaceae
Género Victivallis
17 X X Uncultured Victivallaceae bacterium (JQ724328) 95 Biofilm in a microbial fuel cell
Uncultured bacterium (U81755) 94 Fluidized bed anaerobic digestor fed by vinasses
Uncultured bacterium (KM505005) 94 Biotrickling filter for nitrous oxide abatement
Bacteria ndo classificada
18 X X X X Uncultured bacterium (AB266958) 88 Mesophilic UASB sludge granules
Uncultured bacterium (FJ535554) 88 Swine wastewater in an anaerobic UASB
Uncultured delta proteobacterium (AB288681) 82 Methane-producing consortia

' Inicio da operagdo do reator (tempo 0); 2. Inicio da operagdo somente com ureia (33 dias de operagdo); 3. Final da operagdo do reator (102 dias de operacéo; 4
Massa acumulada no topo do reator (mescla de amostras coletada nos dias 83, 92 ¢ 102).

Tabela 3-6: Classificacdo RDP das bandas DGGE sequenciadas para arqueas e seus correspondentes (BLAST), utilizando o banco de dados NCBI com indicag@o das
percentagens de similaridade e fontes de origem. A presenca de cada banda ¢ indicada pelo “X”.

Taxonomia . S
, 1 5 3 4+  Parentesco mais proximo no Blast Similarida . .
(Nivel de confianga Bandas A B C D , N Pesquisa de origem
80%) (Nome e niimero de acesso) de (%)
0
Filo Euryarchaeota
Classe Methanomicrobia
Ordem Methanosarcinales
Familia
Methanotrichaceae
Geénero Methanothrix 1 X X X X Uncultured archacon (KM821362) 92 WWTP sewage sludge digesters fed with phenylacetic acid pulses
Uncultured archacon (JF937223) 92 biomass of a fluidized bed reactor treating synthetic vinasse
Uncultured archaeon (JN995525) 92 syntrophic butyrate degrading consortia
2 X X X Uncultured archaeon (JF937223) 99 Biomass of a fluidized bed reactor treating synthetic vinasse
Uncultured archaeon (JN995525) 99 syntrophic butyrate degrading consortia
Uncultured archaeon (EF512457) 99 mesophilic and thermophilic sulfate reducing microbial communities
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Continuagao.
Taxonomia . o
, 1 2 3 4 Parentesco mais proximo no Blast Similarida . .
(Nivel de confianga Bandas A B C D , Pesquisa de origem
(Nome e niimero de acesso)
80%)
3 X X X Uncultured archacon (JF937223) 99 Biomass of a fluidized bed reactor treating synthetic vinasse
Uncultured archaeon (JN995525) 99 syntrophic butyrate degrading consortia
Uncultured archacon (EF512457) 99 mesophilic and thermophilic sulfate reducing microbial communities
4 X X X X Uncultured archacon (JF937223) 98 biomass of a fluidized bed reactor treating synthetic vinasse
Uncultured archaeon (JN995525) 98 syntrophic butyrate degrading consortia
Uncultured archaeon (EF512457) 98 mesophilic and thermophilic sulfate reducing microbial communities
5 X X X X Uncultured archaeon (JN995525) 99 syntrophic butyrate degrading consortia
Uncultured archaeon (JF937223) 99 biomass of a fluidized bed reactor treating synthetic vinasse
Uncultured archaeon (EF512457) 99 mesophilic and thermophilic sulfate reducing microbial communities
6 X X X Uncultured archaeon (JN995525) 98 syntrophic butyrate degrading consortia
Uncultured archaeon (EF512457) 98 mesophilic and thermophilic sulfate reducing microbial communities
Uncultured archacon (JF937223) 97 biomass of a fluidized bed reactor treating synthetic vinasse
Familia
Methanosarcinaceae
Género Methanosarcina
7 X X X Archaeon enrichment culture clone (EU544171) 99 Tinto River sediment
Uncultured euryarchaeote (AB244741) 99 Mesophilic anaerobic glycerol-fed reactor
Uncultured archacon (JF937234) 98 biomass of a fluidized bed reactor treating synthetic vinasse
Ordem Methanomicrobiales
Familia
Methanospirillaceae
Género Methanospirillum
8 X X X X Uncultured archaeon (GQ458206) 87 Microbial community structure of anaerobic co-digestion of cassava
pulp and pig manure
Uncultured Methanospirillum (KJ730049) 86 Prokaryotic community structure of household biogas digesters in
tropical climate
Classe Methanobacteria
Ordem Methanobacteriales
Familia
Methanobacteriaceae
Género
Methanobrevibacter
9 X X Uncultured Methanobrevibacter (EF376991) 99 Methanethiol degradation in anaerobic bioreactors at elevated pH
Methanobrevibacter arboriphilus (AY196662) 99 Coolection of the Wadsworth Centre for Lab and Research. Albany
Methanobrevibacter arboriphilus (AB065294) 99 Methanobrevibacter arboriphilus SA isolate from a paddy field soil
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Continuagao.
Taxonomia . o
, 1 3 4 Parentesco mais proximo no Blast Similarida . .
(Nivel de confianga Bandas A C D , Pesquisa de origem
(Nome e niimero de acesso)
80%)
10 X Uncultured Methanobrevibacter (EF376991) 99 Methanethiol degradation in anaerobic bioreactors at elevated pH
Methanobrevibacter arboriphilus (AY196662) 99 Coolection of the Wadsworth Centre for Lab and Research. Albany
Methanobrevibacter arboriphilus (AB065294) 99 Methanobrevibacter arboriphilus SA isolate from a paddy field soil
11 X Uncultured Methanobrevibacter (EF376991) 99 Methanethiol degradation in anaerobic bioreactors at elevated pH
Methanobrevibacter arboriphilus (AY196662) 99 Coolection of the Wadsworth Centre for Lab and Research. Albany
Methanobrevibacter arboriphilus (AB065294) 99 Methanobrevibacter arboriphilus SA isolate from a paddy field soil
12 X X X Uncultured Methanobrevibacter (EF376991) 99 Methanethiol degradation in anaerobic bioreactors at elevated pH
Methanobrevibacter arboriphilus (AY196662) 99 Coolection of the Wadsworth Centre for Lab and Research. Albany
Methanobrevibacter arboriphilus (AB065294) 99 Methanobrevibacter arboriphilus SA isolate from a paddy field soil
Género
Methanobacterium
13 X X X Uncultured Methanobacterium (HQ231791) 99 Microbial fuel cell anode treating cattle dung
Uncultured archacon (HQ438747) 98 Phenanthrene-degrading methanogenic communities
14 X X X Uncultured archaeon (EF512383) 95 Mesophilic and thermophilic sulfate reducing microbial communities
Methanobacterium sp. (HQ133107) 95 Hexadecane-degrading methanogenic consortium
Uncultured archaeon (KC736145) 95 UASB reactor biomass treating brewery waste water
15 X X Uncultured archaeon (KJ206662) 94 Lab-scale anaerobic bioreactors
Uncultured archacon (FR823834) 94 UASB reactor for brewery wastewater treatment
Uncultured archacon (AB744712) 94 Anaerobic reactor for municipal wastewater at ambient temperature
Classe Halobacteria
16 X X X Uncultured archacon (LN874181) 88 mesophilic lab-scale biogas reactor treating poultry manure
Uncultured archacon (HQ438754) 87 Phenanthrene-degrading methanogenic communities
Uncultured archaeon (EF512456) 87 mesophilic and thermophilic sulfate reducing microbial communities
Filo Crenarchaeota
Classe Thermoprotei 17 X X X Uncultured archaeon (KJ806545) 99 anaerobic digester sludge
Uncultured archacon (FR823876) 97 UASB reactor for brewery wastewater treatment
18 X X Uncultured archacon (CU916897) 96 Mesophilic anaerobic digester treating municipal wastewater sludge
Uncultured archacon (KF670183) 95 Anaerobic digester sludge at 35 degree
Uncultured archaeon (LN624357) 95 Mesophilic UAF reactor
19 X X Uncultured crenarchaeote (KJ730062) 99 Biogas digester sediment
Uncultured archacon (FR823876) 97 UASB reactor for brewery wastewater treatment

' Inicio da operagdo do reator (tempo 0); % Inicio da operagdo somente com ureia (33 dias de operagdo); 3. Final da operagdo do reator (102 dias de operagdo; 4. Massa
acumulada no topo do reator (mescla de amostras coletada nos dias 83, 92 ¢ 102).
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CONCLUSOES

Os testes em batelada indicam que a liberagdo de amonia independe da carga
organica, entretanto, a estabilidade do pH ¢ condicionada a carga organica aplicada.

Deste modo, uma relagio de 0,22 g.gDQO™ ¢ suficiente para liberar alcalinidade e

manter o pH neutro sem riscos ao sistema.

Na operagdo do reator de fluxo continuo notou-se que, ao aplicar somente ureia
como tampao, a eficiéncia do reator, antes operado com bicarbonato de sodio e ureia,
passou de 89% na fase II para menos que 50% nas fases III, IV e V, derivando em um
acumulo de acidos intermedidrios (AGV) no reator, prejudicando a remogao de DQO e
formacdo do biogds. Mesmo com a manutencdo do pH neutro e com formacdo de
alcalinidade total devido a hidrdlise da ureia, as concentragdes de alcalinidade

bicarbonato ndo foi suficiente para neutralizar os AGVs no sistema.

A hipotese mais plausivel para a reducao na eficiéncia do reator esta associada a
uma inibi¢do de alguns grupos de microrganismos presentes, especialmente as arqueas
pertencentes ao género Methanothix, visto que este género ¢ mais sensivel a presenga de
NH; que os demais, e pode utilizar o NaHCO; como co-substrato para a formagao de

metano, o qual foi retirado na 2* fase de operagao.
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INFLUENCIA DO AGENTE
TAMPONANTE NA BIOMASSA E NA
PRODUCAO DE METANO

Resumo: A influéncia do bicarbonato de sédio (NaHCOs3) e da ureia (CO(NH;),) como agentes
tamponantes na digestdo anaerdbia da vinhaca foram avaliados considerando os seguintes parametros:
1) eficiéncia na conversdo da DQO a metano; ii) formagdo de alcalinidade e; iii) diversidade das
arqueas presente na biomassa (PCR-DGGE). Foram utilizadas duas biomassas distintas (A e B), além
de dois substratos (vinhaca e uma solugdo de glicose com macro e micronutrientes), e dois agentes
tamponantes (0,6 gNaHCO;.gDQO e 0,22 gUREIA.gDQO), num total de 6 condigdes.O teste foi
realizado em bateladas sequenciais (minimo de trés bateladas para cada condi¢do), em condigdes
mesofilicas (35 + 2°C), utilizando uma relacdo substrato/lodo de 0,5 gDQO substrato). &S VT (biomassa) 1 com
DQOyya inicial de 4 g.L'l. Os resultados mostraram que todas as condigdes com NaHCO;
apresentaram resultados satisfatorios quanto a formagao de alcalinidade, remocdo de DQO e produgio
de metano. Para a biomassa A, as condigdes glicose + NaHCO; e vinhaga + NaHCOj; apresentaram
convercdes de 72% da DQO a metano, semelhantes a condi¢do com glicose + NaHCO; (71%), porém
inferiores a vinhaga + NaHCO; (85%), ambas utilizando a biomassa B. De outra forma, as condi¢des
utilizando vinhaga + ureia apresentaram resultados distintos para as biomassas utilizadas. Na biomassa
A, a produgdo de metano, bem como a remog¢do de DQO foram reduzidas (43%), ocasionando o
acuimulo de acidos. J4 para a biomassa B, houve formagdo de alcalinidade, especialmente a
bicarbonato, com conversdo de DQO a metano (66% da DQO removida) e pH neutro. Para as
condigdes utilizando glicose + ureia (ambas as biomassas), houve acimulo de 4cidos (especialmente o
acético) no sistema, baixa formagio de alcalinidade bicarbonato e, consequentemente, redugdo na
remogao de DQO. Com os resultados obtidos pela PCR-DGGE, a biomassa A apresentou menor
diversidade em relagdo a B, com varias bandas sequenciadas pertencentes ao género Methanosaeta. A
biomassa B apresentou maior diversidade de géneros, com a presenca de metanogénicas
metilotroficas, hidrogenotroficas e acetotroficas. Estas caracteristicas podem ser atribuidas a
ineficiéncia de producdo de metano com vinhaga + ureia utilizando a biomassa A, visto que houve
acumulo de acidos inibindo a acdo das Methanosaetas.

Palavras-chave: Alcalinidade, Metano, Acidos graxos volateis, PCR-DGGE, arqueas
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INTRODUCAO

A utilizagdo de processos biologicos no tratamento de efluentes requer atengdo e
cuidado em todos os parametros para atingir a eficiéncia desejada. O conhecimento especifico
das comunidades de microrganismos presentes em um sistema, aliado as informagdes
ambientais, como pH e temperatura, sdo fundamentais, pois deste modo ¢ possivel aperfeigoar
e garantir melhor eficiéncia no processo, tanto para a producdo de biogés, quanto para o
desenvolvimento de técnicas na busca de produtos intermedidrios que possuam valor

agregado (Wu et al., 2013).

As técnicas de identificagdo molecular de microrganismos estdo sendo cada vez mais
aprimoradas, especialmente em relagdo aos métodos que envolvem a analise dos genes que
codificam as sequéncias do RNAr 16S, utilizados especialmente na caracterizagdo de

comunidades microbianas de amostras ambientais (Narihiro and Sekiguchi, 2011).

O desenvolvimento de técnicas como o PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
proporcionou um grande avango na identificacdo molecular, pois a mesma permite a
amplificacao da regido de DNA especifica a partir de uma pequena quantidade de amostra.
Em conjunto com a PCR, a técnica da eletroforese em gel de gradiente desnaturante ou
DGGE, desenvolvida por Muyzer et al (1993), permite a separacdo de fragmentos
amplificados de DNA que possuem diferencas na sua constituicdo quimica, permitindo a

identificagdo de cada individuo (Reyes et al., 2015; Wu et al., 2013; Rodriguez et al., 2012).

As arqueas metanogénicas podem ser classificadas basicamente em trés grupos
fisioldgicos, de acordo com o tipo de substrato utilizado para o crescimento e formacdo de
metano: metanogénicas metilotréficas, que utilizam compostos metilados como metilaminas,
metanol e metanotiol; as metanogénicas hidrogenotréficas (maioria das espécies), que
utilizam o gas carbonico e o hidrogénio, formiato ou alguns alcoois e; as metanogénicas
acetotroficas ou acetoclasticas, que utilizam acetato (Whitman et al., 1992). Geralmente, ¢
observada maior diversidade de arqueas durante a partida de sistemas anaerdbios, com
reducdo na diversidade, quando o sistema alcan¢a desempenho estavel. Este fato ¢ observado
devido a transi¢cdo e adaptacdao da populacao ao novo substrato ou a novas condig¢des, visto

que, normalmente, os reatores sdo inoculados com lodo proveniente de outros sistemas de
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tratamento (McHugh et al., 2003). Em reatores operados em situagdes estaveis e com baixa
concentragdo de AGV, ha predomino de arqueas acetoclasticas do género Methanosaeta (van

Haandel et al., 2014; Zhang et al., 2005; McHugh et al., 2003).

Pesquisas realizadas por Rodriguez et al. (2012) avaliaram a diversidade microbiana
durante a operagdo de um reator UASB utilizado para o tratamento de vinhaga sintética, com
variagdes na concentracdo de sulfato no afluente. Os resultados indicaram predominio dos
géneros Methanosaeta e Methanomethylovorans ao longo de toda a operagdo do reator.
Resultados semelhantes foram observados por Espaia-Gamboa et al. (2012), que observaram
o dominio dos géneros Methanosaeta e Methanobacterium durante a operagdo de um reator
UASB, utilizado para o tratamento de vinhaga proveniente da produgdo de etanol a partir de
cana-de-agucar, com 69% de eficiéncia na remog¢ao de DQO e de 84% de metano no biogas
produzido. van Haandel et al. (2013), também trabalhando com vinhaga de cana-de-agucar,
em um reator tipo UASB (em escala piloto) por 180 dias, observaram que mesmo com as
condi¢des operacionais propicias para as arqueas pertencentes ao género Methanosarcina
devido a sobrecarga, as arqueas pertencentes ao género Methanosaeta foram as que
apresentaram dominancia no sistema. A explicagdo para este fato foi atribuida a baixa
afinidade de incorpora¢dao aos granulos de lodo das Methanosarcinas, em relagdo as

Methanosaetas.

Além do tipo e composicdo do substrato, outro fator que pode influenciar na
diversidade e atividade dos microrganismos ¢ o agente tamponante. O bicarbonato de so6dio
(NaHCO:s), utilizado amplamente em experimentos em batelada, também pode ser utilizado
como co-substrato na formagao de metano, pelas arqueas hidrogenotréficas (Lin et al., 2013;
Paulo et al., 2004). Além disto, concentragdes elevadas de sodio podem ser potencialmente
inibitorias ou toxicas para os organismos anaerobios (Lin et al., 2013; Torres et al., 1998).
Assim como o Sodio, a amodnia também pode ser prejudicial em sistemas anaerdbios,
especialmente em sistemas com predominancia de arqueas acetoclasticas (sobretudo as
pertencentes ao o género Methanosaeta), visto que estas sdo mais sensiveis a elevados niveis

de amonia livre, que as arqueas hidrogenotroficas (Calli et al., 2005).

Este trabalho tem como objetivo verificar a influéncia do bicarbonato de soédio e da

ureia na producdo de biogds, estabilidade do sistema e na diversidade das arqueas
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metanogénicas durante a digestdo anaerobia da vinhaga utilizando biomassas de origem

distintas.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas duas biomassas distintas, uma
proveniente de um reator UASB, em operacgdo no tratamento de efluentes de uma fabrica de
levedura (biomassa A), em forma granular e com 96,6 gSVT.L™, e a outra, proveniente do
tratamento do efluente de uma fabrica de agucares (biomassa B), com caracteristica dispersa e

80,6 gSVT.L".

Além da vinhaca como substrato (proveniente do lote C, descrito no anexo 1), também
foi utilizado uma solu¢do de glicose com macro e micronutrientes como substrato sintético
padrdo (Angelidaki et al., 2009). Em todos os testes foram utilizados frascos de vidro com
capacidade total de 300 ml. Nos experimentos realizados com a biomassa “A” foi utilizado
150 ml de fase liquida. J4 para os frascos com biomassa “B” foi utilizado 200 ml de fase
liquida. Todos os frascos foram mantidos sob agitacdo constante, a uma temperatura de

35 +2°C.

Para cada substrato foram empregados dois agentes tamponantes (separadamente),

sendo eles a ureia (0,25 g.gDQO'l) e o bicarbonato de sédio (0,6 g.gDQO'l) (tabela 4-1).

Os testes foram realizados em duplicatas, com bateladas sequenciais (minimo de trés
bateladas para cada condigdo), utilizando uma relagdo  substrato/lodo de
0,5 gDQO substrat) ESV T biomassa) > €om DQOyoy inicial de 4 g.L" (Angelidaki et al., 2009).
Em todos os testes, a primeira batelada foi realizada utilizando somente dgua deionizada, a
fim de garantir que a biomassa entrasse na fase endogena e a producdo de biogéds durante o
experimento fosse decorrente da degradacao do substrato testado, e ndo de residuos presentes
na biomassa. Apds cessar a producao de biogés foi realizada a troca da fase liquida por meio

de centrifugagdo, utilizando 8000 rpm por 5 minutos. A biomassa foi pesada e inoculada
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novamente, utilizando os substratos com os respectivos agentes tamponantes (tabela 4-1). O
procedimento foi utilizado para todas as trocas da fase liquida em todas as bateladas testadas.
Para iniciar uma nova batelada foi adotado como parametro a estabilizagdo na produgdo de
biogas.

Tabela 4-1: Delineamento experimental empregado para as duas biomassas testadas com suas
respectivas identificagdes.

Biomassa Substrato Agente Tamponante Identificacio
A Glicose N%Ijeci:)3 22;
(A0) Vinhaca N%Ijeci:)3 222
B Glicose N%Ij§§3 Egi
(Bo) Vinhaca N%Ij§§3 EX;

Para os testes com a biomassa “B”, além da batelada utilizando somente agua
deionizada para garantir a fase endogena, também foram realizadas quatro bateladas
subsequentes utilizando somente os substratos (sem adicao de tampao), a fim de consumir
toda a alcalinidade da biomassa. Apds a quarta batelada, iniciou-se o teste utilizando as
condigdes especificadas na tabela 4-1. Esta medida foi escolhida devido aos resultados
obtidos em testes preliminares, onde verificou-se que esta biomassa possuia uma alcalinidade

muito alta, o que elevava e mantinha o pH neutro.

No inicio dos experimentos, como também ap6s cada troca da fase liquida, a purga do

oxigénio presente no headspace foi realizado com gas hélio.
Monitoramento fisico-quimico

A produ¢do do metano foi monitorada periodicamente (de acordo com o
desenvolvimento de cada teste), por meio de cromatografia gasosa. Para isso foi utilizado um
cromatografo gasoso (Varian CP 3800 GC), com um detector de condutividade de ions com
duas colunas, sendo a primeira coluna capilar (CP-Molsieve 5A), com um tubo de 3 m x 0,53
milimetros e 15 mm de didmetro. A segunda coluna ¢ uma coluna capilar (CP-Porabond-Q)
com um tubo de 25 m x 0,53 milimetros ¢ 10 mm de didmetro. Como gas de arraste foi

utilizado o hélio.
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Além do metano, também foram avaliados o pH, a alcalinidade total e parcial, bem
como o nitrogénio amoniacal (a periodicidade variou de acordo com a necessidade de cada
teste). No inicio e no final de cada batelada foi avaliada a remog¢do da carga orgénica pela
DQOso1aver sSeguindo os métodos descritos em Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2005);

Na primeira e na ultima batelada de cada condigdo testada foi realizada a andlise dos
acidos graxos volateis (AGVs) formados, utilizando cromatografia gasosa. O cromatografo
utilizado foi da marca HP 5890 GC série I com um detector de ionizagdo de chama (FID) e
provido de uma coluna de 10% + 1% de H3PO4 SP100, marca Teknokroma, com tubo de 2 m
x 1/8" e 2,1 mm de didmetro. O nitrogénio foi utilizado como gés de arraste e o hidrogénio e

ar sintético como oxidante.
Analises microbioldgicas

A identificacdo das arqueas metanogénicas foi realizada pela técnica de PCR-DGGE,
utilizando uma amostra inicial de cada biomassa (amostra separada antes da adicdo dos
substratos) e uma amostra da biomassa final (ultima batelada) para cada condi¢ao testada. As
amostras foram armazenadas a -18°C e descongeladas somente no momento da realizag¢do da

analise.

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o Kit Fast® DNA Spin Kit for Soil (MP
Biomedicals, LLC), seguindo o protocolo determinado pelo fabricante. Apos a extracdo o
DNA foi mantido a uma temperatura de -20°C. As regides V2-V3 do gene 16S RNAr das
arqueas foram amplificados pelo método DGGE, utilizando os primers A 109(T)-F e 515-GC-
R (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Lane 1991; Muyzer et al., 1993; Grosskopf et al.,
1998). A mistura da PCR, com volume final de 50 pL, continha: 1 pl de cada primer (10 ng
ul! para cada primer); 25 pL de BIOMIX (mistura de tampdo para reagio de PCR e
desoxinucleotido-trifosfatos (ANTPs) pronta para uso (Bioline, Ecogen)); 2 pL do DNA
extraido e agua Milli-Q até completar o volume final. A PCR foi realizada em um
termociclador (Bio Rad Laboratories, Inc.), com o seguinte programa de termociclagem para
amplificagdo das arqueas: 2 minutos de pré-desnaturacdo a 95°C; 35 ciclos de desnaturagao a

95°C por 30 segundo; anelamento a 52°C por 40 segundos e; alongamento a 72°C por 90
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segundos, com o alongamento final a 72°C por 5 minutos (Rodriguez et al., 2012). Para a
verificagdo do tamanho e tipo de fragmento de DNA, foi realizada a eletroforese em gel de
agarose 1,8%, com marcador de peso molecular de 2000 bp Hypperladder II (Bioline, USA
Inc).

A andlise de DGGE para amplificagdo das arqueas foi realizada de acordo com
Rodriguez et al. (2012), utilizando gel de poliacrilamida 8% (w/v), com gradiente
desnaturante de ureia e formanida de 30-60% (Ben-Amor et al., 2005; Roest et al., 2005). A
elétroforese foi realizada utilizando D-Code Universal Mutation Detection System (Bio Rad
Laboratories, Inc) com tampao TAE 0,5x ha 60°C e 65V durante 18 horas. A coloragdo do
gel foi realizada com GelRed Nucleic Acid Gel (1/10000 de diluigao; Biotium).

Os perfis de DGGE foram comparados utilizando o programa “GelCompar IITM”
(Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Belgium). Para calcular o indice de diversidade
de Shannon-Wiener (H), bem como o coeficiente de similaridade foi adotada a metodologia

descrita em Lebrero et al. (2013).

A extragdo das bandas individuais do gel de DGGE e a purificagdo dos produtos da
PCR foram realizadas de acordo com Rodriguez et al. (2012). A posi¢ao taxondmica das
sequéncias foi obtida por meio da ferramenta de classificagdo RDP, com nivel de confianga de
80% (Wang et al., 2007). Além disso, as sequéncias foram comparadas com as sequéncias
armazenadas no GenBank, pela ferramenta de busca BLAST, no Centro Nacional de
Informagdes Biotecnoldgicas (National Centre for Biotechnology Information - NCBI)
website (McGinnis ¢ Madden, 2004). Juntamente com os programas BLAST, o programa

DECIPHER foi utilizado como ferramenta controle (Wright et al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados fisico-quimicos

A tabela 4-2 apresenta os resultados referentes ao tempo (em dias), rendimento de
metano em relagdo a biomassa (em mgDQOcy,.gSVT™") e remogido de DQO (%), para os testes
realizados com a biomassa “A”. Nos resultados em que o NaHCOs; foi empregado como

agente tamponante, ndo houve diferenga significativa entre os testes realizados para cada
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substrato (vinhaca e glicose) (P>0,05). Considerando a produg¢do de metano, mesmo com
valores diferentes (produgdo em mgDQOcu,.gSVT™'), ambas os substratos obtiveram uma
média de 72% da DQO disponivel convertida a metano.

Tabela 4-2: Duragdo de cada série de teste em batelada (tempo, em dias), producdo de metano e
remog¢do de DQO utilizando a biomassa A, provinda de uma industria de leveduras.

Biomassa A
Parametros Tempo (d) ;ﬁ;ggg)cii;it,??) DQoO (r;zl)lowda
Testes 1° 2° 3° 4° 5° 1° 2° 3° 4° 5° 1° 2° 3° 4° 5°
AGll 5 5 5 5 5] 321,1 3704  359,9 331,5 355,5 95,1 98,1 97,4 91,0 95,1
Ac? |6 2727 - -| 765 647 09 ; - |93 18 36 - -
AV]3 55 5 5 51 2611 272,5 288,6 269,6 272,2 82,5 87,3 89,8 88,9 87,8
Avt 16 2727 - -] 2557 1127 1859 - - les3 53 373 - -

lAGl (glicose e NaHCOs); 2AGz (glicose e ureia); 3A\,I(Vinhag:a e NaHCO3) e; 4AV2 (vinhaga e ureia).

Para as condigdes utilizando ureia, o tempo necessario para a 2* ¢ a 3* batelada de cada
teste foi maior (27 dias), com reducao na producao especifica de CHs. Na condigao utilizando
vinhaca e ureia (Ay,), houve um decaimento na producdo de metano na 2* batelada em relacao
a primeira, entretanto, na 3* batelada a producdo de metano voltou a aumentar, chegando a
185,9 mgDQOch4.gSVT™', com consequente aumento na remogio de DQO (tabela 4-2).
Devido ao tempo necessario para cada batelada, foi possivel realizar cinco bateladas para as
condig¢des utilizando NaHCO3; como agente tamponante, ja para as condigdes utilizando ureia

somente 3.

As concentragdes de alcalinidade total apresentaram valores elevados para todas as
condigdes avaliadas, com destaque para aquelas em que a ureia foi utilizada como agente
tamponante (tabela 4-3), visto que estas apresentaram concentragdes superiores as condigdes
em que o NaHCO; foi utilizado. Entretanto, ao observar os resultados de alcalinidade
bicarbonato (alcalinidade parcial), os valores se invertem, com valores mais elevados para as

condicodes utilizando NaHCOs.

Um aspecto importante para determinar a ocorréncia de distirbios no sistema ¢ a
relacdo entre a alcalinidade intermediaria e a alcalinidade bicarbonato (AI/AB), cujos valores
acima de 0,3 indicam instabilidade no sistema (Foresti, 1994; Ripley et al., 1986). Para as

condig¢des utilizando bicarbonato a relagao AI/AB foi 0,26 + 0,04, o que indica estabilidade
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no sistema. Esta estabilidade também foi comprovada pela eficiéncia na producdo de metano
apresentada na tabela 4-2, pela estabilidade do pH e pela conversdo dos acidos graxos volateis
em biogas (figura 4-1).

Tabela 4-3: Alcalinidade parcial e total (em mgCaCO;.L™") para cada série testes em batelada utilizando
a biomassa A.

Biomassa A

Parametros Alcalinidade parcial (mgCaCO;.L™") Alcalinidade total (mgCaCO;.L™)
Testes 1° 2° 3° 4° 5° 1° 2° 3° 4° 5°
AGI1 1240 1280 1500 1320 1240 1600 1560 1840 1680 1620
Ag? 440 800 750 - - 1800 2640 2525 ; -
AV13 1560 1560 1700 1600 1600 1980 1920 2100 2100 2040
AV24 1480 1120 1675 - - 2000 2420 2625 - -

IA(«,l (glicose ¢ NaHCOs); 2AG2 (glicose ¢ ureia); 3AVl(Vinhaga ¢ NaHCO3) ¢; 4AV2 (vinhaga e ureia).

Em relagdo ao uso da ureia, a condicao Ag, foi a que apresentou menor formagao de
alcalinidade bicarbonato, com uma relagdo AI/AB muito alta (3,09 para a 1* batelada e 2,26
para a 3? batelada), esse distirbio estd associado ao acumulo de acidos graxos no sistema
(figura 4-1), o que causou a reducdo da produgdo de metano e consequente redugdo na
remocao de DQO. A condi¢ao Ay, mesmo com boa formagdo de alcalinidade bicarbonato,
obteve valores de relacio AI/AB de 0,35, 1,16 e 0,56 para a 1% 2* e 3* batelada,
respectivamente. Esses resultados influenciaram diretamente na formacdo de biogés, onde o
rendimento da 2% batelada foi praticamente a metade do rendimento obtido na 1* batelada,
mesmo com o aumento do tempo utilizado. J& para 3% batelada os valores (AI/AB, bem como

biogds), indicam que o sistema estava se recuperando.

Na figura 4-1, observa-se que para todas as condi¢des ha a predominancia de 4cidos
graxos de cadeia curta, especialmente o acético, propidnico e butirico. Nas condi¢cdes com a
utilizagdo de ureia, a formacgao dos acidos ¢ muito semelhante na ultima batelada realizada,
onde os acidos butirico e acético se destacam, com acumulo final do acido acético. Na
condicdo Ay, hd o consumo (lento) deste acido a partir do 18° dia, com consequente

formag¢ao de metano (tabela 4-2).
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Figura 4-1: Acidos graxos volateis (mg.L™") e pH para a primeira e a ultima batelada realizadas para as
condigdes: Ag (glicose e NaHCOs); A (glicose e ureia); Ay (vinhaca e NaHCO;) e; Ay, (vinhaga e ureia)

Nos resultados obtidos utilizando a biomassa “B”, observa-se que hd um aumento da
velocidade de producdo de biogas, com reducdo do tempo para cada teste (tabela 4-4). Para os
dois substratos (vinhaga e glicose) utilizando NaHCO3, os valores obtidos para em cada teste
nao apresentaram diferenca significativas, com médias de produgdo de metano de 365,1 £ 26
e322,3+48 ngQOCH4.gSVT'1 para a as condicdes Bg; e By, respectivamente. Mesmo com
valores muito semelhantes, avaliando o potencial de formacdo de metano com base na DQO

soluvel, a condi¢do By; se destaca, com 85% da DQO soluvel convertida a metano, contra
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71% da condicdo Bg;. Utilizando ureia com glicose (Bgz) a produgcdo de metano foi muito
baixa no primeiro teste e praticamente nula no terceiro, resultado este muito diferente da
condi¢do utilizando vinhaca com ureia (Bg2). Na condicdo Bg, a producdo de metano e a
remocao de DQO se mantiveram constante em todas as bateladas, mesmo com o decaimento
no rendimento de metano em relagdo aos sélidos.

Tabela 4-4: Duragao de cada série teste em batelada (tempo, em dias), producdo de metano e remogao
de DQO utilizando a biomassa B, provinda de uma industria agucares.

Biomassa B
Parametros Tempo (d) Produgéo de metano (mgDQOcy4.gSVT™) DQO removida (%)
Bateladas e 20 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3°
BGll 12 8 8 339,1 392,8 363,6 88,4 90,8 91,3
B622 16 12 8 7,6 2,5 0,7 2,9 8,5 8,8
BV13 12 8 8 377,3 303,1 286,7 81,7 86,8 89,8
BV24 16 12 8 285,2 210,6 207,0 81,8 75,7 80,3

s Bg (glicose e NaHCO3); : Bga(glicose e ureia); *: Byj(vinhaga e NaHCO;) e; *: By,(vinhaga e
ureia).

Os resultados de alcalinidade total e parcial, apresentados na tabela 4-5, indicaram
concentragdes mais elevadas para as condig¢des utilizando vinhaga (By; € By»), independente
do agente tamponante utilizado. Além das concentragdes serem mais elevadas, a relacao
AI/AB foi muito semelhante as condigdes com vinhaga, com 0,28+0,04 para a condi¢dao By, e
0,28+0,02 para a condi¢cdo By». A condicdo Bg;, mesmo apresentando bons resultados quanto
a producdo de metano e remocdo de DQO, obteve valor médio da relagdo AI/AB de
0,33+0,03, o que mesmo acima de 0,30, indicado como critico por Foresti (1994), nao
ocasionou danos ao sistema. Para a condi¢ao Bgp, a relacio AI/AP aumentou em batelada

realizada, com 3,10, 4,00 e 5,75 para a 1%, 2* e 3* batelada, respectivamente.

Ao analisar somente os valores de alcalinidade total obtidos para todas as condi¢des
em que a ureia foi empregada, tanto para a biomassa “A” quanto para a “B”, ¢ possivel
verificar que a ureia foi hidrolisada e formou bicarbonato de amdnia, o que era esperado com
a utilizacao deste produto. Entretanto, quando avaliada a alcalinidade bicarbonato (parcial),
ou alcalinidade real para sistemas anaerobios, somente a condi¢do By, apresentou resultado

satisfatorio onde, para as demais, a ureia foi ineficiente no tamponamento do sistema.
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Tabela 4-5: Alcalinidade parcial e total (em mgCaCO;.L™") para cada série de testes em batelada
utilizando a biomassa A.

Biomassa B
Parametros Alcalinidade parcial (mgCaCO;.L™") Alcalinidade total (mgCaCO;.L™")
Bateladas 1° 2° 3° 1° 2° 3°
Bai' 1280 1280 1280 1700 1740 1680
B’ 380 300 200 1560 1500 1350
By, 1500 1580 1600 1960 2080 1980
By,* 1640 1880 1825 2140 2360 2350

s B (glicose e NaHCO3); : Bga(glicose e ureia); *: Byj(vinhaga ¢ NaHCO;) e; *: By,(vinhaga e
ureia).

Avaliando a composi¢do e concentracdo dos acidos graxos volateis utilizando a
biomassa B (figura 4-2), ¢ possivel observar que, assim como os resultados de alcalinidade, a
composi¢ao dos acidos também apresentou maior semelhanca pelo substrato utilizado e nao
pelo agente tamponante empregado. Uma possivel justificativa para este resultado pode ser o
pré-tratamento realizado para retirar a alcalinidade em excesso que havia na biomassa B, onde
foram realizadas quatro bateladas antes da adicdo do agente tamponante somente com 0s

substratos.

Outro aspecto observado na figura 4-2 foi a elevada velocidade conversao dos acidos
em metano na ultima batelada, em relagdo a primeira. Contudo, esses resultados nao
influenciaram no aumento na produ¢do de metano, pois o rendimento de metano em relagao

aos solidos foi reduzido a medida que as bateladas foram realizadas.

Em todas as bateladas em que a ureia foi utilizada como agente tamponante, em ambas

as biomassas, a concentracio de amonia formada néo ultrapassou 500 mgN-NH;.L™.
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Figura 4-2: Acidos graxos volateis (mg.L") e pH para a primeira e a ultima batelada realizadas para as
condi¢des Bg; (glicose e NaHCO;); Bg, (glicose e ureia); By, (vinhaga e NaHCOs3) e;By, (vinhaga e ureia)
utilizando a biomassa B.

Resultados microbiologicos

Afim de verificar a dindmica das arqueas metanogénicas em relacdo as condigdes
testadas, uma amostra inicial de cada biomassa (A — tratando efluente de uma fabrica de
levedura e B — tratando efluente de uma fabrica de agucares), bem como uma amostra da
biomassa resultante apos cada condig¢do testada, foram analisadas por meio da técnica de

PCR-DGGE.
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Taxa de diversidade e similaridade

Com as bandas obtidas no DGGE, foram calculados as taxas de diversidade e
similaridade. O indice de diversidade de Shannon-Wiener (H) (figura 4-3), ¢ utilizado para
avaliar tanto a diversidade de espécies (nimero) como a uniformidade das espécies (avaliando
e comparando a intensidade das bandas), podendo variar de 1,5 a 3,5 (McDonald, 2003). Os
valores obtidos para as amostras da biomassa “A” foram moderados e ndo apresentaram
grandes variagdes, quando comparando a biomassa inicial e as obtidas para cada condi¢ao
testada, no final. Ja para a biomassa “B”, este indice apresentou uma grande variagdo entre a
amostra inicial (By) e as finais obtidas para cada condi¢do, o que indica uma reducao da

diversidade de arqueas apds os testes realizados com esta biomassa.

Comparando a similaridade entre as bandas obtidas (tabela 4-6) para as amostras da
biomassa “A” e “B”, percebe-se que as amostras das biomassas iniciais (Ag e By)
apresentaram pouca similaridade, mesmo com indice H de moderado a elevado. Quando
avaliadas individualmente, a biomassa “A” apresentou maior similaridade entre as amostras
em que o NaHCOs; foi empregado como agente tamponante (Agi € Avi), com 97,7%. Este
resultado ¢ similar aos obtidos nas analises fisico-quimicas para esta biomassa, onde os
resultados com adicdo de NaHCOs; apresentaram melhores resultados, independente do
substrato utilizado (especialmente na composi¢do dos AGVs na ultima batelada realizada para
cada teste). Para a biomassa “B”, as amostras Bgi, By € By, apresentaram resultados muito
préoximos de similaridade, com: 96,5% entre as amostras Bg; € Byi; 94,3% entre Bg; € Bys e;
96,2% entre as amostras By € By,. Estes resultados também corroboram com os resultados

fisico-quimicos, visto que para a biomassa “B”.
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Biomassa A Biomassa B

Amostra | A, Agy Ag; Ay Ay ) [ B Bg, Bg; By, By; |

Figura 4-3: Perfis de DGGE das arqueas metanogénicas obtidos pela amplificagdo do gene 16S RNAr
para as amostras iniciais (A e By) e finais para as condigdes: Ag; (glicose e NaHCOs); Ag, (glicose e ureia);
Avi(vinhaca e NaHCO;); Ay, (vinhaca e ureia); Bg; (glicose € NaHCO3); Bgy(glicose e ureia); By, (vinhaga e
NaHCQO;) e; By, (vinhaga e ureia) com os respectivos indices de diversidade (H).

Tabela 4-6: Taxa de similaridades (%) obtidas utilizando os dados da PCR-DGGE.

Amostras Agi A Avi Ay, By Bai Ba By, By,
Ay 83,4 64,3 82,4 79,2 32,7 40 47,7 47,2 42,7
Aci - 79,3 97,7 93,9 46,3 56,8 59,9 62,5 58
A - - 72,6 88,2 32,6 42,6 48,5 48,4 42,7
Avy - - - 91,5 53 60,1 62,7 65,5 61,9
Ay, - - - - 48 57,9 61 64,3 58,9
Bo - - - - - 84,4 72,5 85,2 82,5
Basi - - - - - - 86,6 96,5 94,3
Ba2 - - - - - - - 88,9 91,1
By, - - - - - - - - 96,2

Ay (amostra da inicial da biomassa “A”); Ag, (final do teste com glicose ¢ NaHCO;); Ag,(final do teste com
glicose e ureia); Ay (final do teste com vinhaca e NaHCOs3) e;Ay(final do teste com vinhaga e ureia); B,
(amostra da inicial da biomassa “B”); Bg; (final do teste com glicose e NaHCO3);Bg,(final do teste com glicose
e ureia); Byi(final do teste com vinhaga e NaHCO;) e;By,(final do teste com vinhaga e ureia)
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Anélise do DGGE

A partir do gel de DGGE (figura 4-3) foram sequenciadas 20 bandas (Tabela 4-7),
sendo que deste total, as amostras provenientes da biomassa “A” possuem 11 bandas
sequenciadas e as amostras provenientes da biomassa “B” 16 bandas. De acordo com o
classificador RDP (nivel de confianga de 80%), 19 bandas pertencem ao filo Euryarchaeota, e

uma banda ao filo Crenarchaeota, na classe Thermoprotei.

Avaliando somente a biomassa “A” verifica-se que das 11 bandas selecionadas, 8
estdo presentes em todas as condigdes, ou seja, eram comunidades que estavam presentes na
biomassa (Ap) € se mantiveram no teste até o final para todas as condigdes de substrato e
agente tamponante utilizados. Destas, 5 bandas (3 - 7) foram classificadas dentro do género
Methanosaeta, uma banda (10) pertencente ao género Methanosarcina, uma banda (14) ao
género Methanospirillum e uma banda (18) ao género género Methanobacterium. Uma banda
pertencente ao género Methanomethylovorans (11) ndo foi observada nas condigdes em que a
ureia foi utilizada (Ag, € Av»z). Resultado semelhante a este foi observado em uma banda (20)
pertencente a classe Thermoprotei, em que na condigdo verificou-se a auséncia somente na
condicdo utilizando glicose e ureia (Ag). O aparecimento de organismos pertencentes ao
género Methanobacterium foi observado na banda 17, onde verificou-se a auséncia da banda
para a amostra inicial de biomassa (Ag) e presenga para todas as amostras obtidas apos a

realizacdo dos experimentos.

Para as bandas sequenciadas para as amostras da biomassa “B”, observou-se que das
16 bandas obtidas, 9 estavam presentes em todas as condi¢des sendo elas pertencentes ao
géneros: Methanosaeta (5 e 7), Methanolinea (12 ¢ 13), Methanomicrobiaceae (15 ¢16) e
Methanobacterium (18 e 19) apresentaram 2 bandas cada, e uma banda classificada para o
género Methanosarcina (10). Em quatro sequéncias, foram verificadas auséncia de bandas nas
condigdes utilizando glicose como substrato (Bg; € Bg) sendo elas: banda 2, classificada
dentro da ordem Methanosarcinales; bandas 8 e 9, pertencentes ao género Methanosaeta e;
20, dentro da classe Thermoprotei. A banda 1, identificada apenas em relagdo ao filo
Euryarchaeota, foi observada somente na biomassa utilizada no inicio dos experimentos (By) e
a banda 4, sequenciada como pertencente ao género Methanosaeta, foi observada apds a

realizacdo dos experimentos nas amostras Bgi, By € Byoa.
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Tabela 4-7: Classificagdo RDP das bandas DGGE sequenciadas para arqueas e seus correspondentes (BLAST), utilizando o banco de dados NCBI com indicago das
percentagens de similaridade e fontes de origem. A presenga de cada banda ¢ indicada pelo “X”.

Taxonomia

Banda Parentesco mais proximo no Blast Similaridade . .
Nivel de confianca 80% Ay A A, A A By, B Bs, B B 5 Pesquisa de origem
( ¢ ) ° 0 Gl G2 Vi v2 0 Gl G2 Vi V2 Nome e niimero de acesso (%) q g
Filo Euryarchaeota 1 X Unculturedarchaeon(KJ644990) 99 Wetlandsoil
Unculturedarchaeon(JF937221) 98 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
ClasseMethanomicrobia
OrdemMethanosarcinales 2 X X X Unculturedarchaecon(JF937223) 91 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
FamiliaMethanosaetaceae
GéneroMethanosaeta 3 X X X X X X X X X Unculturedarchaeon(EU287866) 91 1.5 L UASB reactor fed with 5 sulfate loading rates
4 X X X X X X X X Unculturedarchacon(EU287864) 99 1.5 L UASB reactor fed with 5 sulfate loading rates
Unculturedarchaeon(JF937222) 99 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
Unculturedarchacon(KM024408) 99 Anaerobicdigester
5 X X X X X X X X X X Unculturedarchacon(JF937222) 100 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
Unculturedarchacon(KJ574121) 100 Anacrobicsludge
Unculturedarchacon(KM024408) 99 Anaerobicdigester
6 X X X X X Unculturedarchacon(JF937222) 90 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
UnculturedMethanosaetasp. (KC769087) 90 Activesludge
7 X X X X X X X X X X Unculturedarchacon(EF512457) 91 expanded granular sludge bed reactor
Unculturedarchacon(JF937223) 91 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
8 X X X Unculturedarchaeon(JN995525) 99 syntrophic butyrate degrading consortia revealed by stable-isotope-probing
Unculturedarchaeon(KJ206674) 99 anaerobic bioreactor for auto-generative high pressure digestion
UnculturedMethanosarcinales (KF198800) 99 mesophilic anaerobic digester treating municipal wastewater sludge
9 X X X UnculturedMethanosaetasp. (JN394592) 99 Anaerobicbioreactor
Unculturedarchacon(HM639831) 99 activated sludge wastewater treatment plant
Archaeonenrichmentculture (GU196184) 99 lab-scaleanaerobicdigester
FamiliaMethanosarcinaceae
GéneroMethanosarcina 10 X X X X X X X X X X Unculturedmethanogenicarchaeon (AY652483) 94 Water
Methanosarcinabarkeri (AF028692) 94 Culturecollection
GéneroMethanomethylovorans 11 X X X Unculturedarchaeon(AY 161250) 99 Psychrophilicanaerobicdigesters
Unculturedarchaecon(JF937219) 98 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
Archaeonenrichmentculture (KP064474) 97 enrichment culture fed with acetate and methanol at 35 degrees in a sequencing
batch reactor(SBR)
OrdemMethanomicrobiales
FamiliaMethanomicrobiales-incertae-
sedis
GéneroMethanolinea 12 X X X X X Unculturedarchacon(AY032988) 99 environmental _sample
Unculturedarchaecon(DQ478739) 99 UASB reactor treating brewery wastewater
13 X X X X X UnculturedMethanomicrobiales (KF198790) 99 mesophilic anaerobic digester treating municipal wastewater sludge
UnculturedMethanomicrobiales (JX023133) 99 sludge samples of anaerobic digesters treating sewage sludge

64



Influéncia do agente tamponante na biomassa e na produ¢do de metano

Continuagao.
Taxonomia . . L
Banda Parentesco mais proximo no Blast Similaridade . .
Nivel de confianga 80% Ay A A A A B, B B B B . Pesquisa de origem
( ¢ ) n°® 0 fa G o vz Boo Ber G BVEEVZ O (Nome e niimero de acesso) (%) q g
FamiliaMethanospirillaceae
GéneroMethanospirillum 14 X X X X X Unculturedarchaecon(EU838550 ) 89 slurryofbiogas-reactor
FamiliaMethanomicrobiaceae 15 X X X X X Unculturedarchacon(EF512389 ) 88 expanded granular sludge bed reactor
16 X X X X X Unculturedarchaecon(DQ089007 ) 86 Northernpeatland
ClasseMethanobacteria
OrdemMethanobacteriales
FamiliaMethanobacteriaceae
GéneroMethanobacterium 17 X X X X Unculturedarchaecon(KC736151 ) 96 UASB granulated biomass from brewery waste waters
Unculturedarchaecon(KC676296 ) 96 sludge from full-scale UASB reactor treating PTA wastewater
18 X X X X X X X X X X Unculturedeuryarchaeote (KF360017) 99 UASB granulated biomass from brewery waste waters
Unculturedarchacon(KC676296) 98 sludge from full-scale UASB reactor treating PTA wastewater
19 X X X X X Unculturedarchaecon(JF937231) 99 anaerobic fluidized bed reactor treating vinasse
Unculturedarchacon(FN547088) 98 mesophilic biogas reactor fed with beet silage
FiloCrenarchaeota
ClasseThermoprotei 20 X X X X X X X Unculturedcrenarchaeote (JN052746) 97 Anacrobicdigestion
Unculturedcrenarchaeote (GU475166) 97 mesophilic anaerobic digester which treats dairy cow manure and chicken litter

Ay (amostra da inicial da biomassa “A”); Ag; (final do teste com glicose ¢ NaHCOs3); Ag,(final do teste com glicose e ureia); Avy(final do teste com vinhaca e NaHCO;)
e;Ay,(final do teste com vinhaga e ureia); By (amostra da inicial da biomassa “B”); Bg, (final do teste com glicose e NaHCO3);Bg,(final do teste com glicose e ureia);
By (final do teste com vinhaga ¢ NaHCOs) e;By»(final do teste com vinhaga e ureia).
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Devido a caracteristica granular da biomassa “A”, e o nimero de bandas
sequenciadas, pode-se considerar que hd predominio das arqueas pertencentes ao género
Methanosaeta. As espécies pertencentes a este género formam filamentos longos e
finos, o que auxilia na formagdo da trama microbiana de granulos em reatores
anaerdbios (van Haandel et al., 2014). Ja a biomassa “B”, apresenta alta diversidade de
organismos, com a presenca de géneros pertencentes aos trés grupos fisioldgicos:
metilotréficos; hidrogenotroficos e; acetotroficos (Wu et al., 2013; Tang et al., 2007,

Madigan et al., 2003), o que condiz com a forma dispersa da biomassa.

Considerando as sequéncias obtidas pela DGGE para as arqueas presentes nas
duas biomassas, e os resultados fisico-quimicos, algumas hipdteses foram formuladas
para os resultados obtidos nas condigdes em que a ureia foi utilizada. Aplicando-se a
vinhaga e a ureia com a biomassa “B” (By), a eficiéncia na remocao de DQO e
producao de CHg4, pode estar relacionada ao fato de que: 1) esta biomassa possui maior
diversidade, com a presenca de arqueas capazes de produzir metano por todas as vias
fisiologicas. Desta forma, a conversdao dos compostos intermediarios ndo esta restrita a
uma unica via; ii) ndo ocorreu acumulo de AGVs, visto que os mesmos eram
prontamente convertidos a metano e, deste modo, houve aumento do pH e da formacao

de alcalinidade bicarbonato.

Para a mesma condi¢do (vinhaga e ureia) utilizando a biomassa “A” (Ayz), a
possivel hipotese para os resultados obtidos ¢ combinagdo de trés fatores: i) tempo
necessario para este composto formar alcalinidade parcial; i1) acaimulo de 4cidos graxos
volateis no sistema e; iii) caracteristicas das arqueas metanogénicas presentes na
biomassa. Para esta condi¢do, a producdo de acidos, especialmente o acético, foi mais
rapido do que a formacdo da alcalinidade necessaria para tamponar o efeito destes
acidos. Considerando que para esta biomassa, a principal via de formagao de metano,
foi pela degradagdo do acetato pelas Methanosaeta, ¢ possivel que o acimulo de AGVs
(especialmente o acido acético) tenham inibido parcialmente a acdo destes organismos,
visto que as acetoclasticas, principalmente o género Methanosaeta sido sensiveis a
concentragoes elevadas de acetato (Haandel et al., 2013; van Haandel & Lettinga 1994).
Um parametro que auxilia nesta hipdtese ¢ o pH. Com 6 dias de experimento

(considerando a 3" batelada) o pH estava em 6,65, o eu ja propicio para as arqueas
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metanogénicas, entretanto, a formagdo de metano foi nula com aumento na

concentragao de acido acético até o 15° dia.

Devido a presenca de organismos hidrogenotroficos, ¢ possivel que a via de
formag¢do de metano tenha sido alterada, ocorrendo entdo a oxidacdo do acetato
presente, formando H, e CO,, que por sua vez sdo transformados em metano pelas
hidrogenotroficas (Lii et al., 2013; Wilson et al.,. 2012). Um fator que pode reforgar
esta hipotese ¢ que a conversdo do acetato a metano ¢ termodinamicamente favoravel,
com liberacdo de energia (-31kJ/mol). Em contrapartida, a oxidacdo do acetato em H, e
CO; ¢é desfavoravel (+104 kJ/mol) (Lii et al., 2013). Com isto, a oxidagdo so vai ocorrer
quando nao ha a possiblidade da degradacao direta do acetato, o que explica a demora
na formag¢ao do biogés. Por isso a producdo de metano somente ocorreu apos um longo

periodo de adaptacao.

Para as amostras utilizando glicose, a inibi¢do pode estar relacionada a
acidificagdo do sistema, independente da diversidade dos microrganismos presentes.
Considerando a concentracdo dos acidos formados em relacao a DQO soluvel (grau de
acidificagdo), foi verificado que em apenas 3 dias de teste (considerando a ultima
batelada), 87% da DQO estava presente na forma de acidos para a condi¢ao Ag, € 86%
para a Bgy, com pH abaixo de 6,0. Como a glicose ¢ um substrato simples, a
acidificacdo ocorre muito rapida, fazendo com que o pH também decaia nas primeiras
horas. Quando o tampao utilizado fornece alcalinidade diretamente, no caso oNaHCOs,
os acidos foram rapidamente neutralizados. De outra forma, quando foi utilizada a ureia,
que necessita de alguma reacdo para fornecer alcalinidade ao sistema, os acidos
praticamente ndo foram neutralizados, acumulando-se no sistema e, conseqiientemente,

nao produzindo metano.
CONCLUSOES

A utilizagdo de NaHCO; como agente tamponante mostrou-se eficiente em
todas as condi¢des testadas, com resultados satisfatorios quanto a: formacdo de
alcalinidade; remog¢ao de DQO e¢; produ¢do de metano. Além disso, ndo foi verificado
diferenca significativa entre as séries de bateladas realizadas para cada teste tanto nos

resultados fisico-quimicos quanto para os microbiologicos.
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Nos testes em que a ureia foi empregada os resultados foram distintos.
Utilizando glicose como substrato (ambas as biomassas), houve acumulo de acidos
(especialmente o acético) no sistema, baixa formacdo de alcalinidade bicarbonato e
consequente, reducdo na remoc¢do de DQO e producdo de metano. Estes resultados
foram relacionados a alta acidificagdo do sistema, independente da diversidade dos

microrganismos presentes.

Para os testes com vinhaga e ureia com biomassa “A”, a producdo de metano,
bem como a remocao de DQO foram reduzidas, ocasionando o acumulo de 4cidos. Este
fato pode ser relacionado ao predominio de arqueas pertencentes ao género
Methanosaetas na biomassa “A”, as quais foram inibidas pela alta concentra¢ao de
acetato. Nesta mesma condi¢do (vinhaga e ureia) para a biomassa “B”, os resultados
foram distintos, com formagdo de alcalinidade, especialmente a bicarbonato, pH estavel
e degradacdo dos AGVs (ndo apresentando acimulo de acetato principalmente na 3*
batelada). Mesmo apresentando aumento na remog¢ao da DQO, foi observada reducao
no potencial de produgdo de metano, com apenas 66% da DQO disponivel. Estes
resultados estdo associados a diversidade de arqueas presente na biomassa “B”, deste

modo, a producdo de metano ndo estava restrita a uma via ou género especifico.
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PRODUCAO DE
ACIDOS ORGANICOS
VOLATEIS UTILIZANDO
VINHACA

Resumo: A viabilidade da produgdo de acidos graxos volateis (AGVs) pela digestdo
anaerdbia da vinhaca, em condigdes mesofilicas (30 £ 2 °C), foi verificada por meio de
experimentos em bateladas. O primeiro foi realizado para verificar a influéncia de diferentes
dosagens de bicarbonato de s6dio (NaHCOs) na producdo do biogés e acidos intermediarios.
Para isso, foram testadas quatro condigdes: somente vinhaca (V-0B); vinhaca com bicarbonato
de sddio nas concentragdes 0,1 gNaHCO3.gDQO'1 (V-0,1B); 0,3 gNaHCO3.gDQO'l (V-0,3B) e;
0,5 gNaHCO3.gDQO'1 (V-0,5B). O segundo experimento foi realizado com a adi¢do de etanol
como co-substrato, para verificar a formagdo de acidos de cadeia média pela juncdo de atomos
de carbono do etanol com acidos de cadeia curta onde, para isso, testou-se diferentes proporgoes
de vinhaca e etanol (1/1, 3/1 e 9/1). Para os resultados obtidos no primeiro experimento, o maior
grau de acidificagdo foi encontrado na condi¢do utilizando somente vinhaga (V-0B), com 0,38,
seguido da condigdo V-0,1B, com 0,33. Em ambas as condi¢des (sem e com a presenca do
etanol) o pH manteve-se abaixo de 5,0, ¢ houve predominéncia na producao de acidos de cadeia
curta, principalmente o acético e o propionico. Para as condi¢des V-0,3B e V-0,5B, o pH
permaneceu neutro, favorecendo a producdo de metano e remog¢dao de DQO. O grau de
acidificacdo obtido para estas condigdes foi de 0,11 e 0,15, respectivamente, com maior
variabilidade dos acidos produzidos. No 2° experimento, ocorreu o acimulo de 4cidos em todas
as condicdes testadas. Além disso, o grau de acidificagdo foi proporcional a adi¢do de etanol
utilizada com a vinhaga (0,72, 0,54 e 0,48 para as condi¢des V/E 1:1, V/E 3:1 e V/E 9:1,
respectivamente). Da mesma forma, a formacdo de acidos de cadeia média, especialmente os
acidos caprodico e valérico no 20° dia de experimento, também foi proporcional a porcentagem

de etanol utilizada.

Palavras-chave: Vinhaga, Etanol, Acidos Graxos Volateis; Fermentacdo Anaerodbia.
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INTRODUCAO

Os 4cidos organicos sdao compostos que incluem &cidos carboxilicos, enois,
fendis e acidos sulfonicos, entre outros (Huang et al., 2007). Dentre os acidos
carboxilicos estdo os Acidos Graxos Volateis (AGV), formados por acidos de cadeia
curta ¢ média (de 2 a 8 carbonos), tais como os acidos acético, propidnico, butirico e
caproico. Estes acidos podem ser empregados nos mais variados setores, como matéria-
prima para a produgdo de bioplasticos (Cai et al., 2009), produgdo de bioenergia
(Zheng et al., 2010; Uyar et al., 2009) e na remog¢ao de nutrientes, nitrogénio e fésforo
de agua residuaria (Lee et al., 2014a; Zheng et al., 2010), além de aplicagdes nas

industrias farmacéuticas, alimenticia, cosmética e de defensivos agricolas.

Atualmente, os acidos graxos volateis sdo produzidos por processos quimicos a
partir de recursos fosseis (Eggeman and Verser, 2005), entretanto, também podem ser
obtidos pela fermentagdo anaerobia de efluentes ou residuos organicos. A produgdo via
fermentagdo apresenta algumas vantagens quando comparadas aos processos quimicos,
tais como: utilizacdo de recursos renovaveis como matéria prima, seguindo os preceitos
do desenvolvimento sustentavel; podem ser utilizados residuos que até entdo ndo
possuiam importdncia econdémica como matéria prima; os produtos gerados da
fermentag¢do possuem maior seguranca, o que ¢ importante para a saide humana (Huang
et al.,, 2007). Além destas vantagens, a produgdo dos AGV a partir da fermentagdo
anaerobia de efluentes e residuos possui baixo custo, o que pode tornar este processo

mais competitivo (Lee et al., 2014).

O processo de digestao anaerobia pode ser divido basicamente em quatro etapas:
hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Os AGVs sdo formados nas
primeiras etapas e consumidos na ultima etapa (metanogénese) com a formagao do CHy
e CO, (Pohland, 1992). Quando o objetivo da digestdo anaerdbia ¢ a remocdo de
matéria organica ou a producdo de biogds, um cuidado maior deve ser tomado em
relacdo as arqueas metanogénicas, pois estas sdo mais sensiveis a variagdes no sistema,
especialmente ao pH (a faixa 6tima para as arqueas metanogénicas ¢ uma faixa estreita
entre 6,8 ¢ 7,3) (Pohland, 1992). Contudo, quando se muda o foco da digestao anaerdbia
para a formacao e o acimulo de AGVs ou outros compostos intermediarios no sistema,

tornam-se necessarias medidas que inibam a ultima etapa do processo.
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Viarias técnicas vém sendo estudadas para inibir a etapa metanogénica e
promover a formacdo e acumulo de produtos intermedidrios, principalmente de
hidrogénio. O pré-tratamento do lodo de indculo para inativagdo de microrganismos
metanogénicos ¢ uma dessas técnicas e pode ser realizada a partir do choque térmico
(aquecimento ou congelamento), aerag¢ao, choque de carga ou choque 4cido ou basico (
Penteado et al., 2013; Kim, Lee, and Kim, 2011; Luo et al., 2011). Além disso, a adig¢do
de substincias como cloroférmio ou 4cido sulfonico 2-bromoetano (BESA), ao reator
de digestdo também pode promover o efeito inibitdério de metanogénese (O-Thong et

al., 2009; Zhu and Beland, 2006; Bouwer and McCarty, 1983).

Grande parte dos estudos realizados para a produc¢dao de acidos via digestao
anaerobia relatam a formacao de acidos de cadeia com 2 a 4 atomos de carbonos (Agler
et al., 2012; Zhang et al., 2009; Bengtsson et al., 2008), como o acético e o propidnico.
Devido as propriedades fisicas, os acidos graxos de cadeia média possuem vantagem em
relacdo aos acidos de cadeia curta, na utilizagdo em processos industriais (produgdo de
combustiveis e produtos quimicos). Isso se deve ao fato de que acidos com 6 ou 8
atomos de carbono possuem uma maior cadeia carbOnica hidrofébica e uma menor
relacdo oxigénio/carbono, o que aumenta a densidade energética das moléculas e faz
com que a separagdo do meio de fermentacdo seja mais facil, reduzindo o custo de

producéo (Steinbusch et al., 2011).

Virios estudos vém sendo desenvolvidos para promover o aumento de cadeia de
acidos graxos volateis. Alguns deles sugerem a utilizagdo do etanol como doador de
elétrons para aumentar a cadeia a partir de acidos como acético e butirico
(Grootscholten et al., 2013; Agler et al., 2012; Steinbusch et al., 2011). O alongamento
de cadeia de 4cidos graxos ocorre devido a um processo chamado oxidag¢do P reversa
(Spirito et al., 2014), que ocorre na presenga de doadores de elétrons no substrato de
digestdo. O processo ¢ oposto ao de degradacdo dos acidos, onde o metabolismo
comega com a oxidagao do etanol a acetato. Consequentemente, o acetato ¢ adicionado
a acetil CoA (acetil + coenzima A) e alongado em processo ciclico a butirato. De
maneira similar o butirato pode ser alongado a caproato via butil CoA (Agler et al.,

2012; Steinbusch et al., 2011).
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Considerando que os microrganismos metanogénicos sio restritos ao pH neutro,
enquanto as bactérias responsaveis pelas etapas anteriores da digestdo anaerdbia
(especialmente pela producdo de acidos) sdo menos susceptiveis a mudangas no pH,
efluentes que possuem como caracteristicas a acidificacdo rapida, como a vinhaga,
apresentam vantagem em relacdo a produgdo e acimulo de acidos. Devido ao baixo pH
(ou a queda acentuada deste nas primeiras horas) ocorre a inibigdo natural da atividade
metanogénica, sem que haja a necessidade de adicionar algum produto ou processo,
reduzindo os custos de operagdo do sistema. Diante disso, o objetivo deste estudo foi
verificar o potencial de utilizagdo da vinhaga como matéria prima na producao de acidos

graxos volateis de valor comercial via digestao anaerobia.
METODOLOGIA

O teste foi realizado em batelada (em triplicata), utilizando frascos de vidro com
capacidade total de 500 mL, com 400 mL de fase liquida. Para cada frasco foram
adicionados 4 gSVT.L™ de lodo, proveniente de um reator UASB em escala de bancada,
que tratava vinhaca, adicionando NaHCO; como tampao (a vinhaga utilizada foi

proveniente do lote B, apresentado no anexo 1).

Os experimentos foram divididos de acordo com o objetivo e o substrato. O
primeiro foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia da concentragdo do
NaHCOj; na estabilizagdo do pH (em diferentes faixas), na formac¢do de biogas e acidos
graxos. Para isto, foram utilizadas trés concentragdes de bicarbonato de sodio de acordo
com a DQO da vinhaga. O segundo experimento foi conduzido para avaliar a influéncia
da composicao do substrato na formagdo dos acidos, mantendo o mesmo pH. Desta
forma, foi utilizada uma combinag¢do de etanol e vinhaca em trés propor¢des, mantendo
constante a concentracdo (em termos da DQO) final. As concentragdes e caracteristicas

das diferentes condig¢des do teste estdo descritas na tabela 5-1.

Apos preencher e lacrar os frascos, a purga do oxigénio presente no headspace
foi realizada com nitrogénio (N) para frascos sem agente tamponante, € uma mistura de
nitrogénio e gas carbonico (N, + CO,, 75% e 25% respectivamente) para os frascos com

NaHCOs;. Os frascos foram mantidos a 30 + 2 °C com agitagdo constante (75 rpm).
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A quantificagdo do metano produzido foi realizada de acordo com a metodologia
de deslocamento de liquido descrita em Aquino et al. (2007), com uso de solugdo de
hidréxido de sodio 18%. O pH e a DQO soluvel foram determinados de acordo com a
metodologia descrita em “Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater” (APHA, 2005).

Tabela 5-1: Diferentes condigdes testadas: combinacdo de substratos, NaHCO; ¢ DQO
inicial utilizadas na realiza¢do dos experimentos.

Proporc¢ao NaHCO; DQOyoniver

Experimentos  Identificacio Substrato do substrato  (2,.5DQ 0_1) (g.L'l)

V-0B Vinhaca 100% vinhaga - 17,9

. V-0,1B Vinhaca 100% vinhaga 0,1 17,3

! V-0,2B Vinhaca 100% vinhaga 0,3 17,9
V-0,3B Vinhaca 100% vinhaga 0,5 16,6

VIEL:1 Viﬁrltl;i%? ) (50%1;an01) - 7.2

o .

? VIE 3:1 Vgltgi%? ) (25%3;an01) 73
V/E9:1 Vgltl;ﬁ ) (10%9;@01) 7,0

A determinagcdo dos 4acidos graxos volateis foi realizada por cromatografia
gasosa, seguindo a metodologia descrita em Buchanan (2008). Para isso foi utilizado
um cromatografo GC 2010 da marca Shimadzu, equipado com detector de ionizacdo de
chama (DIC) e coluna NUKOL, de 30 m x 0,53 mm (didmetro interno) x 0,50 um
(espessura de filme). As amostras foram preparadas por centrifugacdo a 10.000 rpm
para remog¢do de material em suspensdo por 10 minutos e acondicionadas em frasco-
padrdo (vials) até a sua utilizagdo. As condi¢des cromatograficas foram: temperatura do
injetor (230°C); temperatura do detector (230°C); razdo de split: 15; fluxo do gas de
arraste (H,) - 1,97 mL.min™"; fluxo do gas auxiliar (N;) — 30 mL.min™'; fluxos dos gases

da chama - ar sintético (400 mL.min") ¢ H, (40 mL.min™).

Para avaliar o potencial de formacao de acidos, foi utilizado como base o grau de
acidificagao, obtido pela equagdo 5-1 descrita por Bengtsson et al. (2008).

AAGV
DQO;

1

Grau de acidificagdo= Eq. 5-1
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Onde: DQO; ¢ a DQO inicial solivel e AAGV ¢é a concentragdo maxima de
AGYV obtida durante o experimento menos a concentragdo inicial. Todos os parametros

em gOz.L'l.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia da concentracao de NaHCO;

Na figura 5.1 sdo apresentados resultados de pH, producdo de CH4, DQO ¢ o
total de AGVs obtidos para o 1° experimento. A condicao V-0B apresentou oscilagdes
no pH nos primeiros dias do teste, com variagdes de 4,8 a 4,0, estabilizando-se em 4,5
apos o 8° dia. Assim como o pH, a produgdo de AGVs também apresentou pouca
variagdo na concentracdo apos 8 dias de experimento. A condi¢do V-0,1B apresentou
uma leve producao de metano com remogao de DQO até o 4° dia de experimento. Esta
producdo inicial de metano pode ser atribuida ao pH, visto esta condi¢ao iniciou com o
pH em 5,8 (devido a adi¢do de NaHCO3) com queda até o 4 dia, quando chegou a 5,0.
As condigdes V-0,3B e V-0,5B apresentaram resultados muito semelhantes. Para estas
condigdes, a concentracdo utilizada de NaHCOj foi suficiente para manter o pH neutro
0 que possibilitou a producdo de metano. A remocdao de DQO foi de 68% para a
condicdo V-0,3B e 79% para a condicdo V-0,5B, entretanto somente 45 e 55 %
(Condig¢des V-0,3B e V-0,5B, respectivamente) da DQO removida foi convertida a CHa.
Para ambas as condigdes a concentragdo total de AGVs permaneceu constante (cerca de

2500 mgAGVpgo.L™).

Segundo Bengtsson et al. (2008) o grau de acidificagdo ¢ uma forma de se
calcular o desempenho de reatores acidogénicos, sendo que, quanto mais proximo de
1,0 for o valor do grau de acidificagdo, maior sera o potencial do reator em formar
acidos. Avaliando o grau de acidificacdo obtido para a 1* etapa (Tabela 5-2), as
condi¢des V-0B e V-0,1B apresentaram indices superiores as condigdes V-0,3B e
V-0,5B, o que ja era esperado devido as condi¢des de realizagdo do teste, mais
propicias para a produgdo de biogés. A condi¢do V-0B apresentou produ¢do maxima de
acidos apos 8 dias de testes, com grau de acidificacao de 0,38, e pH em torno de 4,5. A
condi¢do V-0,1B apresentou grau de acidificagdo 13% menor que a condigdo V-0B

(0,33), com a producdo maxima de &cidos ocorrendo somente apds 13 dias de
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experimento. Para ambas as condigdes, a concentragdo total e a composicao dos acidos

se mantiveram estaveis apos atingir o maximo de acidificagao.

~CH4-DQO  +AGV-DQO -~DQO = pH
20000 - 90 20000 1 9,0
V0B ’ VvV 0,3B ’
17500 8.0 17500 § ’ L 50
S _ 15000 \*L S 15000 1 .
25 12500 70 85, 70
25 = 7, 12500 1
2 & 10000 60E 7 10000 4 6.0
P
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Figura 5-1: Resultados dos parametros pH, DQO, CH,; e AGV monitorados ao longo dos experimentos
realizados no 1° experimento para as condi¢des: V-0B (utilizando somente vinhaga); V-0,1B (vinhaca +
0,1 gNaHCO;.gDQO™); V-0,3B (vinhaga + 0,3 gNaHCO;.gDQO") e; V-0,5B (vinhaga +
0,5 gNaHCO;.gDQO™).

As condigdes V-0,3B e V-0,5B apresentaram grau de acidificagdo de 0,11 e
0,15, respectivamente, ambos obtidos apds 4 dias de experimento (tabela 5-2) . O baixo
grau de acidificagdo para estas condi¢des era esperado, visto que a dosagem de NaHCO;
utilizada foi suficiente para manter o pH neutro, favorecendo a agdo das arqueas
metanogénicas, propiciando a conversdo dos AGVs a metano. Mesmo com estas
condigdes, a concentragdo total AGVs formada nas duas condi¢des foi mantida até o

final do experimento.

Tabela 5-2: Actimulo maximo de 4cidos graxos volateis (AGV) e grau de acidificagao, bem
como tempo ¢ 0 pH em que os valores foram atingidos.

Condicio V-0B' V-0,1B* V-0,3B° V-0,5B*
Acimulo maximo de acidos (gDQO.L™)’ 6,73 5,69 1,94 2,52
Tempo (d) 8 13 4 4

pH 4,48+0,03 4,89+0,06 6,35+0,03 6,89+0,05
Grau de acidificacao 0,38 0,33 0,11 0,15

! Somente vinhaga; *: Vinhaga com 0,1 gNaHCO;.gDQO™; *: Vinhaga com 0,3 gNaHCO;.gDQO™;
% Vinhaca com 0,5 gNaHCO;.gDQO™"; *: Diferenga na concentragio de AGV no acumulo maximo e no
inicio do experimento.

Correlacionando o grau de acidificagdo obtido para cada condigdo, com o pH e

com a concentracao adicionada de NaHCOs, verifica-se que o potencial de acidificagao
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foi influenciado muito mais pelo pH do meio, que a concentracdo adicionada de

NaHCOs (figura 5-2).

pH
4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0
~ 0,40 I N T T T T Y
é 0’35 N \‘\\\\ ¢ NaHCO3 ApH
g ooz b D T
e U T \\\1‘12:0,9032
g 025 ¢ .
g 020 R = 0,6835.___
<015+ T e oa
g 0,10
=~ 0,05
€
0’00 1 1 1 1 1 J
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Dosagem de NaHCO, (g.gDQO)

Figura 5-2: Correlacdo entre o grau de acidificagdo (em %), o pH do meio e a dosagem utilizada
de NaHCO; (sem e com 0,1; 0,3 ¢; 0,5 g.gDQO™) para o 1° experimento.

Avaliando a composi¢ao dos acidos formados no ponto onde ocorreu o grau
maximo de acidificagdo, ¢ possivel observar a predominancia de acidos de cadeia curta
nas condi¢des V-0B e V-0,1B (figura 5-3). Na condi¢do V-0OB as maiores concentragdes
sdo de acido propiodnico, seguido pelos acidos acético e butirico. Ja para a condi¢do V-
0,1B o &cido predominante € o butirico, seguido pelo propidnico e acético. Em ambas as
condicdes foram observadas a presenca de acidos de cadeia média, especialmente o
caproico e heptanoico, porém, em menor concentracdo. A condicdo V-0,3B apresenta
dominio, mesmo que discreto, do acido heptanodico seguido pelos acidos propionico e

butirico.

B Acético
e 35 1 B Propionico
X - .
% 30 = [sobutirico
'S 25 ;-
s m Butirico
£ 20 - .
= m Jsovalérico
< 15 - .
@ H Valérico
S 10 - .
= B Isocaproico
O 5 .
Caproico
0
V-0B V-0,1B V-0,3B V-0,5B Heptanoico

Condicao

Figura 5-3: Grau de acidificacdo, com a composi¢@o dos acidos (apresentados em porcentagem) obtidos
no 8° dia de experimento para a condi¢des V-0B (utilizando somente vinhaga), 13° para a condigdo V-
0,1B (vinhaga + 0,1 gNaHCO;.gDQO™), e 4° para as condi¢des V-0,3B (vinhaga + 0,3 gNaHCO;.gDQO"
") e V-0,5B (vinhaga + 0,5 gNaHCO;.gDQO™).
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Avaliando a condi¢do V-0,5B na figura 5-3, observa-se o dominio dos acidos de
cadeia média, com destaque especial para o acido caproico. Entretanto, ao analisar a
figura 5-4, é possivel observar que este acido foi produzido somente nos primeiros dias
(com pico no 4* dia) onde, apos este periodo, predominaram os acidos isocaproico e
propidnico. A presenca de acidos de cadeia média nas condi¢cdes em que o pH se
manteve neutro (V-0,3B e V-0,5B), pode estar relacionada a via de formacdo de
metano. Neste contexto, conversdo dos acidos de cadeia curta em metano ¢€
termodinamicamente mais favoravel (AG < 0) quando comparados aos 4cidos de cadeia
média. Assim, os acidos de cadeia curta foram rapidamente convertidos a metano em
pH neutro, o que refletiu na deteccdo de acidos de cadeia média (van Haandel, A C.

Lettinga, 1994).

1400 -

V-0.5B ——Ac. Acético
) ’
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AGV (mgDQO.L)

—=Ac. Isocaproico

—Ac. Caproico

0 5 10 15 20 25 30 — Ac. Heptanoico

Tempo (d)

Figura 5-4: Concentragdes individuais dos acidos formados na condi¢do para as condigoes V-0,5B
(vinhaga + 0,5 gNaHCO.gDQO™).

Bengtsson et al. (2008), avaliaram a producdo de AGVs utilizando diferentes
efluentes, com experimentos em bateladas com duragdo de 17 a 56 dias e temperatura
mesofilica. O efluente que apresentou maior grau de acidifi¢do foi o da producdo de
queijo (0,67) com 8 dias, seguido pelo efluente de uma fabrica de papel reciclado, com
0,67 apos 11 dias. A DQO soluvel inicial destes efluentes foi de 4,5 e 7,6 mg.L'l,
respectivamente. Para os efluentes de uma fabrica de papel e celulose, bem como o do
processamento da polpa de celulose, o grau de acididi¢ao foi de 0,56 ¢ 0,55 com 17 dias
para ambos, e com DQO soluvel inicial de 2,3 e 12,9 mg.L'l. Em todos os testes, o pH
foi mantido em 6,0 utilizando NaOH.

Alkaya e Demirer (2011), estudaram a producdo de acidos graxos volateis a

partir da co-digestao anaerobia de efluente proveniente da industrializagdo da beterraba
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e da polpa de beterraba, com variacdes na mistura dos substratos (2:1 e 1:1) e dois
tempos de detencdo hidraulica (2 e 4 dias). Os testes foram realizados em um reator de
mistura completa operado continuamente por 40 dias em temperatura mesofilica. Os
autores obtiveram o maior grau de acidificacdo (0,47) com o reator operando com
tempo de detencio de 2 dias, carga orgnica volumétrica de 5,4 gDQO.L".d" ¢ pH entre

5,7 ¢ 6,8 (sem adigdo de agente tamponante).

A produgdo de AGV a partir de lodo primdrio em diferentes valores de pH foi
estudada por Wu et al. (2010). Para a realizagdo do experimento os autores utilizaram
10 reatores idénticos, os quais foram alimentados com lodo primario com concentragao
de 11 gSVT.L" ¢ 17 gDQO.L™". O ajuste do pH para as faixas desejadas ocorreu por
meio de solugdes de NaOH e HCI. Os pesquisados obtiveram os maiores rendimentos
de AGVs com valores de pH entre 10 e 11 (0,301 e 0,312 gAGVpqo.gSSV,
respectivamente) ap6s 5 dias de experimento. Zhang, Chen e Zhou (2009), avaliando a
producdo de AGV a partir da hidrolise de lodo ativado em condicao mesofilica,
obtiveram resultados similares aos obtidos por Wu et al. (2010), com as melhores
condi¢des para produgdo e acumulo de AGV (principalmente 4cido acético) com um pH
de 9,0 (0,298 gAGVDQO.gSSV_l). Ambos os autores atribuem esses resultados a inibigao

das arqueas metanogénicas nesta faixa de pH.

Os resultados observados nas pesquisas destacadas sugerem que o pH 6timo para
a producdo de AGV ¢ altamente dependente do tipo de substrato utilizado. Em
substratos que ha predominancia de compostos mais complexos, que necessitam ser
hidrolisados, como lodos, manter o pH alcalino auxilia na hidrolise do substrato, o que
facilita a producao de AGV e inibe a produgdo de metano (Zhang et al., 2009). Ja para
substratos oriundos de efluentes, grande parte dos trabalhos indicam que a maior
formagao de AGVs ocorre em faixas de pH entre 5,0 ¢ 6,0. Mesmo com procedimentos
e substratos diferentes, todos trabalhos citados, bem como os resultados obtidos nas
condi¢des V-0B e V-0,1B, possuem predomindncia na formacdo de 4cidos de cadeia

curta (principalmente acético, propidnico e butirico).
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Influéncia da composicao do substrato

Os resultados obtidos onde etanol foi adicionado para verificar maior presenca
de acidos graxos volateis de cadeia média, apresentaram resultados muito similares em
relacdo aos parametros pH, CHy ¢ DQO para as trés condigdes testadas (figura 5-5). O
valor do pH se manteve abaixo de 5,0, com isso ocorreu a inibicdo das arqueas
metanogénicas, favorecendo o acumulo de acidos no sistema. A concentragdo total de
AGVs foi diretamente proporcional a porcentagem adicionada de etanol, com maior

concentragdo na condi¢do V/E 1:1.
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Figura 5-5: Resultados dos parametros pH, DQO, CH4 ¢ AGV monitorados ao longo dos experimentos
realizados no 2° experimento para as condi¢cdes: V/E 1:1 (50% vinhaga e 50% etanol); V/E 3:1 (75%
vinhaga e 25% etanol) e; V/E 9:1 ( 90% vinhaga e 10% etanol).

Além da concentragdo total de AGVs, o grau de acidificacdo calculado com base
no 1° pico de acidos formado para as trés condi¢des, apresentaram correlagdo com a

adi¢do de etanol (tabela 5-3). As condi¢des V/E 1:1 e V/E 3:1 apresentaram grau de
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acidificagdo de 0,72 e 0,54 apo6s 5,6 dias de experimento. A condicio V/E 9:1
apresentou grau de acidificagdao de 0,48, com 4,6 dias. Avaliando os resultados obtidos
nesta etapa, juntamente com o resultado da condi¢do V-0B, ¢ possivel verificar que a
incorporacdo do etanol a vinhaca aumenta a capacidade de formacdo dos acidos no
sistema, em relacdo ao potencial de formagao destes acidos.

Tabela 5-3 Acumulo maximo de acidos graxos volateis (AGV) e grau de acidificagdo, bem como tempo e
o pH em que os valores foram atingidos.

Condicio V/E 1:1 V/E 3:1* V/E 9:1°
Aciimulo méaximo de acidos (gDQO.L™)* 6,42 5,10 4,61
Tempo (d) 5,6 5,6 3,6
pH 4,79 4,73 4,80
Grau de acidificacao 0,72 0,54 0,48

! Vinhaga e etano 1:1; 2, Vinhaga e etano 3:1; 3 Vinhaga e etano 9:1; 4. Diferenga na
concentra¢do de AGV no acumulo maximo e no inicio do experimento.

Avaliando a composi¢do dos acidos formados dentro do grau de acidificacao
obtidos nos dias 5,6 para as condi¢des V/E 1:1 e V/E 3:1, e 3,6 para a condi¢do V/E 9:1
(figura 5-6), observa-se que ha predominancia de acidos de cadeia curta, especialmente
nas condi¢des V/E 1:1 e V/E 3:1, onde a concentragao dos acidos butirico, propionico e

acético sao também diretamente proporcionais a porcentagem adicionada de etanol.
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Figura 5-6: Grau de acidificagdo, com a composi¢ao dos acidos (apresentados em porcentagem) obtidos
no 5,6° dia de experimento para a condigdes V/E 1:1 (50% vinhaga e 50% etanol); V/E 3:1 (75% vinhaca
e 25% etanol) e 3,6° dia para a condi¢ao V/E 9:1 ( 90% vinhaga e 10% etanol).

A concentragdo total de AGVs obtida nas trés condi¢des ndo apresentaram

variagOes significativas apds alcangarem o grau maximo de acidificagdo (figura 5-5),
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contudo, a composi¢cdo dos AGVs formados durante o experimento apresentou grandes
variagcoes at¢ o 8° dia de experimento. Apds este periodo, além de estabilizar a
composicdo, acidos de cadeia média aumentaram a concentracdo. Devido a este fator,
recalculou-se o grau de acidificacdo para as trés condi¢des utilizando o ultimo dia de

experimento (20° dia), como maximo de acidos produzidos (figura 5-7).
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Figure 5-7: Grau de acidificacdo, com a composi¢do dos acidos (apresentados em porcentagem)
obtidos no 20° dia de experimento para a condigdes: V/E 1:1 (50% vinhaga e 50% etanol); V/E 3:1 (75%
vinhaga e 25% etanol) e; V/E 9:1 ( 90% vinhaga ¢ 10% etanol).

Comparando o grau de acidificagdo obtido no inicio (5,6° e 3,6 dias) com o final
do experimento (20° dia), as condi¢cdes V/E 1:1 e V/E 3:1 apresentaram a respectiva
reducdo de 6 e 8%, ja a condi¢do V/E 9:1 reduziu o grau de acidificacdo em 33%. Em
relacdo a composi¢ao dos acidos no 20° dia, observa-se que mesmo com o predominio
dos acidos de cadeia curta, os acidos caproico e valérico ja aparecem com mais
destaque. Quando comparadas as concentracdes dos acidos individuais, dentro do grau
de acidificagdo de cada condi¢cdo, observa-se que a concentragdo dos acidos acético,
propidnico, butirico e caproico € proporcional a relacdo de vinhaga e etanol (figura 7-8).
Outro fator interessante ¢ que em todas as condi¢des o pH foi muito semelhante
(4,79 £ 0,03 no 20° dia), o que mostra que a composicdo dos AGVs formados foi

decorrente da composi¢ao do substrato utilizado.
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Figura 5-8: Porcentagem individual dos 4cidos, dentro do grau de acidificacdo calculado para o
20° dia de experimento, em relacdo a porcentagem de etanol na vinhaca (condigdes: V/E 1:1 (50%
vinhaga e 50% etanol); V/E 3:1 (75% vinhaca e 25% etanol) e; V/E 9:1 ( 90% vinhaga e 10% etanol)).

Segundo Agler et al. (2012) e Steinbusch et al. (2011), a formacdo de acido
caprodico pela incorporagdo de atomos do etanol no acido butirico (processo de oxidagao
B reversa), promove a formacdo de acido acético, o que por sua vez, também ¢
convertido a 4cido butirico pela incorporagdo de mais 2 4tomos de carbono oriundo de
mais uma molecula de etanol. Com este processo de alongamento de cadeia, hd o
aumento simultaneo das concentragdes dos acidos acético, butirico e caproico dentro do
sistema, o que corresponde aos resultados obtidos no final do 2° experimento

(especialmente V/E 1:1).

Alguns trabalhos especificos para a producdo de 4cidos de cadeia média,
mostram que além da adig¢do do etanol, o pH e as bactérias presentes no sistema também
influenciam na producdo destes acidos, especialmente o acido caproico. Grootscholten
et al. (2013) estudaram o alongamento de cadeia a partir de acetato e etanol (3,1 ¢
5gDQO.L", respectivamente) em um filtro anaerdbio inoculado com biomassa
proveniente de um reator anaerébio de mistura completa, utilizando BESA para a

inibicao da metanogénese.

Durante a operacao do reator, o pH foi ajustado a uma faixa de 6,5 a 7 com uma
solucao de hidroxido de sédio. Os autores obtiveram uma taxa maxima (e estavel) de
produgio de 15,7 g.L".d" de 4cido capréico. Além disso, o acido caprilico também foi
produzido, a uma taxa maxima de 0,9 g.L"'.d'. Nos experimentos realizados por
Vasudevan et al. (2014), com uma mistura de acido acético e etanol (relagdo 1:1), em

um sistema de biorreator integrado com syngas, a producdo de &cido butirico foi
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predominante em relagdo aos outros acidos (88% da DQO aplicada), com apenas 9,6%
da DQO aplicada sendo convertida a acido caprdico. Neste caso, o biorreator foi

operado com carga organica volumétrica de 45 gDQO.L™.d"' ¢ pH de 5,4.

Kenealy, Cao e Weimer (1995) utilizaram uma mistura de bactérias ruminais
celulosica com a bactéria Clostridium kluyveri, afim de verificar a formagdo do acido
capréico. Os autores obtiveram rendimento maximo de 2,6 g.L"' de 4cido butirico e
4,6 gL' de acido caproéico, utilizando uma mistura com 6 gDQO.L" de celulose e
4.4 gDQO.L'1 de etanol, ¢ mantendo o pH em 6,8. Weimer et al. (2015), utilizando a
mesma mistura de microrganismos, realizaram experimentos em bateladas, afim de
aumentar a produgdo dos acidos caproico e valérico em periodos curtos. Como
substrato, os autores utilizaram biomassa celuldsica e etanol, e obtiveram rendimento de
4,9 6,1 g.L"! de 4cido caproico com um periodo de 2 a 3 dias de incubagdo. O pH variou

de 6,8 (inicial) para 5,9 ap6s 24 horas.
CONCLUSOES

Utilizando diferentes concentracdes de NaHCO3, o maior grau de acidificacao
obtido foi na condi¢do utilizando somente vinhaca (V-0B), com 0,38 apds 8 dias,
seguido da condigdo V-0,1B (vinhaca com 0,1 gNaHCO;.gDQO™) com 0,33 apos 13
dias. Em geral, o grau de acidificag¢do para este efluente aumentou com uma redugdo do
pH. Em ambas as condi¢des houve predominancia na producdo de 4cidos de cadeia
curta, principalmente o acético e o propionico ¢ o pH manteve-se abaixo de 5,0. Para as
condi¢des V-0,3B ¢ V-0,5B (0,3 ¢ 0,5 gNaHCO;.gDQO™), a concentracio adicionada
de NaHCOs foi suficiente para manter o pH, favorecendo a produgdo de metano e a
remocdo de DQO. O grau de acidificagdo obtido para estas condi¢gdes foi de 0,11 para
V-0,3B ¢ 0,15 para V-0,5B obtidos no 4° dia de experimento. A composi¢ao dos acidos

produzidos apresentou maior variabilidade em relagao as condi¢des V-0B e V-0,1B.

Nos experimentos utilizando etanol como co-substrato ocorreu o acumulo de
acidos em todas as condic¢des. O grau de acidificacdao obtidos no inicio do experimento
(dias 5,6 e 3,6), foi proporcional a porcentagem de etanol adicionada (0,72, 0,54 ¢ 0,48
para as condicoes V/E 1:1, V/E 3:1 e V/E 9:1, respectivamente), com predominancia de
acidos de cadeia curta. Recalculando o grau de acidificagdo utilizando o ultimo dia do

experimento como producdo méaxima de acidos (20° dia), verificou-se a formagdo de
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acidos de cadeia média (especialmente os acidos caproico e valérico). As porcentagens
dos &cidos acético, propidnico, butirico e caproico, dentro do grau de acidificagao,

foram diretamente proporcionais a relacdo vinhaga/etanol.
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DISCUSSAO GERAL E
CONCLUSOES

Justificativas

O Brasil ocupa posi¢do de destaque com a producao de etanol a partir da cana-
de-acucar, visto que se trata de uma matéria-prima renovavel, com produtividade
relativamente alta em relacdo as outras matérias-primas para biocombustiveis.
Contudo,a cadeia produtiva da industria sucroalcoleira gera grandes quantidades de
residuos, dentre eles a vinhaga, que constitui um grave problema ambiental, quando
disposta de maneira incorreta. A vinhaca ¢ obtida apos destilagdo do etanol, onde sao
gerados cerca de 10 a 15 litros para cada litro de etanol produzido. O destino mais
comum desse residuo liquido ¢ a sua aplicacdo no solo como adubo para o cultivo da
cana (processo conhecido por fertirrigacdo), devido ao alto teor de nutrientes
(principalmente potassio). Do ponto de vista econdmico, esta aplicacdo representa a
solugdo mais barata e mais simples para a descarga de efluente, entretanto com base no
grande volume gerado, e em outras caracteristicas deste efluente, como o pH écido e a
alta concentragdo de matéria organica, esse procedimento pode apresentar riscos

ambientais.

Devido 4s caracteristicas da vinhaca, uma alternativa que pode ser utilizada ¢ a
digestao anaerdbia. Esse processo além de reduzir o teor de matéria organica, mantém
os nutrientes e neutraliza o pH, reduzindo assim os riscos ambientais, além de produzir
energia em forma de biogas. Entretanto, devido ao fato de ser um efluente acido, e a
metanogénese (ultima etapa da digestdo anaerdbia responsavel pela formagdo do
metano) ser restrita ao pH neutro, ¢ necessaria a utilizagdo de produtos que neutralizem
e estabilizem o pH da vinhaga (agentes tamponantes) e viabilize a producdo de biogas.
Por outro lado, devido a estas mesmas caracteristicas, torna-se interessante verificar o
potencial de geracdo de 4cidos organicos, formados nas fases intermediarias da digestao

anaerobia, visto que as etapas intermedias ndo sdo tdo restritas ao pH neutro.
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Considerando estes aspectos, os experimentos foramrealizados no intuito de:
1)Verificar a utilizagdo de alguns produtos como agentes tamponantes, visando a
producdo de biogés pela digestdo anaerdbia da vinhaca. ii) Avaliar o potencial geragao
de 4cidos organicos, produzidos na fase intermedidria da digestdo anaerdbia

(acidogénese) da vinhaga.
Producio de biogas

Para viabilizar a producdo de biogds a partir da vinhaga, foram verificadas
algumas alternativas para tentar elevar o pH deste efluente e fornecer alcalinidade ao
meio. No capitulo 2, ¢ apresentada a hipotese de desenvolver um clico integrado de
digestdo anaerobia da vinhaga com o cultivo de microalgas, e utilizar o sobrenadante
resultante apds a separacdo das microalgas como meio de neutralizar o pH da vinhaga.
Esta ideia se deve ao fato que durante o crescimento, as microalgas tem por
caracteristica elevar o pH do meio. Outra hipotese seria a utilizacdo da suspencao de
microalgas, o que além de elevar o pH, aumentaria o potencial de geragdo de metano
pela co-digestdio com a vinhaga. Em outros dois capitulos (3 e 4) foi utilizado
bicarbonato de so6dio para estabilizar e tamponar o pH. Este composto ¢ amplamente
utilizado em experimentos de bancada, devido ao fato de adicionar alcalinidade direta
ao meio. Também nos capitulos 3 e 4, foi estudada a utilizacdo da ureia como fonte
indireta de alcalinidade, visto que este composto ao ser hidrolisado libera aménia e CO,,
entdo bicarbonato de amodnia. Assim como a ureia, outra op¢ao alternativa ¢ utilizagao
de pedras de calcario, as quais sdao hidrolisadas lentamente liberando bicarbonato ao

meio (alternativa estudada por outros pesquisados no laboratério de efluentes — UFMS).

A alternativa da utilizagdo do sobrenadante resultante do cultivo de microalgas,
apresentada no capitulo 2, mostrou-se ineficiente com os experimentos realizados.
Mesmo com pH elevado, o sobrenadante apresentou alcalinidade muito baixa (apenas
350 mgCaCO3.L™"), o que o torna inadequado para ajudar a estabilizar o pH durante a
digestdo anaerobia da vinhaga. Da mesma forma, os resultados dos experimentos com a
suspensao de microalgas mostrou que, mesmo contendo alcalinidade total alta, a
suspensao nao foi suficiente para estabilizar o pH durante a co-digestdo com a vinhaga,
sendo necessaria a adicdo de outros produtos (como NaHCOs;) que auxiliem na

estabilizacao do pH.
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O NaHCO; foi empregado de duas formas: i) juntamente com a ureia em
experimento continuo apresentado no capitulo 3 (reator operado em duas fases, na fase
I com ureia e NaHCOs e na fase Il somente com ureia) e; ii) sozinho em testes em
bateladas utilizando vinhaca e glicose apresentados no capitulo 4. Os resultados obtidos
para todos os experimentos apresentaram estabilidade no pH, eficiéncia na remogao de
DQO, com consequente formagao de metano e concentragdes elevadas de alcalinidade
(especialmente bicarbonato). As relagdes entre alcalinidade intermediaria e bicarbonato
(AI/AB) apresentaram valores inferiores a 0,3 o que indica estabilidade no sistema.
Estes resultados sdo relacionados ao fato do NaHCO; adicionar alcalinidade diretamente
no sistema, deste modo, mesmo que ocorra acimulo de AGVs, a alcalinidade presente ¢
capaz de neutralizar os efeitos destes na estabilizacdo do pH e produgdo de biogas.
Mesmo apresentando eficiéncia no tamponamento durante a digestdo anaerdbia da
vinhaca, quando considerado a aplicagdo em escala real para geracdo de biogas, a

utilizagdo do bicarbonato torna-se inviavel devido ao seu custo ser elevado.

A ureia como agente tamponante alternativo, apresentou resultados distintos em
todos os experimentos realizados. Os resultados obtidos no primeiro experimento em
batelada apresentado no capitulo 3, mostraram que este composto ao ser adicionado a
digestdo anaerdbia, ¢ hidrolisado formando amodnia e CO,. Esta reacdo ocorre
independente da carga organica aplicada no sistema. Entretanto, a elevagdao e
estabilidade do pH, ¢ diretamente relacionada a carga organica, deste modo, a aplicagdo
da ureia deve ser feita em relagdo a concentracdo de DQO aplicada. Com isto, obteve-
se a relagdo de 0,22 gUREIA.gDQO™ a ser utilizada para a digestdo anaerdbia da
vinhaga. Avaliando a aplicacao desta relagdo em um experimento continuo, verificou-se
que, mesmo com o pH neutro, a eficiéncia do reator na remocao de DQO e consequente
formacao de biogas foi reduzida, resultando em um actimulo de acidos intermediarios
(AGV). Para os experimentos em bateladas mostrados no capitulo 4, os resultados da
aplicacdo de ureia para a digestdo anaerobia da vinhaga variaram de acordo com a
biomassa utilizada. Para a biomassa “B”, oriunda da estacdo de tratamento de efluentes
de uma fabrica de levedura, os resultados mostraram que houve formagdo de
alcalinidade, especialmente a bicarbonato, mantendo o pH estavel, com produgdo de
metano ¢ remog¢ao de DQO. Para a biomassa “A”, oriunda da estagdo de tratamento de

efluentes de fabrica de levedura, ocorreu a reducdo na producdo de metano e remogao
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de DQO, culminando no aciimulo de 4cidos no sistema, especialmente acetato, resultado

similar aos obtidos no experimento continuo apresentado no capitulo 3.

Avaliando os microrganismos presentes nos experimentos utilizando ureia e
vinhaga, especialmente as arqueas metanogénicas, verifica-se que nas condigdes em que
houve reducdo na produg¢dao de metano, havia predominio de bandas pertencestes as
arqueas acetotroficas, enquanto que para a condicdo que manteve eficiente a produgao
de metano (biomassa “B”, capitulo 4) havia grande diversidade de géneros, com
arqueias pertencentes aos trés niveis fisiologicos (metilotroficas, hidrogenotroficas e
acetotroficas). Estes resultados influenciam diretamente na eficiéncia dos sistemas, pois
arqueas acetotroficas, sdo mais sensiveis a alteracdes no sistema, bem como a
concentragoes elevadas de acido acético(van Haandel et al., 2013; Fredriksson et al.,
2012). Além disso, o género Methanotrix (presente no reator apresentado no capitulo 3)
possui com caracteristica a utilizacdo do bicarbonato e acetato como substrato na
formag¢do de metano e maior sensibilidade a presenga de amoénia no meio, o que
contribuiu para a redugdo na producdo de metano, com consequente aumento da

concentracao de acidos intermediarios.

Considerando estas informagdes, posse afirmar que a utilizagdo da ureia ¢ mais
eficiente em sistemas onde a principal via de formacdo de metano ¢é realizada por
arqueas hidrogenotroficas. Em sistemas em que a via de formagao de metano referencial
¢ por arqueas acetotroficas, ha a necessidade de um tempo longo para a adaptagdo do

sistema.
Potencial de geracao de acidos organicos.

Além das caracteristicas de baixo pH e elevada concentracio de matéria
organica, a dificuldade em estabilizar o sistema viabilizando a produ¢ao de biogas com
baixo custo, tornam a producdo de acidos organicos intermediarios da digestao
anaerObia ainda mais interessantes. Considerando que o0s microrganismos
metanogénicos sdo restritos ao pH neutro, enquanto as bactérias responsaveis pelas
etapas anteriores da digestdo anaerobia (especialmente pela producdo de acidos) sdo
menos susceptiveis a mudangas no pH, a vinhaca pode apresentam vantagens em
relagdo a producao e acumulo de &cidos. Devido ao baixo pH ocorre a inibicao natural

da atividade metanogénica, sem que haja a necessidade de adicionar algum produto,
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reduzindo assim os custos de operacdo do sistema. Diante disso, foram realizados
experimentos para verificar o potencial de producao e a composicao dos acidos formado

na digestdo anaerdbia da vinhaga.

Avaliando somente a vinhaca (sem adi¢do de agente tamponante) e com a adicao
de diferentes dosagens de bicarbonato de sdédio (NaHCOs), o maior grau de acidificagdo
foi observado para a condi¢do utilizado somente vinhaga (38% de acidifica¢do apos 8
dias), seguido da com vinhaga e 0,1 gNaHCO3.gDQO (33% de acidificagdo apos 13
dias). Em ambas as condi¢des, o pH manteve-se abaixo de 5,0, e houve predominancia
na producdo de acidos de cadeia curta, principalmente o acético e o propidnico. Nas
condigdes em que foram utilizados vinhaga com 0,3 e 0,5 gNaHCO;.gDQO, o pH se
manteve neutro, o que possibilitou a remog¢do de DQO e formagdo de metano. Em
decorréncia disso, o grau de acidificagdo obtido para estas condi¢des foi baixo, com 11
e 15% (com 0,3 e 0,5 gNaHCO;.gDQO, respetivamente). Nestas condi¢des observou-se

uma maior diversidade na composi¢ao dos acidos.

Devido as propriedades fisicas, os acidos graxos de cadeia média possuem
vantagem em relagdo aos acidos de cadeia curta, na utilizacdo em processos industriais.
Isso se deve ao fato de que acidos com 6 ou 8 4tomos de carbono (caproéico e caprilico)
tem uma maior cadeia carbdnica hidrofébica e uma menor relagao oxigénio/carbono, o
que aumenta a densidade energética das moléculas e faz com que a separagdo do meio
de fermentagdo seja mais facil, reduzindo o custo de producdo (Steinbusch et al., 2011).
Uma forma de se direcionar a produgdo de acidos para os de cadeia média ¢ a adicdo de
etanol no meio. Este composto pode atuar como doador de atomos de carbono, os quais
sao ligados aos acidos de cadeia curta pelo processo de alongamento de cadeia. Para
verificar o potencial de formagdo de acidos de cadeia média a partir da vinhaga, foi
realizado um experimento com diferentes propor¢des de vinhaga e etanol (1/1, 3/1 e
9/1), sem a adi¢do de agentes tamponantes. Com os resultados obtidos, foi possivel
verificar que a formagdo de acido caprdico ¢ diretamente proporcional a relagdo de
etanol utilizada. Mesmo com esta relagdo, a concentragao deste acido foi baixa, com
9,3% do total de 4cidos produzidos, obtendo destaque apds 20 dias do inicio do

experimento.
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Conclusoes gerais

Dos produtos estudados para neutralizar o pH do sistema, visando a producao
de biogas, o mais eficiente foi 0 NaHCOs. Entretanto, a utilizagdo deste em escala real

torna-se inviavel devido ao alto custo deste produto.

A ureia mostrou-se eficiente para manter o pH neutro e formar alcalinidade total
durante a digestdo anaerobia da vinhaca, quando utilizado uma relagdo entre 0,22 a
0,30 gUREIA.gDQO™. Entretanto, ha a necessidade de um tempo longo de adaptagio a
este composto quanto a via preferencial de formagao de metano na biomassa utilizada ¢
pelas arqueas acetotroficas, visto que as mesmas sao mais susceptiveis a alteragdes no
meio. Utilizando como indculo uma biomassa com grande diversidade de géneros
(arqueas metilotroficas, hidrogenotrdficas e acetotréficas), a ureia mostrou-se mais

eficiente na estabilizagdo do processo e consequente produgdo de biogas.

A utilizacao do meio de cultivo ou a suspensao de microalgas em ciclo integrado
com a vinhaga, mostrou-se ineficiente para neutralizar o pH do meio, visto que, mesmo

com o pH basico, ndo possuem alcalinidade suficiente para neutralizar o pH da vinhaga.

Aproveitando as caracteristicas naturais da vinhaga para a produgdo de acidos
intermediarios, verificou-se que o predominio de acidos de cadeia curta, especialmente
0 acético e propidnico. Contudo, o grau maximo de acidificacdo obtido utilizando

somente vinhaga foi de 38%.

A adicdo de etanol a vinhaga para viabilizar a produgdo de acido caproéico, pelo
processo de alongamento de cadeia, mostrou-se eficiente no aumento grau de
acidificacdo do meio, porém a formacgdo de acido caprodico foi baixa, com apenas 9,2%
do potencial. Este fato pode ter sido influenciado pela falta de etanol no meio, visto que

ocorreu aumento na producao dos acidos acético e butirico.
Recomendacoes

A ureia pode ser considerada uma opg¢do com menor custo para neutraliza¢do do
pH viabilizando a produgdo de biogads pela digestdo anaerdbia da vinhaga, quando
comparada a produtos tradicionais como o bicarbonato. Contudo, ainda sao necessarios

alguns estudos que comprovem a interacdo e mudancas ocasionadas por este composto

90



Discussao geral e conclusdes

nos organismos anaerdbios, especialmente as arqueas metanogénicas. Recomenda-se a
realizagao de experimentos em batelada, como testes de crescimento, que permitam
avaliar o comportamento dos microrganismos, utilizando como inéculo diferentes
biomassas (com organismos acetotroficos e hidrogenotroficos) e monitorando a

composi¢ao e atuagdo dos microrganismos até o final do processo.

Outra recomendacao para confirmar a viabilidade da utilizagdo da ureia como
tamponante ¢ a operacdo de reator continuo por um periodo maior, ou até a
estabilizacdo do mesmo, visto que nos resultados obtidos neste trabalho ndo foram

completos para afirmar o tempo necessario para a adaptagdo do sistema a ureia.

Visando a producao de acidos, ha necessidade de investigagao mais aprofundada
para verificar o real potencial e a viabilidade econdmica da utilizacdo da vinhaga.
Sugere-se a realizacdo de experimentos complementares com o etanol afim de produzir
acidos de cadeia média, com propor¢des maiores que as testadas neste trabalho, como
por exemplo 2:1 de etanol e vinhaca. Além disso, a adi¢do de outros efluentes de
acidificacdo rapida (como a manipueira) a vinhaga como co-substrato, podem ser
interessantes economicamente, visto que o custo da adi¢do de efluente ¢ inferior ao

etanol.
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Anexo

ANEXO 1

Coleta, armazenamento e caracterizacao dos lotes de vinhaca

utilizados nos experimentos

Para a realizagdo dos experimentos descritos nos proximos capitulos foram
utilizados trés lotes de vinhaga, oriundas de diferentes usinas situadas no estado de
Mato Grosso do Sul. Os lotes de vinhaca foram identificados de acordo com a unidade
produtora de etanol de origem, sendo eles: A — Proveniente de uma usina produtora de
etanol, situada no municipio de Fatima do Sul; B — Usina produtora de acucar e etanol
situada no municipio de Sidrolandia e; C — Usina produtora de etanol situada no

municipio de Nova alvorada do Sul.

Em todos os lotes, a vinhaga, cuja temperatura era torno de 100°C, foi coletada
diretamente na saida do tanque de destilacdo utilizando tambores com capacidade de 60
litros. Em seguida, a mesma era transportada até o laboratorio de efluentes (LabE).
Apos resfriar naturalmente, a vinhaca era homogeneizada e distribuida em garrafas de
polietileno terephthalato (PET) e armazenada a uma temperatura de -18 °C até a sua

utilizagdo.

Durante a distribui¢do em garrafas, trés amostras de cada lote eram separadas
aleatoriamente para a obtengao dos seguintes paramentos fisico-quimicos: pH (4500-H+
- B); Demanda quimica de oxigénio (DQO) total e soluvel (5220 - C); Série de Sélidos
(Solidos Totais, Solidos Volateis Totais, Solidos Fixos Totais, Solidos Suspensos,
Soélidos Suspensos Volateis e Solidos Suspensos Fixos) (2540-D); nitrogénio total
(4500-C); nitrogénio amoniacal (4500-NH; B); fosforo (valor obtido pela andlise
defosfato total (4500-P - D)); sulfeto (4500- S*-F) e; sulfato total (4500-SO4> - E). A
preservacdo das amostras, assim como as analises, foi realizada conforme técnicas
preconizadas pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005).

A tabela 7-1 apresenta os resultados obtidos para a caracterizagdo realizada.
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Tabela 7-1: Caracteristicas fisico-quimicas dos trés lotes de vinhaga utilizados nos

experimentos.
. ) Resultados
Parametro Unidade R 72 &

pH - 3,41+0,10 3,20+£0,05 3,76 £0,07
DQOouai g0,.L"! 18,8+ 0,9 21,5+0,5 18,1 £1,0
DQOs1ivel g0, L"! 15,8+ 0,4 17,7+0,3 15,9+ 0,6
Sélidos Totais gL' 18,2+0,3 248+1.2 21,6 0,5
Soélidos Volateis Totais gL’ 13,6 £0,2 20,9+ 0,4 17,2+0,3
Sélidos Fixos Totais gL' 4,6+0,1 3,9+0,6 44+0,2
Soélidos Suspensos g.L'l 16,0 £ 0,7 22,24+ 0,8 18,2+0,2
Sélidos Suspensos Volateis g.L'1 11,5+0,3 17,8 £0,5 13,6 £0,4
Solidos Suspensos Fixos gL' 44+0.2 44+0,3 4,5+0,6
Nitrogénio total mgN.L" 440+ 5 335+5 415+7
Nitrogénio Amoniacal mgNH3-N.L"1 72,5+3,1 61,7+2,8 75,0+ 3,5
Fosforo mgPZOS.L" 57,8 0,9 454+1,2 13,7+£0,7
Sulfeto mgSz'.L'1 143,0+ 16 169,0 + 34 148,0 + 12
Sulfato mgSO,~.L ™" 1190 + 35 1080 + 25 1240 + 35

"' - Vinhaga de mosto de caldo proveniente de uma usina produtora de etanol, situada no municipio de
Fatima do Sul; > — Vinhaga de mosto de caldo misto, proveniente de uma usina produtora de acticar e
etanol situada no municipio de Sidrolandia e; * — Vinhaga de mosto de caldo, proveniente de umausina no

municipio de Nova alvorada do Sul.
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