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“Aonde fica a saida?” Perguntou Alice ao gato que ria.
“Depende”, respondeu o gato.
“De qué?”, replicou Alice.

“Depende de para onde vocé quer ir...’

(Alice no pais das maravilhas)



RESUMO

A Moringa oleifera é uma arvore considerada excelente fonte nutricional e coagulante, tendo
sua semente utilizada como extrato aquoso no auxilio de tratamentos anaerobios de efluente. A
digestdo anaerdébia é um processo realizado por grupos de microrganismos que atuam na
auséncia de oxigénio convertendo compostos organicos complexos em biogas. Para
potencializar a producdo de metano nos tratamentos anaerébios podem ser realizados ensaios
de atividade metanogénica especifica (Ame) com a finalidade de verificar a capacidade dos
microrganismos em converter compostos organicos em metano. O presente estudo objetivou
avaliar o efeito de diferentes concentracdes do extrato da semente de Moringa oleifera em um
lodo anaerébio. A forma como os ensaios de atividade metanogénica especifica sdo realizados
foi revisado, afim de determinar um protocolo e as varidveis mais interferentes. As variaveis
selecionadas foram testadas para obter os melhores valores de Ame, foi avaliado como fonte de
substrato, acido acético, um mix de acidos acético, propiénico e butirico, nas concentracdes de
500, 1000 e 2000 mgO; L, diferentes relacdes substrato /microrganismos no intervalo de 0,2
a4 g0, gSVTY, pH no intervalo de 4 a 10 e agitacéo de 0, 40, 70 e 100 rpm. Posteriormente
foi aplicado o extrato de 2,5mg do pé da semente de Moringa oleifera por litro de agua destilada
nas concentragBes de 0,5, 1 e 2 mL L™ para a andlise de sua interferéncia na Ame. Foram
conduzidos também, concomitante, dois ensaios controle, um com acréscimo de meio nutriente
e sem extrato de Moringa oleifera e outro sem meio nutricional e sem extrato. Foi considerado
acido acético como substrato na concentragdo de 1000 mgO: L%, na relagdo
substrato/microrganismo de 0,5 gO, gSVT?, pH 8 e agitacdo de 40 rpm. Os resultados
mostraram que, apesar de ndo ter diferenca significativa entre as diferentes concentracgdes, a
concentracdo de 1,0mL L de extrato beneficia a velocidade de reacio dos reatores bem como
a degradacdo da matéria organica, sendo que o0 excesso de extrato pode inibir o metabolismo
microbiano. O extrato de Moringa oleifera pode ser utilizado como fonte nutricional para a
digestdo anaerdbia, substituindo fontes de nutrientes quimicas de alto custo. A ndo utilizacéo
de um meio nutriente pode afetar o processo de digestdo anaerobia inibindo a producao de
metano.

Palavras-chave: biogés, digestdo anaerdbia, metano, Moringa oleifera, nutriente.



ABSTRACT

Moringa oleifera is a tree considered an excellent nutritional and coagulant source, with its seed
used as an aqueous extract to aid anaerobic effluent treatments. Anaerobic digestion is a process
carried out by groups of microorganisms that act in the absence of oxygen, converting complex
organic compounds into biogas. To enhance methane production in anaerobic tretments,
specific methanogenic activity (Sma) testes can be carried out in order to convert organic
compounds into methane. The present study aimed to evaluate the effect of different
concentrations of Moringa oleifera seed extract in an anaerobic sludge. The way specific
methanogenic activity assays are carried out was reviewed in order to determine a protocol and
the most interfering variables. The select variables were tested to obtain the best Sma values,
acetic acid, a mix of acetic, propionic and butyric acids, at concentrations of 500, 1000 and
2000 mgO2 L, different substrate/microorganisms in the range of 0.2 to 4 gO2 gVST?, pH in
the range of 4 to 10 and agitation of 0, 40, 70 and 100 rpm. Subsequently, an extract of 2.5 mg
of Moringa oleifera seed powder was applied per liter of distilled water at concentrations of 0.5,
1 e 2 mL L? to analyze its interference with Sma. Two control trials were also conducted
concomitantly, one with the addition of nutrient medium and without Moringa oleifera extract
and the other without nutritional medium and without extract. Acetic acid was considered as
substrate at a concentration of 1000 mgO- L, at a substrate/microorganism ratio of 0.5 gO2
gVST-1, pH 8 and agitation at 40 rpm. The results showed that, despite there being no
significant difference between the differet concentrations the concentration of 1.0 mL L™ of
extract benefits the reaction speed of the reactors as well as the degradation of organic matter,
and excess extract can inhibit microbial metabolism. Moringa oleifera extract can be used as a
nutritional source for anaerobic digestion, replacing high-cost chemical nutrient sources.
Failure to use a nutrient medium can affect the anaerobic digestion process, inhibiting methane
production.

Key-words: biogas, anaerobic digestion, methane, Moringa oleifera, nutrient.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Moringa oleifera é uma arvore originaria da india e sul do Himalaia, hoje ja
difundida em diversas regides do mundo e em toda a América do Sul, tendo se adaptado bem
ao clima tropical. E conhecida pelo seu alto valor nutricional e capacidade coagulante, podendo
aproveitar todas as suas partes como fonte de nutriente, o que vem sendo utilizado amplamente
pelo mundo afim de melhorar a satde e combater a desnutricdo em regides mais pobres. Como
coagulante é utilizado sua semente, sendo ja h4 algum tempo empregada em regides mais
escassas da Asia, Africa e Nordeste brasileiro, afim de tratar a 4gua de consumo das
comunidades.

Outra utilizagdo das sementes de Moringa oleifera s&o como auxiliares no
tratamento anaerdbio de diversos efluentes. A semente dessa &rvore é transformada em extrato
aquoso e utilizado para melhorar a coagulacdo dos sélidos e diminuir a carga organica nos
tratamentos. Compostos quimicos ja sdo utilizados como coagulantes nos tratamentos
anaerdbios de diferentes efluentes, porém séo considerados economicamente inviaveis e com
grande potencial de poluicdo ambiental.

A digestdo anaerdbia é o processo pelo qual ocorre a conversdo da matéria organica
complexa em metano, gas carbbnico, gas sulfidrico, ambnia e dgua por meio de grupos de
microrganismos que atuam na auséncia de oxigénio. E utilizada para tratamento de 4guas, para
reuso ou descarte e pds tratamento de efluentes, sendo viavel para degradar uma gama de
residuos organicos, como restos de culturas agricolas, dejetos animais e humanos, lixo urbano
e lodos de ETEs. O processo de conversao de matéria organica em biogas pode ser dividido em
diversas rotas metabolicas com a atuacdo de microrganismos com comportamentos fisioldgicos
diferentes, a saber, hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.

Para que o processo de digestdo anaerdbia tenha maxima eficiéncia para a producgéo
de gas metano é importante conhecer a capacidade que 0s microrganismos anaerobios possuem
em degradar os compostos organicos e transforméa-los em biogas. Esses microrganismos estdo
presentes no lodo que podera ser utilizado como indculo na digestdo anaerobia e, séo eles que
determinardo a eficiéncia do sistema. Para conhecer melhor esses microrganismos e sua
capacidade de degradacdo pode ser realizado ensaios de atividade metanogénica especifica
(Ame). Os ensaios de Ame sdo realizados em laboratério, sob condi¢es controladas, sendo
necessario testes para compreender como € o comportamento de determinado indculo sob
diferentes condicdes. Por se tratar de bactérias produtoras de biogas alguns fatores séo

determinantes para favorecer a maior eficiéncia de producdo das mesmas, tais como:
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temperatura, substrato, nutrientes, volume de headspace, agitacdo, pH, vedagéo do recipiente,
entre outros.

Para a realizacdo dos testes de Ame ndo ha metodologia padrdo definida na
literatura, porém conhecer o lodo a ser utilizado como indculo na digestdo anaerdbia é
diferencial para os resultados obtidos. Ter maior nimero de microrganismos capazes de
converter matéria organica em metano, maior quantidade de nutrientes benéficos a essas
bactérias, bem como a capacidade de formacdo de granulos do mesmo. Tendo isso, a
possibilidade de influenciar positivamente essa conversdo com a insercdo de um composto
natural como o extrato de Moringa oleifera se faz interessante, ndo s6 pela provavel melhora
no start-up do reator, mas também pelo suporte nutricional que a mesma pode oferecer.

Diante do exposto, 0 presente estudo teve o intuito de avaliar se o extrato da semente
de Moringa oleifera pode dar o suporte nutricional ao processo de digestdo anaerdbia, bem
como se diferentes concentragdes interferem na Ame. Para isso foram realizadas trés etapas,
sendo a primeira uma reviséo de literatura para fazer um levantamento dos métodos utilizados
e quais variaveis interferentes no sistema, a segunda para determinar os valores das variaveis
interferentes a serem utilizadas e a terceira etapa foi realizada para determinar se a utilizacéo
de extrato de Moringa oleifera interfere nos valores da Ame e na degradagdo da matéria

organica.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho foi verificar se o extrato da semente de Moringa
oleifera interfere na degradacdo da matéria organica e na atividade metanogénica especifica de

um lodo anaerdbio.

2.2 Objetivos especificos
Para realizar o objetivo geral foi necessario:

e Revisar a literatura referente a importancia da Moringa oleifera e sua utilizacdo e
interferéncia na digestdo anaerobia, bem como na Atividade Metanogénica Especifica
(Ame), afim de determinar o quais variaveis mais interferentes para o processo;

e Determinar os valores de algumas variaveis consideradas de interesse que sao

fundamentais para a Atividade Metanogénica Especifica, para isso foram testados:
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fontes de substrato (acido acético, mix de acidos acético, propidnico e butirico, meio
complexo), nas concentragdes de 500, 1000 e 2000 mgO, L, relacdo substrato
microrganismo de 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 € 4,0 gO2 gSVT L, pHs de 4,5, 6,7, 8,9
10, e agitacdo de 0, 40, 70 e 100 rpm.

Investigar a influéncia da concentracdo do extrato de semente M. oleifera na Ame e nos
parametros cinéticos de degradacdo de matéria organica, considerando as variaveis ja

pré definidas.



CAPITULO 1: ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA: REVISAO

14
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Protocolos e variaveis interferentes para a determinacio da atividade metanogénica
especifica: Revisao

Izabela Paiva Martins?, Gustavo Mockaitist

1 Faculdade de Engenharia Agricola. Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP

Resumo

Os protocolos de procedimento para determinacdo da atividade metanogénica especifica nao
sdo padronizados, sendo realizados com diferentes concentracGes de fontes de carbono e em
diversas condi¢des experimentais. O objetivo deste artigo é apresentar uma revisao de literatura
referente aos diferentes métodos de leitura do biogas, a interferéncia de variaveis como pH,
fonte de nutrientes, substrato e concentracdo e agitacdo, bem como as diferentes condicdes
experimentais voltadas para a determinacdo da atividade metanogénica especifica para
diferentes lodos anaerdbios. O indculo utilizado em testes de atividade metanogénica especifica
sdo de diferentes procedéncias, sendo assim, possuem diversos microrganismos e diferentes
nutrientes que podem favorecer ou prejudicar o processo da digestdo anaerobia. Além disso, a
determinacdo e classificacdo do biogas produzido pode ser realizada de formas variadas a
depender da condicéo experimental. Por esse motivo a determinacéo definitiva de um protocolo,
seja para conducdo dos ensaios de atividade metanogénica especifica ou para conducgédo dos
ensaios, € dificultada, permanecendo na literatura sem um padréo definido.

Palavras-chave: atividade metanogénica especifica, digestdo anaerdbia, metano.

1 Introdugéo

A atividade metanogénica especifica (Ame) é a maxima capacidade que um lodo
anaerdbio possui em converter compostos organicos em biogas, sendo dependente de bactérias
metanogénicas e de substratos convertidos a metano por essas bactérias (AQUINO et al., 2007,
DOLFING; BLOEMEN, 1985). Os ensaios de Ame s&o realizados por meio de testes
laboratoriais, em ambiente controlado, utilizando reatores em batelada. O célculo é feito
medindo a taxa de producdo de metano, por unidade de biomassa (SSV ou SVT) e unidade de
tempo.

O monitoramento dos microrganismos responsaveis pela producdo de metano é
importante para determinar a capacidade de tratamento de alguns efluentes, fazendo-se
necessaria a medicdo da producdo maxima de metano. Ao conhecer a Ame de determinado lodo
é possivel estabelecer a méxima remocéo de DQO da fase liquida, tornando possivel determinar
a quantidade minima de lodo a ser mantida no reator para que determinada carga organica seja
removida (AQUINO et al., 2007; SOUTO et al., 2010).

O teste de Ame pode ser utilizado para quantificar a atividade metanogénica de um

lodo, monitorar mudancgas de atividade do lodo, estabelecer o grau de degradabilidade de
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diversos substratos, avaliar o comportamento de biomassas em diversas situacdes, avaliar
parametros cinéticos e determinar toxicidade de compostos quimicos presentes em residuos
liquidos e solidos (CHERNICHARO, 2016).

Os protocolos para determinacdo da Ame diferem tanto nos procedimentos para
incubacédo do lodo como para a quantificacdo do metano produzido. Como ndo ha padrdo para
a determinacdo da Ame, a International Water Association (IWA) criou um grupo de
especialistas com a finalidade de padronizar diversos protocolos, dentre eles a Ame. Porém, até
hoje ndo ha consenso de um método Unico capaz de determinar a atividade metanogénica
(AQUINO et al., 2007).

Diante disso, o objetivo deste trabalho é fazer um levantamento bibliogréfico sobre
os diferentes métodos utilizados para quantificacdo e qualificagdo do biogas em ensaios de
Ame, bem como apresentar a interferéncias de diferentes varidveis na atividade metanogénica

especifica.

2 Método Geral: conducéo experimental

Ao realizar um ensaio de Ame é necessario ter frascos de vidro (frascos de reagéo)
contendo lodo indculo, nutrientes e substrato, e 0s mesmos devem ser mantidos em constante
agitacdo a temperatura mesofilica (30° a 35 °C). A agitacdo pode interferir diretamente nos
valores de Ame obtidos, ndo sendo recomendado uma agitacdo magnética muito intensa, pois
a biomassa precisa ter contato com o substrato, de modo que haja transferéncia de produtos e
substratos entre os microrganismos (Aquino et al., 2007)

Para analisar a atividade metanogénica de um lodo € necessario que o substrato de
alimentacdo seja suporte de mantimento para as arqueas produtoras de metano. Sabe-se que
cerca de 70% do metano produzido como resultado da digestdo anaerdbia é oriundo de arqueas
acetoclasticas (Jeris; Mccarty, 1965), ja os outros 30% provém de microrganismos
hidrogenotrdficos a partir da reducdo de dioxido de carbono. Pesquisadores utilizam sais de
acetato ou 4cido acético como fonte de substrato, mesmo este subestimando em no minimo 30%
a capacidade de produzir metano devido aos microrganismos hidrogenotréficos terem maior
taxa de crescimento que os acetoclasticos e, quando presentes em reatores reais, degradam
substratos mais complexos gerando hidrogénio e gas carbonico (Aquino et al., 2007).

Com o intuito de avaliar a Ame dos dois grupos de bactérias, é recomendado a
utilizacdo de uma mistura de acidos graxos volateis, geralmente constituida de acetato,
propionato e butirato, na proporcdo de 100:100:100 g.L*. O uso dessa mistura de acidos é

importante pois assim o teste, além de avaliar a atividade dos microrganismos metanogénicos,
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avalia também a capacidade sintrofica do sistema (Aquino et al., 2007). O ideal para o teste de
Ame é que a cinética de degradacdo se aproxime de uma reacdo pseudo ordem zero, e para isso
€ necessario que haja um excesso de substrato e nutriente. O importante é que a concentracao
de substrato seja superior ao valor de Ks, que para 0S microrganismos metanogénicos
acetoclaticos vai de 11 a 421 mg L™ de acetato, sendo um valor 6timo recomendado o de 2 g L
! (Aquino etal., 2007), que corrobora com o resultado de Monteggia (1997), que obteve valores
maximos de Ame utilizando acido acético na faixade2a4 g L™

A concentracéo inicial do inoculo é o que determina a duragdo do ensaio. Quanto
maior a concentracao de inéculo, menor é a relacdo substrato/microrganismos (S/M), fazendo
com que o substrato se degrade mais rapidamente. Monteggia obteve valores maximos de Ame
utilizando de 2 a5 gSSV.L?, e que ao utilizar valores crescentes ou decrescentes de SSV houve
uma pequena reducdo nos valores de Ame, porém, ao utilizar valores maiores de 5 gSSV.L*
ocorreu redugéo significativa na duragéo do ensaio (Monteggia, 1997).

Junto ao in6culo e substrato deve ser utilizado uma solugdo de nutrientes nos testes
de Ame, que deve conter macro e micronutrientes, alcalinidade e agente redutor. Como néo ha
acordo sobre quantidades e nutrientes especificos a serem utilizados, alguns autores utilizam as
recomendacdes ja presentes na literatura, geralmente fazendo algumas adaptagdes com reducédo
ou acréscimos de nutrientes e quantidades (Aquino et al., 2007; Chernicharo, 2016; Monteggia,
1997; Souto et al., 2010). Aquino et al. (2007), realizou uma revisdo sobre o0s principais
nutrientes utilizados em ensaios de AME nos anos 80 e 90, sendo elas utilizadas atualmente

com adaptacdes, como a apresentada por Chernicharo (2016) na Tabela 1.

Tabela 1. Solucao de nutrientes recomendados para testes de AME

Solucéo Nutriente Concentracéo (mg L™?) Finalidade
NaHCO3 1.000 Fonte de alcalinidade
Macronutrientes e fonte de
KH2PO4 650 o
alcalinidade
Macronutriente e fonte de
K2HPO4 150 o
1 alcalinidade
NH4ClI 500 Macronutriente
MgCl, 100 Macronutriente
CaCl,.2H,0 100 Macronutriente

NaxS.7H20 50 Agente redutor
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Extrato de levedura 50 Fonte de vitaminas
FeCls.6H20 2,0
ZnCl; 0,05
CuCl2.2H20 0,03
MnCl..4H.0 0,5
2 (NH4)6M07024.4H,0 0,05 Micronutrientes
AICl3.6H,0 0,05
CoCl2.6H20 20
NiCl2.6H.0 0,05
H3BO3 0,01

Outros autores utilizaram solucdo nutricional composta de macro e micro nutrientes
gue pudessem favorecer a producdo de metano, sendo essas sempre semelhantes em quantidade
e composi¢do como as ja apresentadas (LOZANO et al., 2009; MD HUZIR et al., 2019). Porém
alguns autores sugerem que ndo ha necessidade de utilizar nutrientes extras dependendo da
origem do in6culo, como por exemplo lodo de esgoto sanitario (DOLFING; BLOEMEN, 1985;
JAMES; CHERNICHARO; CAMPOQOS, 1990; PENNA, 1994).

3 Métodos de medicéo do biogéas: Quantificacdo e qualificacéo
3.1 Métodos manométricos

Os métodos manométricos tem como principio medir a variacdo da pressdo exercida
sobre um sensor acoplado ao frasco de reacdo. Dependendo da calibracdo realizada no
equipamento, a medida feita pode determinar a taxa de producdo diaria tanto da mistura de
gases quanto apenas da fracdo de metano. A vantagem desse método € a possibilidade de
acoplar os medidores de pressdo a computadores, 0 que permite a leitura instantanea dos dados,
porém o custo para aquisi¢do dos equipamentos € alto.

A principio essa metodologia foi aplicada utilizando mandmetros do respirdbmetro
de Warbug, em processos de degradacao aerobia, com a finalidade de monitorar a captacao de
oxigénio. Apos, James et al. (1990) apresentaram uma adaptacdo do respirbmetro para
processos anaerobios, para monitorar a produgdo de biogas. Nesse novo processo foi adaptado
um frasco com braco lateral, equipado com septo de latex, para que fosse possivel a anélise

qualitativa do biogas produzido.
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Posteriormente, Monteggia (1991) realizou um experimento com respirdmetro para
determinacdo de Ame no qual continha 8 frascos de reagdo com capacidade de 1L, os quais
possuiam agitadores magnéticos e submersos em banho termostatizado. Para medir o biogas o
sistema possuia uma valvula solenoide de 3 vias que era controlada por um medidor de presséo,
duas vias para saida e entrada do gés do frasco para 0 manémetro, e uma via de purga. Com o
passar do tempo de ensaio, a pressdo era registrada a medida que ia aumentando no frasco e no
reservatorio de gas, até atingir um limite estipulado. Quando esse limite era atingido, as valvulas
de saida e entrada de gas se fechavam e a de purga abria para esvaziar o sistema, para entdo
comecar um novo ciclo.

Para métodos manomeétricos, caso haja uma etapa prévia a medicao de pressdo para
a absorcdo de dioxido de carbono, ndo é necessario 0 uso de cromatdgrafo. Nos respirdmetros
utilizados nos trabalhos ja descritos e nos de Chernicharo e Campos e de Ince, Anderson e
Kasapgil (1991 e 1995) a leitura de gas carbdnico e metano eram obtidas simultaneamente, se
fazendo necessario o uso da cromatografia para quantificar o metano produzido.

Um outro método utilizado com o principio de medicéo de pressdo € uma adaptacéo
do kit Oxitop, utilizado para determinacdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Esse
sistema se baseia na reducdo da pressdo parcial de oxigénio no headspace, gerada pelo consumo
de oxigénio dissolvido na fase liquida e reposi¢cdo de oxigénio molecular na fase gasosa, que
ocorrem nos processos aerdbios. Com a degradacdo aerdbia ha producdo de gas carbonico,
sendo necessario que 0 mesmo seja absorvido antes da medicdo da pressdo, para que a queda
de pressdo ocasionada pelo consumo de oxigénio seja percebida e quantificada de forma correta
(SOUTO et al., 2010).

A absorcdo de CO2 nos equipamentos Oxitop é feita por meio de partilhas de NaOH,
que sdo colocadas de forma suspensa, obrigando 0s gases a passar antes de chegarem ao
transdutor de pressdo. Com isso, é possivel adaptar o Oxitop para ser utilizado nos ensaios de
AME, sendo que seria registrado um aumento de pressdo devido a producdo de metano e néo
uma reducdo devida o consumo de oxigénio (SOUTO et al., 2010).

Em teste de Ame, Souto e colaboradores (2010) analisaram o método Oxitop
juntamente com métodos volumétricos para a medigdo de metano e puderam observar que todos
0s métodos testados possuem respostas similares. Para a realizagcdo do ensaio esses autores
utilizaram o modelo Control COM-6 com Oxitop-C, no qual instalaram pastilhas de NaOH em
um suporte montado dentro do Oxitop para que o CO: fosse absorvido e as leituras de pressao

fossem referentes apenas ao metano.
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Para o processo manométrico é necessario calibrar o equipamento e determinar a
constante de frasco (K — unidade de volume/unidade de pressdo), de forma que o volume do
biogas (V — unidade de volume) possa ser relacionado com a pressdao medida (P — unidade de
pressdo) por meio da equacdo (CHERNICHARO, 2016):

V=KP

3.2 Métodos VVolumétricos

Existem também os métodos volumétricos que se baseiam na determinacdo do
volume de biogés ou metano produzido em um frasco de reacdo que contenha o lodo a ser
testado. Ha reportado trés metodologias geralmente utilizadas: medicdo do volume e
composicao de biogas, medicdo apenas da composicdo do biogas e medicdo direta do volume
de metano (AQUINO et al., 2007).

3.2.1 Medicéo do volume e composicdo do biogas

O método consiste em utilizar frascos de vidro (tipo penicilina) contendo indculo,
substrato e uma solugdo nutriente, os quais sdo mantidos em condicdes mesofilica de 7 a 20
dias. O teste é finalizado quando a producdo acumulada de metano estabiliza, ou seja, é
necessario 0 acompanhamento diario para a verificacdo do ponto maximo da producdo de
metano, obtido em um gréfico temporal “volume acumulado” versus “tempo de inoculagdo”.

A retirada do biogés pode ser realizada diariamente utilizando seringa esmerilhada
e sua composicdo pode ser feita por meio de cromatografia gasosa. O volume produzido de
metano é calculado pela multiplicacdo do volume de biogés pela porcentagem de metano no
biogas. Essa porcentagem pode ser determinada por uma curva de calibracdo construida por
meio de injecdes, no cromatografo gasoso, de gases padrdo que contenham diferentes
porcentagens de metano, ou por injecGes de diferentes volumes de um mesmo gas padrédo. Nesse
método, apds a retirada de biogas para amostragem, o headspace é esvaziado utilizando uma
agulha inserida na tampa até que a pressao do frasco se iguale a da atmosfera. Alguns autores
utilizaram seringas de vidro com agulhas conectadas por valvula de trés vias, e apos a retirada
de amostra a mesma é analisada por um cromatografo gasoso para a analise do biogas (SOUTO
etal., 2010). A Ame é determinada no grafico temporal de produgdo acumulada de metano pelo
coeficiente angular do trecho de maior inclinagdo. Para obter resultado é necessario conhecer a

massa de lodo inoculada e realizar a conversao da producéo diaria de metano, dada em volume,



21

para dgo, pois o resultado final € expresso em gDQOcH4/gSSV.d. Essa transformacéo pode ser
realizada conhecendo o coeficiente estequiométrico de oxidacdo do metano (AQUINO et al.,
2007).

3.2.2 Medicéo apenas da composicao do biogas

A montagem dos frascos e conducdo do ensaio é realizada de forma semelhante ao
método anterior, sendo que a diferenca esta na leitura do biogés, que é realizada diariamente
retirando um volume fixo de dentro do frasco de reacéo, e determinando a quantidade de metano
por cromatografia gasosa. Esse método tem como vantagem a dispensa da utilizacdo de seringas
de vidro e a medicdo do volume de biogas, porém o frasco de reacdo trabalha com pressdes
elevadas, 0 que pode ocasionar perda de biogas.

Como apenas uma pequena amostra de biogas é retirada diariamente e ndo ha o
esvaziamento do headspace, pode acontecer de haver uma maior quantidade de metano presente
na fase liquida, mesmo esse gas sendo pouco soltvel. Com isso, ha a necessidade de calcular a
solubilidade do metano, o que pode ser feito utilizando a Lei de Henry:

Xi=K.P,
onde: X; é a concentracdo de metano dissolvida (mol.L?); K ¢é a constante deda Lei de Henry
(para CHs a 25°C, K = 1,34.10° mol.L); e Pg ¢ a pressdo do metano (atm) (AQUINO et al.,
2007).

Para a curva de calibracdo deve haver o cuidado de se coletar exatamente sempre 0
mesmo volume, para que ndo haja erros. Para sua construcao deve-se relacionar o nimero de
moles de metano no headspace com a area sob o pico de metano separado e detectado por
cromatografia. E como descrito anteriormente, para a curva pode ser injetado diferentes
quantidades de um gas contendo porcentagem fixa de metano, ou volumes fixos de gases
contendo diferentes porcentagens de metano. Conhecendo o nimero de moles, por meio da
curva de calibragdo é possivel determinar o volume fixo de amostra a ser injetado. Com isso,
pode-se saber a producdo diaria de metano (mLCHa/d), assim como a produgdo acumulada
(gDQOcH4) € o0 valor da AME pode ser calculado como descrito anteriormente (AQUINO et
al., 2007).

3.2.3 Medicéo direta do volume de metano
Nesse método ha a necessidade de lavar o biogads com uma solucdo de soda para
haver a absor¢do do CO,. N&o € necessario a utilizacdo de cromatografo para determinar a
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composic¢do do biogas, 0 que o torna uma alternativa de baixo custo para qualquer laboratorio
e ETEs pequenas e com pouca infraestrutura.

O volume de metano produzido pode ser determinado medindo-se o volume do
biogés lavado ou o da solucédo de hidréxido deslocado pelo gas lavado. No momento da leitura,
no Aparato |, pode-se conectar, por meio de um sistema de agulhas e mangueira de latex
(impermeével a gas), o frasco de reacdo (ou incubacédo) ao frasco de NaOH, tornando possivel
que a agulha da seringa esmerilhada no septo do frasco de NaOH retire a pressédo do frasco de
reacao. O gas que entra no frasco de NaOH fica abaixo do nivel da solucéo fazendo com que o
gas medido seja apenas metano. J& no Aparato 11, ao utilizar o sistema de agulhas e mangueira
e ocorrer a despressurizacdo do frasco de reacdo, ha a expulsdo da solucdo de soda, que
corresponde ao volume de metano produzido, tornando possivel conhecer o volume ou peso de
metano por meio da quantidade de soda expulsa. A vantagem do Aparato | € a ndo necessidade
de reposicdo diaria de solucdo de NaOH e a do Aparato Il é a ndo utilizacdo de seringas
esmerilhadeiras (AQUINO et al., 2007).

Alguns autores, utilizando o método de lavagem de gas em solucdo alcalina,
utilizou NaOH 0,1M para absorver o didxido de carbono, enquanto o volume restante se daria
principalmente por metano (SOUTO et al., 2010). Esses mesmos autores compararam o método
manomeétrico utilizando o sistema Oxitop e 0 método volumétrico com caracterizacdo do biogas
em cromatdgrafo e observaram que ndo héa diferenca significativa entre os trés métodos, sendo
possivel realizar o teste de Ame em diferentes infraestruturas laboratoriais.

Conhecendo o volume diario de metano produzido é possivel obter a producéo
acumulada (gDQOcHa/d) como ja descrito anteriormente. O valor de Ame, da mesma forma,
pode ser calculado conhecendo-se a quantidade de indculo utilizada e a taxa méaxima de
producdo de metano obtida no trecho de maior inclinacdo e que corresponda a uma utilizacéo
de pelo menos 50% do substrato adicionado.

Dentre os diferentes métodos de medicdo do biogas, é possivel perceber que alguns
se sobressaem aos outros em relacéo a custo, facilidade e condicao para execu¢do. Com isso, a
Tabela 2 traz uma lista de vantagens e desvantagens com a finalidade de, resumidamente,

comparar os diferentes métodos afim de facilitar a conducéo dos ensaios.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos métodos de medi¢do do biogas

Meétodos Vantagens Desvantagens
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Acoplar os medidores de pressdo a | Custo para aquisicdo e
Manomeétrico computadores e automatizar as | manutencao dos

leituras equipamentos

Manométrico com Fécil utilizacdo do sistema para | Elevado custo na aquisicao
sistema Oxitop leitura da producéo dos equipamentos do sistema

Medicdo do volume e _ L ] _ )
L _ | Maior precisdo na leitura do volume | As leituras devem ser feitas
composigéo do biogas L o o
e quantificacdo do biogas diariamente

o ) . A pressdo do frasco de reagédo
Medicéo da Dispensa a medicéo do volume do | )
L o o ) ) é muito elevada, podendo
composicao do biogas | biogas e o uso de seringas de vidro o
haver perda do biogas

Dispensa o uso de cromatdgrafo. o i -
L ) N&o e possivel guantificar o
Medicdo diretado | Pode ser implementado em o )
o ) biogas, sendo  possivel
volume de metano laboratorio com baixa
) apenas saber seu volume
infraestrutura

4 Revisdo de literatura: variaveis interferentes
A Ame ¢é muito utilizada como indicador da atividade microbiana durante a
digestdo anaerdbia, sendo calculada pela divisdo da taxa maxima de producdo de metano pela
biomassa utilizada (SORENSEN; AHRING, 1993). Ensaios de Ame tem sido confundido com
ensaios de potencial biomenatogénico (BMP), que tem a finalidade de avaliar o potencial de
residuos sélidos e suas associacdes, em produzir metano. Owen et al. (1979) foram os primeiros
a desenvolverem ensaios com essa finalidade, sendo posteriormente melhorado por Angelidaki
et al. (2009). Assim como nos ensaios de Ame, em ensaios de BMP ndo existe um método ou
protocolo de execucgéo estabelecido como padréo, pois envolve diferentes substratos organicos
e microrganismos, conversores da matéria organica, método de conducao dos ensaios, leitura e
determinacdo dos parametros cinéticos.
A maioria dos trabalhos envolvendo ensaios de Ame tem a finalidade de avaliar as
fontes de substrato e suas dosagens, a necessidade de utilizacdo de solugdo nutriente e a
agitacdo. A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos realizados nos ultimos anos com o intuito de
analisar a Ame de diferentes lodos em condicdes variadas de ensaio. Algo em comum entre 0s
trabalhos que analisaram os parametros cinéticos, apresentados nessa tabela, € o modelo

utilizado para a determinacdo dos parametros cinéticos de producéo do biogas, o de Gompertz
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ou Gompertz modificado. Esse modelo se adequa ao comportamento da producdo de biogas,

assumindo que a atividade microbiana diminui com o tempo de incubagéo.



Tabela 3. Revisdo de diferentes protocolos, substratos e indculo para determinacao da atividade metanogénica especifica
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Variaveis
o Método de
Referéncia i ) ) .
In6culo Substrato Nutrientes | Temperatura | Agitacdo | Headspace N2 medicdo do Modelo Controle pH
biogas*
Esgoto
. Esgoto bruto, .
(SOUTO etal., doméstico . . Sim - N2+CO2 .
acetato, glicose Sim 300 - 1,2e3 - Sim -
2010) tratado em ) 200rpm (70:30v/v)
e formiato
reator UASB
. Acetato + niveis
Digestor .
(MD HUZIR et - crescentes de . Sim -
anaerébio e Sim 30° . - - 2 - - -
al., 2019) ) . Na+ (0,05,0,5¢e Mecénica
filtro anaerdbio
5 gNa+/L)
Aguas residuais
de baixa Gompertz
(KAYRANLI; resisténcia e a Acido acético (JAITALEE;
UGURLU, baixas (250 - 10, 15 e 20° - - - 2 DARARAT; - 7,0
2012) temperaturas mgCOD/L) CHAVALPARI
(1,293 -1,324 T, 2010)
gVss)
Lodos com alto Acetato,
teor de solidos butirato,
. Gompertz
(LIU etal., A5,7% TS) e propionato de ) ) ) .
. o . Sim 35° Sim - Sim 2 (ANGELIDAKI Sim -
2016) lodo com baixo sodio, glicose,
. et al., 2009)
teor de solidos celulose
(5,7% TS) microcristalina,
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hidrogénio, gas

carbonico

Lodo seco de
tratamento
anaerobio de

Glicose, acetato,

suino (15,68% butirato,
(ZHOU et al., . . .
2019) VS), lodo propionato, - 350 Sim Sim Gompertz - 77-72
Umido de combinado de
digestdo H2 e CO2
anaerobia
(0,84%VS)
Residuo solido Propionato (1,
(LE HYARIC et o ) ) .
municipal 2,5e Sim 35° - Sim Gompertz Sim -
al., 2011)
(48,4% VS) 10gDQO/kg)
Lodo de
indUstria téxtil
(aerdbio) e lodo ) . )
(SCHNEIDER . . Mix de acidos: . Sim- .
de industria Sim 330 Sim - - 7,0
etal., 2013) ] o Hac, HPr, Hbut 100rpm
alimenticia(anae
robio)
(2,5gSSVIL)
Gompertz
Lodo Acetato de
(LEE; KIM; o o (LEE;
alimenticio e amonio e de N2+CO2
HWANG, o - 35-40°C - HWANG, 2019; - 75
lodo de esgoto sodio (3 e 69 (80:20 viv)
2021) ZWIETERING
(5g VSSI/L) CODI/L)
etal., 1990)

*1: Método volumétrico com caracterizacdo do biogas por cromatografia; 2: Método volumétrico com deslocamento de liquido e lavagem do biogas; 3: Método manométrico
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Souto et al. (2010) realizaram ensaios a fim de comparar os métodos de
obtencéo e leitura de biogas assim como diferentes fontes e concentragdo de substrato.
Observaram que o acetato em doses proximas a 290, L™ faz com que os valores de Ame
sejam maiores, os diferentes métodos utilizados para obtencéo e determinacdo do biogas
ndo diferem entre si e, quando utilizado esgoto bruto como substrato, ndo ha necessidade
de adigéo de solugéo nutriente.

Kayranli e Ugurlu (2012) realizaram um ensaio de Ame para analisar a
producdo de metano com um reator ASBR e ao comparar seus resultados com outros
trabalhos (KAYRANLI; UGURLU, 2011; SOTO; MENDEZ; LEMA, 1993), concluiram
que a Ame depende das caracteristicas do lodo, tipo de substrato, condi¢des ambientais e
procedimento de ensaio.

Ao realizar um ensaio de Ame é recomendado conduzir frascos branco
(ensaio controle) para que as condi¢des da condugdo da pesquisa sejam testadas. A
finalidade da utilizagéo dos frascos branco é eliminar provavel influéncia de substancias
organicas biodegradaveis residuais no inoculo e na atividade endégena (BODKHE, 2008;
SOUTO et al., 2010; ZHOU et al., 2019).

3.1 Medicéo do biogas

Como jé relatado, ha diferentes métodos para avaliar a producédo de biogas
em ensaios de Ame. Em pesquisa realizada, com a finalidade de comparar os métodos
existentes, Souto et.al (2010) utilizaram os métodos volumétricos com caracterizacao de
biogés por cromatografia e com lavagem do biogas em solugdo alcalina, e 0 método
manométrico com sistema Oxi-top, e observaram que ndo houve diferenca significativa
entre as metodologias testadas. Também puderam comprovar a eficiéncia do sistema Oxi-
top ao observar auséncia de diéxido de carbono no biogas ao final dos testes.

Assim como as metodologias de conducdo dos ensaios de Ame ndo séo
definidas, o uso de modelo para determinar os parametros de avaliagdo dos resultados
também ndo foi definido. Alguns autores utilizam o modelo de Gompertz
(ANGELIDAKI et al., 2009) ou Gompertz modificado (LAY LI; NOIKE, 1998), que
determina parametros de producdo acumulada de metano e tempo da fase lag, enquanto
outros utilizam apenas os valores da propria Ame, a qual é calculada utilizando a
producdo maxima de metano e quantidade de biomassa (MILAN et al., 2003;
SCHNEIDER et al., 2013; SOUTO et al., 2010; ZHOU et al., 2019).
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3.2 Solucgéo nutriente

A utilizacdo adicional de nutrientes a solugdo em ensaios de Ame também
gera contradicdes. Alguns autores ndo mencionam utilizar solucdo nutriente para
complementar o meio (ANGELIDAKI et al., 2009; JIMENEZ et al., 2015), outros
adicionam para evitar deficiéncia e beneficiar a produgdo de metano (LAKANIEMI;
TUOVINEN; PUHAKKA, 2013; MILAN et al., 2003). Entretanto, ha pesquisas que
indicam necessidade de solucao nutricional dependendo do substrato utilizado, como no
caso da glicose ou do esgoto domeéstico (LE HYARIC et al., 2011; SOUTO et al., 2010;
ZHOU et al., 2019). Souto et al. (2010) notaram que os valores de Ame foram maiores
quando houve adicdo de extrato de levedura a solugdo nutricional, sendo observado que
0s menores valores foram obtidos quando ndo foi adicionado nenhum tipo de nutriente
extra. Soto et al. (1993) recomenda que ndo seja utilizado nenhum tipo de nutriente
juntamente ao meio, para que ndo haja limitagdo de crescimento microbiano ampliando

assim o periodo de medicao.

3.2 Substratos e Indculo

Ao analisar diferentes substratos Souto et al. (2010) observaram que o0s
maiores valores de Ame foram obtidos utilizando acetato como substrato, seguido de
glicose, fomiato e esgoto bruto, sendo que as concentra¢fes Otimas de acetato foram de
0,5 e 2,0 g/L. Ainda notaram que o acetato, apesar de elevar um pouco os valores de Ame,
tem pouca influéncia quando ha a adicdo de extrato de levedura ao meio, porém para a
glicose é benéfico, aumentando os valores de Ame. Concluiram que ao utilizar esgoto
bruto como substrato, o uso de solucdo nutriente ndo interferiu nos resultados, o que
confirma que esgoto bruto ja possui em sua composi¢cdo 0s nutrientes necessarios para o
desenvolvimento das archeas metanogénicas (INCE; ANDERSON; KASAPGIL, 1995;
LOZANO et al., 2009; PENNA, 1994). A utilizagdo da glicose e outros substratos
complexos é recomendada, com a finalidade de avaliar o desempenho do consorcio
microbiano presente no in6culo, pois esses sdo alimentos de microrganismos
fermentativos, sintroficos e produtores de metano (AQUINO et al., 2007).

Um outro ensaio utilizou como substrato glicose, acetato de sodio, propionato
de sadio, butirato de sodio e um combinado de H2 com CO2 (ZHOU et al., 2019). Como
indculo, os pesquisadores, utilizaram lodo seco de um tratamento anaerébio de suino e
lodo Umido de uma digestdo anaer6bia. O rendimento de metano nos ensaios do lodo

seco, tendo como substrato acetato, propionato e butirato, foi menor que nos ensaios com
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lodo Umido, enquanto a producdo de metano tendo glicose e Ho/CO> foi maior no inéculo
seco. Quanto maior o valor de metano acumulado, maior foi a converséo de metano e taxa
de utilizacdo de substratos. O &cido acético é utilizado diretamente por microrganismos
metanogénicos, enquanto que um rendimento inferior do propionato e butirato pode ser
devido a ineficiente utilizagdo de hidrogénio liberado. Com glicose e H./CO2 o
rendimento foi menor ainda, isso pode ser consequéncia do metabolismo intrincado da
glicose e da transferéncia e disponibilidade para os metanogénicos limitado de Hz. Nos
ensaios conduzidos com acetato e lodo imido os valores de Ame foram os mais altos, ja
para lodo seco, os maiores valores foram alcancados quando utilizado H2/CO, como
substrato.

Com indculos de baixo e alto teor de sélidos, Lui et. al (2016) realizaram
ensaios de Ame e avaliaram a producdo de metano tendo como substratos: acetato de
sodio, propionato de sédio, butirato de sodio, glicose, celulose microcristalina, hidrogénio
(H2) e didxido de carbono (CO.). Observaram que a producao de metano para propionato,
butirato e acetato foram as mais elevadas, sendo os valores muito préximos. Para celulose
e glicose, a producdo acumulada de metano foi relativamente baixa, devido aos
complexos processos de degradacdo desses elementos. Para os substratos gasosos, a
producdo também foi baixa, devido & dificuldade da transferéncia gas-liquido.
Concluiram também que a taxa de reacdo quando ha um alto teor de s6lidos € mais lenta.

Ja Le Hyarc et.al (2011) analisaram a influéncia do teor de umidade, de um
digerido de residuo solido urbano pré-tratado e da concentracdo de propionato na
producdo de metano. O propionato, adicionado em duas etapas, foi utilizado como
substrato para medir a atividade acetogénica e metanogénica, sendo analisado nas
concentracdes de 1, 2, 5 e 10 gDQO/kg biomassa. Observaram que quanto maior a
concentracdo de substrato adicionada na primeira dose, maior foi a Ame, sendo que em
doses baixas de 1 e 2 gDQO/kg a producéo de metano associada a quantidade de substrato
adicionada foi proxima da atividade enddgena do lodo, observada nos ensaios controle.
O potencial maximo de metano foi atingido mais rapido na concentracdo de 5 gDQO/kg
quando comparado com a concentracdo de 10 gDQO/kg. Notaram que ao adicionar a
segunda dose de propionato houve uma diminuicdo da atividade bioldgica do ensaio, sem
haver explicagéo para tal fenémeno.

Outro estudo analisou a viabilidade de utilizacdo de indculos salinos, ou com
guantidades consideraveis de sddio (MD HUZIR et al., 2019). Para isso 0s pesquisadores

utilizaram lodos provenientes de digestor anaerdbio e de filtro anaerobio. Eles notaram
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que os valores de Ame sao maiores para indculo de filtro anaerébio quando comparado
com indculo de digestor anaerdbio, independente da quantidade de sodio presente. Essa
diferenca de Ame entre os lodos pode ser justificada pelo uso de meio poroso no filtro
anaerdbio, formando um biofilme, o que ajuda na aderéncia do lodo, produzindo assim
maior Ame, enquanto que no digestor anaerdbio o lodo fica em suspensdo (ARNAIZ;
GUTIERREZ; LEBRATO, 2006; BODKHE, 2008; CHEN; SUN; CHUNG, 2007).
Observaram que quanto maior a dosagem de Na™ menores sdo os valores de AME, sendo
que o grau de inibicdo é maior para o lodo de filtro anaerobio e a adaptacdo das bactérias
metanogénicas varia em diferentes niveis de sodio (LAKANIEMI; TUOVINEN;
PUHAKKA, 2013; MD HUZIR et al., 2019).

Também foi analisado o impacto ocasionado na Ame pela inibicéo por sédio
e amodnia (LEE; KIM; HWANG, 2021). Para isso, 0s pesquisadores utilizaram lodo
alimenticio e de esgoto sanitario como indéculo e aceto de sddio e de ambnia como
substrato. Foram testadas condi¢des sem inibicdo, com inibicdo por sédio ou aménia e
uma inibicdo combinando sodio e aménia. Observaram gue o sddio e a aménia tem efeito
de inibicdo na fase lag e na Ame, tanto individualmente quanto em combinacédo, porém a
inibicdo quando combinado os dois elementos € maior. O indculo de lodo alimenticio
sofreu menor inibicéo que o de lodo de esgoto nos tratamentos inibitorios tanto de sédio
qguanto de amonia. Os valores de 4 g/L de sodio e 6,5 NAT/L de ambnia estenderam a
fase lag e reduziu a Ame em ambos indculos, porém ndo houve diminui¢do na producéo
total de CH4. A comunidade metanogénica dos inéculos foram diferentes, sendo que o
grupo de metanogénicas acetoclasticas foi muito inferior no lodo alimenticio quando
comparado com o lodo de esgoto. A determinacdo da fase lag esta diretamente
relacionada ao tempo necessario antes do inicio da recuperacdo, ap0s a interrupcao da

digestdo anaerdbia por condicdes inibitorias.

4 Concluséo

Os ensaios de atividade metanogénica especifica continuam a ser executados
sem método padrédo definido. No geral, os ensaios séo realizados em condi¢do mesofilica
e é recomendado agitacdo dos frascos, porém é amplo a possibilidade de utilizacdo de
solucgéo nutriente, substrato e inoculo.

O ideal é que houvesse uma padronizacdo da metodologia, porém, a
dificuldade em realizar essa padronizacdo estd relacionada as grandes opgdes de

substratos e inoculos que podem ser utilizados. A depender do inéculo deve haver um
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preparo prévio antes de iniciar os ensaios, como a aclimatagdo. Dependendo do substrato
€ necessario utilizar solucdo nutriente enriquecida de diferentes formas.

Vale ressaltar que os ensaios sdo utilizados como forma de avaliar os
potenciais de diferentes inoculos e substratos, como ferramenta para a obtencdo de
parametros cinéticos visando o desenvolvimento de prototipos de biorreatores em escala
laboratorial e piloto, ou como método para otimizacdo de processos pela triagem das
varidveis ambientais (diferenciar de variaveis de processo) mais relevantes na producéo

do biogas, seja ele enriquecido com metano ou com hidrogénio.
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RELACAO SUBSTRATO MICRORGANISMO, PH E AGITACAO
EM ENSAIOS DE ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA

DE LODO ANAEROBIO
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Determinacéo do substrato e concentracao, relacdo substrato/microrganismo, pH e
agitacdo em ensaios de atividade metanogénica especifica de lodo anaerobio
Izabela Paiva Martinst, Maria Paula Cardeal Volpit, Gustavo Mockaitis*

1 Faculdade de Engenharia Agricola, Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP

Resumo

Os ensaios de atividade metanogénica especifica sdo realizados para determinar a
capacidade de conversdo de compostos organicos em biogas que 0S microrganismos
presentes em um inoculo possuem. Porém sabe-se que algumas variaveis afetam
diretamente esse potencial de producdo. O objetivo deste estudo foi determinar os
melhores valores de algumas variveis de interesse em estudos de atividade metanogénica
especifica, tais como: fonte de carbono e sua concentracdo, relacdo
substrato/microrganismo, pH e agitacdo. Os ensaios foram conduzidos em frascos de
penicilina, sendo que para cada variavel foi predeterminado um valor fixo para iniciar.
Posteriormente, para cada variavel determinada foi sendo utilizado os valores descobertos
para as variaveis subsequentes. Obteve-se que melhor fonte de carbono é acido acético
na concentracdo de 1000mgO2 L7*, relagdo substrato/microrganismo de 0,5 mgO2
mgSVT?, pH 8 e agitacdo de 40rpm.

Palavras-chave: digestdo anaerdbia, ensaios de Ame, metano.

1 Introducéo
A digestdo anaerdbia é um processo bioquimico que ocorre na auséncia de

oxigénio por meio da decomposicdo bacteriana de compostos organicos particulados
complexos para compostos dissolvidos mais simples. Esse processo resulta na formagéo
de biogas composto principalmente por metano e dioxido de carbénico, a depender da
microbiota do indculo e da rota predominante de degradacdo. A producdo de metano por
meio da digestdo anaerébia depende de fatores como origem do indculo, relacdo
substrato/microrganismo, temperatura, entre outros (CHERNICHARO, 2016;
HIMANSHU et al., 2017).

A atividade metanogénica especifica (Ame) é utilizada para caracterizar
bioquimicamente 0s microrganismos presente em um inoculo, com o objetivo de
potencializar a producdo maxima de biogas, utilizando concentracGes suficientes de
substrato (SINBUATHONG et al., 2007). O ensaio de Ame, além de ser simples, €
importante para se conhecer melhor o processo de start up de um reator, seu controle e
operacdo, por meio do processo de digestdo anaerobia. O potencial de producdo de

metano pode ser expresso por massa seca de substrato, quando a digestéo é sélida, ou dgo
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de massa de substrato, quando a digestdo é liquida (DECHRUGSA; KANTACHOTE;
CHAIPRAPAT, 2013).

O teste de Ame é facilmente confundido com ensaios de potencial
biometanogénico (BMP), sendo este utilizado para determinar a capacidade final de
producdo de metano de um in6culo sélido ou associagdo entre sdlido e liquido, tendo a
finalidade de verificar se hd melhorias no equilibrio de nutrientes causado pelo efeito de
sinergia. Jimenez (2015) ao realizar um ensaio de codigestdo de esterco suino com palha
de arroz, utilizando argila como agente de adsor¢do, em ambiente mesofilico e termofilico
fizeram essa confusdo entre 0s ensaios, ao realizarem os mesmos, nomearam de Ame
apesar de se tratar de ensaios de BMP. Ao final, observaram que para ambas condicdes a
adicdo da palha de arroz ndo interferiu no resultado final, porém em condicdes
termofilicas a interacdo entre palha e argila fizeram com que obtivessem menores valores
de converséo.

O inb6culo a ser utilizado no processo de digestdo anaerdbia é de suma
importancia para o melhor resultado no processo. Os inoculos utilizados com a finalidade
de producédo de metano podem vir de diferentes fontes, sendo que o0 ensaio de Ame deve
ser realizado com a finalidade de determinar a quantidade e qual o mais viével a ser
utilizado. Jijai et. al (2014) realizaram teste de Ame com indculos provenientes de
diferentes fontes, com o objetivo de analisar a influéncia do tamanho do granulo na
atividade metanogénica do lodo, e perceberam que quanto maior o granulo maiores foram
os valores de Ame.

Existe uma divergéncia quanto a padronizacdo do substrato a ser utilizado
para um melhor aproveitamento do indculo e maior potencial de producdo de metano. Ha
ensaios que utilizam glicose, composto de acidos organicos (acético, propibnico e
butirico), cidos organicos isolados e apenas acido acético, ja que 0 mesmo € precursor
da producéo de metano (AQUINO et al., 2007; WANG et al., 2009). Souto et al. (2010)
concluiram que dosagens 6timas, quando se utiliza apenas acetato como substrato, varia
de 0,5 a 3,0 gDQO L1, sendo que valores mais altos foi associado com inibig&o de lodo.
Ja Wang et al. (WANG et al., 2009) observaram que ao utilizar etanol, acidos acético,
propidnico e butirico utilizados em concentragdes de 1600, 1600, 300 e 1800 mg L*,
respectivamente, obtém-se o méximo de rendimento acumulado de metano e a maxima
concentragdo de bactérias metanogénicas.

Outro fator relevante ao que se refere os ensaios de Ame é a relacao

substrato/microrganismo (S/M), pois definida a quantidade ideal de inoculo e substrato a
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ser utilizada, € essa relacdo que vai garantir que essas quantias sejam preservadas. Souto
et al. (2010) definiram que relacdo S/M variando de 0,125 a 0,750 gDQO/gSV séo as
mais influentes em teste de Ame. Esses mesmos autores observaram que a utilizacéo de
solucdo nutriente complementada de levedura beneficia os valores de Ame quando
utilizados substratos simples e que o indculo sendo proveniente de esgoto bruto ndo ha
necessidade de acrescentar nutriente a mistura.

Diante do contexto apresentado o presente estudo teve como objetivo
realizar a avaliacdo da Ame para padronizar as melhores condi¢Ges operacionais,
considerando testar diferentes substratos do que usualmente é feito (mix de acido acético,
acido propibnico e acido butirico), acrescentando um meio complexo como substrato e
também apenas acido acético. Além disso, foram testados outros parametros operacionais

como relagdo substrato microrganismo, pH e agitacéo.

2 Materiais e métodos

2.1Substrato e inoculo

Como substratos foram utilizados diferentes meios de acidos organicos: acido
acético (HAc), uma mistura contendo acidos acético, propionico (HPr) e butirico (HBt)
(AQUINO et al., 2007) e um meio complexo composto por sacarose: 35 mg L™, amido:
114 mg L%, celulose: 34 mg L%, extrato de carne: 208 mg L, 6leo de soja: 51 mg Lt e
trés gotas de detergente para emulsionar o 6leo (MOCKAITIS et al., 2010).

Um meio nutriente foi utilizado dentro de cada reator na quantidade de 2,5mL
de cada solugéo (A, B, C e D), com a finalidade de enriquecimento nutricional do
ambiente bacteriano (DEL NERY, 1987), juntamente com 11 mL de uma solucdo de
vitaminas (WOLLIN; WOLLIN; WOLPE, 1963). A composicdo das solucBes é descrita
na Tabela 1.

Tabela 1. Solucdo nutriente e vitaminas utilizadas

Concentragéo na solugéo stock

Solucéo Stock Nutriente
(mg L)
NiSO4. 6H20 0,5
A FeSO4 . 7H20 2,5
FeCls . 6H20 0,25

CoCl2 . 2H0 0,04
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B CaClz. 6H20 2,06
Se0; 0,14
KH2PO4 5,36
D K2HPO4 1,3
Na;HPO4H,0 2,76
Vitaminas Biotina 2,0
Acido folico 2,0
Cloridrato de 1,0
piridoxina

Riboflavina 5,0
Tiamina 5,0
Acido nicético 5,0
Acido pantoténico 5,0
B12 1,0
Acido p- 5,0

aminobenzoico
Acido p- 5,0

aminobenzodico

Foi utilizado um in6culo proveniente de um reator anaerobio de fluxo
ascendente (UASB) utilizado no tratamento de agua residuaria industrial de abatedouro
de aves da empresa Avicola Ideal, situada no municipio de Pereiras — SP. Foi realizada a
analise de série de solidos (método 2540) de acordo com o standard methods for the
examination of water and wastewater (APHA, 2012a) sendo o teor de solidos volateis
totais (SVT) de 42,3 + 3,8 g SVT L. Esse indculo foi mantido sob refrigeracéo e retirado
2 horas antes do uso. Ele foi o ultimo a ser adicionado nos frascos, ja que desde a sua

introdugdo era dado inicio na contagem do experimento.

2.2 Atividade Metanogénica Especifica

O ensaio de atividade metanogénica especifica (Ame) foi conduzido em 4
etapas (Figura 1), a fim de investigar variaveis de interesse que podem interferir no

desempenho do teste de Ame e nos parametros cinéticos aparente de degradacdo da
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matéria organica (em termos de DQO), sendo elas: o tipo e concentracdo de substrato
(Fase la), a relagéo substrato/microrganismo (S/M) (Fase Ib), o pH (Fase Ic) e a agitacdo
(Fase Id).

| Substrato/concentracdo |

A
[ |

Acido Acético Hac+HPr+HBt Meio Complexo
500, 1000 e 2000 mgO, L 500, 1000 e 2000 mgO, L 500, 1000 e 2000 mgO, L

( )
!

| Substrato/microrganismo |

A
f |

0.2 g0, gSVT! | | 0.5 80, gSVT | | 1.0 g0, gSVT! | | 1.5 g0, gSVT-! | | 2.0 g0, gSVT* | | 3.0 g0, gSVT+ | 3,0 g0, gSVT!
| J
Y

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental.

A avaliacédo ocorreu de forma individual, tal que cada Fase avaliou apenas
um fator mantendo os outros constantes. A medida que cada Fase foi sendo realizada os
valores ja estudados foram sendo fixados para as Fases subsequentes. Para a definicdo de
cada variavel foi levado em consideracdo uma operacao estavel e de maior valor de Ame.
A Tabela 2 mostra o delineamento experimental de cada etapa e os pardmetros que foram
mantidos constantes em cada um dos ensaios. A relacdo S/M definida utilizou os melhores
valores obtidos para a maximizacdo da Ame (PENNA, 1994; STEIL, 2007). O valor de
pH inicial esta de acordo com as observacdes de Speece (SPEECE, 1996) para um sistema
operando de maneira estavel. O valor da agitacdo foi arbitrado de maneira a promover o

méaximo de homogeneidade possivel sem afetar a integridade do granulo anaerébio.

Tabela 2 — Delineamento do experimento para os testes de AME.

Parametros constantes

Tipoe
Fase )
concentracdo de Relagdo S/M pH Agitacéo

substrato
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la: Tipo e concentracdo
Teste 0,25 g0, gSVT™ 7,5 100 rpm
do substrato

Definido na Fase

Ib: Relagédo S/M | Teste 7,5 100 rpm

a
Definido na Fase o

Ic: pH | Definido na Fase Ib Teste 100 rpm

a
. Definido na Fase . Definido na

Id: Agitagéo Definido na Fase Ib Teste

la Fase Ic

Todas as Fases foram conduzidas em condicdo mesofilica (35°C), em
frascos @mbar de 525 mL (310mL de volume atil). Esses frascos foram autoclavados
anteriormente ao uso e ao serem preenchidos com as misturas foram vedados com tampas
de borracha, fita veda rosca e lacre de aluminio, com auxilio de alicate recravador. Logo
apos, foram colocados em shaker de agitacdo orbital com controle digital de temperatura
e agitacdo (Marconi MA 410/CF), com a boca voltada para baixo para que ndo houvesse

risco de escape de gases.

2.2.1 Fase la do ensaio de AME

Nesta primeira fase foram testados os diferentes substratos (Hac, mistura de
Hac, HPr e butirico HBt, e 0 meio complexo) em diferentes concentragdes (500, 1000 e
2000 mgO, L™Y). A partir da melhor producdo da Ame, foi selecionado a melhor
concentracdo e entdo dado sequencia nas demais fases. A Tabela 2 mostra as proporcdes

de cada substrato utilizado em cada condig&o experimental.

Tabela 3 — Quantidades de lodo e substratos utilizados
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Concentracéo Substrato
Condigdo Substrato Acidos (mg L) Inéculo(mL)
(mg O2L7Y) Acético Propibnico Butirico
1C1 - - - - 61,2
Controle 1C2 - - - - 122,3
1C3 - - - - 244.6
2C1 500 1663,06 - - 61,2
Hac 2C2 1000 3329,5 - - 122,3
2C3 2000 6659 - - 2446
Hac, HPr, 3C1 500 555,5 390,4 324,2 61,2
HBt (Mix 3C2 1000 1111 784 648,6 122,3
acidos) 3C3 2000 2218,6 1568 1300,2 244.6
4C1 500 - - - 61,2
Complexo 4C2 1000 - - - 122,3
4C3 2000 - - - 244,6

Para cada condicdo da Fase la foi preparado, em um béquer, 1100 mL de
solucdo contendo o substrato a ser estudado e lodo indculo em quantidades especificas
(Tabela 3), 2,75 mL das solucdes stock A, B, C e D, e 11 mL da solucdo de vitaminas.
As misturas foram avolumadas com &gua destilada, exceto para o substrato de Meio
complexo que foi avolumado com a prépria solucdo. As solucBes stock e o Meio
complexo foram armazenados em frascos Duran na geladeira.

A relagdo S/M foi fixada em 0,25 gO. gSVT? e o pH em 7,5, o qual foi
medido por um pHmetro digital (Geahka PG1800) e ajustado com hidroxido de sédio (5,
1 e 0,1 N). Foi transferido 310 mL da solug&o inicial para os frascos de penicilina. Para
cada condicdo foi realizado um controle negativo composto de inéculo, meio nutriente,

vitaminas e dgua destilada, afim de avaliar a real capacidade do indculo em gerar metano.

2.2.2 Fase Ib do ensaio de AME

Na Fase Ib foi avaliado a relacdo S/M que gerasse melhores resultados de
Ame e dos parametros cinéticos aparente do consumo de matéria organica (em termos de
DQO). Para isso as relagdes de 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 4 g O, gSVT? foram
analisadas. A montagem do ensaio foi conduzida conforme a Fase la, em triplicata, porém
utilizando apenas acido acético como fonte de carbono na concentracdo de 1000 mg O>
L., que foi 0 ensaio de melhor desempenho na fase anterior, para isso foi utilizado 3329,5

mg L™ de &cido e variou-se a quantidade de lodo indculo conforme Tabela 4. As mesmas
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quantidades das solugdes stock A, B, C, D e vitaminas da Fase la foram acrescentadas as
misturas.

Tabela 4. Quantidade de indéculo e acido acético utilizados

Relagdo (gO2 gSVT?) | Acido Acético (mg L™) Inéculo (mL)
0,2 3329,5 152,9
0,5 3329,5 61,16
1,0 3329,5 30,58
1,5 3329,5 20,39
2,0 3329,5 15,29
3,0 3329,5 10,19
4,0 3329,5 7,65

O controle negativo foi conduzido também como na Fase la ndo sendo
acrescentado a fonte de carbono e tendo as quantidades de lodo sendo variadas de acordo
com a relacdo S/M. Com isso totalizaram 42 frascos para essa fase, sendo 6 para cada
relacdo S/M, trés com substrato e trés controle negativo, conduzidos em 3 incubadoras de

mesma marca e modelo.

2.2.3 Fase Ic e 1d do ensaio de AME

Para a Fase Ic foram analisados os pHs de 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. A montagem
ocorreu como nas fases anteriores, sendo fixada a relacdo S/M de 0,5 gO2 gSVT? que
obteve melhores valores de Ame na fase anterior. Para a correcdo regulagéo do pH foram
utilizados hidréxido de sodio (5, 1 e 0,1 N) e acido sulfarico (1 e 0,1 N). Nessa fase
também foram preparados 42 frascos acondicionados em 3 shakers de mesma marca e
modelo, sendo que para cada pH também foi conduzido um ensaio de controle negativo.

Na Fase Id foram avaliadas as agitacdes de 0, 40, 70 e 100 rpm. A montagem
se deu como nas fases anteriores, sendo fixado o pH de 8,0, por obter melhores valores
de Ame na fase anterior. Cada nivel de agitacdo foi conduzido em uma shaker (todos de
mesma marca e modelo), possuindo 6 frascos cada, trés com a solugdo completa e trés de

controle negativo.
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2.3 Anélises
No inicio de cada ensaio foram realizadas analises da série de solidos e

concentracdo da demanda quimica de oxigénio (DQO). Durante o periodo da execucao
foram realizadas mais analises, as quais a metodologia e frequéncia empregada em cada
uma sao descritas na Tabela 5.

Tabela 5 — Frequéncia e metodologia utilizadas para monitoramento dos ensaios

Parametro Frequéncia Metodologia
pH Inicio e fim Método 4500-H+ eletrométrico
Sélidos
(ST, SFT, SVT, Inicio e fim Método 2540 (APHA, 2012b)

SST, SSF, SSV)

A cada 4h nas primeiras | Método 5220-D colorimétrico (APHA,

DQO .
24h, ap06s semanal 2012c)

A cada 4h nas primeiras ]
Volume de CH4 o Cromatografo Gasoso, Construmagq
24h, apos, diario

Nas primeiras 24 horas, apds o inicio da contagem do tempo de incubacéo,
foram realizadas analises de DQO e CH4 (pressdo e volume). Apos, foram realizadas
diariamente andlise de CHs4, e semanalmente andlises de DQO. Quando houve
estabilizacdo da producdo de biogas e do valor de DQO os frascos foram abertos e
realizadas anélises de DQO, série de solidos e leitura do pH.

Para a anélise de CHj4 foi utilizado o Cromatografo Gasoso com Detector de
Condutividade Térmica (CG-DCT) da Construmagq®, com coluna Hayesp-D, temperatura
de 75 °C, tendo o hidrogénio como géas de arraste. Uma amostra de 3mL de biogéas foi
coletada, de cada frasco, e inserida no amostrador do cromatografo para andlise. Para a
coleta uma seringa slip de 5 mL com uma agulha (13x4,5mm) na ponta foi utilizada. Apds
a retirada da amostra o headspace foi esvaziado com o auxilio de uma agulha 30x8mm, e
uma fina camada de silicone foi passada na tampa para evitar a perda de biogas produzido.

A analise de série de solidos realizada determinou sélidos totais (ST), sélidos
fixos totais (SFT), solidos volateis totais (SVT), solidos suspensos totais (SST), solidos
suspensos fixos (SSF) e sélidos suspensos volateis (SSV). Para realizar as analises da
série de sélidos suspensos foram utilizadas membranas de fibra de vidro de porosidade

de 0,7 um e diametro de 47 mm da marca Sartorius®. As analises da DQO foram
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realizadas utilizando o espectrofotometro UV-VIS DR6000 da Hach®, com comprimento
de ondas de A = 600 nm.

2.3.1 Cinética e anélise do biogas e da matéria organica

Para determinar os valores da Ame foi considerado a quantidade de sélido
presente em cada frasco e a taxa maxima de converséo de metano, produzido diariamente.
Para isso, foi utilizado um modelo de dupla sigmoidal de Boltzmann (MOCKAITIS et
al., 2020) (Equacéo 1).

P 1-P
CCH4(t) = Pt( 4. max1(tmi—t) + 4-rmax2(tm2—t)> (l)

1+exp PP Itexp——pr 5y

em que Pt é a producdo total de biogas (mL), P é a constante proporcional,
maxie 2 € @ taxa maxima de conversao para cada exponencial e tm (h) € o tempo para qual
a producdo exponencial de primeiro e segundo grau atingem taxa maxima.

Apobs foi realizado o célculo da Ame, que considerou o volume de in6culo
utilizado, o valor de SVT, a taxa maxima de conversao e a DQO de CH4 (354) (Equacéo
2).

rmaxi 2
DQO
Ame = —gncHt )

*1000
Volinoculo

A analise da cinética da matéria orgéanica foi realizada utilizando um modelo

de 1% ordem baseado em Monod para baixa concentracdo de substrato (MOCKAITIS et
al., 2014) (Equacéo 3). Foi considerado para os calculos as leituras de DQO.
Cpgo = Cr + (C; — C,). e Kappt (3)

em que C é a concentracdo de matéria organica (mg Oz L), C,é a concentracéo residual
de matéria organica (g Oz L), Ci é a concentracdo inicial de matéria organica com ot 0
(mg Oz L), t é o tempo de incubagéo para C (h) e kapp € 0 coeficiente cinético aparente
de primeira ordem (h™2).

Ambos modelos foram calculados utilizando o software OriginPro e os

gréficos foram elaborados utilizando excel.

3 Resultados e discussao
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3.1 Fase la

A Figura 2 mostra os primeiros resultados obtidos em relacdo aos diferentes
substratos utilizados tanto para a producdo de CHas, como para remocdo de matéria
organica em termos de DQO para a Fase la.

Os resultados da concentragdo de 500 mgO; L™ para qualquer substrato foi
bem mais baixo em relagdo as outras duas concentragdes, ficando a producéo de metano
para todos os substratos em torno de 40 a 30 NmL L™ de in6culo (CNTP). Ja para as
concentragdes de 1000 mgO, L e 2000 mgO, L' a produgdo de CHa foi
significativamente maior, atingindo valores maiores de que 100 NmL L indicando que
a quantidade de substrato menor que 500 mg Oz L* néo seria suficiente para um bom
desempenho da Ame.

O meio Complexo apresentou menores producdes de CH4 em comparacao
com os acidos volateis usados diretamente como substrato, o que ja era esperado, ja que
esse meio contem compostos orgéanicos que nédo sdo tao facilmente convertidos a metano,
0 que pode levar a maiores dificuldades de producdo em comparacao com acidos graxos

volateis (AGVS) que ja estdo prontamente disponiveis para consumo.

HAc HAc + HPr + HBt Complexo
900 40 1000 40 300 30
750 500 mgO, L 3 gi
3 [ F2s
i 30 800 k3 ii i 30 600
600 s¥ss 20
150 k20 20 apo 15
300 10
L 10 10 200
150 5
4] T 0 0 0 [ 0 o]
0 100 200 300 100 500 500 500 g
5
1200 1200 250 1200 150 ‘g.
[ 125 >
~ 900 900 F 2000 o900 8
2 3 100 5
o 150 =3
Q, 600 600 600 F75 B
£ 100 . =
S 300 0 o&
O 300 300 50 ; s A
0 0 Fr—r—v—r———r 0 0 0o =
0 150 300 450 600 750 900 0 150 300 450 600 750 900 EZ.
g
3000 3000 200 3000 [ 200 =
2500 2500 [ 15 2% [ 160
2000 2000 | 2000 [ 120
1500 1500 r 100 1500 b
1000 r 1000 r 80
1000 L s0 r
: k40
500 500 500 [
0 0 0 0 0
M 0 150 300 450 600 750 900

T T T T T
0 150 300 450 600 750 900

Tempo (h)

Figura 2. Valores experimentais e modelos ajustados para producdo de CH4 e consumo

de matéria organica, em termos de DQO. Valores de CH4 (®) produzidos por L de indculo
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utilizado, com barra de erro, valores de DQO (), modelos ajustados (-). Vertical:
diferentes concentracdes, Horizontal: diferentes substratos.

O fato que chama a atencdo nesses ensaios foi 0 comportamento
relativamente parecido do uso de Hac sozinho e do mix de Hac, HPr e HBt. Nas diferentes
concentrages, tanto a produgdo de CHs como a remocdo de matéria organica, levaram
ao mesmo padrdo de ajuste cinético. Esse fato acaba sendo compativel com as rotas
metabolicas, ja que tanto o HBt como o HPr acabam sendo convertidos em Hac e este é
o principal percursor do CHs (WANG et al., 2009). Entretanto, o Hac como Unico
substrato, se mostrou ainda como a melhor opcéo, principalmente devido ao melhor ajuste
de dados. Wang et al. (2009) mostrou que a melhor concentracdo de Hac para ser
convertido em CHa, é de 1600 mg L™, sugerindo que na concentragdo de 2000 mg O, L
! talvez possa acontecer inibicdo. Esse mesmo autor também mostrou que o ideal de HPr
para ndo haver inibicdes seria de 300 mg L™ e 1800 mg L de HBt.

Levando em consideracdo que a remocdo de matéria organica da condicao
HAc concentragdo 2000 mg O, L foi melhor, porém essa concentragdo pode gerar
inibicdes, ap6s a finalizacdo dessa etapa da Fase la, foi visto que usar 0 HAc na
concentragéo de 1000 mg O, Lt seria a melhor opgdo para prosseguir com as proximas
fases experimentais analisando os diferentes pardmetros, porém, ja fixando o uso do
substrato.

Além disso, a Tabela 6 mostra os valores dos parametros cinéticos ajustados,
indicando que o Ccra(t), que seria a producdo méaxima de CHa e C, que seria a remocao
da matéria organica, foram respectivamente 186,8 mL e 1188 mg O, L para a melhor
condicdo experimental. Apesar do uso do HAc ter sido 4,5% menor na producdo maxima
de CH4 do que o do mix dos acidos organicos, a Ame (Tabela 7) tendo o substrato de
acido acético na concentragdo de 1000 mg O2 Lt foi de 56 mgDQO mgSVTd. Os
valores de Ame obtido com o meio complexo e com o mix de &cidos foram pelo menos
73% menor do valor maximo de Ame com o acido acético. Souto et al. (2010) obteve 78
gDQO gSSV1d na concentragdo de 2 g L de 4cido acético, sendo maior do que o
resultado do presente estudo. Lozano et al. (2009), detectaram que a Ame usando acetato
foi de 2,39 gDQO g! SSV1d; 0,94 gDQO gSSV-1d para formiato e 0,65 gDQO gSSV™*
dia para metanol. Esse mesmo trabalho (Souto et al., 2010), mostrou que altas

concentracdes de acetato podem inibir a Ame de um lodo devido a toxicidade, e que
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concentragOes mais baixas (2g L) pode favorecer metanogénicos com alto consumo de

substrato.

Tabela 6. Resultado da remocéo da matéria organica
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Hac Hac+HPr+Hbut Complex
S 500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000
% C(mg O2L"Y) 490 1188 2353 507 1089 2087 333 687 1413
% 65,9 80,0 84,9 66,4 75,2 79,0 51,2 62,2 66,1
Relagéo S/M (mg O2mg SVT)
=2 0,2 0,5 1 15 2 3 4
% C(mgO2L"Y) 1281 999,25 810,32 * * 899,39 *
% 77,6 82,6 82,8 * * 87,9 *
pH
2 4 5 6 7 8 9 10
% C(mgO2L7 - - 1029 1152,71 1213,59 1193 1274,2
% - - 83,9 85,5 85,0 84,1 84,9
Rotacdo (rpm)
= 0 40 70 100
% C(mgO:2L1 1257 1231,02 1207,89 1214
% 82,9 82,9 79,9 85,0

*ndo houve ajuste no modelo



Tabela 7. Resultado da producdo maxima de metano e atividade metanogénica especifica
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Substrato/concentragéo (mgOz L?)

Acético Hac+HPr+Hbut Complexo
500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000
© Ccha(mL) 29,9 186,8 163,9 23,9 195,7 155,6 23,3 107,9 1153
@ Média 16,9 106,6 1215 141 101,8 108,7 11,3 68,9 75,5
& Desvio Padréo 11,9 55 52,62 10,5 57,3 55,2 8,9 39,2 42,5
Erro Padrdo 15 54 5,0 1.3 5,6 5,2 1,1 3,8 4,0
Ame (mgDQO
mgSVTd) 39 56,1 42,0 37 10,1 15,7 2,3 3,7 15,5
Relacdo S/M (gO2 gSVTY)
0,2 0,5 1,0 15 2,0 3,0 4,0
Ccra (ML) 204,6 141,06 98,9 66,8 185,9 155,6 -
2 Média 135,8 94,5 64,3 311 17 13 -
E Desvio Padréao 58,5 42,7 32,2 26,3 16,6 13,8 -
Erro Padréo 5,6 41 31 45 1,6 1,3 -
Ame (mgDQO
mgSVTd) 22,5 26,8 23,5 12,5 19,1 15,7 -
pH
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
Ccha (mL) - - 60,5 157,5 149,9 151,7 176,4
= Média - - 99,3 108,9 110,9 114,9 116,6
I% Desvio Padréao - - 52,5 45,0 42,3 43,5 50,4
Erro Padréo - - 4.6 4,0 3,7 3.8 4.4
Ame (mgDQO -
11,5 41,7 83,1 * 80,1

mgSVT-1d)




Agitacéo
0rpm 40 rpm 70 rpm 100 rpm
CcHa (ML) 123 129,5 134,9 149,9
= Média 90,9 93,7 96,7 110,9
A .
P Desvio Padréo 37,0 40,2 42,9 42,3
Erro Padréo 3,3 3,6 3,8 3,7
Ame (mgDQO
23,64 27,69 17,29 21,16
mgSVT-1d)
*ndo houve ajuste no modelo

51



52

3.2 Fase Ib

A Figura 3 mostra os resultados de producédo de CHas e remogédo de matéria
organica para a relagdo S/M. As condicdes onde foram usadas mais de 2 gO2 gSVT!
indicam uma possivel inibicdo por excesso de substrato, tanto na remo¢do de matéria
organica como a produgédo de CHs, sendo que nas relagdes de 2 e 3 g ndo houve um bom
ajuste nos parametros cinéticos e na relacdo de 4 g ndo houve producao de biogas. Ja a
relacdo S/M de 1.5 gO, gSV T apesar de ndo mostrar um efeito inibitorio, ndo possui um

bom ajuste de dados cinéticos como as outras relacdes S/M.

1800
1500
1200
900
600
300

250 180

1200
1000
800
600
400
200

1.0 g0, gSVT™!

3
IEIII

C (mgO, L)

1400
1200
1000
800
600
400
200

&
(11 TWN) ¥HD 9p BpeMumdy ogdnpoif

T
—_
[=}

200 400 600 800 1000

Figura 3. Valores experimentais e modelos ajustados para producgdo de CH4 e consumo
de matéria organica, em termos de DQO, para as diferentes relagdes S/M. Valores de CH4

(®) com barra de erro, valores de DQO (®), modelos ajustados (-).

Os valores da relagdo S/M de 0.2, 0.5 e 1.0 gO, gSVT? foram os que
apresentaram melhores ajustes cinéticos, e melhores producdo de CHs acompanhado com
a remocao de materia organica. Controlar a relagdo S/M se faz muito importante para o

processo ja que doses maiores de inoculagdo podem encurtar o start-up do reator, e ainda
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aumentar a taxa especifica de producdo de metano, porém o inoculo excessivo requer
mais espac¢o e diminui a taxa de produgdo volumétrica de metano (ZHOU et al., 2017).

De maneira geral, a relagdo S/M de 0.5 gO, gSVT foi a que teve maior
producdo de CHs, maiores valores de Ame, acompanhada de alta remogdo de matéria
organica. Tal fato pode ser comprovado com 0s parametros cinéticos destacados na
Tabela 6, sugerindo que essa relacdo seria a ideal para uma possivel Ame com o uso de
HACc na concentragdo de 1000 mgO, L. Esses valores estido condizentes com os
encontrados na literatura, apesar de serem utilizados substratos diferentes No trabalho de
(ZHANG et al., 2019) razbes S/M (1:2, 1:1 e 2:1) no desempenho e estabilidade do lote
reatores anaerobicos digerindo residuos de alimentos foram testadas. Os resultados
mostraram a producdo Otima de biogas com 539,3 mL gSVT? adicionado e boa
estabilidade do processo no experimento com a menor relacdo S/M (1:2).

O controle da relagdo S/M € de extrema importancia para evitar no inicio do
reator o acumulo de AGVs, e modificar toda a rota metab6lica do processo. Vale lembrar
que ele depende muito do tipo de substrato e indculo que é usado. No mesmo seguimento
concentragdes de indculo muito altas ou baixas podem interromper o processo de DA por
exemplo afetando o tempo de fase lag, taxa de reagdes, consumo de nutriente,
comportamento de crescimento de biomassa entre outros fatores (ALAVI-BORAZJANI;
CAPELA; TARELHO, 2020).

Na relagdo S/M, a Ame da proporcdo de 0.5 g foi de 26.8 mgO2 mgSVTd,
nédo estando tdo diferente das proporgdes de 0.2 g e 1g. Entretanto, conforme discutido
anteriormente, quanto maiores as concentragdes de substrato, problemas de inibi¢oes
podem surgir, o que reflete nos resultados de Ame das relacdes S/M de 2, 3 e 4g. Portanto
na finalizacdo da Fase Ib, ap6s o uso do substrato Hac, conclui-se que para prosseguir
para a proxima etapa experimental, seria entdo fixado o valor de 0.5 gO2 gSVT? na

relacdo S/M.

3.3 Fase Ic

Apos a definicdo do substrato e da relagdo S/M, foram testados os diferentes
pHs para serem utilizados na atividade metanogénica. A literatura sugere que para
producéo de CH4 seja usado pH na faixa de 7 a 8 (HAO et al., 2012; STALEY; DE LOS
REYES; BARLAZ, 2011). Entretanto, é sempre importante que o pH seja controlado, ja

que qualquer mudanga nele, acaba alterando as rotas metabdlicas da DA e pHs abaixo de
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5 podem inibir as arqueas metanogénicas, como no caso desse ensaio, em que nos pHs 4
e 5 ndo houve producdo de metano (HAO et al., 2012).

A Figura 4 mostra os desempenhos para producdo de CH4 e remocdo de
matéria organica de cada pH. De maneira geral os pHs, a ndo ser os mais acidos, nao
apresentaram baixa producdo, o que ja é esperado, ja que a rota da metanogénese pode se
enquadrar em pHs desde 6 até proximo a 9 (STALEY; DE LOS REYES; BARLAZ,
2011). Nos resultados apresentados, por se ter uma disponibilidade direta de acido
acetico, era esperado maior producdo de metano do pH préximo 6, porém o ensaio com
pH 10 superou e produziu maior quantidade (176 NmLCH. L™). Entretanto, os pHs 7, 8
e 10 apresentaram as maiores remoc0es de cargas organicas, préximo a 85%. O pH mais
préximo ao alcalino pode indicar que uma rota de metanogenese hidrogenotrofica, pode
estar sendo preferenciada no processo, apesar da disponibilidade direta de acido acético.
E uma outra possibilidade que ndo deve ser descartada, é que a rota de oxidacéo sintréfica
de acetato (OSA) acoplado a metanogenese hidrogenotréfica também pode estar
acontecendo, ja que o Hac € a unica fonte de substrato, e 0 pH 6timo esta proximo do

alcalino.
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Figura 4. Valores experimentais e modelos ajustados para producdo de CH4 e consumo
de matéria organica, em termos de DQO, para os diferentes pH’s. Valores de CHs (®)

com barra de erro, valores de DQO (e®), modelos ajustados (-).

Essa versatilidade de uso de pH é possivel por conta das duas rotas
metabolicas para producdo de metano: acetoclasticas ou hidrogenotréfico. Quanto mais
alcalino o pH, a comunidade microbiana € selecionada, ficando menos versatil,
proliferando mais archaea metanogénicas hidrogenotréficas, que preferenciam o
consumo de hidrogénio para reducdo a CHs. O pH quando fica mais proximo do acido
(5<pH<6) é esperado que tenha maior agdo de archaea metanogénicas acetoclésticas,
priorizando a reducdo do acetato a CHs (WORMALD et al., 2020).

Uma guestdo importante, é que esse indculo, caracterizado em outro trabalho
(VOLPI et al., 2021), apresentou comunidades microbianas caracteristicas de OSA
acopladas a metagénese hidrogenotroficas, como Metanoculleus. Apesar do substrato

utilizado no presente estudo ter sido acido acético, o inoculo ja veio com uma
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caracteristica de populacao de archaea hidrogenotroficas que se desenvolvem melhor em
pH alcalino.

Portanto diante dos dados, foi visto que o melhor pH para prosseguir, seria ou
opH 7, 8,9 ou o pH 10. Entretanto, a velocidade de producéo de CH, foi maior no pH 7
e 8, e nas tabelas 6 e 7 é possivel verificar que os parametros cinéticos foram melhores
na condicao de pH 8, que apesar de ter uma producdo de CHs méxima 149,9 NmLCH4 L
! 'menor que no pH 10, teve uma remogéo de matéria organica maxima de 85% e Ame de

83,1 gDQO gSVTd, que € nosso valor de interesse.

3.4 Fase Id
Tendo definido o substrato, relagdo S/M e pH, foram testados as diferentes

agitacdes, conforme mostra a Figura 5. De maneira geral, todas as agitacfes utilizadas
apresentaram bons desempenhos, chegando a producdo maxima de metano de 150
NmLCH. L™ e de 85% de remogao de matéria organica. A principio poderia se considerar
amenor agitacao, ou 0 ndo uso de agitacdo, a fim de evitar gastos energéticos no processo.
Mas quando se analisa de forma mais minuciosa, pode-se perceber que a velocidade de
producdo nas primeiras horas de experimento foi maior para a agitacdo de 100 rpm, em
relacdo as outras agitagdes, ja que foi atingido 100 NmLCH. L™ em menos de 200 horas
de experimento. Sabe-se que a agitacdo é importante para diversos fatores, como evitar
que archaea metanogénicas crescam em determinados locais do reator, ndo semeando 0
restante, evitar um superdimensionamento dos digestores devido a um menor contato dos
substratos com 0s microrganismos e baixa concentracdo de volateis, evitar problemas de
transferéncia de massa, e entupimentos (KARIYAMA; ZHAI; WU, 2018).
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Figura 5. Valores experimentais e modelos ajustados para producdo de CH4 e consumo
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As Tabelas 6 e 7 mostram os valores cinéticos para producdo de CHs e
remoc¢do de matéria organica. Apesar da agitacdao de 100 rpm ter obtido maior producéo
de metano, a remocao da matéria organica ficou préxima em todas as condi¢des, mas 0s
maiores valores de Ame foram obtidos na agitacdo de 40 rpm e sem agitacao (27,69 e
23,64 gDQO gSSV-d), apesar de a figura 4 ter mostrado indicios de que no ajuste cinético
100 rpm pode mostrar uma maior velocidade de producdo de CHs. Levando em
consideracdo que a agitacdo € um gasto a mais no processo, gasto no balanco energético
e pode gerar problemas como degradacdes dos granulos microbianos, o uso de 40 rpm é
0 mais indicado para ensaios de Ame, e em casos que ndo haja estrutura, talvez nem seja
necessario a agitacao para sistemas liquidos.

Considerando que esses ensaios foram feitos em frascos pequenos, o0 que
geralmente € indicado para a Ame, a agitacao talvez ndo seja um ponto que ird mostrar
altas diferencas nos resultados. Vale ressaltar, que os substratos aqui usados sao liquidos,
e que caso seja utilizado um substrato sélido, maiores exploracbes devem ser
consideradas. O trabalho de Souto et al. mostra que tanto a agitagédo de 200 rpm ou de
360 rpm, ndo deram diferencas significativas no resultado da Ame. O mesmo trabalho
também cita a possibilidade de se realizar a agitacdo manual dos frascos e que isso nao

mostrou diferenca significativa em relagéo a agitacao orbital (SOUTO et al., 2010).
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4 Conclusotes

Os maiores valores de Ame foram conseguidos utilizando acido acético como
substrato a uma concentracdo de 1000 mgO, L, comprovando que dentre os acidos
volateis 0 HAc é o principal percursor de CHs. Mesmo a remocéo da matéria organica
sendo maior na concentragio de 2000 mgO. L de HAc, a producido de metano e os
valores de AME foram maiores na concentragdo de 1000 mgO, L de HAc.

A relacdo S/M de 0,5 gO2 gSVT?, obteve os melhores valores de Ame.
Valores acima de 2 gO, gSVT*, mesmo apresentando boa produgdo de CHa, ha indicios
de inibicdo da atividade microbiana ja que apresentaram baixos valores de Ame.

O pH considerado ideal foi o 8,0, onde houve maiores resultados de Ame,
producdo de CH4 e remogéo da matéria organica. Em pH de 4 ou 5 ndo houve producao
de CHj4 pois ha inibicao das archeas metanogénicas.

Agitacdo de 100 e 40 rpm foi a ideal apesar de apresentarem valores
semelhantes, pode considerar a utilizacdo de 40 rpm afim de evitar maiores gastos
energéticos e degradacdo dos granulos microbianos.
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CAPITULO 3: INFLUENCIA DA UTILIZACAO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DO EXTRATO DA SEMENTE DE
Moringa oleifera NA ATIVIDADE METANOGENICA

ESPECIFICA
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Influéncia da utilizagdo de diferentes concentracédo do extrato da semente de
Moringa oleifera na atividade metanogénica especifica
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Resumo

A Moringa oleifera é uma arvore que tem se difundido pelo mundo e Brasil, sendo
excelente fonte nutricional e atuando também como coagulante para tratamento de aguas.
Além disso, tem sido utilizada para reduzir a demanda quimica de oxigénio e melhorar a
formacéo de granulos nos lodos da digestdo anaerobia. Para avaliar melhor a capacidade
dos microrganismos, presentes em um lodo utilizado como in6culo em converter matéria
organica em metano, pode-se realizar ensaios de atividade metanogénica especifica. O
objetivo deste estudo foi analisar a interferéncia da utilizacdo do extrato da semente de
Moringa oleifera na atividade metanogénica especifica e na degradacdo da matéria
organica. Para conduzir os ensaios foram utilizados frascos de penicilina de 500mL
contendo 4&cido acético na concentracio de 1000mgO. L%, relagdo substrato
microrganismo de 0,5mgO, mgSVT?, pH de 8 e agitacdo de 40rpm. Os frascos foram
acomodados em um shaker de agitacdo orbital a uma temperatura de 35 °C. Foi feita uma
solucdo aquosa de extrato da semente de Moringa oleifera com 2,5g de p6 da semente
para 1 litro de 4gua destilada. As concentracdes analisadas foram de 0,5, 1,0e 2,0 mL L°
! de solugéo, sendo realizadas em triplicata e conduzidos concomitante, ensaio controle,
sem adicao do extrato e com um meio nutriente. Os resultados obtidos foram que para a
concentracédo de 1,0mL L-1 o reator obteve maior velocidade de reacdo mesmo nao tendo
obtido melhores valores na conversdo da matéria organica e na producdo de metano. A
concentracdo de 2,0mL L-1 obteve os piores valores quanto a eficiéncia, sendo que o
excesso de extrato pode aumentar a concentra¢do de sedimentos. O ensaio controle,
apesar de ndo ter tido boa eficiéncia, obteve os maiores valores de AME e na produgéo
acumulada de metano. Sendo assim, a ideia de associar o0 extrato a uma solugédo extra de
nutriente pode ser interessante.

Palavras-chave: Moringa oleifera, metano, atividade metanogénica especifica

1 Introducao

A Moringa oleifera é uma arvore de crescimento rapido originaria no Norte
da india, e atualmente é encontrada, de forma difundida, no Oriente Médio, paises
africanos e em &reas tropicais e subtropicais (LEONE et al., 2016). E uma planta rica em
diversos nutrientes entre eles ferro, célcio, potassio, vitaminas e aminoacidos, sendo
utilizadas raiz, semente e caule para diversas finalidades. Uma das utilizagcdes é como
coagulante de aguas, removendo chumbo, ferro e ions de caddmio e reducdo da demanda
guimica de oxigénio (DQO), além disso produz substratos que tem potencial de aumentar
o rendimento biometano na digestdo anaerdbia (DESTA; BOTE, 2021; DIMA et al.,
2023; GAUTIER; DUARTE; SOUSA, 2022; LESTER-CARD et al., 2023).
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Nos altimos anos 0 uso de biogas no Brasil aumentou significativamente,
cerca de 50% em 5 anos, sendo sua producdo realizada por digestdo anaerébia seja de
residuo solido ou liquido (LEITE et al., 2023). Com isso, a ideia de otimizar essa
producdo por meio da utilizacao da correta quantidade de indculo se faz interessante.

A atividade metanogénica especifica (Ame) tem como finalidade a
otimizacdo do uso de indculos para a producdo de metano. A qualidade no processo de
digestdo anaerdbia é diretamente influenciada pela Ame, sendo 0s microrganismos
presentes no lodo indculo os responsaveis pela resposta rapida de conversao de compostos
organicos em biogas (AQUINO et al., 2007; CHERNICHARO, 2016).

Lodos, utilizados como in6culo, com granulos muito dispersos resulta em
efeito negativo no resultado da digestdo anaerobia, podendo inibir a producéo de gas. I1sso
pode ocorrer devido a caracteristicas proprias do lodo, o qual possui células com pouca
adesdo, ou a agitacdo intensa no sistema (LINDMARK et al., 2014; ONG;
GREENFIELD; PULLAMMANAPPALLIL, 2002). A coagulacdo do lodo melhora a
eficiéncia no desempenho do tratamento, fazendo com que se tenha maiores particulas e
agregados mais forte melhorando processo de espessamento (CHEN et al., 2016).
Coagulantes utilizados com eficiéncia sdo sintéticos, caros e podem resultar em poluigdo
da 4gua. Como alternativa tem-se os coagulantes naturais, que além de ser seguro para a
natureza e seres humanos, € econdmico e produz um lodo biodegradavel e rico em
nutrientes (AHMAD et al., 2022; WEI et al., 2018).

A semente de Moringa oleifera pode ser utilizada, por meio de uma solugéo
aquosa produzida com a semente em p0, pura ou associada a outros compostos quimicos
que potencializam seu efeito, como auxiliar nutricional e potencializando a formacéao de
granulos no lodo, sendo a dosagem variavel a depender da finalidade de uso. Um estudo
realizado observou resultados positivos com o extrato de semente de Moringa oleifera
atuando como coagulante no tratamento de aguas residuérias na usina de concreto (E
SILVA; DE PAULA, 2019). Com isso, 0 extrato da semente se torna uma opgao
interessante para o auxilio da formag&o ou aglomeragéo de granulos de inoculo.

Considerando o exposto, 0 estudo a seguir teve o objetivo de analisar a
interferéncia do extrato da semente de Moringa oleifera na atividade metanogénica
especifica e na degradagdo da materia organica de um lodo anaerobio.

2 Materiais e métodos
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2.1 Indculo e condigdes experimentais

Para conducéo do ensaio foi utilizado como in6culo um lodo proveniente de
reator anaerobio de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB), oriundo do tratamento de
agua residudria industrial de abatedouro avicola, doado pela empresa Avicola Ideal,
situada no municipio de Pereiras — SP. O teor de solidos volateis totais (SVT) desse lodo
foi de 42,3+3,8gSVTL? (APHA, 2012b). O mesmo foi mantido sob refrigeraco,
sendo retirado duas horas antes de sua utilizacdo. O tempo de inoculagéo foi considerado
a partir do momento que o indculo foi adicionado, por isso 0 mesmo foi adicionado por
ultimo a mistura da solucao.

Frascos de reagdo de 525 mL (310 mL de volume util) foram utilizados como
reatores com a finalidade de analisar a interferéncia de diferentes concentracdes do
extrato de Moringa oleifera na atividade metanogénica especifica do lodo anaerébio. Para
isso os frascos foram preenchidos com uma solucdo contendo &cido acético, como
substrato, a uma concentracio de 1000 mgO. L, relago substrato microrganismo de 0,5
g0, gSVT, pH 8, sob agitacdo de 40 rpm, em condigdo mesofilica (35 °C).

Esses frascos foram autoclavados anteriormente ao uso e ao serem
preenchidos com as misturas foram vedados com tampas de borracha, fita veda rosca e
lacre de aluminio, com auxilio de alicate recravador. Logo apds, foram colocados em
shaker de agitacdo orbital com controle de temperatura (Marconi MA 410/CF), com a

boca voltada para baixo, afim de evitar perdas de gases.

2.2 Extrato de Moringa oleifera

Para obter o extrato das sementes foram coletadas as vagens da planta no
ponto em que comegam a secar e abrir. Posteriormente, foram levadas a estufa a 65 °C
por 24 h, sendo as sementes esfriadas no dessecador para serem descascadas. A solucéo
foi preparada na noite anterior de sua utilizacdo, afim de evitar a diminui¢do na
concentracdo dos nutrientes e poder coagulante, conforme procedimentos ja descritos em
algumas literaturas (ARANTES; RIBEIRO; PATERNIANI, 2012; KALOGO;
M’BASSIGUIE SEKA; VERSTRAETE, 2001, ). As sementes foram trituradas em
liquidificador, sendo misturado 2,5g do p6 a 1L de agua destilada, formando uma solucao
de sementes secas de concentragdo de 2,5 g L. Esta solugio foi homogeneizada em
agitador mecanico por 2 minutos e armazenada em frasco Duran a 4 °C. Previamente a

utilizacdo, a solugédo foi homogeneizada novamente, centrifugada por 30 minutos a 3000
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rpm e o sobrenadante filtrado por filtragem a vécuo utilizando filtro Sartorius de 0,7 um
de porosidade.

Como as sementes de Moringa oleifera sdo consideradas fonte de nutrientes,
0s ensaios conduzidos com adicéo do extrato ndo tiveram acréscimo de nutrientes extra.
Juntamente com os ensaios, foram conduzidos um ensaio controle contendo apenas o
indculo e &cido acético e, outro ensaio contendo inoculo, &cido acético e um meio
nutriente proposto por Del Nery (1987) juntamente com uma solucdo de vitaminas
(Tabelal) (WOLLIN; WOLLIN; WOLPE, 1963).

O extrato de Moringa oleifera foi caracterizado por Kalogo et al. (2001),
porém em uma concentracao dez vezes maior. Com isso, foi realizada uma equivaléncia
nos valores da composi¢do nutricional do extrato, afim de comparar com o0 meio nutriente
utilizado (Tabela 1).

Tabela 1. Composicéo nutricional do extrato de Moringa oleifera e da solucéo nutriente
utilizada (DEL NERY, 1987; KALOGO; M’BASSIGUIE SEKA; VERSTRAETE, 2001;
WOLLIN; WOLLIN; WOLPE, 1963)

Composicédo do | Valor desvio padrdo | Composi¢ao da solugéo | Concentragao
extrato de M. (mg L?) nutriente (mg LY

oleifera

pH 0,574 NiSO4. 6H20 0,5

Alcalinidade 5,245 FeSQO4 . 7H20 2,5

(mg CaCO3 LY

NKT 68,485 FeCls . 6H.0 0,25

N-NH4"* 0,249 CoClz . 2H0 0,04

N-NHs 1,156 CaCl,. 6H.0 2,06

P-PO,* 10,2 Se02 0,14

AL 0,041 KH2PO4 5,36

Cu 0,038 K2HPO4 1.3

Fe 0,36 Na,HPO4H20 2,76

Mo 3,5 Biotina 2,0

Ni 0,029 Acido folico 2,0

Zn 0,148 Cloridrato de piridoxina 1,0

Co 0,005 Riboflavina 5,0

Ca 37,5 Tiamina 5,0

K 7,89 Acido nicético 5,0

Mg 2,6 Acido pantoténico 5,0

Na 11 B 1,0

DQO (gL 2,5 Acido p-aminobenzdico 5,0

Glicose 92,5 Acido p-aminobenz6ico 5,0
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A finalidade do ensaio com meio nutriente é verificar a qualidade do extrato
em substituicdo a complementacdo nutricional na digestdo anaerébia. Com isso, ha uma
comparacao entre a utilizacdo ou ndo do meio nutriente e a comparacao entre as diferentes
doses de extrato de Moringa oleifera. Os ensaios foram conduzidos em triplicata sendo
testadas as concentracdes de 0,5; 1,0 e 2,0 mL L™ de solugdo de extrato. Em sintese, a
conducéo experimental foi conforme a Figura 1.

Extrato de Moringa

oleifera Controle
0.5 mL L1 Sem extrato, com meio
— \ nutriente
1,0 mL L1
Sem extrato, sem meio
nutriente
20mL L1t

Figural. Delineamento experimental.

2.3 Analises

Anaélises de demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos totais, sélidos fixos
totais, solidos volateis totais, solidos suspensos totais, sélidos suspensos fixos e solidos
suspensos volateis foram realizadas ao iniciar o ensaio. Nas primeiras 24 horas, apds o
inicio da contagem do tempo de incubacédo, foram realizadas analises de DQO e biogas
no intervalo de 12 horas. Apéds, foram realizadas a cada dois dias analise de biogas, e
semanalmente analises de DQO. Quando houve estabilizacdo da producéo de biogas e do
valor de DQO, os frascos foram abertos e realizado medicao do pH, e analises de DQO e
série de solidos.

A metodologia e frequéncia empregada em cada uma sdo descritas na Tabela
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Tabela 2 — Frequéncia e metodologia utilizada para monitoramento dos ensaios

Parametro Frequéncia Metodologia
pH Inicio e fim Método 4500- H* eletrométrico
Sélidos
(ST, SFT, SVT, Inicio e fim Método 2540 (APHA, 2012b)

SST, SSF, SSV)

A cada 4h nas primeiras | Método 5220-D colorimétrico

DQO .
24h, apos semanal (APHA, 2012c)

Producéo de A cada 4h nas primeiras | Cromatdgrafo Gasoso 2030,

biogés 24h, apos, diario Shimadzu

Para a analise do biogéas foi utilizado o Cromatdgrafo Gasoso da Shimadzu,
com detector de alta sensibilidade para fases inorganicos e hidrocarbonetos, tendo o hélio
como gas de arraste (SHIMADZU, 2021). Uma amostra de 5mL de biogas foi coletada
de cada frasco e inserida no amostrador do cromatografo para anélise. Para a coleta uma
seringa slip de 5 mL com uma agulha (13x4,5mm) na ponta foi utilizada. Ap0s a retirada
da amostra 0 headspace foi esvaziado com o auxilio de uma agulha 30x8mm e uma fina
camada de silicone foi passada na tampa para evitar a perda de biogas produzido.

A série de s6lidos realizada determinou solidos totais (ST), solidos fixos totais
(SFT), sélidos volateis totais (SVT), solidos suspensos totais (SST), s6lidos suspensos
fixos (SSF) e solidos suspensos volateis (SSV). Para realizar as analises da série de
solidos suspensos foram utilizadas membranas de fibra de vidro de porosidade de 0,7 um
e didmetro de 47 mm da marca Sartorius®. As andlises da DQO foram realizadas
utilizando o espectrofotometro UV-VIS DR6000 da Hach®, com comprimento de ondas
de A = 600 nm.

2.3.1 Cinética da matéria organica e andlise do biogas

Para determinar os valores de Ame foi considerado a quantidade de solido
presente em cada frasco e a taxa maxima de converséo de metano, produzido diariamente.
Para isso, foi utilizado um modelo modificado de sigmoide simples de Boltzmann
(MOCKAITIS et al., 2020) (Equacéo 1).

Pt

Cena(t) = 1+exp4.rmax:)£tm1—t) 1)
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em que Pt é a producdo total de biogas (mL), P € a constante proporcional, rmax: é a taxa
méaxima de conversdo para a exponencial e tm (h) € o tempo para qual a producdo
exponencial atinge taxa maxima.

A andlise da cinética da matéria organica foi realizada utilizando um modelo
de 12 ordem baseado em Monod para baixa concentracao de substrato, em termos de DQO
(MOCKAITIS et al., 2014) (Equacéo 2).

C=C,+(C;—C,).e kavrt 2)
em que C ¢ a concentracdo de matéria organica (mgO2 L), C.é a concentracéo residual
de matéria organica (mgO. L™?), Ci é a concentragdo inicial de matéria organica com o t
0 (mg O2L™), t é o tempo de incubagdo para C (h) e Kapp é 0 coeficiente cinético aparente
de primeira ordem (h™).

Foi analisado também a relacdo da concentracdo de substrato residual e a
inicial, eficiéncia maxima de remocdo da matéria orgénica (emax), sendo esse parametro
relacionado ao desempenho do reator, quanto menor a relagdo, maior a eficiéncia do
sistema. Para isso foi utilizado a equacéo 5.

Ci—Cr

emax === 3)

em que C: ¢ a concentragéo residual de matéria organica (mgO2 L) e Ci é a concentragdo
da matéria organica no tempo 0.

Afim de comparar as diferentes concentracdes de extrato de Moringa
oleifera e também comparar a viabilidade de utilizacdo de uma solucdo nutriente, foi
realizado analise de variancia e teste de Tukey a 5% nos dados de producdo de metano
com o auxilio no programa Past. Ambos modelos cinéticos foram calculados utilizando o

software OriginPro e os graficos foram elaborados utilizando excel.

3 Resultados e discussao

A Figura 2 e a Tabela 4 apresentam os dados de aproveitamento da matéria
organica e a conversdo de biogas em resposta a utilizacdo do extrato da semente de
Moringa oleifera. O coeficiente cinético aparente de primeira ordem para a degradacao
da matéria organica, kapp, foi de 0,018 + 0,00159 para a concentragdo de 1,0mL L de
extrato. Esse coeficiente estd diretamente ligado ao desempenho do reator, sendo que

quanto maior o valor de kapp maior a velocidade de reagdo. Porém, o menor valor para
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esse coeficiente foi na concentragdo de 2 mL L sugerindo que tenha sido concentragéo
com melhor eficiéncia.

Entretanto, reatores podem ter boa eficiéncia em tempos diferentes, fazendo
com que apresentem de uma forma geral melhor eficiéncia de reacdo e outros parametros
néo se destaquem. Nesse caso, ao analisar o desempenho do ensaio de concentragao de 2
mL L1, pode-se perceber que o desempenho na remogéo da matéria organica, na produgao
méaxima de biogés e na atividade metanogénica especifica ndo foi eficiente. Os valores na
eficiéncia de remocdo da matéria orgénica, emax, ficaram proximos para todas as
concentragdes, tendo um baixo desempenho apenas no ensaio sem adi¢cdo do extrato.
Esses resultados mostram que a adicdo do extrato da semente pode favorecer o
desempenho do reator, melhorando o processo de digestdo anaerobia e a producdo de
metano, como foi sugerido por Tambone et al. (2020). Esses resultados apresentados para
a concentragdo de 1mL L™ mostram uma dualidade de velocidade de reag&o no reator que
pode ser entendida pelo fato de ter tido bom desempenho de conversdo de matéria
organica em biogas, 24,3 mgDQO mgSVTd, mesmo apresentando producio de metano
acumulada mais baixa, 101,1 mL. Os valores de kapp e emax indicam a eficiéncia do reator
em determinado tempo de reacdo, explicando o que ocorreu com o ensaio, sendo eficiente

em determinado momento e em outro ndo (GARCIA, 2005).
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Figura 1. Valores experimentais do coeficiente cinético aparente e do erro maximo da
concentracdo de DQO (kapp, emax), taxa maxima de conversdo de biogas e o tempo
médio (rmax e tm) e os valores de atividade metanogénica especifica (AME) em relacao

as concentracdes de extrato de semente de Moringa oleifera.

Tabela 3. Valores da producdo méxima de metano, Ame, eficiéncia méxima e coeficiente

cinético aparente para as diferentes concentracdes de extrato de Moringa oleifera.

Concentracéo (mL L7)
Parametros
0,0 0,5 1,0 2,0
Max CH4 (mL) 1,7 103,5 101,1 101,9
AME (mgDQO
2,6 19,96 24,26 23,31
mgSVT-1d)
emax (%0) 0,52 0,83 0,82 0,81
0,01429 + 0,01396 + 0,018 = 0,0121 +
Kapp (h-l)
0,0017 0,00145 0,00159 0,00091
rmax 0,48 0,76 0,93 0,85
tm (h) 120,0 87,2 80,5 85,07

O ensaio controle apresentou o segundo maior valor do coeficiente de
cinética aparente, kapp, acompanhado dos ensaios de concentra¢éo de 0,5 e 2,0 mL L*
de solugdo de extrato de semente de Moringa oleifera, 0,01429, 0,01396, 0,0121h7,
respectivamente. 1sso mostra que o ensaio controle teve maior velocidade de reacdo
quando comparado com as concentragdes de 0,5 e 2,0 mL L. Esses valores mostram que
0 ensaio sem adicdo de extrato de semente de Moringa oleifera, apesar de ndo ter boa
conversdo da matéria organica em metano, teve boa velocidade de reacdo, o que sugere
uma outra rota de producdo que ndo seja a metanogénese. Apesar do ensaio de
concentragéo de 2,0mL L ndo ter apresentado os menores valores para Ame e producio
acumulada de metano, apresentou a pior eficiéncia de reacdo. Isso pode ter ocorrido pois
0 excesso na concentracdo de extrato de Moringa oleifera no sistema causa um excesso
de coloides, o0 que acarreta um aumento de precipitados, fazendo com que o sistema néo
reaja bem com um excesso de granulos (AMOOHADI et al., 2023). A eficiéncia de
remocgao da matéria organicas foi maior para a concentragdo de 1mL L, mesmo essa

concentracdo ndo apresentando maior producdo de metano. Esses resultados mostram
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que o reator tem apresentado boa eficiéncia em determinados momentos e que parte da
matéria organica foi consumida e seguiu por outra rota metabolica.

A taxa maxima de producdo do biogas, rmax, foi maior e ocorreu em menor
tempo no ensaio de concentracdo 1,0 mL L de extrato de semente de Moringa oleifera,
0,93mL ht. Essa variavel mostra quando ocorre 0 maximo de producéo de metano, sendo
que para tal concentracdo aconteceu apdés 80,5h de inoculagdo do reator. Para as
concentragdes de 0,5 e 2,0 mL L™ rmax foi de 0,76 e 0,85 mL h-1, ocorrendo nos tempos
87,2 e 85,07h ap0s a inoculagéo, respectivamente, ja o ensaio controle apresentou rmax
de 0,48 mL h ap6s 120 h de inoculacdo. Esses valores sugerem que o indculo tem a
capacidade de converter matéria organica em biogas, porém, ao acrescentar nutrientes ao
ambiente, os microrganismos melhoram sua eficiéncia.

A atividade metanogénica especifica foi maior para o tratamento de
concentragéo de 1 mL L1, 24,26 gDQO gSVTd, seguidos das concentragdes 2,0 e 0,5mL
L7, as quais tiveram 23,31 e 19,96gDQO gSVTd, respectivamente, como valores de
Ame. Os valores obtidos nos ensaios com adicdo do extrato corroboram com os de
Amoohadi et al. (2023), que obtiveram maior remocao de matéria organica bem como
maior potencial metanogénico ao utilizar Moringa oleifera enriquecida com cloreto de
ferro (111) ao indculo utilizado nos reatores, na concentragdo de 1,0g L. Nesse mesmo
estudo, ao utilizar uma dose considerada elevada de extrato houve um aumento de
precipitados fazendo com que o sistema ndo fosse eficiente. O extrato de Moringa oleifera
pode ser utilizado como parte da fonte de carbono na digestdo anaerébia, contribuindo
naturalmente para a coagulacdo do lodo e potencializando a producdo de biogas
(AMOOHADI et al., 2023; YAP et al., 2021).

Apesar de ndo apresentar maior producdo acumulada de metano, a concentracdo
de 1,0mL L™ de extrato de semente de Moringa oleifera apresentou maior velocidade de
reacdo, bem como maior taxa maxima de producdo de metano em menor tempo,
mostrando o verdadeiro potencial na utilizagao do extrato.

Os resultados da comparacdo entre os ensaios que foi utilizado solugéo
nutriente e os que ndo tiveram acréscimo de nenhuma fonte nutricional sdo apresentados
na Tabela 4. E possivel observar que a utilizagdo de uma fonte de nutrientes é de
fundamental importancia para a digestdo anaerobia, melhorando a eficiéncia do reator, o
tempo de reacéo, a producdo de metano e a Ame. Tambone et al. (2020) ao analisarem a
Moringa oleifera para a producéo de biogéas, concluiram que a planta € uma excelente

fonte de nutriente para o processo de digestdo anaerdbia, melhorando a producdo de
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biogas, em especifico o metano. O que confirma estudos prévios que afirmam a
capacidade da planta de suprir nutricionalmente o ser humano (GAUTIER; DUARTE;
SOUSA, 2022).

Tabela 4. Valores da producdo méxima de metano, Ame, eficiéncia méxima e coeficiente

cinético aparente para 0s ensaios sem extrato de Moringa oleifera e com meio nutriente.

Parametros Sem extr.ato, com Sem extliato, sem

nutriente nutriente
Kapp (-h) 0,053 0,014
rmax 0,81 0,48
emax (mgOz2 L-1) 0,84 0,52
tm (h) 90,1 120,0
Ame (mgDQO mgSVT1d) 21,7 12,6
Maxchs (ML) 1295 1,7

Os nutrientes presentes no extrato de Moringa oleifera se assemelham com
os adicionados ao meio nutriente proposto por Del Nery(1987), como é possivel verificar
na Tabela 1. Esses nutrientes, apesar de nao se encontrarem na mesma concentracéo é de
fundamental importancia para incrementar o processo de digestdo anaerobia e melhorar
0 ambiente bacteriano (CHERNICHARO, 2016).

O resultado da andlise de variancia e do teste de Tukey é apresentado na
Tabela 5. Foi observado que ndo houve diferenca significativa entre a utilizacdo do meio
nutriente e as diferentes concentragcfes do extrato, assim como apenas entre as diferentes
concentragdes. Porém, quando comparado o acréscimo do meio nutriente ou do extrato
de Moringa oleifera com a ndo adicdo de uma fonte nutricional, houve diferenca

significativa.

Tabela 5. Resultado da analise estatistica para as diferentes relagdes.

Relacao Resultado
Diferentes concentragdes de extrato (0,5x 1,0 x 2,0 mL L?) Sem significancia
Meio nutriente x diferentes concentragdes de extrato Sem significancia
Meio nutriente x sem extrato Diferenca significativa
Sem extrato x diferentes concentragfes de estrato Diferenca significativa
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Os dados acima mostram que a adi¢do do extrato de Moringa oleifera pode
auxiliar na capacidade do in6culo em converter compostos organicos em biogas, porém
0 Seu excesso pode acabar interferindo negativamente o processo. Nota-se também que a
utilizacdo de uma solucdo nutricional completa pode ser substituida pelo uso exclusivo
do extrato da semente de Moringa oleifera.

Em suma, os resultados mostram que o extrato de Moringa oleifera se mostra
uma opg¢do como fonte de nutrientes benéficos para o processo de digestdo anaerobia,
atuando em substituicdo de protocolos nutricionais ja existentes e de alto custo para
aquisicdo. O que fica de questionamento é se a adi¢do da solucdo nutricional ao extrato
incrementaria 0 meio de reacdo dos microrganismos ou seus metabolismos, favorecendo

ou ndo a producdo de metano bem como a remocdo da matéria organica.

4 Concluséo

Por meio dos resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizagdo do extrato
de semente de Moringa oleifera auxilia na melhor eficiéncia do reator, tanto na
velocidade de reacdo quanto na remocdo de matéria organica. No entanto sua adi¢do em
excesso pode ter efeito contrario, prejudicando a eficiéncia do reator e aumentando a
quantidade de precipitados no seu interior, 0 que prejudica a atividade das bactérias.

O extrato de Moringa oleifera pode ser utilizado como substituto de solugdes
nutricionais quimicas, se fazendo uma excelente alternativa de baixo custo que favorece
0 processo de digestdo anaerdbia.

Para posteriores estudos, recomenda-se a avaliacdo do desempenho do reator
com a adicdo de nutrientes a solucdo do extrato de semente de Moringa oleifera para

verificar se hd uma melhoria no processo ou uma inibi¢éo por excesso de nutrientes.

5 Referéncias

A Moringa oleifera é uma arvore de crescimento rapido originaria no Norte
da india, e atualmente é encontrada, de forma difundida, no Oriente Médio, paises
africanos e em areas tropicais e subtropicais (LEONE et al., 2016). E uma planta rica em
diversos nutrientes entre eles ferro, célcio, potassio, vitaminas e aminoacidos, sendo
utilizadas raiz, semente e caule para diversas finalidades. Uma das utilizacGes é como

coagulante de aguas, removendo chumbo, ferro e ions de cadmio e reducdo da demanda
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guimica de oxigénio (DQO), além disso produz substratos que tem potencial de aumentar
o rendimento biometano na digestdo anaerdbia (DESTA; BOTE, 2021; DIMA et al.,
2023; GAUTIER; DUARTE; SOUSA, 2022; LESTER-CARD et al., 2023).

Nos ultimos anos o uso de biogas no Brasil aumentou significativamente,
cerca de 50% em 5 anos, sendo sua producdo realizada por digestdo anaerobia seja de
residuo solido ou liquido (LEITE et al., 2023). Com isso, a ideia de otimizar essa
producdo por meio da utilizacao da correta quantidade de indculo se faz interessante.

A atividade metanogénica especifica (Ame) tem como finalidade a
otimizacdo do uso de indculos para a producdo de metano. A qualidade no processo de
digestdo anaerdbia é diretamente influenciada pela Ame, sendo 0s microrganismos
presentes no lodo indculo os responsaveis pela resposta rapida de conversao de compostos
organicos em biogas (AQUINO et al., 2007; CHERNICHARO, 2016).

Lodos, utilizados como in6culo, com granulos muito dispersos resulta em
efeito negativo no resultado da digestdo anaerdbia, podendo inibir a producéo de gas. Isso
pode ocorrer devido a caracteristicas proprias do lodo, o qual possui células com pouca
adesdo, ou a agitacdo intensa no sistema (LINDMARK et al.,, 2014; ONG;
GREENFIELD; PULLAMMANAPPALLIL, 2002). A coagulacdo do lodo melhora a
eficiéncia no desempenho do tratamento, fazendo com que se tenha maiores particulas e
agregados mais forte melhorando processo de espessamento (CHEN et al., 2016).
Coagulantes utilizados com eficiéncia sdo sintéticos, caros e podem resultar em poluicéo
da 4gua. Como alternativa tem-se os coagulantes naturais, que além de ser seguro para a
natureza e seres humanos, é econdmico e produz um lodo biodegradavel e rico em
nutrientes (AHMAD et al., 2022; WEI et al., 2018).

A semente de Moringa oleifera pode ser utilizada, por meio de uma solucgéo
aquosa produzida com a semente em po, pura ou associada a outros compostos quimicos
que potencializam seu efeito, como auxiliar nutricional e potencializando a formacao de
granulos no lodo, sendo a dosagem variavel a depender da finalidade de uso. Um estudo
realizado observou resultados positivos com o extrato de semente de Moringa oleifera
atuando como coagulante no tratamento de aguas residuarias na usina de concreto (E
SILVA; DE PAULA, 2019). Com isso, 0 extrato da semente se torna uma opgao
interessante para o auxilio da formacéo ou aglomeracéo de granulos de inoculo.

Considerando o exposto, 0 estudo a seguir teve o objetivo de analisar a
interferéncia do extrato da semente de Moringa oleifera na atividade metanogénica

especifica e na degradacdo da materia organica de um lodo anaerobio.
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2 Materiais e métodos

2.1 Indculo e condigdes experimentais

Para conducéo do ensaio foi utilizado como in6culo um lodo proveniente de
reator anaerobio de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB), oriundo do tratamento de
agua residuéria industrial de abatedouro avicola, doado pela empresa Avicola Ideal,
situada no municipio de Pereiras — SP. O teor de solidos volateis totais (SVT) desse lodo
foi de 42,3+3,8gSVTL? (APHA, 2012b). O mesmo foi mantido sob refrigerago,
sendo retirado duas horas antes de sua utilizacdo. O tempo de inoculacgéo foi considerado
a partir do momento que o indculo foi adicionado, por isso 0 mesmo foi adicionado por
ultimo a mistura da solucao.

Frascos de reacdo de 525 mL (310 mL de volume util) foram utilizados como
reatores com a finalidade de analisar a interferéncia de diferentes concentracdes do
extrato de Moringa oleifera na atividade metanogénica especifica do lodo anaerdbio. Para
isso os frascos foram preenchidos com uma solucdo contendo &cido acético, como
substrato, a uma concentracdo de 1000 mgO, L, relagdo substrato microrganismo de 0,5
g0, gSVT, pH 8, sob agitacdo de 40 rpm, em condigdo mesofilica (35 °C).

Esses frascos foram autoclavados anteriormente ao uso e ao serem
preenchidos com as misturas foram vedados com tampas de borracha, fita veda rosca e
lacre de aluminio, com auxilio de alicate recravador. Logo apds, foram colocados em
shaker de agitacdo orbital com controle de temperatura (Marconi MA 410/CF), com a

boca voltada para baixo, afim de evitar perdas de gases.

2.2 Extrato de Moringa oleifera

Para obter o extrato das sementes foram coletadas as vagens da planta no
ponto em que comecgam a secar e abrir. Posteriormente, foram levadas a estufa a 65 °C
por 24 h, sendo as sementes esfriadas no dessecador para serem descascadas. A solucéo
foi preparada na noite anterior de sua utilizagdo, afim de evitar a diminuicdo na
concentracdo dos nutrientes e poder coagulante, conforme procedimentos ja descritos em
algumas literaturas (ARANTES; RIBEIRO; PATERNIANI, 2012; KALOGO;
M’BASSIGUIE SEKA; VERSTRAETE, 2001, ). As sementes foram trituradas em
liquidificador, sendo misturado 2,59 do p6 a 1L de agua destilada, formando uma solucao

de sementes secas de concentragdo de 2,5 g L. Esta solugdo foi homogeneizada em
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agitador mecanico por 2 minutos e armazenada em frasco Duran a 4 °C. Previamente a
utilizacdo, a solugédo foi homogeneizada novamente, centrifugada por 30 minutos a 3000
rpm e o sobrenadante filtrado por filtragem a vacuo utilizando filtro Sartorius de 0,7 um
de porosidade.

Como as sementes de Moringa oleifera sdo consideradas fonte de nutrientes,
0s ensaios conduzidos com adicdo do extrato ndo tiveram acréscimo de nutrientes extra.
Juntamente com os ensaios, foram conduzidos um ensaio controle contendo apenas o
indculo e &cido acético e, outro ensaio contendo indculo, acido acético e um meio
nutriente proposto por Del Nery (1987) juntamente com uma solugdo de vitaminas
(Tabelal) (WOLLIN; WOLLIN; WOLPE, 1963).

O extrato de Moringa oleifera foi caracterizado por Kalogo et al. (2001),
porém em uma concentracdo dez vezes maior. Com isso, foi realizada uma equivaléncia
nos valores da composi¢éo nutricional do extrato, afim de comparar com 0 meio nutriente
utilizado (Tabela 1).

Tabela 1. Composicédo nutricional do extrato de Moringa oleifera e da solucdo nutriente
utilizada (DEL NERY, 1987; KALOGO; M’BASSIGUIE SEKA; VERSTRAETE, 2001;
WOLLIN; WOLLIN; WOLPE, 1963)

Composicdo do | Valor desvio padrdo | Composicao da solucdo | Concentracao
extrato de M. (mg L) nutriente (mg LY

oleifera

pH 0,574 NiSO4. 6H.0 0,5

Alcalinidade 5,245 FeSQO4 . 7H20 2,5

(mg CaCO3 LY

NKT 68,485 FeCls . 6H20 0,25

N-NH4" 0,249 CoClz . 2H0 0,04

N-NHs 1,156 CaCl,. 6H.0 2,06

P-PO4* 10,2 Se02 0,14

AL 0,041 KH2PO4 5,36

Cu 0,038 K2HPO4 1,3

Fe 0,36 Na;HPO4H,0 2,76

Mo 3,5 Biotina 2,0

Ni 0,029 Acido folico 2,0

Zn 0,148 Cloridrato de piridoxina 1,0

Co 0,005 Riboflavina 5,0

Ca 37,5 Tiamina 5,0

K 7,89 Acido nicético 5,0

Mg 2,6 Acido pantoténico 5,0

Na 11 B 1,0

DQO (gL? 2,5 Acido p-aminobenzoico 5,0
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Glicose | 92,5 | Acido p-aminobenzdico | 5,0

A finalidade do ensaio com meio nutriente é verificar a qualidade do extrato
em substituicdo a complementacdo nutricional na digestdo anaerébia. Com isso, ha uma
comparacao entre a utilizacdo ou ndo do meio nutriente e a comparacao entre as diferentes
doses de extrato de Moringa oleifera. Os ensaios foram conduzidos em triplicata sendo
testadas as concentraces de 0,5; 1,0 e 2,0 mL L™ de solugdo de extrato. Em sintese, a
conducéo experimental foi conforme a Figura 1.

Extrato de Moringa

oleifera Controle
0.5 mL L1 Sem extrato, com meio
— nutriente
1,0 mL L1
Sem extrato, sem meio
nutriente
20mL L1t

Figural. Delineamento experimental.

2.3 Analises

Anaélises de demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos totais, sélidos fixos
totais, solidos volateis totais, solidos suspensos totais, sélidos suspensos fixos e solidos
suspensos volateis foram realizadas ao iniciar o ensaio. Nas primeiras 24 horas, apds o
inicio da contagem do tempo de incubacéo, foram realizadas analises de DQO e biogas
no intervalo de 12 horas. Apds, foram realizadas a cada dois dias analise de biogas, e
semanalmente analises de DQO. Quando houve estabilizacdo da producéo de biogas e do
valor de DQO, os frascos foram abertos e realizado medigéo do pH, e analises de DQO e
série de solidos.

A metodologia e frequéncia empregada em cada uma sdo descritas na Tabela
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Tabela 2 — Frequéncia e metodologia utilizada para monitoramento dos ensaios

Parametro Frequéncia Metodologia
pH Inicio e fim Método 4500- H* eletrométrico
Sélidos
(ST, SFT, SVT, Inicio e fim Método 2540 (APHA, 2012b)

SST, SSF, SSV)

A cada 4h nas primeiras | Método 5220-D colorimétrico

DQO .
24h, apos semanal (APHA, 2012c)

Producéo de A cada 4h nas primeiras | Cromatdgrafo Gasoso 2030,

biogés 24h, apos, diario Shimadzu

Para a analise do biogéas foi utilizado o Cromatdgrafo Gasoso da Shimadzu,
com detector de alta sensibilidade para fases inorganicos e hidrocarbonetos, tendo o hélio
como gas de arraste (SHIMADZU, 2021). Uma amostra de 5mL de biogas foi coletada
de cada frasco e inserida no amostrador do cromatografo para anélise. Para a coleta uma
seringa slip de 5 mL com uma agulha (13x4,5mm) na ponta foi utilizada. Ap0s a retirada
da amostra 0 headspace foi esvaziado com o auxilio de uma agulha 30x8mm e uma fina
camada de silicone foi passada na tampa para evitar a perda de biogas produzido.

A série de s6lidos realizada determinou solidos totais (ST), solidos fixos totais
(SFT), sélidos volateis totais (SVT), solidos suspensos totais (SST), s6lidos suspensos
fixos (SSF) e solidos suspensos volateis (SSV). Para realizar as analises da série de
solidos suspensos foram utilizadas membranas de fibra de vidro de porosidade de 0,7 um
e didmetro de 47 mm da marca Sartorius®. As andlises da DQO foram realizadas
utilizando o espectrofotometro UV-VIS DR6000 da Hach®, com comprimento de ondas
de A =600 nm.

2.3.1 Cinética da matéria organica e andlise do biogas

Para determinar os valores de Ame foi considerado a quantidade de solido
presente em cada frasco e a taxa maxima de converséo de metano, produzido diariamente.
Para isso, foi utilizado um modelo modificado de sigmoide simples de Boltzmann
(MOCKAITIS et al., 2020) (Equacéo 1).

Pt

Cena(t) = 1+exp4.rmax:)£tm1—t) 1)
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em que Pt é a producdo total de biogas (mL), P € a constante proporcional, rmax: é a taxa
méaxima de conversdo para a exponencial e tm (h) € o tempo para qual a producdo
exponencial atinge taxa maxima.

A andlise da cinética da matéria organica foi realizada utilizando um modelo
de 12 ordem baseado em Monod para baixa concentracao de substrato, em termos de DQO
(MOCKAITIS et al., 2014) (Equacéo 2).

C=C,+(C;—C,).e kavrt 2)
em que C ¢ a concentracdo de matéria organica (mgO2 L), C.é a concentracéo residual
de matéria organica (mgO. L™?), Ci é a concentragdo inicial de matéria organica com o t
0 (mg O2L™), t é o tempo de incubagdo para C (h) e Kapp é 0 coeficiente cinético aparente
de primeira ordem (h™).

Foi analisado também a relacdo da concentracdo de substrato residual e a
inicial, eficiéncia maxima de remocdo da matéria orgénica (emax), sendo esse parametro
relacionado ao desempenho do reator, quanto menor a relagdo, maior a eficiéncia do
sistema. Para isso foi utilizado a equacéo 5.

Ci—Cr

emax === 3)

em que C: ¢ a concentragéo residual de matéria organica (mgO2 L) e Ci é a concentragdo
da matéria organica no tempo 0.

Afim de comparar as diferentes concentracdes de extrato de Moringa
oleifera e também comparar a viabilidade de utilizacdo de uma solu¢do nutriente, foi
realizado anélise de variancia e teste de Tukey a 5% nos dados de producdo de metano
com o auxilio no programa Past. Ambos modelos cinéticos foram calculados utilizando o

software OriginPro e os graficos foram elaborados utilizando excel.

3 Resultados e discussao

A Figura 2 e a Tabela 4 apresentam os dados de aproveitamento da matéria
organica e a conversdao de biogas em resposta a utilizacdo do extrato da semente de
Moringa oleifera. O coeficiente cinético aparente de primeira ordem para a degradacao
da matéria organica, kapp, foi de 0,018 + 0,00159 para a concentragdo de 1,0mL L de
extrato. Esse coeficiente estd diretamente ligado ao desempenho do reator, sendo que

quanto maior o valor de kapp maior a velocidade de reacdo. Porém, o menor valor para
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esse coeficiente foi na concentragdo de 2 mL L™ sugerindo que tenha sido concentracio
com melhor eficiéncia.

Entretanto, reatores podem ter boa eficiéncia em tempos diferentes, fazendo
com que apresentem de uma forma geral melhor eficiéncia de reacdo e outros parametros
néo se destaquem. Nesse caso, ao analisar o desempenho do ensaio de concentragao de 2
mL L%, pode-se perceber que o desempenho na remogéo da matéria organica, na produgio
méaxima de biogés e na atividade metanogénica especifica ndo foi eficiente. Os valores na
eficiéncia de remocdo da matéria orgénica, emax, ficaram proximos para todas as
concentragdes, tendo um baixo desempenho apenas no ensaio sem adi¢cdo do extrato.
Esses resultados mostram que a adicdo do extrato da semente pode favorecer o
desempenho do reator, melhorando o processo de digestdo anaerobia e a producdo de
metano, como foi sugerido por Tambone et al. (2020). Esses resultados apresentados para
a concentragdo de 1mL L™ mostram uma dualidade de velocidade de reagdo no reator que
pode ser entendida pelo fato de ter tido bom desempenho de conversdo de matéria
organica em biogas, 24,3 mgDQO mgSVTd, mesmo apresentando producio de metano
acumulada mais baixa, 101,1 mL. Os valores de kapp e emax indicam a eficiéncia do reator
em determinado tempo de reacdo, explicando o que ocorreu com o ensaio, sendo eficiente

em determinado momento e em outro ndo (GARCIA, 2005).
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Figura 1. Valores experimentais do coeficiente cinético aparente e do erro maximo da
concentracdo de DQO (kapp, emax), taxa maxima de conversdo de biogas e o tempo
médio (rmax e tm) e os valores de atividade metanogénica especifica (AME) em relacao

as concentracdes de extrato de semente de Moringa oleifera.

Tabela 3. Valores da producdo méxima de metano, Ame, eficiéncia méxima e coeficiente

cinético aparente para as diferentes concentracdes de extrato de Moringa oleifera.

Concentracéo (mL L7)
Parametros
0,0 0,5 1,0 2,0
Max CH4 (mL) 1,7 103,5 101,1 101,9
AME (mgDQO
2,6 19,96 24,26 23,31
mgSVT-1d)
emax (%0) 0,52 0,83 0,82 0,81
0,01429 + 0,01396 + 0,018 = 0,0121 +
Kapp (h-l)
0,0017 0,00145 0,00159 0,00091
rmax 0,48 0,76 0,93 0,85
tm (h) 120,0 87,2 80,5 85,07

O ensaio controle apresentou 0 segundo maior valor do coeficiente de
cinética aparente, kapp, acompanhado dos ensaios de concentra¢éo de 0,5 e 2,0 mL L*
de solugdo de extrato de semente de Moringa oleifera, 0,01429, 0,01396, 0,0121h7,
respectivamente. 1sso mostra que o ensaio controle teve maior velocidade de reacdo
quando comparado com as concentragdes de 0,5 e 2,0 mL L. Esses valores mostram que
0 ensaio sem adicdo de extrato de semente de Moringa oleifera, apesar de ndo ter boa
conversdo da matéria organica em metano, teve boa velocidade de reacdo, o que sugere
uma outra rota de producdo que ndo seja a metanogénese. Apesar do ensaio de
concentragéo de 2,0mL L™ ndo ter apresentado os menores valores para Ame e producio
acumulada de metano, apresentou a pior eficiéncia de reacdo. Isso pode ter ocorrido pois
0 excesso na concentracdo de extrato de Moringa oleifera no sistema causa um excesso
de coloides, o0 que acarreta um aumento de precipitados, fazendo com que o sistema ndo
reaja bem com um excesso de granulos (AMOOHADI et al., 2023). A eficiéncia de
remocgao da matéria organicas foi maior para a concentragdo de ImL L, mesmo essa

concentracdo ndo apresentando maior producdo de metano. Esses resultados mostram
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que o reator tem apresentado boa eficiéncia em determinados momentos e que parte da
matéria organica foi consumida e seguiu por outra rota metabolica.

A taxa maxima de producdo do biogas, rmax, foi maior e ocorreu em menor
tempo no ensaio de concentracdo 1,0 mL L de extrato de semente de Moringa oleifera,
0,93mL ht. Essa variavel mostra quando ocorre 0 maximo de producéo de metano, sendo
que para tal concentracdo aconteceu apds 80,5h de inoculagdo do reator. Para as
concentragdes de 0,5 e 2,0 mL L™ rmax foi de 0,76 e 0,85 mL h-1, ocorrendo nos tempos
87,2 e 85,07h ap0s a inoculacgdo, respectivamente, ja o0 ensaio controle apresentou rmax
de 0,48 mL h ap6s 120 h de inoculagdo. Esses valores sugerem que o indculo tem a
capacidade de converter matéria organica em biogas, porém, ao acrescentar nutrientes ao
ambiente, os microrganismos melhoram sua eficiéncia.

A atividade metanogénica especifica foi maior para o tratamento de
concentragéo de 1 mL L1, 24,26 gDQO gSVTd, sequidos das concentragdes 2,0 e 0,5mL
L7, as quais tiveram 23,31 e 19,96gDQO gSVTd, respectivamente, como valores de
Ame. Os valores obtidos nos ensaios com adicdo do extrato corroboram com o0s de
Amoohadi et al. (2023), que obtiveram maior remocao de matéria organica bem como
maior potencial metanogénico ao utilizar Moringa oleifera enriquecida com cloreto de
ferro (111) ao indculo utilizado nos reatores, na concentracdo de 1,0g L. Nesse mesmo
estudo, ao utilizar uma dose considerada elevada de extrato houve um aumento de
precipitados fazendo com que o sistema ndo fosse eficiente. O extrato de Moringa oleifera
pode ser utilizado como parte da fonte de carbono na digestdo anaerdbia, contribuindo
naturalmente para a coagulacdo do lodo e potencializando a producdo de biogas
(AMOOHADI et al., 2023; YAP et al., 2021).

Apesar de ndo apresentar maior producdao acumulada de metano, a concentracédo
de 1,0mL L™ de extrato de semente de Moringa oleifera apresentou maior velocidade de
reacdo, bem como maior taxa maxima de producdo de metano em menor tempo,
mostrando o verdadeiro potencial na utilizagao do extrato.

Os resultados da comparacdo entre os ensaios que foi utilizado solugéo
nutriente e os que ndo tiveram acréscimo de nenhuma fonte nutricional sdo apresentados
na Tabela 4. E possivel observar que a utilizagdo de uma fonte de nutrientes é de
fundamental importancia para a digestdo anaerobia, melhorando a eficiéncia do reator, o
tempo de reacéo, a producdo de metano e a Ame. Tambone et al. (2020) ao analisarem a
Moringa oleifera para a producéo de biogéas, concluiram que a planta € uma excelente

fonte de nutriente para o processo de digestdo anaerdbia, melhorando a producdo de
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biogas, em especifico o metano. O que confirma estudos prévios que afirmam a
capacidade da planta de suprir nutricionalmente o ser humano (GAUTIER; DUARTE;
SOUSA, 2022).

Tabela 4. Valores da producdo méxima de metano, Ame, eficiéncia méxima e coeficiente

cinético aparente para 0s ensaios sem extrato de Moringa oleifera e com meio nutriente.

Parametros Sem extr.ato, com Sem extliato, sem

nutriente nutriente
Kapp (-h) 0,053 0,014
rmax 0,81 0,48
emax (mgOz2 L-1) 0,84 0,52
tm (h) 90,1 120,0
Ame (mgDQO mgSVT1d) 21,7 12,6
Maxchs (ML) 1295 1,7

Os nutrientes presentes no extrato de Moringa oleifera se assemelham com
os adicionados ao meio nutriente proposto por Del Nery(1987), como é possivel verificar
na Tabela 1. Esses nutrientes, apesar de nao se encontrarem na mesma concentracéo é de
fundamental importancia para incrementar o processo de digestdo anaerobia e melhorar
0 ambiente bacteriano (CHERNICHARO, 2016).

O resultado da andlise de variancia e do teste de Tukey é apresentado na
Tabela 5. Foi observado que ndo houve diferenca significativa entre a utilizacdo do meio
nutriente e as diferentes concentragcdes do extrato, assim como apenas entre as diferentes
concentragcfes. Porém, quando comparado o acréscimo do meio nutriente ou do extrato
de Moringa oleifera com a ndo adicdo de uma fonte nutricional, houve diferenca

significativa.

Tabela 5. Resultado da analise estatistica para as diferentes relagdes.

Relacao Resultado
Diferentes concentragdes de extrato (0,5 x 1,0 x 2,0 mL L?) Sem significancia
Meio nutriente x diferentes concentragdes de extrato Sem significancia
Meio nutriente x sem extrato Diferenca significativa
Sem extrato x diferentes concentragfes de estrato Diferenca significativa
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Os dados acima mostram que a adi¢do do extrato de Moringa oleifera pode
auxiliar na capacidade do in6culo em converter compostos organicos em biogas, porém
0 Seu excesso pode acabar interferindo negativamente o processo. Nota-se também que a
utilizacdo de uma solucdo nutricional completa pode ser substituida pelo uso exclusivo
do extrato da semente de Moringa oleifera.

Em suma, os resultados mostram que o extrato de Moringa oleifera se mostra
uma opg¢do como fonte de nutrientes benéficos para o processo de digestdo anaerdbia,
atuando em substituicdo de protocolos nutricionais ja existentes e de alto custo para
aquisicdo. O que fica de questionamento é se a adi¢do da solucdo nutricional ao extrato
incrementaria 0 meio de reacdo dos microrganismos ou seus metabolismos, favorecendo

ou ndo a producdo de metano bem como a remocdo da matéria organica.

4 Concluséo

Por meio dos resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizagdo do extrato
de semente de Moringa oleifera auxilia na melhor eficiéncia do reator, tanto na
velocidade de reacdo quanto na remocdo de matéria organica. No entanto sua adi¢do em
excesso pode ter efeito contrario, prejudicando a eficiéncia do reator e aumentando a
quantidade de precipitados no seu interior, 0 que prejudica a atividade das bactérias.

O extrato de Moringa oleifera pode ser utilizado como substituto de solugdes
nutricionais quimicas, se fazendo uma excelente alternativa de baixo custo que favorece
0 processo de digestdo anaerdbia.

Para posteriores estudos, recomenda-se a avaliacdo do desempenho do reator
com a adicdo de nutrientes a solucdo do extrato de semente de Moringa oleifera para

verificar se hd uma melhoria no processo ou uma inibi¢éo por excesso de nutrientes.
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CONCLUSOES FINAIS

Este trabalho conclui que o extrato da semente de Moringa oleifera tem
potencial para melhorar a eficiéncia de reatores anaerdbios, desde que em quantidades
moderadas. Sua utilizacdo em grandes quantidades pode acarretar a inibigdo do processo
anaerdbio. O extrato pode ser utilizado como substituto a meios nutrientes comerciais
que, de uma forma geral, possuem alto custo.

Conclui-se também que para realizar ensaios de Ame o ideal é conduzir em
ambiente mesofilico a uma agitacdo mais suave, 40 rpm, sendo possivel a realizacdo sem
agitacdo, caso se faca necessario. Como substrato, o ideal é a utilizacdo do acido acético
a uma concentragdo de 1000 mgO; L™? na relagdo substrato/microrganismo de 0,5 gO
gSVTL, sendo que o excesso de substrato ou a alta relagio S/M pode também desencadear

uma inibi¢do no processo de conversdo de matéria organica em metano.

PERSPECTIVA DE TRABALHOS FUTUROS

Como perspectiva de trabalhos futuros sugere-se que seja realizado testes de
diferentes concentra¢des do extrato, afim de verificar qual limite de concentracéo é ideal
para que haja o0 maximo aproveitamento no quesito nutricional. Além disso, se faz
interessante caracterizar o extrato na concentracdo utilizada para que possa suplementar
0s nutrientes faltantes levando em consideracdo a comparagdo com 0s nutrientes
propostos na literatura citada no trabalho.

Outra sugestdo € a realizacdo da analise microbiana do lodo, pois assim sera
possivel verificar se o substrato favorece alguma familia especifica de microrganismos
conversores de metano. Assim seré possivel potencializar a producao desse faz sem que

haja necessidade de selecionar previamente alguma cepa bacteriana.
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