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RESUMO

A utilizacdo de biomassa como substrato na digestdo anaerébia para fins de producéo
energética tem se destacado nas ultimas trés décadas, considerando a emergéncia
climética e os impactos advindos de fontes energéticas nado-renovaveis. Nesse
contexto, a vinhaca da cana-de-aclUcar e o capim-elefante apresentam potencial
significativo de producdo de biogas, mas a sua aplicacao via codigestdo anaerobia
ainda foi pouco investigada na literatura. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o rendimento metanogénico da codigestao desses substratos em reatores em
batelada, por meio de um planejamento experimental Box-Behnken. Os fatores
adotados foram tempo de ensilagem do capim-elefante (40, 80 e 120 dias), proporgéo
silagem:vinhaca (25:75, 50:50 e 75:25), e concentragéo do pré-tratamento alcalino do
capim-elefante (NaOH 0,5%, 2,25% e 4%). A maioria dos reatores apresentou
remocdo de DQO e de carboidratos superior a 60%, indicando remocéo expressiva
da matéria organica e eficiéncia da digestdo anaerobia. Os dados de producéo
acumulada de metano foram ajustados adequadamente ao modelo modificado da
sigmoide de Gompertz (R? = 0,99). Os valores de rendimento acumulado de metano
variaram entre 190,77 e 1729,80 mLcra/gsv. Os melhores rendimentos foram
observados nos reatores que utilizaram proporcdo Silagem:Vinhaca igual a 25:75,
tempo de ensilagem entre 80 e 120 dias, e solucdo de pré-tratamento com NaOH
2,25%my a 4,00%my. Segundo a ANOVA, a proporgao entre substratos foi o Unico fator
com efeito significativo (p < 0,05) sobre o rendimento metanogénico acumulado. O
modelo de regressdo proposto para estimativa do rendimento, em funcéo dos fatores
adotados, apresentou alto coeficiente de regressao (R2 = 0,93). Espera-se que 0s
resultados contribuam para a otimizacdo e a implantacdo, em maior escala, de
projetos de geracdo de bioenergia a partir do tratamento anaerébio de vinhaca de

cana-de-acucar e silagem de capim-elefante.

Palavras-chave: Codigestdo anaerdbia. Capim-elefante. Vinhaca. Ensilagem. Box-
Behnken.



ABSTRACT

The use of biomass as a substrate in anaerobic digestion for energy production
purposes has been highlighted in the last three decades, considering climate
emergency and the impacts arising from non-renewable energy sources. In this
context, sugarcane vinasse and elephant grass have significant potential for biogas
production, but their application via anaerobic co-digestion has been little investigated.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the methane yield of the co-digestion
of these substrates in batch reactors, using Box-Behnken experimental design. The
adopted factors were ensiling time of elephant grass (40, 80 and 120 days),
silage:vinasse ratio (25:75, 50:50 and 75:25), and concentration of alkaline
pretreatment of elephant grass (NaOH 0.5%, 2.25% and 4%uwy). Most reactors showed
COD and carbohydrate removal greater than 60%, indicating significant removal of
organic matter and efficiency of anaerobic digestion. Cumulative methane production
data was properly fitted to the modified Gompertz sigmoid model (R? = 0.99).
Cumulative methane yield values ranged from 190.77 to 1,729.80 mLcHa/gsv. The
highest yields were observed in the reactors which used silage:vinasse ratio equal to
25:75, ensiling time between 80 and 120 days, and pre-treatment solution of NaOH
2.25%wy to 4.00%wy. According to ANOVA, proportion between substrates was the
only factor with a significant effect (p < 0.05) on cumulative methane yield. The
regression model proposed to estimate the yield as a function of the adopted factors
showed a high regression coefficient (R2 = 0.93). It is expected that the results will
contribute to the optimization and implementation, on a larger scale, of bioenergy
generation projects from the anaerobic treatment of sugarcane vinasse and elephant

grass silage.

Keywords: Anaerobic codigestion. Napier grass. Vinasse. Ensilage. Box-Behnken.
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1 INTRODUCAO

O suprimento da demanda energética devera passar por mudancas estruturais
no século XXI, haja vista o desafio imposto pelo estado de emergéncia climatica global
(KILKIS et al., 2019), associado principalmente a utilizacdo indiscriminada de
combustiveis fosseis (IPCC, 2014), que representam atualmente 84% das fontes
energéticas mundiais (BP PLC, 2020). A deplecdo dos recursos energéticos nao-
renovaveis e 0s impactos ambientais advindos de seu uso tém impulsionado
pesquisas cientificas em fontes de energia limpas (RITTMANN, 2008; CANTARERO,
2020). Dentre essas, destaca-se a biomassa, definida como um recurso energético
produzido biologicamente, excluindo os materiais armazenados em formacdes
geoldgicas, ou seja, os combustiveis fosseis (FARDIN; BARROS; DIAS, 2018).

Por meio do processo da digestdo anaerdbia (DA), a biomassa é degradada
por microrganismos na auséncia de oxigénio, gerando o biogas, o qual € composto
principalmente de metano (CHa) (40-70%), hidrogénio (H>) e dioxido de carbono (CO>)
(VASCO-CORREA et al., 2018). O biogas contribui significativamente para a producao
de bioenergia a partir da biomassa (RASAPOOR et al., 2020) e pode ser obtido com
diversos substratos, tais como culturas agricolas energéticas, residuos
agroindustriais, esgoto sanitario, fracdo organica de residuos sdlidos, entre outros
(VASCO-CORREA et al., 2018). Em paralelo ao agravamento da crise climatica, os
setores da agropecuaria e da agroindustria tém crescido mundialmente nas dltimas
décadas (CREMONEZ et al., 2021), o que acarreta uma maior producao de residuos
desses setores, na ordem de 3,7 bilhdes de toneladas/ano para os principais residuos
da agricultura no mundo (BENTSEN; FELBY; THORSEN, 2014).

Por conseguinte, a producdo de biogas a partir de residuos agroindustriais
consiste simultaneamente em: um processo de tratamento de materiais poluentes
guando descartados inadequadamente no ambiente (FERREIRA et al., 2018); um
meétodo de geracao de energia, com potencial significativo de diminuir a dependéncia
da sociedade em combustiveis fésseis (RITTMANN, 2008); e uma forma de obtencéo
de produtos com valor agregado para a cadeia produtiva da agroinddstria
(CREMONEZ et al., 2021), como biometano, bio-hidrogénio, acidos organicos
(acético, propibnico e butirico) e alcoois.

A vinhaca da cana-de-aclUcar € um dos principais residuos agroindustriais

produzidos no Brasil que podem ser empregados como substratos na DA. Esse
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efluente liquido do processo de produgéo do etanol tem potencial altamente poluente,
especialmente devido a seu elevado teor de matéria organica, necessitando de
tratamento e disposicao final adequados (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015; SILVA;
GRIEBELER; BORGES, 2007).

Diante desse cenario, 0 aproveitamento da vinhaca para produgcdo de metano
representa tanto uma forma de tratamento visando a remoc¢do de matéria organica,
bem como uma alternativa de geragéo de energia. Cremonez et al. (2021) compilaram
resultados de estudos sobre o potencial metanogénico desse residuo, citando valores
desde 249 (FUESS et al., 2017) a 302 mL CH4/gbgo (ALMEIDA et al., 2017).

Similarmente, o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) — espécie de
graminea forrageira tropical — destaca-se como cultura agricola energética,
sobretudo devido as seguintes caracteristicas: elevado potencial de producédo de
biomassa; baixa demanda de insumos para producao; alta relacado carbono/nitrogénio
(C/N); e alta concentracdo de componentes com elevado poder calorifico, como a
celulose e a lignina (MORAIS et al.,, 2012; PATERLINI et al., 2013). Resultados
anteriores sobre o rendimento metanogénico associado ao uso do capim-elefante
como substrato variam entre 190 e 372 mL CH4/g de Solidos Volateis (RAPOSO et
al., 2012; TONG; SMITH; MCCARTY, 1990; GUNASEELAN, 2004; CHYNOWETH et
al., 1993).

Pesquisas realizadas no Brasil indicam que a produtividade anual dessa
espécie é de aproximadamente 30 a 40 toneladas de matéria seca por hectare
(BOTREL et al.,, 2000; MORAIS et al., 2009), ao passo que novas cultivares que
apresentam produtividades ainda maiores vém sendo desenvolvidas recentemente.
No estado de Alagoas, estudos realizados em usinas locais por uma Unidade de
Execucédo de Pesquisas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
apontam um elevado potencial produtivo do capim-elefante nessa regido (SALOMON
et al., 2017).

Quanto a sua composicao, o capim-elefante contém aproximadamente 46% de
celulose, 34% de hemicelulose, 21% de lignina (REDDY et al., 2012), em percentual
de matéria seca, e uma relacdo C/N de 26:1 (JANEJADKARN; CHAVALPARIT, 2014);
contudo, esses valores podem variar significativamente de acordo com variantes da
espécie e condicdes de cultivo (SAWATDEENARUNAT et al., 2015). Devido a
complexidade estrutural de suas moléculas, tais substancias lignocelulésicas reduzem

a eficiéncia das bactérias hidroliticas que atuam no primeiro estagio da DA,
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consequentemente afetando todo o processo. Dessa forma, para promover a
decomposicdo desses substratos, costuma-se aplicar algum tipo de pré-tratamento,
geralmente envolvendo processos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos. Pré-tratamentos
fisico-quimicos mais severos, como os tratamentos acido e alcalino, podem gerar altos
custos operacionais e subprodutos inibidores (WEN et al.,, 2015), portanto as
condi¢cdes de sua aplicacdo devem ser estudadas e otimizadas.

Nesse contexto, a ensilagem — um método de armazenamento
tradicionalmente utilizado na agricultura — tem sido investigada quanto ao seu
potencial como pré-tratamento bioldgico, uma vez que promove condi¢des acidas no
meio, inibindo a proliferacdo de microrganismos e aumentando a digestibilidade de
substratos lignocelulésicos (ABRAHAM et al., 2020). Como exemplo de investigacdes
dessa natureza, Zhang et al. (2019) avaliaram o efeito da ensilagem como pré-
tratamento do capim-elefante, considerando diferentes alturas de corte e partes da
planta, obtendo o valor de 361 mL CH4/gSV como maxima produ¢cdo metanogénica.
Pardang et al. (2020), por sua vez, analisaram o efeito da idade de colheita,
temperatura e ensilagem sobre a producdo de biogas, usando como substrato a
espécie hibrida P. purpureum x P. typhoideum; sob condicbes mesofilicas, as
amostras que passaram por ensilagem tenderam a apresentar desempenho superior,
alcancando rendimento especifico de metano de 154 mL CH4/gSV.

No contexto local, Silva (2020) estudou a producdo de biogas a partir da
codigestao do capim-elefante e vinhaca, utilizando biodigestor em batelada e in6culo
composto por lodo de reator UASB, em um projeto desenvolvido em parceria com a
Embrapa Tabuleiros Costeiros — projeto que visa agregar valor aos residuos da
agroindustria e explorar a capacidade energética de variedades do capim-elefante.
Contudo, a codigestdo anaerobia da silagem de capim-elefante com a vinhaca ainda
foi pouco estudada. Desse modo, o objetivo do presente estudo — uma continuidade
da parceria com a Embrapa Tabuleiros Costeiros — € avaliar como o tempo de
ensilagem, a proporcao entre os cosubstratos acima mencionados e a concentracéo
do pré-tratamento alcalino afetam a producdo de biogas a partir da digestédo

anaerodbia.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Quantificar e avaliar a produ¢éo metanogénica a partir da codigestéo anaerébia
de silagem de capim-elefante e vinhaca.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho consistem em:

a) Avaliar a eficiéncia da ensilagem como pré-tratamento do capim-elefante;

b) Investigar a viabilidade de aplicacdo da silagem de capim-elefante, bem como
arelacéo capim-elefante e vinhaca como substratos para producao de metano;

¢) Quantificar a producdo metanogénica e determinar o ajuste estatistico dos
dados experimentais ao modelo da sigmoide de Gompertz;

d) Analisar a influéncia de diferentes condicfes experimentais sobre a producao

de metano, por meio da técnica de planejamento experimental.
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3 REVISAO TEORICA
3.1 Microbiologia da digestdo anaerdbia

A digestdo anaerdbia consiste em uma série de reacdes bioquimicas,
realizadas por diferentes grupos de microrganismos que atuam conjuntamente para
degradar compostos organicos complexos em substancias mais simples, tais como
metano, gas carbbnico e sulfeto de hidrogénio, bem como para promover o
crescimento de novas células de microrganismos (KIRK; GOULD, 2020;
CHERNICHARO, 2016).

Esse processo ocorre naturalmente em ambientes como pantanos, solos,
sedimentos de corpos hidricos e no sistema digestivo de animais ruminantes —
ambientes onde ha baixa ou nenhuma disponibilidade de oxigénio (O2), nitrato (NOz)
e sulfato (SO4%>) como aceptores de elétrons (CHERNICHARO, 2016). Por meio de
tecnologias ambientais, o processo de digestdo anaerdbia tem sido aplicado para
degradar diferentes tipos de biomassa e, consequentemente, produzir biogas,
bioenergia e biocombustiveis (KIRK; GOULD, 2020).

Conforme ilustrado na Figura 1, o processo de digestdo anaerobia é subdividido
nas seguintes rotas metabdlicas: hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese, cada uma executada por diferentes grupos de microrganismos; na
presenca de sulfato, ocorre ainda a sulfetogénese, uma rota metabolica alternativa
gue afeta a producdo de metano.

Durante a hidrolise, bactérias fermentativas hidroliticas liberam exoenzimas
capazes de degradar polimeros organicos complexos — como carboidratos, proteinas
e lipideos — em substancias organicas mais facilmente assimiladas pelas paredes
celulares bacterianas — como acucares, aminoacidos e peptideos (CHERNICHARO,
2016). A hidrdlise é limitada e incompleta quando a biomassa utilizada contém
substancias como lignina, celulose e hemicelulose, uma vez que tais moléculas sao
de dificil degradacédo, exigindo pré-tratamentos fisico-quimicos e/ou biol6gicos mais
intensos (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010).
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Figura 1 - Rotas metabdlicas e microrganismos da digestao anaerdbia
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Fonte: Adaptado de Chernicharo (2016), Annamalai et al. (2020) e Kirk e Gould (2020)

Na acidogénese, os produtos gerados apos a hidrélise sdo metabolizados por
bactérias fermentativas acidogénicas em substancias como acidos organicos, alcoois,
cetonas, dioxido de carbono e hidrogénio. Dessa forma, essa rota metabdlica fornece
0S substratos necessarios para 0s microrganismos das etapas seguintes.

Na acetogénese, bactérias acetogénicas oxidam compostos como 0s acidos
propibnico e butirico, produzindo acetato, hidrogénio e didxido de carbono. Destaca-
se gue as reacdes acetogénicas nao sao espontaneas termodinamicamente, de forma
gue € necessario existir uma relacdo sintrofica entre bactérias acetogénicas e 0s
microrganismos das etapas subsequentes, por intermédio do consumo continuo de
hidrogénio e acetato (CHERNICHARO, 2016).
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Por fim, a ultima rota metabdlica da digestdo anaerodbia € realizada por um
grupo de microrganismos anaerébios estritos pertencentes ao dominio Archaea,
capazes de produzir metano (CHs) e dioxido de carbono (COz). As arqueas
metanogénicas se subdividem em: metanogénicas acetoclasticas (responsaveis pela
producéo de 60-70% de CHi), as quais utilizam acetato (CHsCOO") ou metanol
(CH30OH) para gerar CHs e CO2; e metanogénicas hidrogenotréficas, que utilizam
hidrogénio (H) e diéxido de carbono para producao de CH4 (CHERNICHARO, 2016).

Uma rota metabdlica concorrente — a sulfetogénese — pode ocorrer devido a
presenca de compostos sulfurados no meio. Nesse processo, bactérias sulforedutoras
promovem a reducdo de tais compostos a sulfetos, como o sulfeto de hidrogénio
(H2S). Considerando que tais bactérias sdo competidoras das arqueas metanogénicas
e séo capazes de utilizar diversos substratos diferentes (acidos organicos, hidrogénio,
etanol, aclcares etc.), uma concentracdo elevada de sulfatos no meio pode afetar

significativamente a produ¢cdo metanogénica (CHERNICHARO, 2016).

3.2 Aplicacéo da digestdo anaerdbia e producéo do biogas

A tecnologia anaerébia vem sendo desenvolvida desde o século XIX,
especialmente com a aplicacéo de digestores anaerobios para fins de tratamento de
esgoto sanitario e de residuos. A partir da emergéncia climéatica no século XXI, as
novas metas de sustentabilidade determinadas em acordos multilaterais e o crescente
interesse em fontes energéticas renovaveis impulsionaram a pesquisa e 0
desenvolvimento dessa area (CHENG, 2017).

No Brasil, houve grande disseminacdo da tecnologia anaerdbia nas ultimas
décadas, particularmente para o tratamento de esgoto sanitario; tal fato se deve
principalmente as condi¢des climaticas favoraveis para utilizacdo de biodigestores
anaerobios, bem como a deficiéncia estrutural de servicos de saneamento basico no
pais, 0 que propicia a implantacdo de sistemas simplificados, descentralizadas e/ou
individuais de saneamento (CHERNICHARO, 2016).

Nesse contexto, a literatura sobre a digestdo anaerdbia e as condi¢cdes que
interferem sobre esse processo esta em constante evolucdo, bem como as
experiéncias praticas associadas a sua implantacdo. Destacam-se como fatores
interferentes do processo de digestdo anaerébia (CHERNICHARO, 2016):
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e a temperatura operacional do reator, sendo mais utilizados valores nas faixas
mesofilica (25—40 °C) e termofilica (45—60 °C);

e 0 pH do meio, o qual deve estar proximo da neutralidade para fins de atividade
metanogénica;

e 0 tempo de detencdo hidraulica e a taxa de carregamento organico do
substrato, parametros importantes para a operacao de reatores continuos e
gue sao inversamente proporcionais;

e acomposicao do substrato, que pode indicar a necessidade de pré-tratamento;

e e aconcentracdo de produtos da hidrdlise, que pode afetar o equilibrio entre as

comunidades de microrganismos presentes no reator, entre outros.

Quanto aos reatores comumente utilizados para producéo de biogas, estes sao
subdivididos entre reatores anaerobios de baixa taxa e reatores anaerébios de alta
taxa. Os reatores de baixa taxa, como o reator continuo (CSTR, do inglés continuously
stirred tank reactor) e o reator anaerébio sequencial em batelada (ASBR, anaerobic
sequencing batch reactor), possuem a biomassa suspensa e valores elevados de
tempo de detencao hidraulica (TDH), consequentemente ocupando grandes volumes.
Por sua vez, os reatores de alta taxa sdo caracterizados pela retencéo da biomassa,
apresentando valores baixos de TDH, enquanto mantém valores maiores de tempo
de retencdo celular, o que torna estes reatores mais compactos.

Entre os principais reatores de alta taxa, destacam-se: 0s que promovem a
retencdo da biomassa pela granulacdo, como o reator anaerobio de fluxo ascendente
e manta de lodo (UASB, upflow anaerobic sludge blanket reactor), o reator de leito de
lodo granular expandido (EGSB, expanded granular sludge bed reactor) e o reator de
circulacao interna (IC, internal circulation reactor); e aqueles que retém a biomassa
por meio da adesdo, formando biofilmes, tais como os filtros anaerdbios (AF,
anaerobic filter) e o reator de leito fluidificado (FBR, fluidized bed reactor) (DE LA
RUBIA; VILLAMIL; MOHEDANO, 2019).

Apés sua geracdo nos reatores anaerébios, o biogas tipicamente contém
concentracdes de sulfeto de hidrogénio (H2S), dioxido de carbono (CO2) e umidade.
Tais substancias sdo consideradas impurezas, visto que podem causar corrosées e
diminuir a eficiéncia de equipamentos de converséo energética — tais como motores

de combustdo interna, turbinas, microturbinas e células a combustivel —, sendo
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necessaria a remocdo dessas substancias visando a purificacdo do biogas
(SALOMON, 2007; RAFIEE et al.,, 2021). Posteriormente a purificacdo e ao
melhoramento do biogas, suas aplicacdes finais incluem: aquecimento, por
combustdo direta; sistemas combinados de calor e eletricidade; combustivel para
veiculos; injecdo em gasodutos; entre outros (RAFIEE et al., 2021).

Destaca-se ainda a possibilidade de utilizacdo simultanea de mais de um
substrato para geracao do biogas — processo denominado de codigestdo anaerobia
— a qual pode promover uma maior diversidade da comunidade microbiana e uma
relacéo carbono/nitrogénio (C/N) mais equilibrada, entre outras vantagens. Para uma
operacao adequada do reator e producdo 6tima de biogas, recomenda-se manter a
relacéo C/N no intervalo de 20—30:1 (KHANAL; NINDHIA; NITAYAVARDHANA, 2019).

Valores altos da relacdo C/N indicam que o nitrogénio existente no meio sera
consumido rapidamente por microrganismos metanogénicos, resultando em baixa
producéo de biogas. Valores baixos, por sua vez, acarretam um acumulo do nitrogénio
excedente na forma de amonia, prejudicando a metanogénese (LI; CHEN; WU, 2019).

A codigestao pode ser empregada para solucionar limitagdes frequentemente
associadas a monodigestdo anaerdbia, tais como instabilidade do reator,
indisponibilidade de substratos e baixo rendimento da producéo de biogas. Todavia,
a composicao dos cosubstratos deve ser analisada adequadamente, bem como a
propor¢cdo de mistura entre eles, de forma a evitar problemas como sobrecarga

organica e acidificacao do reator (KARKI et al., 2021).

3.3 Cinéticade crescimento dos microrganismos

O crescimento de uma comunidade de microrganismos ocorre naturalmente de
forma exponencial, até o ponto de esgotamento dos nutrientes presentes no meio. De
modo geral, durante o periodo de sintese, os microrganismos oxidam a matéria
organica disponivel para reproducéo de suas células e liberam energia. Inicialmente,
na fase de laténcia (lag phase), os microrganismos inoculados adaptam-se as
condi¢Bes do meio. Em seguida, na fase de crescimento exponencial, ndo ha restricdo
de nutrientes disponiveis, de modo que a taxa especifica de crescimento () € maxima
(DORAN, 2013; VON SPERLING, 2016).

Posteriormente, a fase estacionaria é determinada pelo inicio da deplecéo de

nutrientes no meio, de forma que as taxas de crescimento e de mortandade dos
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microrganismos se anulam, mantendo a quantidade de células constante. Por fim,
segue-se a fase do metabolismo end6geno, na qual os microrganismos utilizam suas
proprias células para fun¢des metabdlicas e, consequentemente, ha um declinio da
comunidade microbioldgica (DORAN, 2013; VON SPERLING, 2016).

Em reatores anaerébios em batelada, a quantidade de substrato fornecida ao
meio e de microrganismos presentes no inéculo é limitada, de forma que a curva de
crescimento da comunidade microbiolégica tipicamente segue a progressao
apresentada na Figura 2.

Figura 2 - Curva tipica de crescimento bacteriano e de arqueas
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Fonte: Adaptado de Doran (2013)

3.4 Contextualizacéo sobre a vinhaca

Desde a década de 1970, com a crise global do petroleo e a instituicdo do
Programa Nacional do Alcool (Decreto n° 76.593/1975), o Brasil tem se destacado
como o principal produtor de etanol a partir da cana-de-agucar no mundo, com uma
producéo estimada na safra 2021/2022 de quase 25 bi litros de etanol (CONAB, 2021).

Embora a utilizacdo do etanol como combustivel veicular apresente a
vantagem, em comparacdo com os combustiveis fésseis, de emitir menos gases de
efeito estufa, o processo produtivo desse biocombustivel apresenta a desvantagem

de gerar grandes volumes de vinhaga — um efluente liquido com alto teor de carga
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organica —, na ordem de 10 a 15 L por litro de etanol produzido (MORAES; ZAIAT,
BONOMI, 2015; CRUZ; SOUZA; CORTEZ, 2014). A vinhaca € produzida através da
destilacdo do vinho e é obtida na secdo de retificagdo da coluna de destilacéo,

conforme apresentado na esquematizacao da Figura 3.

Figura 3 - Esquematizacéo da producéo de etanol a partir da cana-de-acucar
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Fonte: Adaptado de Reis e Hu (2017)

Quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, a vinhaca destaca-se por
apresentar uma alta demanda quimica de oxigénio (DQO), podendo alcancar cerca
de 300 kg/m3, e um teor de matéria organica de aproximadamente 75%; além da
elevada carga organica, a vinhaca é rica em nutrientes como potassio, manganeés,
ferro, cobre, zinco, aluminio, cloretos, calcio, enxofre, entre outros. Dessa forma, 0s
parametros de DQO e de nutrientes devem ser bem monitorados em processos de
digestdo anaerdbia que utilizam a vinhaca como substrato, uma vez que podem
acarretar o desequilibrio das comunidades microbiolégicas envolvidas.

A vinhaca possui ainda um pH acido, na faixa de 3,25-4,97, o que indica a
necessidade de tratamentos alcalinos para aumentar o pH, tornando-o mais adequado
a digestdo anaerdbia. Suas principais substancias constituintes sao etanol, glicerol,
acido acético e acido latico, contendo também compostos recalcitrantes, como fenais,
e possivelmente metais pesados (PARSAEE; KIANI; KARIMI, 2019).
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Devido as caracteristicas citadas anteriormente, esse efluente pode causar
graves impactos ambientais caso sua disposi¢ao final ndo seja adequada. Entre as
solugbes mais empregadas para a disposicao final desse efluente, destaca-se a
fertirrigacao, isto é, a aplicacdo da vinhaga no solo como fertilizante, a qual consiste
numa pratica que pode ocasionar a polui¢cao do solo, do ar e das aguas subterraneas,
caso seja realizada de forma indiscriminada. Diante desse cenario, a utilizacdo da
vinhaca como substrato para a digestdo anaerdbia representa uma alternativa
sustentavel de tratamento desse efluente, possibilitando ainda a geracado de produtos
de valor agregado, como o biogas.

Em um estudo recente acerca desse tema, Fuess et al. (2017) aplicaram a
vinhaca da cana-de-aclcar como substrato em um processo de digestao anaerdbia
de dois estagios; na fase acidogénica, utilizou-se um reator de leito fixo empacotado
(APBR, anaerobic packed-bed reactor), operando na faixa de temperatura termofilica
(55 °C); enquanto na fase metanogénica foram utilizados um reator UASB e um reator
de leito fixo estruturado (ASTBR, anaerobic structured-bed reactor), ambos inoculados
com lodo proveniente de reator em condicdes termofilicas. As taxas de remocéao de
DQO foram superiores a 80% e a producdo metanogénica obtida no reator ASTBR
variou entre 249 e 301 mL CH4/gDQO.

Almeida et al. (2017) por sua vez, utilizaram um reator anaerobio de batelada
sequencial com biomassa imobilizada (AnSBBR, anaerobic sequencing batch biofilm
reactor), com agitacdo mecanica, operado a temperaturas mesofilicas (30—45 °C),
para tratamento de vinhaca de cana-de-acucar e geracao de biometano. O reator foi
inoculado com lodo de um reator UASB utilizado no tratamento de efluentes da
avicultura e a taxa de carregamento organico aplicada foi de 1 a 10 gDQOJ/L. Os
autores obtiveram valores de rendimento de metano variando entre 109 e 302 mL
CHa4/gDQO.

3.5 Contextualizacéo sobre o capim-elefante

O capim-elefante (também denominado de capim-napier) € uma espécie de
graminea nativa da Africa tropical, introduzida no Brasil no inicio do século XX
(PATERLINI et al., 2013) e utilizada tradicionalmente como forragem animal. Desde a
década de 1980, essa espécie vem sendo estudada para fins de aplicacdo como

cultura energética, isto €, uma cultura agricola dedicada ao fornecimento de insumos
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para a cadeia produtiva de bioenergia, visando a geracgdo de calor e/ou eletricidade
por intermédio da digestéo anaerdbia.

O capim-elefante apresenta caracteristicas favoraveis para tal aplicacdo, como
alta produtividade anual de biomassa, podendo chegar a 50 toneladas/hectare/ano;
ciclo produtivo curto, que permite mais de uma colheita por ano; baixa demanda de
insumos para producdo, diminuindo custos operacionais; e alta relacéo
carbono/nitrogénio, entre outros (MORAIS et al., 2009; MORAIS et al.,, 2012;
PATERLINI et al., 2013).

O capim-elefante é composto principalmente por fibras, nomeadamente a
celulose, a hemicelulose e a lignina (REDDY et al., 2012). Conforme ilustrado na
Figura 4, a celulose [(CsH100s)n] € um polissacarideo linear formado pela unido de
unidades de B-glicose, consistindo no principal elemento estruturante de paredes

celulares vegetais (CHENG, 2017).

Figura 4 - Estrutura da celulose
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Fonte: Cheng (2017)

Por sua vez, a terminologia “hemicelulose” designa todos os polissacarideos,
com excecdo da celulose e da pectina, que compdem as paredes celulares vegetais;
as hemiceluloses (Figura 5) sdo polimeros compostos por unidades de pentoses,
hexoses e acidos urbnicos (CHENG, 2017). Quanto a lignina (Figura 6), esta consiste
em um polimero aromatico reticulado, com a capacidade de conferir resisténcia

mecanica a parede celular dos vegetais (CHENG, 2017).



30

Figura 5 - Estrutura de um tipo de hemicelulose

Fonte: Cheng (2017)

Figura 6 - Estrutura dos lignois, elementos formadores da lignina

Fonte: Cheng (2017)

Essas moléculas possuem elevado poder calorifico, indicando alto potencial
energético, porém suas estruturas moleculares sdo de dificil degradacdo pelos
microrganismos participantes da digestdo anaerdbia, de forma que usualmente
precisam ser degradadas por meio de outros processos, visando a liberacdo de
carboidratos presentes na estrutura das fibras. Além da composicéo alta em fibras,
outra importante caracteristica fisico-quimica do capim-elefante € sua relativa
deficiéncia em nutrientes como nitrogénio e fésforo, necessitando de adicdo dessas
substancias para seu cultivo (KOMMULA et al., 2013).

Entre os estudos que investigaram a produ¢do metanogénica a partir do capim-
elefante, Sawasdee e Pisutpaisal (2014) conduziram experimentos em reatores
anaerobios em batelada, com volume de 500 mL e agitacdo mecanica, e sob
condi¢Bes mesofilicas (37 °C). O rendimento maximo de metano obtido pelos autores

nessas condi¢des foi de 122,4 mL CH4/gSV. Wen et al. (2015), por sua vez, obtiveram
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valores de rendimento de metano variando entre 147 e 279 mL CH4/gSV. Os autores
aplicaram sobre o capim-elefante um pré-tratamento biolégico, sucedido por um
tratamento enzimatico para promocao da hidrélise do substrato e, por fim, realizou-se
a digestao anaerdbia em reatores anaerébios em batelada, sob temperatura na faixa
mesofilica (35 °C).

Carvalho et al. (2016) analisaram a codigestdo anaerdGbia de lodo de
esgotamento sanitario com capim-elefante hidrolisado em um reator anaerébio
continuo (CSTR) de 16 L, operado sob temperatura mesofilica (37 °C), obtendo como
rendimento maximo de metano o valor de aproximadamente 200 mL CH4/gSV. Os
autores identificaram que os resultados de rendimento de metano na codigestéo foram
superiores — de 23 a 38% — aos resultados obtidos na monodigestado do lodo de

esgotamento sanitario.

3.6 Pré-tratamentos de biomassas lignoceluldsicas

Conforme citado anteriormente, biomassas lignocelulésicas — como o capim-
elefante — sado de dificil degradacéo, especialmente devido as ligacdes formadas por

cadeias de celulose, hemicelulose e lignina (Figura 7).

Figura 7 - Complexo lignocelulésico em paredes celulares vegetais

Biomassa
lignocelulosica

Célula vegetal Hemicelulose

Fonte: Adaptado de Wellinger, Murphy e Baxter (2013)
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Tais moléculas tipicamente se configuram em estruturas cristalinas ou
apresentam baixa area superficial, de forma que ndo séo facilmente acessiveis aos
microrganismos hidroliticos e suas enzimas (MONTGOMERY; BOCHMANN, 2014).
Assim, elas limitam a eficiéncia da hidrélise e, por conseguinte, de todo o processo de
digestdo anaerobia.

Dessa forma, a conversao de compostos lignocelulésicos em substancias mais
simples € uma etapa importante no processo de geracao de biogas (Figura 8). Dentre
os tipos de pré-tratamentos comumente utilizados para promover a degradacdo de
tais compostos, destacam-se: pré-tratamentos fisicos, como o0s tratamentos
mecanico, térmico, ultrassénico, e de desintegracdo eletrocinética; pré-tratamentos
qguimicos, que incluem os tratamentos alcalino, 4cido e oxidativo; pré-tratamentos
biologicos, como os tratamentos microbiologicos e o de adicdo de enzimas; e 0s
processos combinados, que incluem o tratamento a explosao de vapor, a extrusédo e
o termoquimico. O pré-tratamento alcalino, em especial, pode ser realizado por meio
da adicdo de substancias como hidréxido de sédio (NaOH), hidroxido de calcio
[Ca(OH):] e hidréxido de potassio (KOH), promovendo a quebra dos grupos acetato
presentes nas hemiceluloses (WELLINGER; MURPHY; BAXTER, 2013).

Figura 8 - Pré-tratamento de compostos lignoceluldsicos

Lignina Hemicelulose

J

Pré-tratamento

A

Celulose

Fonte: Adaptado de Capari, Doérgé e Dallos (2016)

Nesse contexto, a ensilagem tem sido estudada quanto ao seu potencial como

pré-tratamento biolégico, devido as alteragbes que ela promove em substratos
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lignocelul6sicos. Nesse processo, a biomassa com uma certa umidade é ensilada na
auséncia de oxigénio, inibindo a proliferacdo de microrganismos aerdbios. Dessa
forma, bactérias acido-lacticas tém condi¢cbes apropriadas para se desenvolver mais
rapidamente que outros microrganismos anaerébios, ocorrendo a producao de acidos
a partir dos carboidratos presentes na biomassa, e a consequente diminuicéo do pH
no meio (WELLINGER; MURPHY; BAXTER, 2013).

Segundo Sun et al. (2021), a ensilagem provoca um aumento na
biodigestibilidade de substancias lignocelulésicas devido a reacdes brandas de
hidrélise acida que ocorrem nesse meio, promovidas pelos acidos orgéanicos
produzidos durante o processo. Ainda de acordo com Sun et al. (2021), diversos
estudos apontam a degradacédo de substancias lignoceluldsicas durante a ensilagem;
entretanto, ainda ndo foram definidos critérios especificos e padronizados nessa area
de estudo, visando a comparacao de resultados da ensilagem para producéao eficiente
de biometano.

Entre os estudos recentes acerca desse tema, Zhang et al. (2019) utilizaram
como substrato a espécie Pennisetum hybrid, coletada em diferentes periodos,
correspondendo as alturas de 70, 100 e 150 cm. O material foi ensilado em
embalagens plasticas de silagem a temperatura ambiente, durante 30 dias, e os
ensaios de digestdo foram realizados em reatores anaerdbios em batelada, com
volume total de 500 mL. Os autores obtiveram os melhores resultados para a silagem
do capim com altura de 100 cm, o qual produziu os seguintes rendimentos de metano:
316 mL CH4/gSV, considerando apenas as folhas; 361 mL CH4/gSV, para os caules;
e 356 mL CH4/gSV para toda a planta. Tais resultados apontam a influéncia do tempo
de corte das plantas usadas como substrato sobre a producdo metanogénica final.

Pardang et al. (2020), por sua vez, usaram como substrato a espécie hibrida P.
purpureum x P. typhoideum, analisando os efeitos da idade de colheita (45, 70 e 90
dias), da temperatura (35 °C e 55 °C) e da ensilagem sobre a producéo de biogas. Os
autores utilizaram reatores em batelada de 1 L, sob temperaturas nas faixas mesofilica
(39 °C) e termofilica (55 °C), cujos in6culos foram coletados em reatores CSTR sob
condicbes mesofilica (35,5 °C) e termofilica (54,8 °C), respectivamente. Sob
condicbes mesofilicas, as amostras tratadas por meio da ensilagem tenderam a
apresentar desempenho superior, alcancando rendimento especifico de metano de
154 mL CH4/gSV, ao passo que, em condicdes termofilicas, o efeito da ensilagem

sobre o rendimento de metano nao foi significativo.
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4 METODOLOGIA

Foi investigado, no presente estudo, a produgcdo metanogénica resultante da
codigestao anaerdbia de silagem de capim-elefante e vinhaca, a partir de ensaios com
reatores em batelada e em escala de bancada, considerando composic¢des variadas
conforme os fatores de interesse. A Figura 9 apresenta o fluxograma das principais
etapas e procedimentos da metodologia desenvolvida.

Figura 9 - Fluxograma da metodologia desenvolvida

Capim-elefante Vinhaca de Lodo de esgoto
in natura cana-de-agucar sanitario
Ensilagem

(40-120 dias)

Silagens de
capim-elefante

Tratamento alcalino
(NaOH 0,5-4,0%) e
térmico (~20°C)

Filtragao
Substrato 1: Substrato 2:
- 1 . 1 1
capim-elefante vinhacga
Diluigao Diluigéo

Adigao de

Montagem dos reatores .
indculo

Tempo de ensilagem (40, 80, 120 dias)
Proporgéao substratos (25:75, 50:50, 75:25)
Pré-tratamento alcalino (0,5, 2,25 e 4%)

1 Caracterizacéo dos

» Adigao de NaHCO3 substratos e do indculo
* Neutralizagdo do pH
Fluxo de N2 2 Andlises fisico-quimicas
Vedag#o de reatores iniciais dos reatores
2
3 Analises fisico-quimicas
Camara agitadora finais dos reatores
100 rpm
35°C
Digestao anaerobia Ajuste ao modelo 4
Cromatografia gasosa Analise estatistica

Desativacao dos
reatores

Fonte: Autora (2022)
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4.1 Pré-tratamento do capim-elefante

As amostras de capim-elefante foram fornecidas pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), que tem entre suas principais variedades: a
Cultivar BRS Capiacu; os clones Madeira (BAGCE 145), King Grass (BAGCE 64) e
Pasto Panama (BAGCE 91); bem como dois novos cruzamentos, T_ HE1 e T_HE7.
Todas essas variedades sdo cultivadas no Campus de Engenharias e Ciéncias
Agréarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), localizado em Rio
Largo — AL, a partir de material propagativo proveniente do Banco Ativo de
Germoplasma de Capim-elefante da Embrapa (BAGCE) Gado de Leite, de Juiz de
Fora — MG.

Utilizaram-se plantas com idade de corte de 6 meses e suas respectivas
produtividades de biomassa e valores de teor de umidade sdo apresentados na
Tabela 1, cujos dados foram fornecidos pela Embrapa Tabuleiros Costeiros. No
presente estudo, aplicaram-se apenas amostras da variedade BRS Capiacu, visto que
esta € a mais consolidada e apresenta alta produtividade.

Tabela 1 - Producdo de biomassa e umidade de algumas variedades de capim-elefante

Variedade | Produtividade - Umidade (%) | Produtividade -
Biomassa Fresca (t/ha) Biomassa Seca (t/ha)

T _HE1 178,75 72,98 48,30
T _HE7 148,75 69,3 45,67
BRS Capiacu 156,2 69,3 47,95
Madeira 120,3 67,9 38,62
King Grass 130 72,66 35,54
Pasto Panamé 153,75 72,58 42,16

Fonte: Embrapa (2021)

As amostras de capim-elefante utilizadas neste trabalho foram inicialmente
processadas em triturador forrageiro e ensiladas em minissilos de PVC, com diametro
de 200 mm e altura de 45 cm (Figura 10). As particulas das amostras ensiladas
apresentavam tamanho entre 1 e 2 cm, e ndo foram utilizados aditivos quimicos ou

bioldgicos durante o processo de ensilagem. Os minissilos foram vedados com tampa
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e cola de silicone para impedir a entrada de ar. O valor de pH das amostras apés 40
dias de ensilagem foi de aproximadamente 3,50 e todos o0os minissilos foram
armazenados a temperatura ambiente, de aproximadamente 30 °C. Foram coletadas
amostras do capim-elefante apés trés periodos diferentes de ensilagem, de 40, 80 e
120 dias (MUCK et al., 2018), e foram obtidas também amostras da forragem in natura

(n&o submetidas ao processo de ensilagem) (Figura 11).

Figura 10 - Minissilos utilizados na ensilagem

Fonte: Embrapa (2021)

Figura 11 - Amostras de silagem de capim-elefante fornecidas pela Embrapa, com diferentes

periodos de ensilagem

Fonte: Autora (2022)
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A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo preliminar de fibras presentes nas
amostras de forragem in natura e de silagens de capim-elefante (variedade BRS
Capiacu), incluindo valores de teor de celulose, hemiceluloses, lignina e cinzas, em
percentual de matéria seca total. As analises seguiram a metodologia adaptada de
Van Soest, Robertson e Lewis (1991), para determinacédo de fibras em detergente
neutro (FDN) e fibras em detergente &cido (FDA), e foram realizadas pela Embrapa
Tabuleiros Costeiros - Unidade de Execucéo de Pesquisa de Rio Largo/AL.

Tabela 2 - Analises elementar e bromatologica das amostras de silagem de capim-elefante

FDN FDA HCEL CEL LIG Cinzas
Nome C (%) N (%)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

BRS Capiacu 1
Forragem
BRS Capiacu 1
] . 76,3121 49,5142 26,7979 40,1533 9,361 6,0651 42,217 0,680
Silagem 40 dias
BRS Capiacu 2
Silagem 80 dias

BRS Capiacu 3
) ) 77,4638 51,5775 25,8863 40,9340 10,644 2,0769 41,863 0,644
Silagem 120 dias

76,9351 48,6256 28,3095 40,1751 8,451 5,3280 42,246 0,702

76,6376 51,0364 25,6012 41,3497 9,687 3,4313 42,000 0,611

Legenda: FDN — Fibras em Detergente Neutro; HCEL — Hemiceluloses; FDA - Fibras em Detergente
Acido; CEL — Celulose; LIG — Lignina; C — Carbono; N — Nitrogénio. Os valores apresentados est&o
em percentual de Matéria Seca Total.

Fonte: Embrapa (2021)

Considerando os dados da caracterizacdo preliminar e visando a quebra mais
eficiente do material lignoceluldsico que compde esse substrato, as amostras também
foram submetidas a um pré-tratamento térmico-alcalino, conforme metodologia
adaptada de Cui e Shen (2012). Nesse processo de pré-tratamento, adotou-se uma
proporcao de mistura de 1,0 g de silagem de capim-elefante para 20 mL de solucao
aquosa de hidréxido de sodio (NaOH), em diferentes concentracdes, conforme as

condi¢cBes experimentais apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Condi¢des experimentais de pré-tratamento alcalino aplicado as amostras de silagem de
capim-elefante

Tempo de ensilagem da amostra de Concentracéo da solugédo de NaOH

Cédigo ) ) )
capim-elefante (dias) aplicada (% m/v)
11 40 0,50
1.2 40 2,25
1.3 40 4,00
2.1 80 0,50
2.2 80 2,25
2.3 80 4,00
3.1 120 0,50
3.2 120 2,25
3.3 120 4,00

Fonte: Autora (2022)

Figura 12 - Amostras de capim-elefante apds pesagem, antes da adi¢do de solugdo alcalina

Fonte: Autora (2022)

Apés a adicdo de solucdo alcalina, cada amostra foi aquecida em chapa de
aquecimento (Figura 13), a temperatura de aproximadamente 90 °C durante 10 min e,
em seguida, resfriada em banho de gelo durante cerca de 3 min, de forma que o
procedimento de tratamento térmico fosse uniforme em todas amostras.
Posteriormente, cada amostra foi filtrada, com auxilio de bomba a vacuo (Figura 14).
Por fim, o pH das amostras foi neutralizado utilizando soluc¢éo de acido cloridrico (HCI)
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a 15% v/v e de NaOH a 4% m/v, e uma parte de cada amostra foi armazenada em

freezer para as andlises posteriores de caracterizacéo fisico-quimica.

Figura 13 - Aquecimento da mistura de silagem Figura 14 - Filtracdo a vacuo da mistura de
de capim-elefante e solugdo de NaOH silagem de capim-elefante e solucdo de NaOH

Fonte: Autora (2022) Fonte: Autora (2022)

Figura 15 - Silagens apés pré-tratamento, filtragdo e neutralizagao do pH

Fonte: Autora (2022)
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4.2 Caracterizacdo dos substratos e do indculo

As analises de caracterizacao fisico-quimica da silagem de capim-elefante
apos pré-tratamento térmico-alcalino foram realizadas nos Laboratoérios de Controle
Ambiental (LCA), de Saneamento Ambiental (LSA) e de Reuso de Aguas (LRA),
localizados no Centro de Tecnologia (CTEC), da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL).

Consideraram-se 0s seguintes parametros fisico-quimicos e metodologias:
demanda quimica de oxigénio (DQO), determinada por meio do método colorimétrico,
de refluxo fechado (APHA, 2017); carboidratos totais, pelo método colorimétrico
(DUBOIS et al., 1956); e sélidos totais (fixos e volateis), pelo método gravimétrico
(APHA, 2017). A Tabela 4 apresenta a caracterizagdo das amostras conforme 0s
parametros supracitados, para cada uma das condi¢cdes experimentais descritas

previamente na Tabela 3.

Tabela 4 - Andlises de DQO, carboidratos e sélidos totais das amostras de silagem de capim-elefante

apos pré-tratamento, utilizadas como substrato na montagem dos reatores

s DQO Carboidratos Solidos Totais Sélidos Totais Solidos Totais
Codigo (g/L) (g/L) (g/L) Volateis (g/L) Fixos (g/L)
1.1 11,84 8,97 18,940 9,180 9,760
1.2 15,36 10,58 37,140 11,640 25,500
1.3 17,55 12,93 54,840 13,300 41,540
2.1 14,79 8,90 15,660 9,340 6,320
2.2 18,78 10,31 35,860 11,920 23,940
2.3 20,87 12,01 57,380 13,580 43,800
31 13,84 8,66 15,580 8,600 6,980
3.2 23,63 11,60 30,640 10,520 20,120
3.3 16,31 12,03 50,540 8,600 41,940

Fonte: Autora (2022)

Quanto a vinhaca utilizada como substrato nos reatores, esta foi coletada na
destilaria de uma usina de acucar e alcool, situada em Sédo Miguel dos Campos — AL,
e posteriormente armazenada em freezer, a temperatura de - 4 °C. O inéculo, por sua
vez, foi proveniente de um reator anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo

(UASB), que trata esgoto sanitario em um condominio residencial de Macei6é — AL.
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A vinhaca e o inéculo foram caracterizados por meio das seguintes analises
fisico-quimicas (Tabela 5): série de solidos (APHA, 2017), DQO (APHA, 2017), pH
(APHA, 2017), nitrogénio total (APHA, 2017) e carboidratos totais (DUBOIS et al.,
1956).

Tabela 5 - Andlises fisico-quimicas da vinhaca e do indculo

Cadigo Vinhaca In6culo
DQO (g/L) 39,93 -
Carboidratos (g/L) 10,23 -
Solidos Totais (g/L) 33,35 30

Solidos Totais Volateis (g/L) 23,90 24
Sélidos Suspensos Totais (g/L) 2,07 20,7
Sélidos Suspensos Volateis (g/L) 1,19 16,75
NTK (mg/L) 364 -
pH 3,98 6,38
Fonte: Chaves (2022)

4.3 Planejamento experimental

O planejamento experimental, associado a analise de variancia (ANOVA), é
uma técnica estatistica empregada para determinar a influéncia e significancia de
fatores de interesse sobre o resultado (variavel dependente) de um processo; essa
técnica se fundamenta nos principios de aleatoriedade e replicacdo, permitindo a
otimizacao dos experimentos (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

No presente estudo, para investigar a producdo de metano a partir da
codigestdo anaerobia dos substratos propostos, foram adotados os seguintes fatores
de interesse:

(x1) tempo de ensilagem do capim-elefante, fator adotado com a finalidade de
avaliar o efeito da ensilagem como pré-tratamento e seu impacto sobre a producéo;

(x2) proporgéo entre substratos, fator fundamental para o equilibrio operacional
de reatores anaerébios; e

(x3) concentracéo da solucéo alcalina utilizada como pré-tratamento da silagem
de capim, fator escolhido para indicar o nivel mais econémico e eficiente desse

tratamento.
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Conforme exposto na Tabela 6, foram selecionados trés niveis diferentes
(codificados como “-17, “0” e “17), para cada um dos trés fatores mencionados. Foram
considerados valores aplicados em estudos similares de producdo de biogas e as
respectivas condicbes experimentais que resultaram em melhores valores de
producéo metanogénica.

Os niveis do fator tempo de ensilagem foram selecionados considerando tanto
a literatura (MUCK et al., 2018) como também os valores tipicamente adotados para
preservacao de cultivares. Os valores de proporcéo entre substratos, por sua vez,
foram adaptados de Silva (2020), que utilizou vinhaca e caldo de capim-elefante em
seu estudo. Por fim, as concentragdes do tratamento alcalino foram adaptadas de Cui
e Shen (2012), que também adotaram valores de NaOH entre 0,5 e 4% para producao
de hidrogénio a partir do capim.

Tabela 6 - Fatores de interesse adotados no planejamento experimental e seus respectivos niveis

Fatores
o ] X2: Proporc¢éo entre x3: Concentracado da
Niveis X1: Tempo de ensilagem .
(dias) substratos solucdo de NaOH para
ias
(Silagem: Vinhaca) pré-tratamento (% m/v)
-1 40 25:75 0,50
0 80 50:50 2,25
+1 120 75:25 4,00

Fonte: Autora (2022)

O efeito dessas variaveis independentes sobre a producdo metanogénica foi
avaliado por ensaios laboratoriais, sistematizados de acordo com um planejamento
experimental do tipo Box-Behnken, cuja distribuicdo € apresentada na Tabela 7. Essa
classe de planejamento experimental equivale a um planejamento fracionario
incompleto de trés niveis (BOX; BEHNKEN, 1960), e tem sido aplicado em diversos
estudos recentes para estimativa de coeficientes de modelos quadraticos por meio da
metodologia de superficie de resposta (FERREIRA et al., 2007; JIN et al., 2018).
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Tabela 7 - Planejamento Experimental Box-Behnken

Ensaios Fatores

X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte: Box e Behnken (1960)

Vale ressaltar que os niveis dos fatores sdo organizados nos ensaios de forma
a diminuir possiveis erros experimentais e que 0s ensaios numerados por 13, 14 e 15
correspondem a triplicata do ponto central do planejamento experimental. Optou-se
por esse tipo de planejamento porque ele possibilita investigar a otimizacdo das
condicbes experimentais a partir de um numero reduzido de ensaios (15), em
comparacao aos planejamentos fatorial completo e composto central. Por fim, a
Tabela 8 apresenta a matriz experimental completa do presente estudo, com 0s

valores nao codificados dos niveis adotados para cada fator de interesse.
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Tabela 8 - Matriz experimental do estudo com valores ndo codificados

Fatores

x2: Proporcao entre x3: Concentracéo da

Ensaios X1: Tempo de solugéo de NaOH

substratos

ensilagem (dias) para pré-tratamento

(Silagem:Vinhaga)

(% miv)
1 40 2575 2,25
2 120 2575 2,25
3 40 75:25 2,25
4 120 75:25 2,25
5 40 50:50 0,50
6 120 50:50 0,50
7 40 50:50 4,00
8 120 50:50 4,00
9 80 2575 0,50
10 80 75:25 0,50
11 80 2575 4,00
12 80 75:25 4,00
13 80 50:50 2,25
14 80 50:50 2,25
15 80 50:50 2,25

Fonte: Autora (2022)

4.4 Montagem e operacao dos retores

A montagem dos reatores foi realizada no Laboratério de Controle Ambiental
(LCA) do CTEC, seguindo o planejamento experimental exposto anteriormente na
Tabela 8, consistindo em 15 combinacdes diferentes das seguintes condicbes
experimentais: tempo de ensilagem (dias), proporcéo entre substratos e concentracéo
do pré-tratamento alcalino (% m/v). O experimento também incluiu reatores de
controle, contendo apenas os substratos ou o inéculo isolados.

Foram utilizados como reatores frascos de vidro (frascos tipo penicilina) com

volume reacional de 120 mL, sendo o volume util de 60 mL, que é representativo e ja
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foi utilizado em estudos similares (LIMA, 2020; SILVA, 2020); consequentemente, o0
volume de headspace (fase gasosa) foi de 60 mL. Para suplementacéo da alcalinidade
no sistema e efeito de tamponamento do pH, foi adicionado aos reatores o bicarbonato
de sbédio (NaHCOs), na razdo de 0,5 g NaHCO3/gDQO, conforme metodologia
proposta por Vuitik et al. (2019). Logo, a quantidade de bicarbonato adicionado a cada
um dos reatores R1-R15 foi 2,5 g; os reatores de controle nao tiveram adicado de
bicarbonato.

O tratamento do capim-elefante foi feito seguindo a metodologia descrita no
topico 4.1. A vinhaca e as silagens de capim tratadas foram diluidas nas propor¢des
necessarias para que todos os reatores fossem alimentados com uma concentracéo
inicial de aproximadamente 5 g/L de DQO, considerando os valores iniciais de DQO
obtidos na caracterizacdo dos substratos (Tabela 4 e Tabela 5).

Para introducdo de microrganismos com metabolismo por digestdo anaerdbia,
foi adicionado o lodo de reator UASB como inOculo aos reatores do estudo. Como a
concentragéo do inéculo néo foi definida como um fator de interesse no planejamento
experimental, e sim um parametro operacional fixo, tal qual a DQO inicial, adotou-se
a concentragédo de in6culo de 10%., em todos os reatores, valor correspondente a
faixa tipicamente utilizada em estudos similares (SILVA, 2020). Portanto,
considerando o volume (til total de 60 mL, foram adicionados 6 mL de lodo de esgoto
sanitario em cada reator (exceto no reator de controle C5, ao qual foram adicionados
54 mL de in6culo), restando 54 mL para a mistura de substratos.

A Tabela 9 apresenta a composicdo inicial de cada reator, conforme as
definicbes do planejamento experimental, incluindo os reatores de controle. Os
reatores de controle C1-C3 continham silagem de capim-elefante e inéculo; o reator
C4 continha vinhaca e inéculo; e o reator C5 foi composto por inéculo. Destaca-se que
0 volume adotado para a mistura dos substratos (54 mL) é composto por diferentes
proporcdes das diluicbes das silagens de capim e de vinhaca (S:V), a saber: 25:75,
equivalente a 13,5 mL de silagem e 40,5 mL de vinhaca; 50:50, equivalente a 27 mL
de silagem e 27 mL de vinhaca; e 75:25, equivalente a 40,5 mL de silagem e 13,5 mL

de vinhaca.
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Tempo de Silagem de _
) Concentracéo ) Vinhaca
Reator ensilagem SV capim tratada _
) NaOH (%m/v) ) diluida (mL)
(dias) e diluida (mL)
R1 40 25:75 2,25 13,5 40,5
R2 120 25:75 2,25 13,5 40,5
R3 40 75:25 2,25 40,5 13,5
R4 120 75:25 2,25 40,5 13,5
R5 40 50:50 0,50 27 27
R6 120 50:50 0,50 27 27
R7 40 50:50 4,00 27 27
R8 120 50:50 4,00 27 27
R9 80 25:75 0,50 13,5 40,5
R10 80 75:25 0,50 40,5 13,5
R11 80 25:75 4,00 13,5 40,5
R12 80 75:25 4,00 40,5 13,5
R13 80 50:50 2,25 27 27
R14 80 50:50 2,25 27 27
R15 80 50:50 2,25 27 27
C1l 40 - 2,25 54 -
Cc2 80 - 2,25 54 -
C3 120 - 2,25 54 -
C4 - - - - 54
C5 - - - - -

Fonte: Autora (2022)

Apoés a mistura dos substratos, os reatores tiveram o pH ajustado para 7 + 0,05

com o auxilio de solucdes de HCI 15% e de NaOH 4% e, em seguida, foram fechados

com lacre tipo crimp, acoplado a uma valvula para coleta de gas. Os reatores também

receberam fluxo de nitrogénio para remocdo de oxigénio e, consequentemente,

garantir um ambiente anaerébio para a comunidade microbioldgica presente no meio.

Em seguida, os reatores foram tampados (Figura 16) e colocados em uma camara

agitadora, sendo mantida a temperatura de operagcédo na faixa mesofilica, a 35 °C, e

rotacdo de aproximadamente 100 rpm (Figura 17). Os reatores foram mantidos nessas

condi¢Bes durante o tempo de operacao de 59 dias (entre fevereiro e abril de 2022),

e monitorados frequentemente para avaliacdo da producao de biogas.
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Figura 16 - Reatores fechados ap6s montagem

Fonte: Autora (2022)

4.5 Analise da producéo do biogas

A producédo de biogas foi monitorada periodicamente por meio da técnica de
cromatografia gasosa, seguindo a metodologia adaptada de Maintinguer et al. (2008).
Nessas analises, amostras de 0,3 mL da fase gasosa produzida nos reatores foram
injetadas manualmente no cromatdgrafo a gas, com o auxilio de uma seringa
adaptada com valvula tipo Mininert™. O cromatografo utilizado, modelo Shimadzu
GC-2010, é equipado com detector de condutividade térmica (TCD) e coluna Supelco

Carboxen 1010 PLOT (30 m x 0,53 mm), e operado com fluxo do gas de arraste de
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21,9 cm/s e temperaturas do injetor, detector e coluna de 30, 200 e 230 °C,
respectivamente.

Os resultados da cromatografia gasosa possibilitam a quantificacéo indireta do
metano, por meio da conversao dos valores de area do cromatograma em quantidade
de metano (mols de CH4) presente na amostra de biogas. Para essa finalidade, foi
elaborada uma reta padréo de calibracdo do metano (APENDICE A - Curva Padréo
de Metano), descrita na Eq. (1) abaixo, considerando inje¢cdes de volumes conhecidos

desse gas e suas respectivas areas cromatograficas nas CNTP.

= (1,32%1079) %A + 1,423 % 10~* 1)

n
CHa gmostra

Em que:
NcH4 amostra: quantidade de metano na amostra (mmol)

A: area da banda cromatografica (pico) do metano

Subsequentemente, calcula-se o nimero de mols de metano no headspace por
meio da metodologia proposta por Oliveira (1997) e Araujo (1995), conforme citados

por Steil (2001), que envolve a relacdo de proporcdo apresentada na equacao

seguinte:

nCH4am05tra — Vamostra

n v
CH4headSpace headspace

n _ nCH4_ amostra * Vheadspace (2)
CHy -
headspace V omostra
Em que:

NcH4 headspace: quantidade de metano no headspace do reator (mmol);
NcHa amostra: quantidade de metano coletado na amostra (mmol);
Vheadspace: VOlume do headspace do reator (mL);

Vamostra: VOlume da amostra coletada (mL).

Por fim, ap6s o calculo do numero de mols de metano no headspace, é possivel
converter este valor em volume de metano por meio da Equacao Geral dos Gases,

conforme apresentado na Eq. (3):
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PV =nRT
3)
v _ nCH4 headspace
CH4headspace - P

Em que:

VcHa headspace: VOlume de metano produzido no headspace do reator (L);
NcH4 headspace: quantidade de metano no headspace do reator (mol);

R: constante universal dos gases reais (0,082 L.atm.Kt.mol )

T: temperatura de operacgéo (35 °C = 308,15 K)

P: pressao (1 atm)

A partir desses calculos, foram obtidas curvas da producdo metanogénica
acumulada em funcéo do tempo transcorrido, para cada um dos reatores operados no

experimento.

4.6 Andlise estatistica dos dados

Os dados de producdo metanogénica acumulada foram ajustados utilizando o
modelo da sigmoide modificada de Gompertz (LAY; LI; NOIKE, 1996), apresentado
na Eq. (4). Essa regressao néo linear foi executada no software grafico e de analise

de dados OriginPro, da Originlab.

M(t) = P*exp{—exp [Rm%)(p(l)(/l—t) + 1]}

(4)

Em que:

M(t): producédo acumulada de metano apds o tempo t (mL);

P: potencial de producdo metanogénica (mL);

Rm: taxa de producao de metano (mL/h);

A: fase lag, isto €, tempo minimo para producéo de biogas (h);

t: tempo de incubacéo dos reatores (h).
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Esse modelo desenvolvido por Lay, Li e Noike (1996) € amplamente utilizado
na literatura para descrever a curva de produgao cumulativa de metano em reatores
em batelada. Por meio deste modelo, é possivel estimar com precisdo os principais
parametros da producao de metano a partir de dados experimentais.

Por fim, foram calculados por meio do software Statistica, da StatSoft, os efeitos
dos fatores sobre a varidvel de resposta (rendimento metanogénico), bem como os
erros padroes, efeitos padronizados, valores p e coeficientes do modelo de regresséo
ndo linear. Além disso, a analise de variancia (ANOVA) também foi executada no
Statistica, de forma a verificar a significancia estatistica dos fatores de interesse e

avaliar o ajuste do modelo proposto aos dados experimentais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secao séo apresentados os resultados obtidos durante a realizagao do
presente estudo, bem como as discussdes pertinentes. Inicialmente, séo relatados os
resultados observados nas analises de fibras do capim-elefante, antes e depois da
ensilagem, embasando a discussdo sobre o efeito desse processo como pré-
tratamento. Em seguida, a caracterizacao fisico-quimica dos reatores, em suas etapas
inicial e final, permitiu uma melhor compreenséo acerca do potencial dos substratos
utilizados.

As analises de cromatografia gasosa, por sua vez, geraram dados de producao
metanogénica, os quais foram ajustados ao modelo adaptado da sigmoide de
Gompertz. Os valores de producdo acumulada de metano para cada reator foram
analisados sob a perspectiva das técnicas estatisticas de planejamento experimental

e de analise de variancia (ANOVA).

5.1 Analise de eficiéncia da ensilagem

O efeito da ensilagem sobre a quebra de substancias lignocelulosicas foi
investigado por meio das analises bromatoldgica e elementar da biomassa do capim-
elefante, conforme metodologia adaptada de Van Soest, Robertson e Lewis (1991).
As andlises foram realizadas para uma amostra de capim-elefante sem pré-
tratamento, isto €, a amostra de forragem in natura; e para amostras que passaram
por periodos de ensilagem de 40, 80 e 120 dias.

A caracterizacdo das fibras presentes nessas amostras foi apresentada
previamente na Tabela 2. A variacdo dos teores de fibras em percentual de matéria

seca (MS) total, para cada uma das amostras de silagem, é exposta na Figura 18.
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Figura 18 - Variagéo do teor de fibras nas silagens de capim-elefante
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Fonte: Autora (2022)

Observa-se que, de acordo com as analises realizadas, o teor de hemiceluloses
apresentou uma pequena diminuicdo, passando de 28,31% da matéria seca na
amostra de forragem para 25,89% na amostra de silagem de 120 dias. O teor de
lignina, por sua vez, aumentou de 8,45% para 10,64% da MS, enquanto o de celulose
aumentou de 40,18% para 40,93% da MS.

Analisando os valores iniciais e finais do teor de fibras nessas amostras,
observa-se que todas as variacdes sao inferiores a 3% da Matéria Seca, podendo ser
considerados como estando dentro da faixa de erro inerente as analises e,
consequentemente, ndo significativos.

Moore e Jung (2001) ressaltam que a determinacao de ligninas em forragens é
de dificil execucdo em decorréncia da estrutura complexa dessa molécula,
frequentemente levando a subestimacao de seu teor, especialmente para espécies de
gramineas. Portanto, os resultados advindos da referida andlise podem né&o
corresponder ao teor real de fibras presente no substrato, indicando necessidade de
analises adicionais.

Considerando a baixa variacdo observada dos teores de fibras, € possivel
inferir que a aplicacdo unicamente do processo de ensilagem foi insuficiente para
guebra desejada das moléculas que comp8&em a biomassa utilizada. Tais resultados
corroboram a conclusdo de Ambye-Jensen et al. (2013), que ressalta a baixa
convertibilidade da celulose apds a ensilagem e sugere ainda a aplicacao de aditivos

enzimaticos para otimizac&o do processo.
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Dessa forma, os resultados indicaram que a ensilagem durante 120 dias nao
produziu um efeito expressivo de degradacéo de fibras, comparavel a outras opcdes
mais consolidadas de pré-tratamento. Montgomery e Bochmann (2014) destacam que
a aplicacdo primordial da ensilagem é para a preservacao de biomassas, processo de
extrema relevancia para a agroindustria, pois permite o armazenamento das espécies
por longos periodos; seu efeito sobre a eficiéncia de processos de digestdo anaerdbia,
no entanto, é limitado. Segundo Shrestha et al. (2017), os efeitos desse processo
sobre a producao de metano via digestdo anaerdbia sdo baixos, em comparacdo com
outros métodos.

Portanto, no presente estudo, optou-se por associar a ensilagem do capim-
elefante a um pré-tratamento mais intenso, o tratamento térmico-alcalino (com solucéo

de NaOH), cujos resultados serédo abordados nos itens seguintes.

5.2 Variagao de parametros fisico-quimicos nos reatores

Durante a montagem inicial dos 20 reatores, cada um composto por diferentes
condi¢cBes experimentais, foram coletadas amostras representativas para as analises
dos parametros fisico-quimicos, cujos resultados serdo apresentados nas secdes
seguintes. Ao fim dos ensaios de biodigestdo, que duraram cerca de dois meses,
também foram coletadas amostras dos reatores em sua fase final, para realizacéo das
mesmas analises (APENDICE B - Tabela Geral de Caracterizacdo dos Reatores). Tais
analises foram utilizadas para investigar a eficiéncia do processo de digestédo

anaerobia.

5.2.1 Variacdo de DQO nos reatores

A Figura 19 apresenta os gréaficos boxplot dos dados de concentracdes iniciais
e finais de DQO (g/L) nos reatores R1-R15, elaborados utilizando o software Statdisk,
da Triola Stats. Nota-se que, no inicio do experimento, o valor mediano das
concentracfes de DQO foi 5,73 g/L, isto é, 15% maior que o valor teérico adotado de
5 g/L; a concentracdo minima inicial foi de 3,40 g/L, observada no reator R8, enquanto
a maxima inicial foi 7,06 g/L, no reator R4, indicando uma amplitude consideravel dos

valores.
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Figura 19 - Boxplot das concentrag8es iniciais e finais de DQO nos reatores R1-R15, em g/L

34 573 7.06
——
DQO inicial (g/L [ I I
0.79 165 374
DQO final {g/L) | I| | 1
1.02 1.89

Fonte: Autora (2022)

Vale ressaltar que, na montagem inicial dos reatores, foi considerada a
caracterizacdo dos substratos (Tabela 4 e Tabela 5) para o célculo das diluicdes
necessarias, visando obter uma concentracao inicial de DQO de 5 g/L. Entretanto, é
possivel que erros experimentais na analise dos substratos tenham influenciado
nessas diluicbes e, consequentemente, na composic¢ao inicial dos reatores.

Contudo, conforme sera exposto nas secdes seguintes, os resultados de
producéo metanogénica consideraram a disponibilidade inicial de matéria organica em
cada reator, isto €, o rendimento de metano em cada ensaio. Dessa forma, é possivel
minimizar o efeito das discrepancias nas condic¢des iniciais e realizar as analises
estatisticas dos resultados do experimento de forma mais uniforme.

Na Figura 19 também se observa que, ao final do experimento, a mediana das
concentracfes de DQO nos reatores R1-R15 foi de 1,65 g/L. O menor valor observado
foi 0,79 g/L, no reator R13, e o maior valor igual a 3,74 g/L, no reator R10. Portanto,
0s resultados demonstram um consumo expressivo da matéria organica presente nos
reatores, apontando uma boa eficiéncia da digestdo anaerdbia (KAINTHOLA,;
KALAMDHAD; GOUD, 2019).

A Figura 20 apresenta todos os valores de concentracdes iniciais e finais de
DQO, em g/L, nos reatores R1-R15, bem como as respectivas redu¢des em termos
percentuais. Nota-se que os valores de remocao percentual de DQO variaram entre
35% (R10) e 85% (R11 e R15), com a maioria dos reatores apresentando remocao de
DQO superior a 60%.

Silva (2020) utilizou o caldo de capim-elefante em codigestdo anaerdbia com a
vinhaca em reatores em batelada, obtendo os valores maximos de 76,04% e 77,46%
de consumo de DQO, em reatores com propor¢ao Vinhaca/Caldo de 50/50 e 75/25,
respectivamente. Parsaee, Kiani e Karimi (2019) citam valores de aproximadamente

70% para a remoc¢ao de DQO proveniente da vinhaga por meio da digestdo anaerobia.
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Figura 20 - Concentracgdes iniciais e finais e remocéo de DQO (g/L) nos reatores (tempo de ensilagem
/ proporc¢éo silagem:vinhaca / concentracdo NaOH %): R1 (40 / 25:75/ 2,25); R2 (120/ 25:75/ 2,25);
R3 (40 /75:25/ 2,25); R4 (120/ 75:25/ 2,25); R5 (40 / 50:50 / 0,50); R6 (120 / 50:50 / 0,50); R7 (40 /
50:50 / 4,00); R8 (120 / 50:50 / 4,00); R9 (80 / 25:75/ 0,50); R10 (80 / 75:25/ 0,50); R11 (80 / 25:75/
4,00); R12 (80/ 75:25/ 4,00); R13 (80 / 50:50/ 2,25); R14 (80 / 50:50 / 2,25); R15 (80 / 50:50 / 2,25).

8,00

6,00

4,00

DQO (g/L)

2,00

0.00 Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15

Inicial 6,78 6,54 5,68 7,06 5,54 6,35 5,30 3,40 545 5,73 6,82 4,78 4,97 6,06 6,78
Final 2,65 102 243 1,78 1,65 1,25 1,89 1,89 1,40 3,74 1,02 1,82 0,79 1,02 1,00
Remocédo 61% 84% 57% 75% 70% 80% 64% 44% 74% 35% 85% 62% 84% 83% 85%

Fonte: Autora (2022)

A baixa remocdo de DQO observada no reator R10 (35%) destoa das
performances dos demais reatores e pode ser atribuida a uma combinacdo das
seguintes condicbes experimentais desfavoraveis: proporcdo entre substratos
Silagem:Vinhaca equivalente a 75:25 e concentracdo da solucéo de pré-tratamento
de NaOH igual a 0,50%m/v.

Essas condi¢des indicam que o reator foi constituido com maior quantidade de
silagem de capim-elefante, correspondente a 75% do volume util, e que essa silagem
foi tratada com a solucdo menos concentrada dentre as adotadas no planejamento
experimental. Assim, pode-se deduzir que o material lignocelulésico que compde esse
substrato ndo foi devidamente degradado para liberacdo de moléculas mais simples
gue seriam consumidas via digestdo anaerdbia. Logo, a remocdo de DQO foi mais
baixa e, provavelmente, a maior parte da DQO removida nesse reator foi proveniente
da fracdo de vinhaca.

Também se observa na Figura 20 que os reatores R2, R11 e R13-R15
(triplicata do ponto central do planejamento experimental) apresentaram valores de

remocgéo de DQO superior a 80%. Esses resultados indicam que os reatores com
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maior consumo de DQO apresentavam, de modo geral, as seguintes condi¢des
experimentais: a) substrato capim-elefante previamente submetido a um periodo de
ensilagem de 80 a 120 dias; b) proporgéao silagem:vinhaca entre 25:75 e 50:50, ou
seja, o volume de vinhaca igual ou superior ao de silagem de capim-elefante; e c)
concentracdo da solugcdo aquosa de pré-tratamento do capim-elefante entre 2,25 e
4,00% de NaOH.

Um periodo de ensilagem maior pode indicar uma maior digestibilidade das
moléculas lignoceluldsicas que compdem o capim-elefante (SUN et al., 2021), o que,
por sua vez, favorece a etapa posterior de hidrolise que ocorre durante a digestao
anaerébia. Desse modo, a matéria organica proveniente do capim pode ser
consumida de forma mais eficiente, o que foi observado por meio das analises de
DQO apresentadas.

A matéria organica presente na vinhaga, por sua vez, € facilmente acessivel
para a acado das bactérias hidroliticas que iniciam o processo da digestao anaerobia
(PARSAEE; KIANI; KARIMI, 2019). Dessa forma, reatores contendo maiores
guantidades de vinhaca facilitam a remocdo de DQO, como foi demonstrado a partir
dos dados da Figura 20.

Quanto ao pré-tratamento alcalino do capim-elefante, € possivel inferir que a
aplicacao de solugcdes mais concentradas de hidroxido de sddio promove uma quebra
mais intensa de substancias como as hemiceluloses (WELLINGER; MURPHY;
BAXTER, 2013). Portanto, similarmente ao aumento do tempo do ensilagem, essa
condicao experimental melhora a digestibilidade do capim-elefante e, por conseguinte,
favorece o consumo de DQO no meio.

Destaca-se ainda que a utilizacdo de solucéo de hidroxido de sédio a 2,25%
produziu resultados similares aos obtidos a partir da concentracdo de 4,00%, quanto
a remocao de DQO. Isso representa uma possibilidade de economia no processo,
demonstrando que ndo sdo necessarias concentracdes maiores dessa substancia
para produzir um efeito satisfatério de consumo de matéria organica.

Quanto aos reatores de controle C1-C5, a Figura 21 apresenta o gréfico de
variacdo da concentracdo de DQO (g/L) ao longo do experimento. A remoc¢ao minima
foi observada no reator C1 (42%), o qual continha indculo e silagem de capim (40 dias
de ensilagem e tratamento com NaOH 2,25%). A remocdo maxima (64%) foi
observada no reator C2, que continha inoculo e silagem de capim (80 dias de

ensilagem e tratamento com NaOH 2,25%), e no reator C5, contendo apenas indculo.
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Figura 21 - Concentracg@es iniciais e finais e remoc¢éo de DQO (g/L) nos reatores de controle C1-C5
(tempo de ensilagem / proporgéo silagem:vinhaga / concentragdo NaOH %): C1 (40/ -/ 2,25); C2 (80
/-12,25); C3 (120/ -/ 2,25); C4 (vinhaga); C5 (indculo).
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C1 C2 C3 Cc4 C5
Inicial 3,74 3,72 2,58 3,41 0,62
Final 2,16 1,34 1,10 1,48 0,22
Remocéao 42% 64% 58% 57% 64%

Fonte: Autora (2022)

Nos reatores C1-C3 as silagens receberam o mesmo pré-tratamento alcalino
(NaOH 2,25%) e ndo houve efeito de interacdo com a vinhaca, variando apenas o
tempo de ensilagem do capim utilizado. Portanto, como os reatores C2 e C3
apresentaram remocdes maiores de DQO, os resultados apontam que a aplicacéo de
tempo de ensilagem do capim entre 80 e 120 dias favorece a digestdo de matéria
organica, ratificando o que foi observado nos reatores R1-R15. Também é possivel
inferir que o inoculo tem uma parcela de contribuico no consumo da DQO,

considerando o nivel de remocéo observado no reator C5.

5.2.2 Variacao de carboidratos nos reatores

Na Figura 22 sao apresentados graficos do tipo boxplot referentes as
concentracgdes iniciais e finais de carboidratos (g/L) nos reatores R1-R15. A mediana
das concentracdes iniciais de carboidratos foi 1,24 g/L; a menor concentracao foi
identificada no reator R11, igual a 1,02 g/L; e a maior concentracao no reator R9, igual
a 1,36 g/L. Nota-se uma pequena amplitude dos dados das concentracdes finais de
carboidratos, variando entre 0,36 (R4 e R12) e 0,42 g/L (R1), com a mediana igual a

0,38 g/L. Tal fato indica um consumo satisfatorio de carboidratos presentes no meio e
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uma uniformidade desse parametro fisico-quimico nos reatores ao inicio e ao final do

experimento.

Figura 22 - Boxplot das concentragfes iniciais e finais de carboidratos nos reatores R1-R15, em g/L

1.02 1.24 1.36
Carboidratos - | [ —1 1
inicial (g/L) L a1
Carboidratos - 0.36 0.42
final (g/L) ”I I

Fonte: Autora (2022)

A Figura 23 apresenta a caracterizagdo quanto ao parametro de concentracéo
de carboidratos (g/L) em todos os reatores R1-R15 em fase inicial e final, bem como

as respectivas variagdes percentuais.

Figura 23 - Concentracdes iniciais e finais de carboidratos (g/L) nos reatores (tempo de ensilagem /
proporcao silagem:vinhaca / concentracdo NaOH %): R1 (40 / 25:75/ 2,25); R2 (120 / 25:75 / 2,25);
R3 (40 / 75:25/ 2,25); R4 (120 / 75:25 / 2,25); R5 (40 / 50:50 / 0,50); R6 (120 / 50:50 / 0,50); R7 (40 /
50:50 / 4,00); R8 (120 / 50:50/ 4,00); R9 (80 / 25:75 / 0,50); R10 (80 / 75:25 / 0,50); R11 (80 / 25:75/
4,00); R12 (80 / 75:25/ 4,00); R13 (80 / 50:50 / 2,25); R14 (80 / 50:50 / 2,25); R15 (80 / 50:50 / 2,25).

1,60
1,20

0,80

Carboidratos (g/L)

0,40

0.00 Rl R2Z R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15

Inicial 1,25 1,31 1,27 1,20 1,06 1,24 1,33 1,25 1,36 1,07 1,02 1,31 1,22 1,17 1,21
Final 0,42 0,38 0,38 0,36 0,38 0,37 0,39 0,38 0,38 0,40 0,38 0,36 0,37 0,37 0,38
Remocédo 66% 71% 70% 70% 64% 70% 71% 69% 72% 63% 63% 72% 70% 68% 69%

Fonte: Autora (2022)
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Destaca-se que a maioria dos reatores apresentou valores de remocéao de
carboidratos superior a 65%, a excec¢do dos reatores R5 (64%), R10 (63%) e R11
(63%). Contudo, diferentemente dos resultados de caracterizagdo de DQO, néao foi
possivel identificar relacdes diretas entre as condigdes experimentais dos reatores e
0s respectivos valores de consumo de carboidratos.

Os reatores que apresentaram as menores (R5, R10 e R11) e maiores (R9 e
R12) eficiéncias de consumo de carboidratos eram compostos, respectivamente, por
diferentes combinacdes dos niveis do planejamento experimental, ndo sendo
identificado um padrdo que justificasse a performance diferenciada nesses casos.
Além disso, houve uma relativa uniformidade de consumo de carboidratos em todos
0s reatores, com os valores inclusos no intervalo 63-72%, em contraste com 0s
valores de remocédo de DQO, que variaram entre 35% e 85%, conforme exposto
anteriormente.

Quanto aos reatores de controle C1-C5, a Figura 24 apresenta o gréafico de
variacao da concentracéo de carboidratos (g/L) entre o inicio e o fim do experimento.

Figura 24 - Concentrac¢des iniciais e finais de carboidratos (g/L) nos reatores de controle (tempo de
ensilagem / proporc¢éao silagem:vinhaca / concentracdo NaOH %): C1 (40/ -/ 2,25); C2 (80/ -/ 2,25);
C3(120/ -/ 2,25); C4 (apenas vinhaca); C5 (apenas indculo).
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Inicial 0,84 0,86 0,74 0,84 0,04
Final 0,41 0,38 0,36 0,42 0,04
Remog&o 5296 56% 529% 50% 2%

Fonte: Autora (2022)

Na maioria dos reatores de controle, o consumo de carboidratos foi superior a
50%, a excecédo do reator C5, que continha apenas o indculo e apresentou o valor de

consumo de carboidratos igual a 2%, isto é, aproximadamente nulo. Tal resultado
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pode indicar que o indculo utilizado no experimento praticamente ndo tinha fonte de
carboidrato.

Observa-se que os reatores C1, C3 e C4 apresentaram niveis similares de
consumo de carboidratos. Contudo, analogamente aos dados de remogéo de DQO
nos reatores de controle, nota-se que o consumo méaximo de carboidratos (56%) foi
identificada no reator de C2, que continha inoculo e silagem de capim (80 dias de
ensilagem e tratamento com NaOH 2,25%).

Tais resultados indicam que o aumento do tempo de ensilagem do capim-
elefante de 80 para 120 dias ndo provoca necessariamente uma melhoria no consumo
de matéria organica no meio, conforme quantificada pelas analises de DQO e de
carboidratos.

Isso seria vantajoso do ponto de vista operacional pois significa que o periodo
de 80 dias de ensilagem é suficiente para finalidade de aumento da disponibilidade da
matéria organica presente na biomassa. Entretanto, os resultados também devem ser
analisados considerando a producdo de biogas em cada caso e os efeitos das

interacdes com os demais fatores, conforme sera discutido nas secdes seguintes.

5.2.3 Variacdo de sdlidos nos reatores

A Tabela 10 apresenta a caracterizacao de todos os reatores do experimento,
em fase inicial (i) e final (f), quanto aos parametros de concentracdo de Sélidos Totais
(ST) (g/L), de Sélidos Totais Volateis (STV) (g/L) e de Sélidos Totais Fixos (STF) (g/L),
bem como as respectivas variacbes percentuais. Valores negativos de variacao
percentual indicam diminuicdo da concentracao de solidos, enquanto valores positivos

representam um aumento de sélidos no reator.

Tabela 10 - Concentragfes e variacdes percentuais de Solidos Totais (g/L), incluindo as parcelas de

Solidos Volateis e Fixos, nos reatores R1-R15 e C1-C5, em fase inicial e final

Reator ST STt % STV STVs % STF;i STF¢ %
R1 17,120 14,456 -16% 4,312 3,344 -22% 12,808 11,112 -13%
R2 14,068 13,368 -5% 2,880 3,492 +21% 11,188 9,876 - 12%
R3 20,100 17,840 -11% 4,952 3,740 -24% 15,148 14,100 -7%
R4 16,516 16,068 -3% 4,208 4,104 - 2% 12,308 11,964 -3%

R5 15,844 12,928 -18% 5,488 3,368 -39% 10,356 9,560 - 8%
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Reator ST STy % STV STVs % STF STF; %
R6 14,380 12,800 -11% 4,768 3,320 -30% 9,612 9,480 - 1%
R7 18,712 18,728 0% 5312 4,040 -24% 13,400 14,688 + 10%
R8 19,896 13,856 -30% 5,080 2,624 -48% 14,816 11,232 -24%
R9 15,556 13,872 -11% 5,320 3,140 -41% 10,236 10,732 + 5%

R10 17,548 16,036 -9% 5,556 4,080 -27% 11,992 11,956 0%

R11 15,296 14,492 -5% 2,996 3,676 +23% 12,300 10,816 -12%
R12 21,028 19,612 -7% 3,728 4,372 +17% 17,300 15,240 -12%
R13 16,948 14,692 -13% 4,408 3,164 -28% 12,540 11,528 - 8%
R14 17,452 15,056 -14% 4,736 3,824 -19% 12,716 11,232 -12%
R15 16,908 15,236 -10% 4,700 3,640 -23% 12,208 11,596 -5%

C1 12,652 11,848 -6% 4,668 4,088 -12% 7,984 7,760 -3%
Cc2 11,492 10,212 -11% 4,324 3,192 -26% 7,168 7,020 -2%
C3 8,916 9,132 +2% 3,376 3,268 - 3% 5,540 5,864 + 6%
C4 6,504 6,648 +2% 4,484 4,068 - 9% 2,020 2,580 + 28%
C5 2,404 2492 +4% 1,808 1,820 +1% 0,596 0,672 + 13%

Fonte: Autora (2022)

Sabe-se que o teor de sdlidos totais é subdividido nas seguintes fracdes: a)
inorganica, representada pelos Soélidos Totais Fixos; e b) organica, representada pelos
Solidos Totais Volateis. Analogamente a DQO, o parametro de Sdlidos Totais Volateis
€ comumente aplicado como uma medida da matéria organica disponivel no meio e
seu consumo esta diretamente associado a eficiéncia da digestdo anaeroObia
(MEEGODA et al., 2018). Portanto, as discussdes subsequentes séo realizadas com
foco nesse parametro, o qual sera simplificado como “Sélidos Volateis (SV)”.

Na Figura 25 séo apresentados os graficos boxplot das concentracdes iniciais
e finais de sdlidos volateis (g/L) nos reatores R1-R15. As concentracdes iniciais estdo
contidas no intervalo de 2,88 (R2) a 5,56 g/L (R10), com mediana igual a 4,74 g/L. As
concentracg@es finais, por sua vez, variaram entre 2,62 (R8) e 4,37 g/L (R12), com
mediana igual a 3,64 g/L.

De modo geral, observa-se que os niveis de remocéao de sélidos volateis nos
reatores R1-R15 sdo menores que aqueles observados para os parametros de DQO
e de carboidratos, conforme exposto anteriormente na Figura 19 e na Figura 22,

respectivamente.
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Figura 25 - Boxplot das concentragdes iniciais e finais de soélidos volateis (SV) nos reatores R1-R15,

em g/L
288 474 556
SV inicial (g/L) I I I I
4.21 531
262 3.64 4.37
. —T—
SV final (giL) | | | | I
3.32 4.04

Fonte: Autora (2022)

A Figura 26 apresenta os valores das concentracdes de solidos volateis, em
g/L, nos reatores R1-R15, bem como as respectivas variagbes percentuais (no

grafico, valores negativos indicam que houve aumento de SV).

Figura 26 - Concentrac®es iniciais e finais de Sélidos Volateis (g/L) nos reatores (tempo de ensilagem
/ proporc¢dao silagem:vinhaca / concentracdo NaOH %): R1 (40 / 25:75/ 2,25); R2 (120/ 25:75/ 2,25);
R3 (40 / 75:25/ 2,25); R4 (120 / 75:25 / 2,25); R5 (40 / 50:50 / 0,50); R6 (120 / 50:50 / 0,50); R7 (40 /
50:50 / 4,00); R8 (120 / 50:50/ 4,00); R9 (80 / 25:75 / 0,50); R10 (80 / 75:25/ 0,50); R11 (80 / 25:75/
4,00); R12 (80 / 75:25/ 4,00); R13 (80 / 50:50 / 2,25); R14 (80 / 50:50 / 2,25); R15 (80 / 50:50 / 2,25).

Valores negativos de remocéo indicam aumento de SV.
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Sdélidos Totais Volateis (g/L)

0.0 Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15

Inicial 4,31 2,88 4,95 4,21 5,49 4,77 5,31 5,08 5,32 5,56 3,00 3,73 4,41 4,74 4,70
Final 3,34 3,49 3,74 4,10 3,37 3,32 4,04 2,62 3,14 4,08 3,68 4,37 3,16 3,82 3,64
Remogdo 22% -21% 24% 2% 39% 30% 24% 48% 41% 27% -23%-17% 28% 19% 23%

Fonte: Autora (2022)

Nos reatores em que houve consumo de sélidos volateis, a maioria apresentou

remocao superior a 20%, sendo o valor minimo identificado no reator R4 (2%) e o
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maximo no reator R8 (48%). A baixa performance do reator R4 quanto a remocéao de
SV pode ser consequéncia da interacdo de suas condi¢des experimentais especificas:
tempo de ensilagem de 120 dias, proporcao Silagem:Vinhaca de 75:25 e tratamento
com NaOH 2,25%. Infere-se que, mesmo com o maximo tempo de ensilagem entre
os niveis adotados, a biomassa adicionada ao sistema estava em maior quantidade
em relacdo a vinhaca, ndo havendo um equilibrio dos substratos; o tratamento alcalino
aplicado, por sua vez, nao foi capaz de degradar adequadamente as fibras presentes
no meio.

Analisando os trés reatores com maior remocao de SV (R5, R8 e R9), pode-se
observar que estes apresentavam proporc¢ao silagem:vinhaca entre 25:75 a 50:50, ou
seja, o volume de vinhacga igual ou maior que o de silagem de capim-elefante. Logo,
esse resultado sugere que a utilizacdo de capim em quantidades superiores a 50% do
reator causa desequilibrio da codigestdo e afeta a remocdo de matéria organica, o
gue foi igualmente observado com relacdo ao parametro da DQO. O tempo de
ensilagem e a concentragédo de tratamento alcalino ndo demonstraram ter efeito
significativo sobre a remocéo de SV nos reatores R1-R15.

Observa-se que nos reatores R2, R11 e R12 houve aumento do teor de sélidos,
0 que pode ser compreendido considerando a funcdo da curva tipica de crescimento
de microrganismos, exposta anteriormente na Figura 2. Sabe-se que o teor de solidos
indica ndo somente a matéria seca proveniente dos substratos utilizados (capim e
vinhaca), mas também a matéria que compde as células dos microrganismos
envolvidos na digestao anaerobia (DORAN, 2013; VON SPERLING, 2016).

Nesse sentido, pode-se inferir que 0s reatores que apresentaram consumo de
sélidos passaram pela fase de crescimento exponencial microbiolégico e consumiram
parte do substrato disponivel, resultando num balanco geral de sélidos negativo. Os
reatores R2, R11 e R12, por sua vez, provavelmente foram desativados em uma fase
de multiplicacdo das células dos microrganismos, de forma que, no balanco final, os
reatores apresentam aumento da concentracéo de solidos.

Quanto aos reatores de controle C1-C5, a Figura 27 apresenta o gréfico de
variacdo da concentracdo de SV (g/L) entre o inicio e o fim do experimento. O menor
consumo foi observado no reator C3 (3%) e 0 maior no reator C2 (26%). No reator C5,
gue continha apenas o in6culo, houve aumento de 1% de sdlidos volateis, isto é, pode-
se considerar uma variacdo aproximadamente nula, indicando que o inéculo ndo

contribui para a variacdo de solidos nos demais reatores.
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Figura 27 - Concentrages iniciais e finais de Soélidos Volateis (g/L) nos reatores de controle (tempo
de ensilagem / proporg¢éo silagem:vinhaga / concentracdo NaOH %): C1 (40/-/2,25); C2(80/-/
2,25); C3 (120/ -/ 2,25); C4 (apenas vinhacga); C5 (apenas indculo).

Valores negativos de remocé&o indicam aumento de SV.
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Fonte: Autora (2022)

De forma semelhante aos dados de remocdo de DQO e de carboidratos nos
reatores de controle, observa-se que a remocdo maxima de solidos volateis foi
observada no reator de controle C2, que continha indculo e silagem de capim (80 dias
de ensilagem e tratamento com NaOH 2,25%). Portanto, considerando apenas a
aplicacdo de pré-tratamento com NaOH 2,25% nas amostras de capim-elefante,
observa-se que a adoc¢ao do tempo de ensilagem de 80 dias acarreta maior eficiéncia
de remocdo de todos os parametros que quantificam a matéria organica (DQO,
carboidratos e sélidos volateis).

Esses dados podem sinalizar uma vantagem econdémica na configuracédo do
processo, uma vez que 0s niveis médios dos fatores tempo de ensilagem e
concentracdo de pré-tratamento, segundo o planejamento experimental (Tabela 6),
sdo capazes de produzir resultados satisfatorios de remocao de matéria organica nos
reatores de controle. Entretanto, vale ressaltar que a interacdo entre os fatores em
diferentes niveis produz resultados diversos, conforme verificado nos reatores R1—
R15, e que a analise deve considerar também os resultados da producdo

metanogénica.
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5.2.4 Variagdo de pH nos reatores

A Figura 28 apresenta os gréaficos boxplot referentes aos valores iniciais e finais
de pH nos reatores R1-R15. Os valores iniciais de pH variaram entre 7,02 (R4, R7,
R9, R11 e R14) e 7,05 (R10), com mediana igual a 7,03. Os valores finais variaram
entre 7,25 (R3) e 7,44 (R1), com mediana igual a 7,33.

Figura 28 - Boxplot dos valores iniciais e finais de pH nos reatores R1-R15

H inicial 702 T.05
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Fonte: Autora (2022)

Ressalta-se que o pH foi ajustado diretamente no inicio do experimento, com o
auxilio de medidor de pH e solu¢cdes de NaOH 4% m/v e de HCI 15% v/v, de forma
gue seu valor estivesse precisamente dentro do intervalo 7,00—7,05, apropriado para
a metanogénese. Consequentemente, os valores iniciais de pH ndo apresentaram
variagdes significativas em comparacao as que foram observadas nos valores iniciais
de DQO (conforme apresentado anteriormente na Figura 19).

Na Figura 29 sao apresentados os valores de pH nos reatores R1-R15, em
fase inicial e final, bem como as respectivas variacdes percentuais. Em todos os
reatores R1-R15 houve aumento de pH durante o experimento, em média de 4%,
sendo o menor acréscimo identificado nos reatores R3 e R12 (3%), e 0 maior no reator
R1 (6%).

Tendo isso em vista, pode-se considerar que os valores de pH se mantiveram
aproximadamente estaveis em todos os reatores do inicio ao fim do processo, sem
variacfes bruscas. Tal fato indica que o bicarbonato de sédio (NaHCO3) aplicado no
inicio do experimento realizou de forma satisfatéria a funcdo de suplementacédo da
alcalinidade e de tamponamento do sistema. Logo, ndo é possivel detectar efeitos
significativos dos fatores de planejamento adotados sobre o parametro pH nos
reatores R1-R15.
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Figura 29 - Valores iniciais e finais de pH nos reatores (tempo de ensilagem / propor¢éo
silagem:vinhaga / concentragdo NaOH %): R1 (40 / 25:75/ 2,25); R2 (120 / 25:75/ 2,25); R3 (40/
75:25 / 2,25); R4 (120 / 75:25 / 2,25); R5 (40 / 50:50 / 0,50); R6 (120 / 50:50 / 0,50); R7 (40 / 50:50 /
4,00); R8 (120 / 50:50 / 4,00); R9 (80 / 25:75 / 0,50); R10 (80 / 75:25 / 0,50); R11 (80 / 25:75 / 4,00);
R12 (80 / 75:25/ 4,00); R13 (80 / 50:50 / 2,25); R14 (80 / 50:50 / 2,25); R15 (80 / 50:50 / 2,25).
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Nos reatores de controle C1-C5, por sua vez, ndo houve aplicacdo de

bicarbonato de sodio, de forma que as variagbes do pH foram maiores, como

apresentado na Figura 30.

Figura 30 - Valores iniciais e finais de pH nos reatores de controle (tempo de ensilagem / propor¢éo
silagem:vinhaca / concentragcdo NaOH %): C1 (40 /-/2,25); C2 (80/-/2,25); C3 (120 /-/2,25); C4

8,00
6,00
L 400
2,00

0,00

Inicial
Final
Variacao

C1
7,05
6,05
-14%

(apenas vinhaga); C5 (apenas inéculo).

Cc2
7,04
6,12

-13%

C3
7,05
5,91

-16%

Fonte: Autora (2022)
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A menor variacao (-1%) foi identificada no reator C5, composto apenas por
indculo, indicando que o pH se manteve estavel nesse reator, mesmo sem adi¢do de
bicarbonato. Tal fato pode ser justificado pela auséncia de substratos que alteram o
pH, como a silagem de capim-elefante, que apresenta o remanescente da solugao
alcalina de pré-tratamento; e a vinhacga, cujo pH é acido. Além disso, a auséncia de
substratos neste reator pode indicar que a atividade de digestdo anaerdébia foi baixa
ou praticamente nula, promovendo a estabilidade do pH.

Nota-se ainda que, ao contrario dos reatores R1-R15, em que houve um leve
aumento do pH, os reatores de controle C1-C5 apresentaram diminuicdo desse
parametro. Conforme explanado na Tabela 9, os reatores de controle ndo receberam
bicarbonato de sodio para tamponamento durante sua montagem, de forma que
estavam mais suscetiveis a flutuacdes de pH. Portanto, a reducdo de pH nesses
reatores era esperada devido a: a) auséncia de alcalinizante no sistema; b) formacgéao
de acidos volateis durante a digestdo anaerodbia; e c) acidez de um dos substratos,
isto é, a vinhaga.

Vale ainda ressaltar que o pH ideal para a metanogénese esta na faixa de 6,6
a 7,4, sendo possivel obter estabilidade na faixa de 6,0 a 8,0 (CHERNICHARO, 2016).
No reator C3, que continha inoculo e silagem de capim (120 dias de ensilagem e
tratamento com NaOH 2,25%), foi observado o pH final abaixo de 6,0, indicando que
a producdo de metano provavelmente foi afetada nesse reator. Como todos os
reatores, exceto o C5, apresentaram valores finais de pH fora da faixa ideal, pode-se
atestar a importancia da adicédo de alcalinizante, de forma a garantir as condi¢cdes mais

favoraveis para a formacéo de metano.

5.3 Producao de metano

Os reatores foram operados durante dois meses (entre 7 de fevereiro e 6 de
abril de 2022), totalizando aproximadamente 1400 horas de duracédo do experimento,
com monitoramento frequente da producdo de biogas por meio de andlises de
cromatografia gasosa (APENDICE C - Resultados da Cromatografia).

Durante esse periodo, em cada um dos 20 reatores operados foram coletadas
32 amostras de biogas produzido nos headspaces. Por meio das analises de
cromatografia, foram identificados alguns dos gases produzidos durante a digestao

anaerodbia, como metano (CHa), hidrogénio (Hz) e gas carbbnico (CO). O foco da
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presente andlise, entretanto, € a producdo de metano, que foi quantificada por meio
da metodologia descrita anteriormente na sec¢dao 4.5 e ajustada ao modelo
apresentado na secéo 4.6.

Portanto, a Figura 31 apresenta a producdo acumulada de metano (MmLcHa)
durante os ensaios de biodigestao, para cada reator, bem como as curvas de ajuste
dos dados experimentais & sigmoide modificada de Gompertz (APENDICE D - Curvas
de Producéo Ajustadas), descrita anteriormente na Eq. (4).

Figura 31 - Producdo acumulada de metano (CH4) no headspace (mL), ajustada a sigmoide
modificada de Gompertz para os reatores: R1 (40 / 25:75 / 2,25); R2 (120 / 25:75 / 2,25); R3 (40 /
75:25/2,25); R4 (120/ 75:25/ 2,25); R5 (40 / 50:50 / 0,50); R6 (120 / 50:50 / 0,50); R7 (40 / 50:50 /
4,00); R8 (120 /50:50 / 4,00); R9 (80 / 25:75/ 0,50); R10 (80 / 75:25/ 0,50); R11 (80 / 25:75 / 4,00);
R12 (80 / 75:25/ 4,00); R13 (80 / 50:50 / 2,25); R14 (80 / 50:50 / 2,25); R15 (80 / 50:50 / 2,25); C1 (40
/-12,25); C2(80/-/2,25); C3 (120 / -/ 2,25); C4 (apenas vinhaca); C5 (apenas inoculo).
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Pode-se notar que, em termos apenas de producdo acumulada (mL), os
reatores R9, R5, R14 e R1 foram os que apresentaram melhor desempenho, com
producdo acumulada de metano superior a 300 mL. Contudo, visto que a
concentracdo inicial de matéria organica nos reatores apresentou flutuacdes
consideraveis (Figura 20 e Figura 26), a andlise de producdo de metano deve
considerar também essas condi¢des, conforme seré discutido ainda nesta secao.

A partir do ajuste ndo linear dos dados experimentais, foram calculados os
parametros P, Rm € A do modelo modificado de Gompertz para os reatores, bem como
os coeficientes de determinacdo R?, sendo estes apresentados na Tabela 11.
Observa-se que os valores de R2 variaram entre 0,9909 e 0,9981, indicando que o
modelo adotado descreve adequadamente os dados obtidos neste estudo.

De acordo com o ajuste dos parametros do modelo, o potencial de producao
metanogénica (P) minimo € 59,73 mL, no reator R4, enquanto o maximo é 440,40 mL,
no reator R9. A taxa estimada de producdo de metano (Rm) variou entre 0,04 mL/h
(R4) e 0,38 mL/h (R5, R9 e R14). O tempo estimado de fase lag, por sua vez, variou
entre 52,58 h (R4) e 580,54 h (R7).

Tabela 11 - ParAmetros do modelo modificado de Gompertz para as curvas de ajuste dos reatores

P - Potencial de producdo Rp - Taxade producdo A-Tempo dafase lag

Reator metanogénica (mL) de metano (mL/h) (h) R
R1 392,83 0,36 417,21 0,9976
R2 377,75 0,35 446,24 0,9970
R3 106,60 0,05 164,11 0,9939
R4 59,73 0,04 52,58 0,9952
R5 387,98 0,38 367,67 0,9979
R6 358,54 0,33 386,33 0,9974
R7 413,54 0,28 580,54 0,9937
R8 392,97 0,26 538,76 0,9948
R9 440,40 0,38 404,73 0,9972
R10 79,98 0,06 138,09 0,9969
R11 363,77 0,36 467,38 0,9946
R12 88,84 0,06 128,88 0,9959
R13 378,56 0,35 485,27 0,9949
R14 419,49 0,38 437,09 0,9968

R15 375,93 0,34 469,31 0,9956
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P - Potencial de produ¢cdo Rm - Taxade producdo A - Tempo dafase lag

Reator metanogénica (mL) de metano (mL/h) (h) R
C1 105,64 0,07 177,42 0,9970
Cc2 97,87 0,06 119,78 0,9909
C3 79,19 0,05 111,91 0,9954
C4 284,63 0,28 327,17 0,9981
C5 119,32 0,07 301,39 0,9979

Fonte: Autora (2022)

Para analisar e comparar a producdo de metano entre os reatores de forma
mais padronizada, sera considerada a disponibilidade inicial de matéria organica para
consumo via digestao anaerdbia em cada reator. Para isso, os valores de producédo
acumulada final de metano (mL CHs) foram divididos pela quantidade de solidos
volateis iniciais (gsv) em cada reator, considerando as concentragdes iniciais de SV
apresentadas anteriormente na Tabela 10 e o volume util do reator, igual a 60 mL.

Vale ressaltar que a apresentacdo do rendimento de metano nas unidades
mencionadas (mLch4/gsv) € apenas uma das diversas formas adotadas na literatura
dessa area para representar esse tipo de dados. A utilizacdo dessas unidades é mais
usual para resultados referentes ao uso de biomassas como substratos, visto que
envolvem a quantificacdo de solidos (ZHANG et al., 2019; PARDANG et al., 2020).

Por outro lado, rendimentos metanogénicos referentes a digestado de efluentes
liquidos como a vinhaga costumam ser apresentados com mais frequéncia em termos
de volume de metano por DQO inicial/adicionada (mLcra/gDQOadded) O0U por DQO
removida (mLcHa/gDQOrem) (FUESS et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017).

O presente estudo emprega a codigestado desses tipos diferentes de substratos
e héa limitacdo de publicacbes semelhantes na area para fins de comparacdo de
resultados. Isto posto, optou-se por apresentar os valores de rendimento
metanogénico em mLcha/gsv, uma vez que, dessa forma, foi possivel obter uma
regressédo adequada dos dados a um modelo polinomial de previsdo, conforme sera
exposto na andlise estatistica da secéo 5.4.

Dessa forma, a Tabela 12 apresenta os rendimentos acumulados finais de
metano nos reatores R1-R15. Esses resultados sao apresentados em ordem
decrescente na Figura 32, a qual inclui também os valores de rendimento dos reatores
de controle C1-C5. A Figura 33, por sua vez, apresenta a progressao temporal dos

rendimentos de metano em cada reator.



Tabela 12 - Planejamento experimental e rendimento acumulado de metano

Reator T (dias) P C (%) Rendimento (mLcra/gsv)
1 40 (-1) 25:75(-1) 2,25 (0) 1219,23
2 120 (+1) 25:75(-1) 2,25(0) 1729,80
3 40 (k1) 75:25(+1) 2,25(0) 214,82
4 120(+1) 75:25 (+1) 2,25 (0) 196,98
5 40 (-1) 50:50 (0) 0,50 (-1) 1002,66
6 120 (+1) 50:50 (0) 0,50 (-1) 1018,77
7 40 (-1)  50:50 (0) 4,00 (+1) 678,69
8 120 (+1) 50:50 (0) 4,00 (+1) 719,24
9 80 (0) 25:75(-1) 0,50 (-1) 1081,83
10 80 (0) 75:25 (+1) 0,50 (-1) 190,77
11 80 (0) 25:75 (-1) 4,00 (+1) 1633,73
12 80 (0) 75:25 (+1) 4,00 (+1) 295,83
13 80 (0) 50:50 (0) 2,25 (0) 1086,85
14 80 (0) 50:50 (0) 2,25 (0) 1157,57
15 80 (0) 50:50 (0) 2,25 (0) 1011,08

Fonte: Autora (2022)
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Figura 32 - Rendimento acumulado da producdo de metano (CHas), em mLcra/gsv, Nos reatores: R1
(40 / 25:75 ] 2,25); R2 (120 / 25:75 / 2,25); R3 (40 / 75:25 / 2,25); R4 (120 / 75:25 / 2,25); R5 (40 /
50:50 / 0,50); R6 (120 / 50:50 / 0,50); R7 (40 / 50:50 / 4,00); R8 (120 / 50:50 / 4,00); R9 (80 / 25:75/
0,50); R10 (80 / 75:25/ 0,50); R11 (80 / 25:75/ 4,00); R12 (80 / 75:25 / 4,00); R13 (80 / 50:50 / 2,25);
R14 (80 / 50:50/ 2,25); R15 (80/50:50/ 2,25); C1 (40/ -/ 2,25); C2 (80 /- / 2,25); C3 (120 / - / 2,25);

C4 (apenas vinhaca); C5 (apenas indculo).
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Figura 33 - Rendimento de metano nos reatores, em mLch4/gsv, em funcdo do tempo.
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Os valores observados de rendimento acumulado, para os reatores R1-R15,
variaram entre 190,77 mLcha/gsv (reator R10) e 1729,80 mLcHa/gsv (reator R2). A partir
da Figura 32, observa-se que todos os reatores com maior quantidade de silagem,
isto €, com proporcéo de mistura Silagem:Vinhaca igual a 75:25 (R3, R4, R10 e R12),
apresentaram rendimento acumulado menor que 300 mlLch4/gsv, Estes dados
apontam uma possivel forte influéncia do fator propor¢cdo de mistura sobre o0s
resultados e serdo investigados com o auxilio das técnicas de analise estatistica na
secao seguinte.

Nos reatores de controle C1-C5, os valores de rendimento acumulado variaram
entre 295,79 mLch4/gsv (C1) e 918,53 mLcha/gsv (C4). Os reatores de controle que
continham apenas silagem como substrato (C1, C2 e C3) apresentaram niveis de
rendimento acumulado entre 295 e 302 mLch4/gsv, valores semelhantes aos
apresentados em outros estudos que utilizaram capim-elefante para producdo de
biogas.

Gunaseelan (2007) obteve valores de rendimento de metano entre 0,372 L/gsv
e 0,342 L/gsv ao aplicar diferentes partes do capim-elefante como substrato. Zhang et
al. (2019) utilizaram diferentes alturas de corte e partes da planta, obtendo o valor de
361 mLcha/gsv como maximo rendimento da producdo metanogénica. Pardang et al.

(2020), por sua vez, usaram como substrato a espécie hibrida P. purpureum x P.



73

typhoideum; sob condi¢cdes mesofilicas, as amostras que passaram por ensilagem
alcancaram rendimento especifico de metano de 154 mLcha/gsv.

A partir da Figura 32 também é possivel visualizar que o reator de controle C4
(apenas vinhaca diluida) apresentou rendimento de 918 mlLchs/gsv, validando o
potencial da vinhagca como substrato para produgdo metanogénica, mesmo em
monodigestdo. Contudo, observa-se que a codigestdo com a silagem de capim-
elefante promoveu um aumento do rendimento de metano para diversas condi¢des
experimentais, chegando até quase 90% de aumento (R2, 1729,80 mLcha/gsv) em
comparacao com o rendimento obtido no reator C4.

Portanto, os resultados observados atestam a sinergia promovida pela
codigestao desses substratos para producédo de biogas e estdo em consonancia com
estudos recentes sobre o tema. Volpi et al. (2022) investigaram a geragao de metano
por meio da aplicacdo de residuos lignocelulésicos, vinhaca e outros efluentes da
producéo de etanol, concluindo que a codigestdo anaerobia possibilitou aumentos de
guase 40% no potencial bioquimico de metano (BMP), em comparac¢ao aos substratos

isolados; os autores citam o valor maximo de rendimento de 605 NmLcha.gvs™.

5.4 Andlise estatistica

A partir dos resultados de rendimento de metano obtidos (Tabela 12), foram
calculados os efeitos de cada variavel independente do experimento sobre a variavel
dependente, bem como os respectivos valores de erro padréo, efeito padronizado,
valor p e coeficiente do modelo de regressao polinomial, conforme apresentado na
Tabela 13. Os calculos foram executados com o auxilio do software Statistica,

considerando as interacdes entre dois fatores e um nivel de confianca de 95%.

Tabela 13 - Efeitos, significAncias estatisticas e coeficientes do modelo polinomial de segundo grau

para as variaveis independentes, sobre o rendimento de metano.

Efeito padronizado

Efeito  Erro padréo ‘@) Valorp  Coeficiente do modelo
Média global 831,86 21,15 39,33 0,001 1085,166
DT 137,35 51,80 2,65 0,118 68,674
1 TWQ 95,33 38,13 2,50 0,130 -95,331

2P (L -1191,55 51,80 -23,00 0,002 -595,773
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Efeito padronizado

Efeito  Erro padréo ‘@) Valorp  Coeficiente do modelo
2P @) 149,63 38,13 3,92 0,059 -149,627
(3)C (L) 8,36 51,80 0,16 0,887 4,181
(3)C(Q) 135,00 38,13 3,54 0,071 -134,995
TxP -264,21 73,26 -3,61 0,069 -132,104
TxC 12,22 73,26 0,17 0,883 6,111
PxC -223,42 73,26 -3,05 0,093 -111,711

T: Tempo de ensilagem; P: proporcao entre substratos; e C: concentracdo do pré-tratamento alcalino.

L: efeito linear; Q: efeito quadratico; Significancia estatistica: p < 0,05.

Fonte: Autora (2022)

Pode ser observado que apenas o efeito linear do fator Proporgdo entre

substratos (P) apresentou valor p menor que 0,05, associado ao nivel de confianga de

95%; ou seja, esse fator afetou o resultado de rendimento de metano de forma

significativa estatisticamente. Isso também pode ser verificado por meio do grafico do

tipo Pareto (Figura 34) dos efeitos padronizados, t(2), o qual mostra que apenas o

efeito padronizado t(2) do efeito linear do fator P teve valor absoluto (23,00) superior

ao valor do parametro t. tabelado, igual a 4,30.

Figura 34 - Grafico de Pareto dos efeitos padronizados t(2)
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Ainda que a influéncia dos demais fatores — tempo de ensilagem (T) e
concentracédo de NaOH (C) — nao seja considerada significativa estatisticamente pois
p>0,05e | t(2)| < 4,30, optou-se por ndo ignorar esses efeitos como parte do calculo
do erro. Portanto, o modelo preditivo para o rendimento de metano a partir dos fatores
com valores codificados é apresentado na Eq. (5) a seguir, que utiliza os coeficientes
ja apresentados na Tabela 13.

R =1085,16 + 68,67T - 95,33T% - 595,77P - 149,62P% + 4,18C — 134,99C? (5)
—132,10TP + 6,11TC — 111,71PC

Em que:

R: rendimento de metano (mL CHa4/gsv);

T: tempo de ensilagem (valores codificados entre -1 e 1);

P: proporcao entre substratos (valores codificados entre -1 e 1); e

C: concentracdo do pré-tratamento (valores codificados entre -1 e 1).

Utilizando a Eq. (5) € possivel calcular os valores preditos pelo modelo para os
pontos do planejamento experimental e compara-los com os dados observados
empiricamente (Tabela 14). Observa-se que, na maioria dos casos, o desvio dos

valores preditos foi inferior a 20% em relagc&o ao valor observado.

Tabela 14 - Valores observados, preditos e residuos do modelo.

Ensaio Observados Preditos Residuos Desvio
1 1219,227  1235,203 -15,976 1%
2 1729,802  1636,759 93,043 5%
3 214,822 307,865 -93,043 43%
4 196,980 181,005 15,976 8%
5 1002,664 788,096 214,568 21%
6 1018,771 913,221 105,550 10%
7 678,686 784,236 -105,550 16%
8 719,238 933,807 -214,568 30%
9 1081,830 1280,423  -198,593 18%
10 190,775 312,300 -121,526 64%

[ERN
[ERN

1633,735 1512,209 121,526 7%
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Ensaio Observados Preditos Residuos Desvio
12 295,833 97,240 198,593 67%
13 1086,851  1085,166 1,686 0%
14 1157,568  1085,166 72,402 6%
15 1011,078 1085,166 -74,088 7%

Fonte: Autora (2022)

A andlise do modelo também pode ser complementada pelo grafico normal de
probabilidade dos residuos (Figura 35). Esse grafico mostra que os residuos do
modelo preditivo ndo se afastam muito de uma reta, indicando sua distribuigdo normal

e, portanto, a validade do teste F.

Figura 35 - Grafico normal de probabilidade dos residuos.
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Fonte: Autora (2022)

Considerando esse modelo, a analise de variancia foi executada com o auxilio
do software Statistica, sendo apresentada na Tabela 15. A partir das somas e médias
guadraticas, calcula-se o valor F, um parametro utilizado para avaliar a significancia
estatistica de uma regressdo. Observa-se que 0 Fca da regresséo (6,98) é maior que

0 Fo5 tabelado (4,77), indicando que o modelo proposto é valido e descreve os dados
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experimentais de forma adequada. Nota-se ainda que o Fca da “falta de ajuste” (14,94)
€ inferior ao Fz> tabelado (19,16), portanto essa fonte de variagdo pode ser
considerada como né&o significativa. Por fim, o coeficiente de determinagdo da
regressao (R?) é igual a 0,93, confirmando que a Eq. (5) descreve adequadamente o

comportamento do processo em estudo, a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 15 - Andlise de variancia (ANOVA) para o rendimento de metano
Fonte de variacao SQ g.l. MQ Fcal Frab R2

Regresséo 3157609 9 35084541 6,98 4,77 0,92627
Residuos 251334 5  50266,87
Falta de ajuste 240600 3 80200 14,94 19,16
Erro puro 10734 2 5367
Total 3408943 14

SQ: soma quadratica; g.l.: graus de liberdade; MQ: média quadratica; Fca: F calculado; Fan: F
tabelado; R2: coeficiente de determinacao; Nivel de significancia: 5%
Fonte: Autora (2022)

A partir do modelo proposto na Eq. (5) e com o auxilio do Statistica, foram
geradas as superficies de resposta que apresentam o efeito dos fatores e suas
interacdes sobre o rendimento acumulado de metano. Por meio desses gréficos,
visualiza-se como variacbes dos fatores de planejamento afetam a resposta do
experimento e de que forma essa resposta pode ser otimizada, isto €, quais condicdes
experimentais promovem a melhor resposta desejada.

A Figura 36 apresenta a superficie de resposta para os fatores proporcao entre
substratos (P) e tempo de ensilagem (T), zerando o fator concentracdo da solucéo de
pré-tratamento (C) na Eqg. (5). A superficie apresenta curvatura no eixo
correspondente ao fator P, com a aplicacdo do nivel 75:25 de proporcéo
silagem:vinhaca produzindo os menores resultados de rendimento de metano. Para o
nivel correspondente a proporcao silagem:vinhaca de 25:75, a variavel de resposta
apresenta valores significativamente maiores.

Portanto, dentro dos limites do presente estudo, foi observado que a codigestao
da vinhaca com a silagem de capim-elefante apresenta melhor rendimento
metanogénico quando o volume de silagem equivale a aproximadamente 25% do

volume util do reator.
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Figura 36 - Superficie de resposta para o rendimento de metano (mLcra/gsv) devido a interagdo entre

os fatores: Proporcéo entre substratos (Silagem: Vinhaga) e Tempo de ensilagem (dias).
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Biomassas lignocelulosicas sao usualmente caracterizadas com uma alta razao
C/N, enquanto esse parametro deve ser mantido no intervalo de 20-30:1 para
operacao adequada de reatores anaerdbios (ABRAHAM et al., 2020). Portanto, pode-
se inferir que a proporcéo silagem:vinhaca equivalente a 25:75 proporcionou uma
razdo C/N mais adequada nos reatores e um melhor equilibrio nutricional.

Além disso, também € possivel argumentar que maiores quantidades de
silagem significam uma sobrecarga de fibras no reator, afetando negativamente a
producdo de biogas caso estas fibras ndo tenham sido degradadas eficientemente
nos processos de pré-tratamento. Nesse sentido, a observacao do eixo referente ao
fator T na superficie de resposta da Figura 36 mostra que o rendimento foi mais alto
para o nivel equivalente a 120 dias de ensilagem.

Além disso, nota-se uma interacdo positiva entre esses fatores, visto que o

ponto mais alto da superficie se localiza na interacdo entre P igual a 25:75 e T igual a
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120. Tais dados corroboram a discusséo anterior sobre o efeito da degradagéao das
fibras e do equilibrio entre substratos no rendimento metanogénico.

A Figura 37 apresenta a superficie de resposta para os fatores concentracao
da solucédo de pré-tratamento (C) e tempo de ensilagem (T), zerando o fator propor¢ao
entre substratos na Eq. (5). Pela ANOVA, sabe-se que esses fatores ndo afetaram
significativamente a variavel de resposta, mas nota-se que a maior resposta foi obtida
numa faixa de interacdo dos niveis médios do fator C e do fator T, isto é, utilizando
solucao de pré-tratamento a 2,25% e tempo de ensilagem de 80 dias. Isso pode indicar

que, ignorando o efeito da proporcéo entre substratos e considerando apenas 0s pré-
tratamentos do capim-elefante, ndo é necessério aplicar as condi¢cdes mais intensas

(concentracao de 4% e ensilagem de 120 dias) para obter um resultado satisfatério
de producédo metanogénica.

Figura 37 - Superficie de resposta para o rendimento de metano (mLCH4/gSV) devido a interacao
entre os fatores: Concentracao da solucdo de NaOH para pré-tratamento (% m/v) e Tempo de

ensilagem (dias)

LR iy el TRERE g

Bl > 1000
B < 1000
[ ] <900
[ <800
Bl <700

Fonte: Autora (2022)



80

A Figura 38 apresenta a superficie de resposta para os fatores concentracao
da solucdo de pré-tratamento (C) e proporcdo entre substratos (P), zerando o fator
tempo de ensilagem (T) na Eqg. (5). O ponto 6timo nesse caso situa-se na interacdo
entre C igual a 4%my € P igual a 25:75, reforcando as analises sobre o efeito do
tratamento alcalino e do equilibrio de substratos no rendimento de metano. Também
€ possivel notar que a curvatura da superficie no eixo referente ao fator C ndo € muito

acentuada na faixa [2,25; 4,00], ou seja, a alteracdo do nivel intermediario para o
méximo ndo provocou grandes aumentos no rendimento dos reatores.

Figura 38 - Superficie de resposta para o rendimento de metano (mLCH4/gSV) devido a interacao

entre os fatores: Concentragdo da solugao de NaOH para pré-tratamento (% m/v) e Proporgao entre

substratos (Silagem: Vinhaca)
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B < 1000
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[ ]<800
[ <400
I < 200

Fonte: Autora (2022)

A partir da Eq. (5), € possivel ainda deduzir o ponto 6timo do processo e

identificar quais os niveis ideais dos fatores independentes para obtencédo do
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rendimento maximo de metano. Os célculos de otimizacdo sdo apresentados nas

equacdes seguintes.

d/dT(1085,16 + 68,67 T - 95,33 T?2- 595,77 P - 149,62 P2 + 4,18 C - 134,99 C2 -
132,10 TP+ 6,11 TC- 111,71 PC)=-190,66 T - 132,1 P + 6,11 C + 68,67

d/dP(1085,16 + 68,67 T - 95,33 T2 - 595,77 P - 149,62 P2 + 4,18 C - 134,99 C2 -
132,10 TP+ 6,11 TC- 111,71 PC) =-132,1 T - 299,24 P - 111,71 C - 595,77

d/dC(1085,16 + 68,67 T - 95,33 T2 - 595,77 P - 149,62 P2 + 4,18 C - 134,99 C2 -
132,10 TP +6,11 TC-111,71 PC)=6,11T - 111,71 P - 269,98 C + 4,18

—190,66 T — 132,1P + 6,11C + 68,67 =0
—132,1T — 299,24P — 111,71 C — 595,77 =0
6,11T — 111,71P — 26998C + 4,18 =0

~T=325P~=-4,09;C ~1,78

(6)

(7)

(8)

(9)

Considerando a escala dos niveis codificados [-1, +1], observa-se que o0 ponto

otimo seria correspondente a um ensaio com as seguintes condicbes de T, P e C: (+1,

-1, +1), ndo incluso no planejamento Box-Behnken. No planejamento experimental

adotado, os ensaios cujas condicdes mais se assemelham a esse ponto 6timo sao os

correspondentes aos reatores R2 (+1, -1, 0) e R11 (0O, -1, +1), que apresentaram 0S

maiores valores de rendimento do experimento.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, foram investigadas as potencialidades de dois substratos
de relevancia no setor agroindustrial brasileiro — a vinhaca e o capim-elefante — no
processo de producdo de metano via digestdo anaer6bia. Também foi utilizada a
técnica de ensilagem no capim-elefante visando analisar sua performance como pré-
tratamento.

Foi observado que a ensilagem com duracgéo entre 40 e 120 dias ndo promoveu
uma degradacédo desejada das fibras presentes no capim-elefante, visto que as
variagOes identificadas foram inferiores a 3% da Matéria Seca, em relagéo a forragem
in natura. Dessa forma, foi necessario incorporar o pré-tratamento térmico-alcalino ao
processo.

Quanto aos parametros fisico-quimicos que indicam eficiéncia da digestao,
observou-se que os valores de remocéo percentual de DQO variaram entre 35% e
85%, com a maioria dos reatores apresentando remocao superior a 60%. Quanto aos
carboidratos, o consumo percentual situou-se no intervalo 63—72%. O consumo de
sélidos volateis, por sua vez, foi superior a 20% na maioria dos reatores. Tais
resultados indicam que ocorreu uma remocdo expressiva da matéria organica
presente nos reatores, apontando que a digestdo anaerdbia promoveu um tratamento
satisfatorio da vinhaca.

O pH manteve-se estavel e na faixa da neutralidade nos reatores do
planejamento devido ao tamponamento produzido pela adicdo de bicarbonato de
sédio. A queda de pH nos reatores de controle (que ndo receberam bicarbonato)
confirma a importancia do alcalinizante para estabilidade do processo.

Os dados experimentais de producdo metanogénica apresentaram ajuste
adequado ao modelo da sigmoide de Gompertz (0,9909 < R? < 0,9981). Os valores de
rendimento acumulado de metano variaram entre 190,77 e 1729,80 mLcn4/gsv, cOM
0s menores rendimentos sendo observados nos reatores com maior propor¢cao de
silagem.

Os melhores rendimentos foram observados nos reatores com as seguintes
condi¢cBes experimentais: reator R2, com proporcao Silagem:Vinhaca igual a 25:75,
contendo capim-elefante ensilado por 120 dias e tratado com solucdo de NaOH a
2,25%my; € R11, com proporgédo Silagem:Vinhaca também igual a 25:75, contendo

capim-elefante ensilado por 80 dias e tratado com solugcdo de NaOH a 4,00%mn. A
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codigestdo promoveu aumentos de até 90% no rendimento metanogénico, em
comparacao com os substratos isolados.

A analise estatistica indicou que, a um nivel de 95% de confianca, a propor¢ao
entre substratos foi o Unico fator com efeito estatisticamente significativo sobre o
rendimento metanogénico. Um modelo polinomial de segunda ordem foi proposto para
estimar o rendimento do processo a partir dos fatores adotados, com um coeficiente
de regressao satisfatério (R2 = 0,93).

A partir do modelo proposto, o teste de otimizac&o indicou o ponto étimo para
0 experimento, equivalente a seguinte combinacéo de condi¢des experimentais: 120
dias de ensilagem; propor¢éo Silagem:Vinhaga igual a 25:75; e concentragdo de
NaOH igual a 4%mw.

Como perspectivas para futuros estudos, recomenda-se:

e Validacao experimental do ponto 6timo proposto pela metodologia de superficie
de resposta;

e Realizacdo de mais analises sobre a eficiéncia da ensilagem, visando uma
melhor compreenséo sobre o processo de degradacéo de fibras e a producao
metanogénica associada;

e Aclimatacéo do lodo utilizado como inéculo no processo, de forma a diminuir o
periodo de adaptacdo dos microrganismos ao meio durante a fase lag;

¢ Realizacdo de ensaios de biodigestdo sem a utilizacdo de alcalinizante, a fim
de verificar o potencial de producéo de hidrogénio e acidos organicos a partir
desses substratos;

e Revisdo sistematica da literatura, visando definir as unidades mais adequadas
de representacdo do rendimento metanogénico em casos de codigestao de

efluentes com biomassas.
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Figura 39 - Curva padrao para converséo de area cromatografica em quantidade de metano (mmol)
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APENDICE B - TABELA GERAL DE CARACTERIZACAO DOS REATORES

Tabela 16 - Andlises fisico-quimicas dos reatores em fase inicial

Reator  pH DQO Carboidratos Sélidos Totais  Sélidos Totais  Sélidos Totais
(g/L) (g/L) (g/L) Voléteis (g/L) Fixos (g/L)
R1 7,04 6,78 1,25 17,120 4,312 12,808
R2 7,03 6,54 1,31 14,068 2,880 11,188
R3 7,04 5,68 1,27 20,100 4,952 15,148
R4 7,02 7,06 1,20 16,516 4,208 12,308
R5 7,04 5,54 1,06 15,844 5,488 10,356
R6 7,03 6,35 1,24 14,380 4,768 9,612
R7 7,02 5,30 1,33 18,712 5,312 13,400
R8 7,03 3,40 1,25 19,896 5,080 14,816
R9 7,02 5,45 1,36 15,556 5,320 10,236
R10 7,05 5,73 1,07 17,548 5,556 11,992
R11 7,02 6,82 1,02 15,296 2,996 12,300
R12 7,04 4,78 1,31 21,028 3,728 17,300
R13 7,03 4,97 1,22 16,948 4,408 12,540
R14 7,02 6,06 1,17 17,452 4,736 12,716
R15 7,04 6,78 1,21 16,908 4,700 12,208
C1 7,05 3,74 0,84 12,652 4,668 7,984
C2 7,04 3,72 0,86 11,492 4,324 7,168
C3 7,05 2,58 0,74 8,916 3,376 5,540
C4 7,03 3,41 0,84 6,504 4,484 2,020
Fonte: Autora (2022)
Tabela 17 - Andlises fisico-quimicas dos reatores em fase final
Reator pH DQO  Carboidratos Solidos Totais Sdlidos Totais Sdlidos Totais
(g/L) (g/L) (g/L) Volateis (g/L) Fixos (g/L)

R1 7,44 2,65 0,42 14,456 3,344 11,112
R2 7,32 1,02 0,38 13,368 3,492 9,876

R3 7,25 2,43 0,38 17,840 3,740 14,100
R4 7,35 1,78 0,36 16,068 4,104 11,964
R5 7,38 1,65 0,38 12,928 3,368 9,560

R6 7,33 1,25 0,37 12,800 3,320 9,480

R7 7,38 1,89 0,39 18,728 4,040 14,688
R8 7,37 1,89 0,38 13,856 2,624 11,232



96

Reator pH DQO  Carboidratos Solidos Totais Sdlidos Totais Sdlidos Totais
(g/L) (g/L) (g/L) Voléteis (g/L) Fixos (g/L)
R9 7,3 1,40 0,38 13,872 3,140 10,732
R10 7,31 3,74 0,40 16,036 4,080 11,956
R11 7,32 1,02 0,38 14,492 3,676 10,816
R12 7,28 1,82 0,36 19,612 4,372 15,240
R13 7,32 0,79 0,37 14,692 3,164 11,528
R14 7,36 1,02 0,37 15,056 3,824 11,232
R15 7,33 1,00 0,38 15,236 3,640 11,596
Cc1 6,05 2,16 0,41 11,848 4,088 7,760
Cc2 6,12 1,34 0,38 10,212 3,192 7,020
C3 5,91 1,10 0,36 9,132 3,268 5,864
C4 6,52 1,48 0,42 6,648 4,068 2,580

Fonte: Autora (2022)
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Tabela 18 - Resultados da cromatografia para os reatores R1-R15, em que T é o tempo, em horas, e M é a produ¢do acumulada de metano, em mL.

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

R11

R12

R13

R14

R15

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

T

M

17
41
64
88
159
183
206
232
254
328
352
375
399
423
495
567
591
663
687
711
735
760

0,86
1,85
2,95
4,06
5,22
6,58
8,04
9,51
11,16
13,59
16,02
19,97
23,85
28,89
38,18
51,33
63,59
81,44
94,54
108,33
123,70
138,10

17
41
64
89
161
185
208
233
255
329
353
376
400
425
496
568
593
664
688
712
736
761

0,79
1,83
2,98
4,23
5,58
7,13
8,59
9,94
11,58
13,34
15,18
17,93
20,66
24,01
29,93
41,32
52,73
67,83
82,35
94,50

17
41
65
89
161
185
208
233
255
329
353
376
400
425
497
569
593
664
689
713

109,55 736
122,99 761

0,74
1,75
3,04
4,28
5,55
6,85
9,07
10,23
11,46
12,70
13,93
15,13
16,47
17,75
19,05
20,55
22,33
24,28
26,16
27,99
30,02
32,13

18
41
65
89
161
185
208
233
255
329
353
376
400
424
496
568
592
664
688
712
735
760

0,87
1,82
3,05
4,39
571
7,04
8,36
9,64
11,03
12,45
13,87
15,31
16,71
18,10
19,72
21,29
22,92
24,55
26,20
27,86
29,46
31,14

18
42
65
89
161
185
208
233
256
329
353
377
401
425
497
569
593
665
689
713
737
762

0,80
1,79
2,93
4,09
5,37
6,84
8,73
10,57
12,54
16,19
20,63
26,38
33,13
42,39
55,73
68,51
85,84
102,17
117,10
132,43
147,93
163,03

18
42
65
90
161
185
209
234
256
329
353
377
401
425
497
569
593
665
689
713
737
762

0,76
1,76
2,92
4,07
5,56
7,31
9,25
11,11
13,10
15,94
19,34
23,15
27,33
32,71
41,16
53,69
67,55
82,46
96,13

18
42
65
90
162
186
209
234
256
330
354
377
401
426
497
569
593
665
689

109,26 713
122,46 737
137,59 762

0,78
161
2,75
4,13
5,31
6,53
7,70
8,89
10,08
11,43
12,79
14,27
15,81
17,48
19,71
22,73
26,42
31,15
36,59
42,76
49,79
57,92

18
42
66
90
162
186
209
234
256
330
354
377
401
426
498
570
594
665
689
714
737
762

0,77
1,72
2,92
4,15
5,33
6,59
7,74
8,99
10,38
11,91
13,47
15,19
17,21
19,20
21,98
25,55
29,39
35,36
41,58
48,42
57,08
67,02

19
43
66
91
162
186
209
234
256
330
354
377
401
426
498
570
594
666
690
714
737
762

0,82
1,94
3,13
4,23
5,46
7,11
8,52
10,43
12,37
15,56
19,29
23,96
29,35
36,17
46,91
59,11
72,45
89,81
103,76
119,62
136,96
150,83

19
43
66
91
162
186
209
234
257
330
354
378
402
426
498
570
594
666
690
714
738
762

0,75
1,72
2,86
4,11
5,39
6,69
7,87
9,16
10,44
12,04
13,62
15,38
17,19
18,88
20,99
23,01
25,49
27,76
30,13
32,54
35,01
37,60

19
43
66
91
162
186
210
235
257
330
354
378
402
426
498
570
594
666
690
714
738
763

0,80
1,88
3,07
4,26
5,58
7,12
8,49
10,05
11,47
13,02
14,68
16,59
18,59
21,11
25,23
33,03
42,50
60,04
72,85
89,81
106,13
120,50

19
43
66
91
163
186
210
235
257
330
355
378
402
426
498
570
595
666
690
714
738
763

0,76
181
3,04
4,36
5,80
7,29
8,69
10,14
11,65
13,08
14,67
16,25
17,84
19,49
21,27
23,27
25,46
27,58
29,90
32,10
34,72
37,31

19
43
67
01
163
187
210
235
257
331
355
378
402
427
498
570
595
666
690
714
738
763

0,79
1,80
3,00
4,15
5,39
6,92
8,28
9,71
11,20
12,87
14,53
16,65
18,76
21,24
25,39
31,64
39,30
51,68
64,41
78,06
94,16
109,92

20
44
67
92
163
187
210
235
257
331
355
378
402
427
499
571
595
666
691
715
738
763

0,78
1,84
3,10
4,38
5,66
7,17
8,98
10,85
12,59
14,81
17,79
21,57
25,36
29,94
37,90
48,85
60,87
75,85
90,31

20
44
67
92
163
187
210
235
258
331
355
379
403
427
499
571
595
667
691

106,46 716
123,42 739
140,21 763

0,77
1,80
3,03
4,35
5,58
6,92
8,26
9,72
11,31
13,06
15,05
17,34
19,78
22,95
27,44
34,43
43,17
56,29
68,75
82,95
97,07
111,95
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R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15
T M T M T M T M T M T M T M T M T M T M T M T M T M T M T M
832 155,14 833 138,15 833 34,30 832 32,84 834 178,50 834 151,30 834 69,90 834 78,38 834 165,77 834 40,20 835 136,00 835 39,69 835 125,44 835 156,33 835 127,65
878 171,44 879 154,79 879 37,45 878 34,70 879 196,43 880 166,13 880 84,20 880 92,67 880 182,90 880 43,04 881 154,12 881 42,25 881 142,90 881 174,77 881 143,25
927 186,91 928 173,30 929 39,62 928 36,43 929 211,56 929 182,22 929 100,30 930 108,00 930 203,13 930 45,80 930 170,06 931 44,97 931 159,61 931 193,04 931 159,51
999 202,66 999 191,84 1001 42,31 1000 38,43 1001 227,29 1001 195,70 1001 117,38 1002 124,20 1002 217,90 1002 47,80 1003 185,10 1003 47,44 1003 176,33 1003 212,15 1003 175,77
1047 222,74 1047 210,79 1049 45,23 1048 40,56 1049 243,36 1049 209,99 1049 133,77 1050 139,22 1050 236,28 1050 50,61 1050 200,80 1050 50,26 1051 192,76 1051 232,07 1051 194,80
1095 239,71 1095 226,65 1097 47,93 1096 42,43 1097 260,13 1097 226,85 1098 150,20 1098 154,70 1098 256,28 1098 53,18 1099 218,58 1099 52,94 1099 210,32 1099 250,78 1099 211,96
1167 258,43 1167 243,17 1168 51,23 1168 44,24 1169 277,58 1169 243,16 1168 166,83 1169 168,78 1170 275,70 1170 55,74 1170 237,39 1170 56,00 1170 229,31 1170 270,36 1171 229,32
1240 277,39 1240 261,24 1241 55,01 1240 45,97 1241 295,14 1242 259,84 1241 183,92 1242 185,46 1242 295,61 1242 58,28 1243 257,48 1243 59,08 1243 249,20 1243 289,87 1243 246,53
1336 296,66 1336 279,07 1337 59,13 1336 47,86 1337 311,98 1338 275,87 1337 199,60 1338 202,49 1338 319,00 1338 60,82 1339 274,45 1339 62,43 1339 267,94 1339 309,02 1339 265,63
1383 315,44 1383 298,91 1385 63,83 1384 49,73 1385 330,16 1385 291,45 1384 216,31 1386 219,22 1386 345,32 1386 63,60 1386 293,68 1386 66,17 1387 287,45 1387 328,93 1387 285,12

Fonte: Autora (2022)

Tabela 19 - Resultados da cromatografia para os reatores C1-C5, em que T é o tempo, em horas, e M é a producdo acumulada de metano, em mL

C1 c2 C3 c4 C5
T M T M T M T M T M
20 0,79 20 0,74 20 0,78 20 0,74 21 0,78
44 1,70 44 1,62 44 1,65 44 1,60 45 1,52
67 2,65 67 2,61 68 2,63 68 2,49 68 2,25
92 3,64 92 3,67 92 3,64 93 3,41 93 3,00
163 4,92 164 5,22 164 5,09 164 4,49 164 3,85
187 6,49 187 7,10 188 6,79 188 5,79 188 4,79
210 8,15 211 9,00 211 8,27 211 7,48 211 571
236 9,91 236 10,95 236 9,78 236 9,05 236 6,73
258 11,61 258 12,76 258 11,31 258 10,79 258 7,71

331 13,44 331 15,04 332 12,84 332 14,30 332 8,81



C1 Cc2 C3 C4 C5
T M T M T M T M T M
355 15,21 355 17,23 356 14,32 356 18,94 356 9,94
379 17,30 379 19,37 379 16,05 379 25,24 379 11,14
403 19,59 403 21,55 403 17,55 403 32,63 404 12,49
427 21,89 427 23,66 428 19,07 428 42,15 428 13,83
499 24,60 499 25,92 499 20,87 500 53,23 500 15,67
571 27,49 571 28,16 571 22,85 572 64,87 572 17,89
595 30,44 596 30,61 596 24,74 596 75,87 596 20,52
667 33,31 667 32,78 667 26,82 667 86,79 668 23,21
691 36,49 691 35,06 691 28,75 691 97,53 692 25,61
716 39,34 716 37,79 716 30,79 716 109,13 716 28,12
739 42,39 739 40,07 739 32,81 739 120,32 740 31,02
764 45,50 764 42,25 764 34,92 764 130,92 764 33,82
836 48,74 836 44,65 836 37,15 836 142,62 836 36,86
882 51,92 882 47,17 882 39,44 882 153,72 882 39,95
931 55,00 932 49,82 932 41,68 932 165,07 932 43,42
1003 58,41 1004 52,32 1004 44,01 1004 176,74 1004 47,12
1051 61,81 1051 55,15 1051 46,70 1052 188,52 1052 50,81
1100 65,14 1100 58,19 1100 49,42 1100 200,54 1100 54,84
1171 68,87 1171 61,48 1171 52,12 1171 212,16 1172 58,89
1243 72,73 1244 65,37 1244 55,02 1244 223,74 1244 63,45
1340 77,16 1340 70,94 1340 57,93 1340 235,04 1340 67,82
1387 82,84 1387 78,44 1387 61,23 1388 247,12 1388 72,53

Fonte: Autora (2022)
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APENDICE D - CURVAS DE PRODUCAO AJUSTADAS

100

Figura 40 - Producao acumulada de metano (CH4) no headspace (mL), ajustada a sigmoide modificada de Gompertz para os reatores: (a) R1; (b) R2; (c) R3;

Producgéo acumulada de metano (mL)

(d) R4; (e) R5; (f) R6; (g) R7; (h) R8; (i) R9; (j) R10; (k) R11; (1) R12; (m) R13; (n) R14; (o) R15; (p) C1; (q) C2; (r) C3; (s) C4 e (t) C5.
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P*exp(-exp((Rm*2.7183/P)*(t0-t ! P*exp(-exp((Rm*2.7183/P)*(t0-

Equation pexp( Y1) 7 Equation 1)+1))
Plot R3 11 Pt R4
P 106.59572 ] 50 4 P 509-07532;132 -
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Producgéo acumulada de metano (mL)
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(e) (f)

Model ModifiedGompertz (User) Model ModifiedGompertz (User)
. P*exp(-exp((Rm*2.7183/P)*(t0-t * - * %
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7 | Plot R5 ] Plot R6
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Producdo acumulada de metano (mL)
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)
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H R8
—— ModifiedGompertz (User) Fit of Sheetl C14"R8"
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(i) i)

ModifiedGi rz (Ut
Model odifiedGompertz (User) Model ModifiedGompertz (User)
. P*exp(-exp((Rm*2.7183/P)*(t
Equation 0-)+1)) Equation P*exp(-exp((Rm*2.7183/P)*(t
- 0-t)+1]
— Plot R9 . E )+1))
3004 |P 440.40073 £16.21251 300 | Pt R10
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(k) (1)
Model ModifiedGompertz (User)

P* - Rm*2.7183/P o
Equation exp(-exp((Rm Model ModifiedGompertz (User)

)*(t0-t)+1)) f . P*exp(-exp((Rm*2.7183/P)*(
Plot R11 300 4 Equation 10-t)+1))
[ ]
P 363.7723 + 17.36176 ] Plot R12

Rm 0.3572 + 0.00996 = 88.84183 + 3.78315
250 : e
t0 467.38324 +10.67951 RM 0.0559 + 9.09239E-4
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+
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(a)
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Producéo acumulada de metano (mL))
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Fonte: Autora (2022)
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