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RESUMO 
 

O destino inadequado dos resíduos sólidos urbanos (RSU) é um grande problema 
ambiental global. Para evitar o acúmulo em aterros, uma das alternativas incentivadas 
é a biodigestão anaeróbica, realizada em biodigestores, na qual os resíduos são 
convertidos em produtos úteis como o biogás bruto. O Brasil apresenta potencial para 
a produção de biogás, mais precisamente o biometano, componente do biogás bruto, 
que necessita ser purificado. Diante dos volumes diários de produção de RSU nos 
maiores centros urbanos, o objetivo principal desse estudo foi desenvolver uma 
solução tecnológica para acelerar o processo de biodigestão anaeróbica convencional 
de fração orgânica oriunda de resíduos alimentares, de modo a reduzir tempo de 
processo e aumentar o rendimento de biometano no biogás bruto. Desta forma, o 
trabalho foi dividido em 6 capítulos para desenvolvimento dessa pesquisa: Capítulo 1 
- revisão da literatura; Capítulo 2 - construção de um sistema de biodigestão em 
frascos de 100 mL; Capítulo 3 - avaliação do sistema de neutralização da biodigestão; 
Capítulo 4 - uso de codigestor com estabilizante; Capítulo 5 - isolamento de grupos 
de microrganismos e uso de enzimas para a biodigestão; e Capítulo 6 - otimização 
dos valores ideais de grupos de microrganismos e enzimas como inoculantes, 
utilizando a ferramenta estatística DCCR. Com isso, o presente estudo possibilitou 
desenvolver um sistema de biodigestão com frascos de 100 mL e demonstrar o 
comportamento da biodigestão quando são adicionados de recicláveis, condicionados 
em diferentes rotas de processo (úmido e extrasseco) e em termos de granulometria 
e temperatura (mesofílica e termofílica). A partir dos experimentos para ajuste de pH, 
observou-se que o acetato de sódio (CH3COONa) como agente tamponante 
apresentou o melhor desempenho. Por outro lado, o lodo de tratamento de esgoto 
contribuiu para a manutenção do pH neutro e não inibiu efetivamente a produção de 
biogás. A substituição do N2 pelo ambiente headspace não afetou o processo de 
avaliação do biogás, sendo sua adição opcional. O pré-tratamento do resíduo inserido 
no biodigestor para determinação do tamanho de partícula (1,18 mm) contribuiu na 
padronização, porém, nenhum tratamento interferiu no processo de reação do biogás 
acumulado. A quantidade de sólidos voláteis adicionados pode afetar a biodigestão, 
mas os testes mostraram efeitos semelhantes para as respostas do biogás e do 
biometano. Em relação aos isolamentos de grupos de microrganismos, a pesquisa 
possibilitou a identificação de dois grupos provenientes de resíduos alimentares e lodo 
de estação de tratamento de esgoto (EA e EB), que desempenharam um papel 
significativo na produção de biogás e biometano durante o processo de biodigestão. 
Além disso, os delineamentos experimentais possibilitaram reduzir a quantidade e 
identificar as variáveis significativas e suas concentrações ideais dos grupos 
microbianos EA = 5,25 x 109 UFC·mL-1, EB = 6,90 x 109 UFC·mL-1 e enzimas CA, C, 
L, P nas dosagens de 45 U·g-1. Conclui-se que o processo foi otimizado em 10 dias 
comparado com o processo convencional que tem duração média de 45 dias, obtendo 
um aumento de 72% e 88% (v/v) na produção de biogás e biometano, 
respectivamente, para o resíduo alimentar, utilizando o bioacelerador. 
 
Palavras-chave: Digestão anaeróbica; resíduo sólido urbano; blend microbiano e 

enzimático, biodigestor; fração orgânica.  



ABSTRACT 
 

The inadequate disposal of municipal solid waste (MSW) is a significant global 
environmental problem. To avoid accumulation in landfills, one of the encouraged 
alternatives is anaerobic biodigestion, carried out in biodigesters, where waste is 
converted into useful products, such as raw biogas. Brazil has potential for biogas 
production, specifically biomethane, a component of raw biogas that requires 
purification. Considering the daily volumes of MSW generated in major urban centers, 
the main objective of this study was to develop a technological solution to accelerate 
the conventional anaerobic biodigestion process of the organic fraction derived from 
food waste, in order to reduce process time and increase biometane yield in raw 
biogas. Therefore, the work was divided into 6 chapters for the development of this 
research: Chapter 1 - literature review; Chapter 2 - construction of a 100 mL 
biodigestion system in flasks; Chapter 3 - evaluation of the biodigestion neutralization 
system; Chapter 4 - use of co-digestion with stabilizer; Chapter 5 - isolation of microbial 
groups and use of enzymes for biodigestion; and Chapter 6 - optimization of the ideal 
values of microbial groups and enzymes as inoculants, using the statistical tool DCCR. 
This study enabled the development of a 100 mL biodigestion system and 
demonstrated the behavior of biodigestion when recyclables were added, conditioned 
through different process routes (wet and dry), in terms of particle size and temperature 
(mesophilic and thermophilic). Through pH adjustment experiments, improved 
configurations to prevent acidification of the biodigestion process were observed. The 
best result was obtained when sodium acetate (CH3COONa) was used as a buffering 
agent. However, sewage sludge contributes to maintaining neutral pH and does not 
effectively inhibit biogas production. The substitution of N2 with headspace did not 
affect the biogas evaluation process and its addition was optional. Pre-treatment of the 
waste inserted in the biodigester for particle size determination (1.18 mm) contributed 
to standardization, but none of the treatments interfered with the accumulated biogas 
reaction process. The addition of volatile solids can affect biodigestion, but the tests 
showed similar effects on biogas and biomethane responses. Regarding the isolation 
of microbial groups, the research enabled the identification of two groups derived from 
food waste and sewage treatment plant sludge (EA and EB), which played a significant 
role in biogas and biometane production during the biodigestion process. Furthermore, 
the experimental designs made it possible to reduce the quantity and identify the 
optimal configuration for the process (EA = 5.25 x 109 CFU·mL-1, EB = 6.90 x 109 
CFU·mL-1, CA = 45 U·g-1, C = 45 U·g-1, L = 45 U·g-1, and P = 45 U·g-1) that combined 
the microbial groups and commercial enzymes, leading to increased biogas and 
biomethane production. In conclusion, the process was optimized within 10 days, 
resulting in a 72% increase in biogas production and an 88% increase in biomethane 
production (v/v) for food waste, using the bioaccelerator. 
 

Key-words: anaerobic digestion; urban solid waste; accelerator; biodigester, organic 
fraction. 
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INTRODUÇÃO 
 

A geração e gestão de resíduos sólidos urbanos (RSU) são um desafio 

significativo para o meio ambiente global. O aumento excessivo na produção de RSU 

é uma preocupação em todas as áreas urbanas (ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 

2018). Esse problema é particularmente crítico em países em desenvolvimento, onde 

a acumulação excessiva de RSU causa sérios problemas de poluição ambiental, 

representando um dos desafios mais difíceis de enfrentar (AL-KHATIB et al., 2010; 

SIDDIQUA et al., 2022). 

A gestão integrada dos resíduos torna-se complexa devido ao volume gerado 

diariamente, resulta na sobrecarga de aterros sanitários, aterros controlados ou lixões 

em várias regiões. No Brasil, em 2022, foram produzidas 81 milhões de toneladas de 

RSU, com uma média aproximada de 381 kg de RSU/ano por pessoa. Deste total, 

93% (76,1 milhões) foram coletados, sendo que os aterros sanitários receberam 61% 

dos RSU (46,4 milhões de toneladas). Os 39% restantes foram descartados 

inadequadamente em lixões ou aterros controlados por 3.001 municípios (ABRELPE, 

2022). 

Diversas alternativas estão sendo desenvolvidas para gerenciar o tratamento 

de resíduos sólidos orgânicos, e minimizar seu acúmulo em aterros. Nesse sentido, 

destaca-se o uso de biodigestores que têm ganhado cada vez mais espaço na gestão 

de resíduos orgânicos. Esse processo consiste na biodigestão anaeróbia, catalisada 

por microrganismos e enzimas, que transformam os resíduos sólidos em produtos 

como biogás (CH4, CO2, H2O, H2S, H2) ou biometano (CH4), com alto valor energético 

(SOUSA GUIMARÃES; SILVA MAIA, 2023). Além disso, é gerada uma fração líquida 

rica em nutrientes que pode ser utilizada como biofertilizante. Portanto, a biodigestão 

não só contribui para o saneamento básico, como também pode gerar benefícios 

econômicos para a população. 

A eficiência da técnica de biodigestão pode ser aprimorada em relação à 

produção de biogás e biometano, uma vez que o Brasil possui potencial para produzir 

4 milhões de Nm3/ano de biogás, conforme indicam estudos realizados pela 

ABRELPE e ABiogás (2019). Isso é o suficiente para gerar 14,4 TWh/ano de energia 

elétrica. O volume de RSU gerado em 2017 destinado aos aterros sanitários sem 

aproveitamento do biogás foi equivalente a produção de 7.230 GWh de eletricidade. 

Essa quantidade de energia renovável atenderia 24 milhões de residências ou ainda 
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seria equivalente à substituição de mais de 2 milhões de litros de biodiesel de soja 

produzidos (PNRS, 2020). Neste contexto, o objetivo desta tese foi desenvolver um 

processo que acelere a biodigestão anaeróbica da fração orgânica proveniente de 

resíduos sólidos urbanos, especificamente os resíduos alimentares gerados por 

restaurantes. A proposta foi aumentar a produção de biogás, convertendo-o em 

biometano, em um período reduzido em comparação com o processo convencional 

de biodigestão. 
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OBJETIVOS 
 

 Objetivo geral 

 

Desenvolver uma solução tecnológica para acelerar o processo de 

biodigestão anaeróbica de resíduos alimentares da fração orgânica de RSU. A 

proposta é aumentar a produção de biogás e biometano, buscando a redução do 

tempo do processo de biodigestão. 

 

 Objetivos específicos 

 

 Caracterizar o resíduo alimentar da fração orgânica de RSU para a utilização 

em mini biodigestores (frasco de 100 mL); 

 Desenvolver processos de biodigestão de resíduo alimentar utilizando mini 

biodigestores de fase única (frasco de 100 mL); 

 Realizar pré-testes para avaliar a influência da granulometria do resíduo 

alimentar, presença de sólidos de origem não alimentar na produção de biogás, 

quantidade de sólidos voláteis e neutralizantes químicos na influência ao 

tempo e produção de biogás; 

 Realizar testes com codigestor como meio estabilizado da biodigestão; 

 Quantificar o biogás bruto e seus componentes, especialmente o biometano 

(CH4); 

 Isolar grupos microrganismos viáveis do resíduo alimentar e lodo de estação 

de tratamento de esgoto; 

 Identificar variáveis independentes de grupos microbiológicos e enzimáticos, 

por meio da ferramenta estatística Plackett-Burman (PB) para a biodigestão; 

 Utilizar a ferramenta estatística tipo Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) para otimização dos parâmetros do blend de 

microrganismos e enzimas para a produção de biogás e biometano; 
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ESCOPO DA TESE 

 

De modo a facilitar o entendimento da organização desta tese, o esquema 

apresentado na FIGURA 1 mostra suas divisões (Partes I, II e III) e suas subdivisões 

(Capítulos 1 a 6). Na Parte I, foi apresentada uma breve revisão da literatura sobre os 

temas chave desta tese: resíduos alimentares da fração orgânica de RSU, digestão 

anaeróbica, classificação dos biodigestores, microrganismos no processo de 

biodigestão, biogás e atividade enzimática na biodigestão. Além da construção do 

sistema funcional para a biodigestão em escala laboratorial. Na sequência, a Parte II 

apresenta o desenvolvimento do estudo com microrganismos e enzimas, e a Parte III 

apresenta as considerações finais e as referências da literatura. 

 

FIGURA 1- ESQUEMA DE ORGANIZAÇÃO DA TESE 

 
FONTE: Autor, (2023). 
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CAPÍTULO 1 - REVISÃO DE LITERATURA 
 

1.1 RESÍDUO SÓLIDO E RESÍDUO SÓLIDO URBANO (RSU) 

 

Os resíduos sólidos, de acordo com a norma NBR.10.004:2004 - ABNT 

(Associação Brasileira de Normas Técnicas), são os resíduos nos estados sólido e 

semissólido, que resultam de atividades de origem industrial, doméstica, hospitalar, 

comercial, agrícola, de serviços e de varrição. Desta forma, os RSU conhecidos 

usualmente como lixo urbano, são definidos como a consequência das atividades 

domésticas e comerciais dos centros urbanos (SUBRAMANYAM e GORODETSKY, 

2017). A Política Nacional dos Resíduos Sólidos, Lei n° 12.305 de 2010, define 

resíduos sólidos como sendo: “Material, substância, objeto ou bem descartado 

resultante de atividades humanas em sociedade, a cuja destinação final se procede, 

se propõe proceder ou se está obrigado a proceder, nos estados sólido ou 

semissólido’’. 

A classificação para os resíduos sólidos (RS) pode ser feita de diversas 

formas: quanto a natureza física (seco ou úmido), a composição química (resíduo 

orgânico ou inorgânico) e o riscos potenciais ao meio ambiente (perigosos, não 

perigosos, não-inertes e inertes) – de acordo com a (ABNT) NBR 10.004:2004. 

Em relação aos RSU a forma mais usual de classificar é quanto a sua origem 

ou fonte de geração como por exemplo, domiciliar, comercial, público, serviços de 

saúde e hospitalar, portos, aeroportos, terminais rodoviários e ferroviários, industrial, 

agrícola e resíduos da construção civil (MINISTÉRIO PÚBLICO DO PARANÁ, 2013).  

Dessa forma os RSU são classificados em diferentes categorias, tais como 

"Matéria Orgânica", que engloba sobras e perdas de alimentos, resíduos verdes e 

madeiras, "Têxteis, Couros e Borrachas", que inclui retalhos em geral, peças de 

roupas, calçados, mochilas, tênis, pedaços de couro e borracha, e "Embalagens 

Multicamadas", que consistem em embalagens compostas por mais de um tipo de 

material. A categoria "Rejeitos" abrange resíduos sanitários, outros materiais não 

identificados e recicláveis contaminados que não permitiram a separação. Além disso, 

a categoria "Outros" contempla os resíduos identificados que não deveriam estar no 

fluxo de RSU, tais como Resíduos de Serviços de Saúde (RSS), eletroeletrônicos, 

pilhas e baterias, resíduos perigosos, Resíduos de Construção e Demolição (RCD), 
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pneus, óleos e graxas, embalagens de agrotóxicos e outros resíduos perigosos 

(ABRALPE, 2020). No GRÁFICO 1 estão apresentados os percentuais de RSU. 

 
GRÁFICO 1- COMPOSIÇÃO E CLASSIFICAÇÃO (POR MATERIAL) DE RSU GERADOS NO 

BRASIL EM 2020 

 
FONTE: ABRALPE (2020). 

 

A composição dos RSU varia significativamente entre municípios e de país 

para país. Essa variação depende principalmente do estilo de vida, situação 

econômica, regulamentos de gerenciamento dos resíduos e estrutura industrial 

(ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 2018; SYADRUDIN et al., 2023). A geração de RSU 

é um problema crescente em todo o mundo, especialmente em áreas urbanas 

densamente povoadas, e representa um desafio significativo para a sustentabilidade 

ambiental e econômica (ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 2018; ABUBAKAR et al., 

2022). Os RSU são considerados um dos problemas mais desafiadores enfrentados 

pela maioria dos países em desenvolvimento que sofrem de graves problemas de 

poluição ambiental causado por suas grandes quantidades (AL-KHATIB et al., 2010; 

POPE, 2020). O aumento do poder aquisitivo da população em crescimento, 

sobretudo nos países emergentes, gera uma elevação do consumo de bens materiais 

e, com isso, um maior descarte de RSU na natureza (ABRELPE, 2020). Devido à 

disposição inadequada dos RSU, seja por meio de coleta informal, ou seja, pelo 

sistema público de coleta insuficiente, uma grande quantidade desses resíduos não 

recebe o tratamento adequado. Como resultado, há um agravamento significativo dos 
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impactos ambientais causados pela presença desses resíduos no meio ambiente, 

conforme observado pelo IPEA (2020). 

 

1.2 COMPOSIÇÃO MÉDIA DOS RESÍDUOS SÓLIDOS ORGÂNICOS 

 

A fração orgânica dos RSU corresponde a, aproximadamente, 45 % da 

geração de resíduos totais (GRÁFICO 1). Com isso, essa faixa de valores pode variar 

de acordo com a época e região devido às diferentes atividades geradoras (ALVES, 

2016; ULLOA-MURILLO, 2022). Os resíduos orgânicos podem ser divididos 

basicamente em cinco categorias: Lodos de esgoto; esterco animal; resíduos 

alimentares e industriais, incluindo resíduos de abatedouro; resíduos de colheita e 

culturas energéticas, incluindo algas e a fração orgânica dos resíduos sólidos urbanos 

(ROMERO-GÜIZA et al., 2015; ABU YAZID et al., 2017; CECCHI et al., 2021). 

Os resíduos alimentares, são constituídos de uma mistura de compostos de 

natureza orgânica tais como polímeros de carboidratos (ex: amido, celulose e 

hemicelulose), proteínas, lipídeos, lignina, ácidos orgânicos e uma parcela inorgânica 

que pode variar de acordo com sua origem (ALVES, 2016; FIOROTO et al., 2019; 

SLOPIECKA et al., 2022). Na TABELA 1 estão apresentados os valores médios da 

composição diferentes fontes de resíduo orgânico relatadas na literatura. 

 
TABELA 1- COMPOSIÇÃO MÉDIA DOS DIFERENTES TIPOS DE RESÍDUOS ORGÂNICOS 
Resíduo Carboidratos (%) * Proteínas (%) * Lipídeos (%) * Referências 
Frutas e Vegetais 35,20** 12,90 15,20 QIAO et al. (2012) Alimentares 20,20** 29,90 17,30 
Domiciliares 35,04 14,60 6,09 

CABBAI et al. (2013) Restaurante 47,50 20,50 18,70 
Frutas e Vegetais 34,00 13,90 5,90 
Alimentares 35,50-69,00 6,40-24,10 4,40-21,80 KIRAN et al. (2014) 

* Unidade em % mássica (g/g) sólidos voláteis (SV); ** Inclui teor de fibras. 
FONTE: Adaptado de (ALVES, 2016). 
 

Os resíduos orgânicos, de acordo com outros autores, apresentam valor 

médio de composição que pode variar. Geralmente possuem uma composição média 

de 55 a 62 % de carboidratos, 19 a 24 % de lipídeos e 15 a 18 % de proteínas (LI et 

al., 2010; ZHANG et al., 2011; BROWNE et al., 2012; KUCZMAN et al., 2018; 

SLOPIECKA et al., 2022). 
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1.3 GERAÇÃO DE RESÍDUO SÓLIDO URBANO NO BRASIL 

 

No ano de 2022 o Brasil gerou 81,8 milhões de toneladas de RSU com uma 

média de 381 Kg/ano de RSU por pessoa. Desse montante, 93 % (76,1 milhões) 

foram coletados. Os aterros sanitários receberam 61 % dos resíduos sólidos urbanos 

coletados (46,4 milhões de toneladas), enquanto o restante (39 %) foi despejado em 

locais inadequados (lixões ou aterros controlados) por 3.001 municípios (ABRELPE, 

2022). No GRÁFICO 2 estão apresentados os valores em tonelada/dia de RSU 

gerados nas regiões brasileiras no ano de 2022. 

 

GRÁFICO 2- GERAÇÃO TOTAL DE RSU NAS REGIÕES BRASILEIRAS NO ANO DE 2022 (t·ano-1) 

 
FONTE: Adaptado de ABRELPE (2022). 

 

O Sudeste, diferentemente das demais regiões, produz resíduos em 

proporção maior que sua participação na população brasileira: concentra 42 % dos 

habitantes, mas gera 50 % dos RSU, com um índice per capita de 1,23 Kg/dia 

(ABRELPE, 2022). 

 

1.4 LEI DE POLÍTICA NACIONAL DE RESÍDUO SÓLIDO E BIODIGESTÃO DE 

RSU 

 
No Brasil, ainda se enterram, queimam ou lançam a céu aberto milhões de 

toneladas de resíduos urbanos, em decorrência do desconhecimento de seu potencial 
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de aproveitamento e dos impactos negativos que provocam quando dispostos 

inadequadamente (ZAGO; BARROS, 2019; VIERA et al., 2022).  

Dessa forma, a Política Nacional de Resíduos Sólidos (PNRS) Lei 

12.305/2010- prevê que o gerenciamento de resíduos sólidos deve obedecer a 

seguinte ordem de prioridade: “Não geração, redução, reutilização, reciclagem e 

tratamento dos resíduos sólidos, bem como a disposição final ambientalmente 

adequada dos rejeitos” (BRASIL, 2010a). 

Dentre as várias formas de destinar os RSU encontram-se os aterros 

sanitários, que, conforme a NBR 8419/1992 da ABNT, é uma técnica de disposição 

de RSU no solo, sem causar danos à saúde pública e ao meio ambiente, o que 

minimiza os impactos ambientais. Entretanto técnicas como a biodigestão vêm sendo 

aplicada em RSU como forma de gerar novos produtos (gás combustível). É 

importante ressaltar que o mercado de limpeza urbana movimentou recursos 

correspondentes a R$ 29,9 bilhões no Brasil em 2021, aumento de 3 % na 

comparação com o ano anterior (ABRELPE, 2022). No GRÁFICO 3 estão 

apresentadas as quantidades em tonelada/ano de RSU depositadas em lixões, aterro 

sanitário e aterro controlado em 2022. 

 
GRÁFICO 3- DISPOSIÇÃO FINAL DE RSU COLETADOS NO BRASIL (106 t ano-1) 

 
FONTE: Adaptado de ABRELPE (2022). 

 

A PNRS de Lei n° 12.305 de 2010 junto com o decreto 7.404 de 2010, 

estimulam a implantação de biodigestores no Brasil e fortalece os motivos de 
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incentivos para a implementação de projetos de biodigestão de resíduos sólidos 

orgânicos urbanos (BRASIL, 2010b). 

A biodigestão ou digestão anaeróbica (DA) ganhou atenção significativa nos 

últimos anos. Além de produzir energia renovável e produtos químicos de base 

biológica a partir de diversas matérias-primas orgânicas, o processo DA também 

corrige os fluxos de resíduos orgânicos, além de reduzir as emissões de gases de 

efeito estufa (GEE) (NGUYEN, 2019; KHANAL et al., 2021). 

 
1.5 DIGESTÃO ANAERÓBICA 

 
A DA é o processo que ocorre dentro dos biodigestores para a geração de 

biogás. O resíduo é microbiologicamente catalisado, no qual a matéria orgânica é, por 

meio de uma série de conversões sequenciais microbianas, transformada em biogás 

(ANGELIDAKI, 2019; HOLOHAN et al., 2022; SATAV et al., 2022). A decomposição 

bacteriana de materiais orgânicos na ausência de oxigênio é conhecida como DA. 

Durante esse processo biológico, é produzido um gás comumente denominado de 

biogás, composto principalmente por metano (CH4) e dióxido de carbono (CO2), além 

de pequenas quantidades de outras substâncias como H2S, O2 e N2 (ROGOFF; 

SCREVE 2019; SHARMA et al., 2022). 

 

1.5.1 Processo de digestão anaeróbica  

 

O processo de DA envolve quatro principais etapas: hidrólise, acidogênese, 

acetogênese e metanogênese. Durante a hidrólise, microrganismos produzem 

enzimas hidrolíticas que degradam macromoléculas em açúcares, aminoácidos, 

ácidos graxos e glicerol. Em seguida, essas moléculas são convertidas em ácidos 

orgânicos voláteis, álcoois e alguns gases, como CO2, H2 e NH3 (ZHANG et al., 2022; 

KUNZ et al., 2022). Esses produtos são transformados em ácido acético, CO2 e H2, 

que por fim são convertidos em metano (CH4) por bactérias metanogênicas. O biogás 

resultante contém tipicamente de 55 % a 75 % de metano (CH4), dependendo da 

matéria-prima utilizada e do projeto do sistema (ROGOFF, 2014; WAINAINA et al., 

2019; HARIRCHI et al., 2022). As FIGURAS 2, 3 e a TABELA 2 a seguir, ilustra o 

processo básico de digestão anaeróbica. 
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FIGURA 2- PROCESSO BÁSICO DE DIGESTÃO ANAERÓBICA: DA RECEPÇÃO A ENTREGA 

 
Vermelho: Resíduo (RSU); Verde: Resíduo (Compostagem); Marrom: Fração líquida/sólida (Fertilizante); Amarelo: 
Biogás e Azul: Processo de Biodigestão e Compostagem 

FONTE: Adaptado de SMAI, (2020). 

 
TABELA 2- ETAPAS DA DIGESTÃO ANAERÓBICA NO BIODIGESTOR E SUAS DESCRIÇÕES 

(HIDRÓLISE, ACIDOGÊNESE, ACETOGÊNESE E METANOGÊNESE) 
Etapas Descrição 

Hidrólise 

Os polímeros complexos (macromoléculas biológicas) são convertidos em 
compostos de menor complexidade, por meio da ação de enzimas, fazendo com 
que a disponibilidade de resíduo ao metabolismo dos demais microrganismos, 

aumente. 

Acidogênese 
As bactérias fermentativas degradam os compostos gerados na fase de hidrólise, 
produzindo compostos simples (ácidos graxos, álcoois, ácido lático e compostos 

inorgânicos). 

Acetogênese 
Ocorre a oxidação dos compostos gerados na acidogênese, sendo excretado 

acetato, hidrogênio e dióxido de carbono, substratos esses fundamentais para o 
desenvolvimento das bactérias metanogênicas. 

Metanogênese 

Os compostos orgânicos são convertidos em biogás, por meio de microrganismos 
denominados arqueas metanogênicas, que são divididos em duas vias 

metabólicas, as acetoclásticas que produzem CH4 e CO2 a partir do acetato, e as 
hidrogenotróficas, que geram gás metano através da metabolização de dióxido de 

carbono e hidrogênio. 
FONTE: Adaptado de Van et al. (2019). 
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FIGURA 3- ETAPAS DE DIGESTÃO ANAERÓBICA NO BIODIGESTOR (HIDRÓLISE, 
ACIDOGÊNESE, ACETOGÊNESE E METANOGÊNESE) 

 
FONTE: Adaptado de Pramanik, Suja, Zain e Pramanik, (2019). 
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Na TABELA 3 estão apresentadas as reações bioquímicas de cada sub-etapa 

da biodigestão, bem como os produtos formados no biodigestor. 

 
TABELA 3- ETAPAS DA BIODIGESTÃO E AS REAÇÕES BIOQUÍMICAS DE CADA ETAPA DO 

PROCESSO (HIDRÓLISE, ACIDOGÊNESE, ACETOGÊNESE E METANOGÊNESE) 
Etapa Reação 

Hidrólise 

 (Sacarose) C12H22O11 + H2O → (Glicose) C6H12O6 + (Frutose) C6H12O6 

 (Trioleína - Gordura) C57H104O6 + 3H2O → (Glicerina) C3H8O3 + (Ácido Oleico) 3C18H34O2 

 (Di-peptídeo - Proteína) C4H6O3N2-R1-R2 + H2O → (Aminoácido 1) C2H4O2N-R1 + 
(Aminoácido 2) C2H4O2N-R2 

Acidogênese 
 (Glicose) C6H12O6 + 2H2O → (Acetato) 2CH3COO- + 2CO2 + 2H+ + 4H2 
 (Glicose) C6H12O6 + 2H2 → (Propionato) 2CH3CH2COO- + 2H2O + 2H+ 
 (Glicose) C6H12O6 → (Butirato) CH3CH2CH2COO- +2CO2 + H+ + 2H2 

Acetogênese 
 (Propionato) CH3CH2COO- + 3H2O → (Acetato) CH3COO- + HCO3- + H+ + 3H2 
 (Propionato) CH3CH2COO- + 2HCO3- → (Acetato) CH3COO- + H+ + 3HCOO- 
 (Butirato) CH3CH2CH2COO- + 2H2O → (Acetato) 2CH3COO- + H+ + 2H2 

Metanogênese 
 (Acetato) CH3COO- + H2O → (Metano) CH4 + HCO3- 
 (Formiato) HCOO- + ¼ H2O + ¼ H+ → ¼ (Metano) CH4 + ¾ HCO3- 
 (Propionato) CH3CH2COO- + 1,75H2O → ¾ (Metano) CH4 + 5/4 HCO3- + ¼ H+ 

FONTE: O autor (2023). 

 

1.5.1.1 Etapa hidrolítica (Hidrólise) 
 

Na DA, a hidrólise (conforme evidenciado nas TABELAS 2 e 3 e na FIGURA 

3) é a primeira etapa. Essa etapa envolve a decomposição de compostos complexos 

em compostos mais simples por meio da incorporação química de água (TISSERAND 

e YOUNG, 2014; KUNZ et al., 2022). A hidrólise enzimática é um processo no qual 

as enzimas aumentam a clivagem das ligações nas moléculas com a adição dos 

elementos da água (SZEKELY; DIDASKALOU, 2016; NIJU et al., 2020; HUANG et 

al., 2022). 

Na etapa de hidrólise da DA no biodigestor, compostos orgânicos 

polimerizados, especialmente aqueles insolúveis, como carboidratos, proteínas e 

gorduras, são decompostos em monômeros e dímeros solúveis, ou seja, em 

monossacarídeos, aminoácidos e ácidos graxos (ALI SHAH et al., 2014; KUNZ et al., 

2022). Nessa etapa, ocorre a atuação de enzimas extracelulares pertencentes ao 

grupo das hidrolases (como amilases, proteases e lipases), produzidas por cepas 

microbianas adequadas com potencial hidrolítico. 

As bactérias hidrolíticas na DA podem ser divididas em três categorias: 

produtoras de lipases (Clostridium, Micrococcus e Staphylococcus), de proteases 

(Bacteroides, Clostridium, Butyrivibrio, Lactobacillus, Fusobacterium, Selenomonas, 

Streptococcus, Proteus, Peptococcus e Bacillus) e de amilases (Clostridium, 



 

38 
 

Staphylococcus, Eubacterium e Acetivibrio) (PRAMANIK; SUJA; ZAIN; PRAMANIK, 

2019). 

 

1.5.1.2 Etapa acidogênica (Acidogênese) 
 

A acidogênese é um processo biológico no qual ocorre a decomposição 

adicional dos componentes restantes por bactérias acidogênicas (fermentativas) 

(POZNYAK, ORIA, e POZNYAK, 2019). Nessa fase, são produzidos ácidos graxos 

predominantemente voláteis (acetato, propionato, butirato), álcool e outros (MAURYA 

et al., 2019). Segundo Fardin, De Barros e Augusto (2018), as bactérias acidogênicas 

convertem os produtos da hidrólise em substratos metanogênicos. Como os açúcares 

simples, aminoácidos e ácidos graxos que são degradados em acetato, dióxido de 

carbono e hidrogênio e em ácidos graxos voláteis e álcoois. 

As bactérias que estão presentes na digestão anaeróbica dependem do tipo 

do resíduo que está sendo tratado. Desta forma, na fase acidogênica as bactérias 

presentes na digestão anaeróbica de resíduo alimentar são: Clostridium, Eubacterium 

limosum, Streptococcus (presentes em monômeros de açucares), Lactobacillus, 

Escherichia, Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Sarcina, Veillonella, 

Pseudomonas, Desulfovibrio, Desulfurmonas, Desulfobacter, Selenomonas, 

Streptococcus (presentes em monômeros de aminoácidos) (PRAMANIK, SUJA, ZAIN 

e PRAMANIK, 2019). 

 

1.5.1.3 Etapa acetogênica (Acetogênese) 
 

A acetogênese refere-se à síntese de acetato, que inclui a formação de 

acetato pela redução de CO2 e a formação de acetato a partir de ácidos orgânicos 

(ANGELIDAKI et al, 2011). Nessa etapa, as bactérias acetogênicas transformam os 

produtos das bactérias acidogênicas em substrato para as bactérias metanogênicas, 

como o acetato, o hidrogênio (H2) e o dióxido de carbono (CO2).  

 Segundo Du Shin et al. (2017), os produtos como os álcoois formados nas 

etapas anteriores (etapa de fermentação) são anaerobicamente oxidados em 

substratos metanogênicos, tais como acetato, H2 e CO2. Além de ácidos graxos 

voláteis, com cadeias de carbono mais longas do que uma unidade, são oxidados em 

etilo e H2. Na TABELA 4 estão apresentadas as conversões de propionato e butirato, 



 

39 
 

intermediários importantes em fermentações anaeróbicas de matéria orgânica 

complexa, e nos substratos metanogênicos, acetato e hidrogênio. De acordo com 

Angelidaki et al. (2011), as bactérias só podem derivar energia para o crescimento a 

partir dessas conversões se a concentração dos produtos for mantida baixa. Isso 

resulta em uma dependência obrigatória de bactérias acetogênicas em arqueas 

metanogênicas ou outros eliminadores de hidrogênio (por exemplo, redutores de 

sulfato). 

 
TABELA 4- REAÇÕES ENVOLVIDAS NA DEGRADAÇÃO SINTRÓFICA DE ÁCIDOS GRAXOS NA 

BIODIGESTÃO 
Reação  

Oxidação de ácidos graxos 

 (Acetato) CH3COO- + 4 H2O → H2 + 2HCO 3 - + H +  

 (Propionato) CH3CH2COO- + 3H2O → (Acetato) CH3COO- + HCO 3 - + H + + 3H 2  

 (Butirato) CH3CH2CH2COO- + 2H2O → (Acetato) 2CH3COO- + H+ + 2H2  

Utilização de hidrogênio por metanógenos e acetogênios 

 4H2 + HCO3- + H+ → (Metano) CH4 + 3H2O  

 4H2 + 2HCO3 - + H+ → (Acetato) CH3COO- + 4H2O  

Oxidação sintrófica de acetato acoplada à metanogênese hidrogenotrófica 

 (Acetato) CH3COO- + H2O → (Metano) CH4 + HCO3 - 
 

FONTE: Angelidaki et al. (2011) 

 
1.5.1.4 Etapa metanogênica (Metanogênese) 
 

A metanogênese é o estágio final da digestão anaeróbica, através da qual os 

produtos dos estágios anteriores são convertidos em CO2 e CH4 (DU SHIN et al., 

2017). A metanogênese é considerada um tipo especial de fermentação, sendo o 

processo de geração de metano (CH4) por metanógenos, que são microrganismos ou 

arqueas estritamente anaeróbicas (FLORES, 2014; VÍTĚZOVÁ et al., 2020). 

Na etapa metanogênica da digestão anaeróbica, ocorre a conversão dos 

ácidos orgânicos provenientes da fase acidogênica em CH4, CO2 e água. Essas 

composições compõem a maioria do biogás com cerca de 55 % a 70 % de metano 

formado a partir de ácidos acéticos usando descarboxilação por acetato e os 

restantes 30 % a 40 % de metano formado a partir da redução de dióxido de carbono 

liberada pelo digestor (MUTHUDINESHKUMAR e ANAND, 2019).  Esta etapa é 

sensível ao pH e estritamente restrita a ocorrer na faixa de pH 6,5-8,0.  
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Os microrganismos metanogênicos pertencem ao domínio Archaea, filo 

Euryarchaeota. Consistem em seis ordens filogenéticas: Methanosarcinales, 

Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Methanococcales, Methanopyrales e 

Methanocellales (ANGELIDAKI et al., 2011; VÍTĚZOVÁ et al., 2020). As Archaea 

metanogênicas são responsáveis pela  etapa final no processo de DA para a formação 

de metano a partir de acetato e/ou de dióxido de carbono e hidrogênio, formiato e 

álcoois. As principais características fisiológicas (fontes de carbono utilizadas, faixa 

de crescimento de temperatura e pH) dos metanógenos estão resumidas na TABELA 

5. 

 
TABELA 5- PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS FISIOLÓGICAS DAS ORDENS METANOGÊNICAS 

(FONTE DE CARBONO; TEMPERATURA E pH) 
Ordem metanogênica Fontes de carbono ° C pH 

Methanosarcinales Acetato, H2+CO2, CO, metanol, metilaminas, 
metilmercapto, propionato, dimetilsulfeto 1,0-70 4,0-10,0 

Methanomicrobiales H2+CO2, formato, etanol, a 2-propanol, b 2-butanol, b 
ciclopentanol 15-60 6,1-8,0 

Methanobacteriales H2+CO2, CO, formato, C1-compostos metilada c 20-88 5,0-8,8 

Metanococos H2+CO2, formiato <20-88 4,5-9,8 

Methanopyrales H2+CO2 84-110 5,5-7,0 

Methanocellales H2+CO2, formiato 25-40 6,5-7,8 
a Apenas para Methanogenium sp.; b Apenas para Methanoculleus sp.; c Apenas para Methanosphaera sp. 
FONTE: Adaptado de Angelidaki et al. (2011) 
 

1.6 CLASSIFICAÇÃO DOS BIODIGESTORES ANAERÓBIOS 

 

Os biodigestores anaeróbios podem ser classificados de acordo com a 

concentração de sólidos totais com que operam (reatores de via úmida, seca e 

extrasseca). Classificados em estágio único (todas as etapas de digestão em um 

reator) e em múltiplos estágios (etapas de digestão em vários reatores) (VAN et al., 

2019). O fluxograma do processo de fermentação apresenta a classificação dos 

biodigestores (FIGURA 4). 
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FIGURA 4- FLUXOGRAMA DO ESQUEMA DO PROCESSO DE BIODIGESTÃO DE ACORDO COM 
A OPERAÇÃO (ÚMIDA, SECA E EXTRASSECA) 

 
ST: Sólidos totais no biodigestor. 

FONTE: Adaptado de Fricke e Pereira (2013); Kunz et al., 2022. 

 

Conforme as faixas de temperaturas dos processos de biodigestão, há dois 

grupos distintos, que se caracterizam pelos grupos microbianos que se desenvolvem 

nessas duas diferentes faixas: processo mesofílico ou termofílico. No processo 

mesofílico os reatores operam a temperaturas que variam entre 30 ºC e 40 ºC, 

enquanto para o processo termofílico a temperatura ideal varia entre 45 ºC e 60 ºC. 

Na TABELA 6 estão apresentadas as vantagens e desvantagens dos diferentes 

processos que empregam temperaturas diferentes. 

 
TABELA 6- VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS PROCESSOS MESOFÍLICO E TERMOFÍLICO 

NA BIODIGESTÃO 
Processo Vantagens Desvantagens 

Mesofílico 

Biomassa constituída por microrganismos 
tolerantes à grandes variações das 
condições do meio (maior estabilidade); 
Maior proporção de microrganismos; 
Sistemas baratos, fáceis de construir e 
operar relativamente aos termofílicos. 

Maior tempo de detenção hidráulica e 
menor taxa de produção de biogás em 
relação aos sistemas termofílicos; 
Baixa capacidade de biodegradação; 
carga microbiana viável reduzida (pobre); 
Desequilíbrio nos nutrientes. 

Termofílico 

Maior velocidade das reações bioquímicas e 
das taxas de crescimento; 
Maior potencial metanogênico associado a 
baixo tempo de detenção hidráulica; 
Maior capacidade de destruição de agentes 
patogénicos virais e bacterianos e de 
desidratação da lama biológica. 

Maior demanda de energia, baixa 
estabilidade e altas taxas de toxicidade; 
Microrganismos mais sensíveis às 
variações das condições do meio; 
Maior propensão à acidificação e, por 
conseguinte à inibição de atividade 
microbiana. 

FONTE: Adaptada de Sasaki et al. (2011); Mao et al. (2015); Kunz et al. (2022). 
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Além disso, o sistema de operação dos reatores pode ser contínuo, 

semicontínuo ou descontínuo (FIGURA 4). Em sistemas contínuos e semicontínuos o 

substrato é inserido de forma intermitente ou semi-intermitente, o processo 

descontínuo é quando o reator opera com uma quantidade pré-estabelecida de 

substrato, em sistema de batelada. 

A concentração dos sólidos totais (ST) determina a via que o reator é operado, 

(úmida, seca ou extrasseca). Os reatores que operam em via úmida o teor de ST é 

de no máximo 15 %. Para a via seca os teores de ST estão entre 15 % e 35 %, e para 

a via extrasseca operam com teores entre 25 % e 50 % de ST. A TABELA 7 apresenta 

a diferença entre o processo de DA por via seca e úmida. 

 
TABELA 7-COMPARAÇÃO DAS CONDIÇÕES OPERACIONAIS DOS REATORES DE VIA 

EXTRASSECA E ÚMIDA  
Via Extra Seca Via Úmida 

Teor de sólido totais: Superior a 25 % Teor de sólidos totais: máximo 15 %; 
Instalações de menor porte; Agitador mecânico interno; 
Necessita: Homogeneização antes da 
introdução no biodigestor; 

Formação de flotante (espuma), Sedimentação 
de matéria inorgânica; 

Equipamento mais potente e robusto 
(densidade); 

Demanda de energia elétrica: 50 %. 

Demanda de energia elétrica: 20 % a 30 %. 
FONTE: Adaptado de Zhao et al. (2021) e Ellacuriaga et al. (2021).  

 

As etapas de digestão podem ser divididas em único estágio ou multiestágio. 

Os reatores de único estágio são aqueles em que todas as fases ocorrem em um 

único reator. Por outro lado, os reatores do tipo multiestágio separam as fases em 

diferentes reatores. Geralmente, são utilizados dois reatores, um para as etapas de 

hidrólise, acidogênese e acetogênese, e outro para a fase metanogênica. 

 

1.7 MICRORGANISMOS NO PROCESSO DE DIGESTÃO ANAERÓBIA 

 

No processo de biodigestão, diferentes microrganismos atuam em simbiose 

na degradação do substrato, que ocorre em várias etapas por meio de reações 

paralelas (PRAMANIK et al., 2019; HARIRCHI et al., 2022). Fungos e bactérias são 

os microrganismos capazes de crescer nesse meio, transformam a fração orgânica 

do resíduo em nutrientes e biogás (CH4 e CO2).  
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A degradação da matéria orgânica pelas bactérias ocorre principalmente por 

meio da produção de enzimas, que são moléculas responsáveis por catalisar reações 

bioquímicas. A ação enzimática pode ocorrer por meio de dois mecanismos: 

endoenzimas e exoenzimas. As endoenzimas são produzidas pelas células e têm a 

capacidade de atuar dentro do meio celular, enquanto as exoenzimas são produzidas 

pelas células e liberadas para o ambiente extracelular, onde exercem sua função. 

(KHALID et al., 2023). Enzimas extracelulares são responsáveis pela degradação de 

substratos insolúveis à parede celular. Uma vez solubilizados, os subprodutos dessas 

substâncias são capazes de entrar na célula e sofrer a ação das endoenzimas 

(CRISTY et al., 2014; MATHEW et al., 2022).  

As enzimas possuem grande especificidade do substrato em que são 

capazes de atuar, de modo que uma comunidade diversificada de microrganismos é 

necessária para garantir que toda a matéria orgânica seja degradada (CRISTY et al., 

2014; LIU et al., 2017). 

Gerardi (2003) aponta que a concentração de microrganismos em um 

digestor anaeróbio é usualmente superior a 1016 células/mL, sendo que os 

sacarolíticos presentes correspondem a cerca de 105 células/mL e os metanogênicos 

a 108 células/mL. Na TABELA 8 estão apresentados os principais microrganismos 

envolvidos nas diferentes fases da biodigestão anaeróbica. 

 
TABELA 8 - PRINCIPAIS MICRORGANISMOS ATUANTES EM CADA ETAPA DA BIODIGESTÃO  

(Continua) 

Etapa Não patogênicos Patogênicos Referências 

Hidrólise 

Bacillus subtilis (1), (2) 
Bacillus licheniformis (1), (3) 
Bacillus amyloliquefaciens 
(1) 
Lactobacillus paracasei (4) 
Streptomyces griséus (1), (5) 
Aspergillus oryzae (1), (6) 

Bacillus cereus (7) 
Micrococcus (8) 
Staphylococcus (8) 
Bacteroides (8) 
Streptococcus (8) 
Eubacterium (8) 
Clostridium (8) 

(1) AGUILAR, 2017 
(2) SHAH, 2011 
(3) SANGEETHA, 2010 
(4) WANG, 2008 
(5) LAZIN, 2009 
(6) MURTHY, 2012 
(7) ANNAMALAI, 2011 
(8) MACHADO, 2016 

Acidogênese 

Caldicellulosiruptor 
saccharlyticus (9) 
Ruminocuccus albus (10) 
Caldicellulosiruptor (11) 
Cellulommonas (12) 

Clostridium 
thermocellum (13) 
Bacillus cereus (14) 
Bacteroidaceae (15) 

(9) VASIEE, 2016 
(10) MORRIS, 1988 
(11) AKINOSHO, 2014 
(12) BREDHOLT, 1999 
(13) SINGH, 1986 
(14) MACENA, 1997 
(15) CHERNICHARO, 
2007 
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TABELA 8- PRINCIPAIS MICRORGANISMOS ATUANTES EM CADA ETAPA DA BIODIGESTÃO  

(Conclusão) 

Etapa Não patogênicos Patogênicos Referências 

Acetogênese 

Acetanaerobacterium (16) 
Gelria glutamica (16) 
Sporanaerobacter 
acetigenes (17) 
Thermacetogenium 
phaeum (18) 
Ruminococcus (16) 

Acidaminococcus (8) 
(16) deVOS, 2009 
(17) H-EUGENIO, 2002 
(18) HATTORI, 2000 

Metanogênese 

Thermacetogenium 
phaeum (18) 
Syntrophaceticus schinkii 
(19) 
Methanobacteriales (20), 
(15) 
Methanosarcinales (20) 
Methanopyrales (21) 

Thermotoga 
lettingae (22) 
Methanococales (20) 
Methanomicrobiales 
(20) 
Methanocellales (21) 
Methanosaeta (15) 

(19) WESTERHOLM, 
2010 
(20) LIU, 2008 
(21) LIU, 2010 
(22) BALK, 2002 

FONTE: O autor (2023). 
 

Na TABELA 9 estão apresentados os percentuais de principais bactérias 

funcionais (nível de gênero) e principais metanógenos (nível de gênero) no lodo 

anaeróbico da fermentação para a produção de biogás por via seca e úmida. 

 
TABELA 9- PRINCIPAIS MICRORGANISMOS NO LODO ANAERÓBICO NA VIA ÚMIDA E VIA SECA 

(BACTÉRIA E ARCHAEA) 
Microrganismo Função Gênero Via úmida (%) Via seca (%) 

Bactéria 
Acidogênese Petrimonas 1,3 9,5 
Acidogênese Proteiniphilum 1,8 5,7 

Hidrólise Ruminofilibacter 12,0 0,5 

Archaea 

Metanogênese 
hidrogenotrófica 

Methanocorpusculum 0,1 48,0 

Metanogênese 
hidrogenotrófica 

Methanobrevibacter 0,5 15,1 

Metanogênese 
acetotrófica 

Methanosaeta 77,0 4,4 

FONTE: Adaptado de ZHOU et al. (2019). 
 

Em cada fase da digestão anaeróbia, observa-se que diferentes espécies de 

fungos e bactérias apresentam eficiência variada na degradação da matéria orgânica, 

conforme evidenciado na TABELA 8. Durante a etapa de hidrólise, as enzimas 

extracelulares celulases, proteases e lipases, produzidas por microrganismos 

anaeróbios ou anaeróbios facultativos, são responsáveis pela quebra dos compostos 

orgânicos em moléculas mais simples (LIM et al., 2020; FERDES et al., 2020). Essa 

fase corresponde à etapa mais lenta, de modo a limitar todo o processo de 



 

45 
 

biodigestão. A fase da acidogênese é amplamente reconhecida como a etapa mais 

rápida da digestão anaeróbia, na qual microrganismos fermentativos convertem os 

subprodutos da hidrólise, principalmente em ácidos orgânicos voláteis (JANESCH et 

al., 2021). Esse processo resulta na diminuição do pH do ambiente e favorece o 

crescimento de microrganismos acidogênicos e acetogênicos, que possuem 

preferência por um pH na faixa de 4,5 a 5,5 (CARNEIRO et al., 2020). 

A terceira fase do processo de digestão anaeróbia, denominada acetogênese, 

envolve a atividade de microrganismos estritamente anaeróbios, cujo crescimento é 

sensível às variações do ambiente e ocorre em um ritmo lento. Esses microrganismos 

são caracterizados pela secreção de enzimas altamente instáveis na presença de 

oxigênio (VASILIADOU, GIOULOUNTA e STAMATELATOU 2023). Os 

microrganismos acetogênicos desempenham um papel importante na redução do 

acúmulo de cargas produzidas durante a acidogênese, como íons lactato, propionato 

e butirato, além de produzirem hidrogênio. Vale ressaltar que os microrganismos 

metanogênicos não conseguem degradar essas substâncias, tornando a atividade 

dos acetogênicos fundamental (XU et al., 2023).  

Por meio de uma associação de "cross-feeding", os microrganismos 

acetogênicos interagem com os microrganismos metanogênicos hidrogenotróficos, 

que utilizam o hidrogênio produzido para gerar biogás. Esse processo auxilia na 

redução da pressão parcial de hidrogênio no ambiente, o que favorece a acetogênese 

(YADAV et al., 2022.) 

Os microrganismos metanogênicos utilizam H2, CO2, formiato e acetato como 

fontes de energia e carbono para o crescimento. Esses microrganismos geralmente 

pertencem ao domínio Archea e são classificados em dois grupos principais: os 

acetoclásticos, que metabolizam acetato para produzir CH4 e CO2, e os 

hidrogenotróficos, que utilizam a reação entre H2 e CO2 para gerar CH4 e água. 

(COSSU e MORELLO 2018).  

Dessa forma, é importante notar que o grupo hidrogenotrófico apresenta 

maior tolerância às variações ambientais do que os acetoclásticos. No entanto, ambos 

os grupos são sensíveis a mudanças e preferem ambientes levemente alcalinos (pH> 

9,0), não sobrevivendo em pH inferior a 6,0 (WORMALD et al., 2020). 

O estudo e entendimento da comunidade microbiana na digestão anaeróbia 

é essencial para garantir a correta operação e performance do processo. A estrutura 

dessa comunidade interfere diretamente na estabilidade da biodigestão e a 
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compreensão da atividade dos microrganismos se mostra crucial para a otimização 

de resultados. 

 

1.8 BIOGÁS 

 

O biogás, conforme descrito por Nazari et al. (2018), é composto 

principalmente de metano e dióxido de carbono, com pequenas quantidades de outros 

gases, sendo considerado uma fonte valiosa de energia renovável. Sua produção 

pode ser obtida a partir de resíduos agrícolas, florestais, alimentares e municipais, 

tornando-o uma opção eficaz para a produção de energia e tratamento de resíduo 

(TSHEMESE et al., 2023). 

De acordo com Aparicio et al. (2020), o biogás é produzido a partir de 

digestores anaeróbicos ou aterros sanitários por meio da degradação biológica de 

compostos orgânicos. A composição do biogás pode variar de acordo com o tipo de 

matéria-prima utilizada e a tecnologia de digestão empregada em cada local. De 

maneira geral, o biogás é composto por dois componentes principais, o metano (CH4) 

e o dióxido de carbono (CO2), além de impurezas, tais como o sulfeto de hidrogênio 

(H2S), o nitrogênio (N2) e o amônia (NH3) (XIE et al., 2020). A TABELA 10 mostra a 

composição do biogás por DA e biogás em aterro. 

 
TABELA 10- COMPOSIÇÃO DO BIOGÁS EM DIFERENTES PROCESSOS (BIODIGESTORES E 

ATERROS) 

Composição Unidade Biogás em 
Biodigestores  Biogás em Aterros  

CH4 % vol 53 – 70 30 - 65 
CO2 % vol 30 – 50 25 - 47 
N2 % vol 2 – 6 1 - 17 
O2 % vol 0 – 5 1 - 3 
H2 % vol N / D 0 - 3 
H2S ppm 0-2000 30 - 500 
NH3 ppm 100 0 - 5 
Cloro total mg / Nm 3 0,25 0,3 - 225 
Siloxano μg / g-seco 0,08 - 0,5 0,3 - 36 

FONTE: Adaptado de YANG e GE, 2016. 

 

Segundo Ruan et al. (2019) o biogás é amplamente utilizado como substituto 

do gás natural em veículos automotores, cozimento de refeições, aquecimento de 

casas e geração de eletricidade. Kristoferson e Bokalders, (1986) seguem a mesma 

direção de pensamento e defendem que o biogás produzido a partir de digestores 
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pode ser usado para dois propósitos básicos, sendo eles: ser queimado diretamente 

para cozinhar e iluminar ou indiretamente em motores de combustão para gerar 

eletricidade ou força motriz. 

 

1.9 ATIVIDADE ENZIMÁTICA NA BIODIGESTÃO 

 

As enzimas são moléculas proteicas que catalisam reações bioquímicas 

específicas (SPIER et al., 2016). São nomeadas usando as espécies alvo (substratos) 

seguidas pela  terminação “ase” (por exemplo, celulase e pectinase que quebram 

celulose e pectina, respectivamente) (SUMMERSCALES et al., 2017). Conforme 

Spier et al., (2018), as enzimas são catalisadores biológicos (biocatalisadores) que 

aceleram reações bioquímicas em organismos vivos, podendo ser extraídas de suas 

células e empregadas em aplicações comerciais e industriais. 

A atividade enzimática é responsável pelo aumento da velocidade de 

conversão de substratos em produtos na presença de enzimas. As enzimas possuem 

sítios ativos formados por aminoácidos em sua estrutura proteica tridimensional, 

permitindo o reconhecimento químico e a ligação com o substrato, reduzindo a 

energia de ativação necessária para a reação bioquímica ocorrer (SIDDIQUI et al., 

2022). 

A seletividade, eficiência e robustez da atividade enzimática são 

determinadas tanto pela estrutura proteica quanto pela composição química dos 

grupos funcionais presentes no interior e exterior dos sítios ativos (SALMON et al., 

2015; BELL et al., 2021). A inativação da atividade enzimática ocorre em casos de 

ruptura da estrutura proteica, processo denominado desnaturação (JONASSON et al., 

1999; ACHARYA et al., 2021). De acordo com Salmon et al. (2015), a atividade 

enzimática é definida como a quantidade ou unidades de enzimas necessárias para 

catalisar uma reação específica e alcançar uma conversão pré-determinada. 

Na digestão anaeróbia, Odnell et al. (2016) utilizaram seis tipos de enzimas 

inoculantes para a produção de biogás e analisaram o desempenho de cada uma. 

Após a adição de proteases e lisozimas no processo, foi verificada a diminuição no 

tempo de fermentação e o aumento da produtividade do biogás.  

Outro estudo utilizou um mosto de fungos para a preparação do substrato 

empregado na biodigestão, sendo testadas amostras de lodo e de restos alimentares, 

ambos sem e com pré-tratamento com o mosto de fungos. Verificou-se nesse estudo 
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que, utilizando o mosto de fungos como inoculante na mistura, a produção de biogás 

foi ligeiramente maior, bem como a cinética microbiana também apresentou maior 

eficiência (YIN et al., 2016).  

Nesse sentido, a adição de enzimas tem sido considerada uma estratégia 

promissora para melhorar a biodigestão anaeróbia. Estudos recentes mostram que a 

adição de enzimas pode aumentar significativamente a produção de biogás em até 

40 % (CHEN et al., 2021). Por exemplo, a adição de lipase e carboidrases em 

resíduos alimentares melhorou a produção de biogás e redução de sólidos (WANG et 

al., 2021), enquanto a adição de enzimas em biomassa microalgal aumentou a 

produção de metano (XU et al., 2021). Além disso, a adição de enzimas em resíduos 

com elevadas cargas orgânicas, como efluentes de processamento de alimentos, 

resultou em uma maior recuperação de nutrientes e produção de biogás (ZHANG et 

al., 2021). O uso de enzimas também melhorou a digestão anaeróbia de biomassa 

agrícola e resíduos alimentares (LEE et al., 2020; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2020). 

Esses estudos demonstraram que a adição de enzimas pode ser uma solução eficaz 

para melhorar a biodigestão anaeróbia, aumentando a produção de biogás e a 

recuperação de nutrientes a partir de resíduos orgânicos. 

 

1.10 ENXOFRE NA BIODIGESTÃO 

 

 O enxofre é um elemento presente em diversos alimentos e que, em certas 

quantidades, possui um papel essencial ao organismo humano (MACHADO et al., 

2016). Ele está mais presente em alimentos ricos em proteínas, como carne, feijão, 

grãos, ovos, laticínios, cebola, alho, abacaxi, coco, melancia, banana, por exemplo 

(SÃO JOSÉ et al., 2014). Assim, na biodigestão de resíduos sólidos de restaurantes 

foram encontrados muitos alimentos ricos em proteínas e, consequentemente, ricos 

em enxofre.  

O enxofre presente nos alimentos é degradado por bactérias redutoras de 

sulfato, também chamadas de sulforedutoras, e participam do processo chamado 

sulfetogênese, o qual ocorre em paralelo com a metanogênese. Exemplos dessas 

bactérias são Desulfobacterales, Desulfovibrionales e Syntrophobacterales, onde 

todas são Gram-negativas (SILVEIRA et al., 2015).  

Na presença de compostos de enxofre, as bactérias sulforedutoras competem 

com outros microrganismos e reduzem o rendimento da formação de biogás. 



 

49 
 

Adicionalmente, o H2S inibe as arqueias metanogênicas. A sulfetogênese é mais 

eficiente na remoção de DQO do que a metanogênese (CHERNICHARO et al., 2007), 

o que resulta na redução do rendimento de metano, o produto com valor energético. 

É importante observar que os substratos com baixa concentração de compostos de 

enxofre em relação à concentração de DQO, permitem que o processo de digestão 

anaeróbia ocorra de acordo com as etapas da biodigestão, sem competição 

significativa à metanogênese (SILVEIRA et al., 2015).  

Os compostos de enxofre, especialmente o gás sulfídrico (H2S), pode causar 

impactos negativos na produção de Biogás. Por possuir um valor de pH baixo (<1), 

apresenta a propriedade de corrosividade, podendo danificar o equipamento que 

realiza o processo de biodigestão, além de causar maus odores e toxicidade ao 

ambiente. Além disso, uma maior concentração de H2S no biogás compromete 

também a qualidade do mesmo, uma vez que o objetivo é ter o máximo possível de 

biometano (CH4) na composição do biogás devido ao seu elevado potencial 

energético (MACHADO et al., 2016).  

Assim, fica evidente que no decorrer do tempo os compostos de enxofre 

podem causar sérios danos ao processo de biodigestão, o que leva a escolha de um 

método para contornar este problema, como por exemplo, um tratamento do biogás. 

Existem várias opções de tratamento, principalmente para o gás sulfídrico e para o 

dióxido de carbono (CO2) presentes no gás. No entanto, para os compostos de 

enxofre o tratamento aplicado é chamado de dessulfurização. 

 
1.11 DESENVOLVIMENTO DA TESE  

 

A partir da revisão literária sobre biodigestão, as etapas da tese foram 

desenvolvidas nos capítulos 2, 3, 4, 5 e 6, apresentados de forma sequencial. Esses 

capítulos abordaram a construção e avaliação da biodigestão em biodigestores de 

100 mL, a avaliação de neutralizantes químicos para o sistema, o uso de codigestão 

como estabilizante e o isolamento de grupos microbianos do resíduo alimentar e lodo 

de tratamento de esgoto. Além da avaliação das condições ideais para a combinação 

de microrganismos e enzimas no processo de biodigestão. O objetivo principal dessas 

etapas foram a busca para aumentar a produção de biogás e biometano em um tempo 

reduzido comparado com o processo convencional. 
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CAPÍTULO 2 - BIODIGESTÃO ANAERÓBICA DE RESÍDUO ALIMENTAR 
VISANDO PRODUÇÃO DE BIOMETANO EM FRASCOS DE VIDRO1 
 

Resumo: A geração e o destino inadequado dos resíduos sólidos urbanos têm sido 
um grande problema ambiental no planeta. A gestão do resíduo sólido urbano gerado 
nos grandes centros urbanos é problemática e preocupante mundialmente. 
Alternativas são desenvolvidas para o tratamento dos resíduos sólidos orgânicos. O 
Brasil apresenta grande potencial para a produção de biogás, mais precisamente o 
biometano, componente do biogás bruto, que necessita ser purificado. Diante do 
grande volume diário de produção de RSU nos grandes centros urbanos, o objetivo 
principal desse estudo é desenvolver uma técnica de biodigestão para resíduo 
alimentar orgânico de restaurantes, especificamente do restaurante universitário (RU) 
da UFPR. Os experimentos foram conduzidos com resíduo homogeneizado e não 
homogeneizado, com quantidades de recicláveis adicionados, como plástico, papel e 
papelão, nas proporções de 0%, 1% e 5% em massa do resíduo. A temperatura de 
35 e 45 ºC foi controlada para a biodigestão do sistema. Os dados foram 
apresentados como médias ± desvio-padrão. Para comparar as variáveis de resposta, 
foram verificadas a normalidade e homoscedasticidade, e os valores médios foram 
avaliados pela ferramenta de análise de variância (ANOVA) unifatorial. Os ensaios 
condicionados a uma temperatura de 35 ºC apresentaram significância estatística 
com os maiores valores de biogás acumulados, quando comparados com os de 45 
ºC. Quanto aos ensaios que variaram o percentual de recicláveis no interior do 
biodigestor, apenas 12,5% dos ensaios realizados com 1% de recicláveis adicionados 
apresentaram maiores volumes acumulativos de biogás em 30 dias de produção, 
seguidos por 37,5% dos ensaios que continham 5% de recicláveis e 50% dos que 
continham 0% de recicláveis (controle). Comparando os tratamentos de resíduo (com 
tratamento 2mm ≠ sem tratamento 2mm), 21% dos ensaios que não receberam o 
tratamento do resíduo a 2 mm apresentaram valores estatisticamente significativos 
(p<0,05) para o biogás acumulado em 30 dias, quando comparados com seus 
respectivos ensaios com tratamento. O presente estudo possibilitou desenvolver um 
sistema de biodigestão com frascos de 100 mL e demonstrar o comportamento da 
biodigestão quando são adicionados recicláveis, condicionados a diferentes rotas de 
processo (úmido e extrasseco), em termos de granulometria e temperatura 
(mesofílica e termofílica). 
 
Palavra-chave: Tratamento de resíduo alimentar; granulometria; via úmida e 

extrasseca, escala reduzida. 
 
 
 
 
 
 
 
_________________ 
1 Este Capítulo foi publicado na revista Observatório de la Economía Latinoamericana “Anaerobic 
Digestion of Food Waste for Biogas Production in Glass Bottles” 
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2.1 INTRODUÇÃO 

 
Os resíduos sólidos urbanos (RSU) representam um grande desafio 

ambiental em todo o mundo, devido ao seu grande volume diário e à gestão complexa 

desses materiais (ABRALPE, 2022). A fração orgânica é a principal componente 

desses resíduos, variando de 50 % a 60 % da geração total, com origens diversas, 

como lodos de esgoto, esterco animal, resíduos alimentares e industriais, resíduos de 

colheita e culturas energéticas (POUR et al., 2021). 

O presente capítulo foca na fração orgânica dos resíduos alimentares, devido 

à sua aplicabilidade no projeto de biodigestão em questão. A composição 

macromolecular desses resíduos é composta por uma mistura de polímeros de 

carboidratos, proteínas, lipídeos, lignina, ácidos orgânicos e uma parcela inorgânica 

(QUIDEAU et al., 2021). 

A crescente preocupação com o gerenciamento de resíduos sólidos tem 

impulsionado o desenvolvimento de alternativas sustentáveis para o tratamento 

desses materiais. Nesse contexto, a biodigestão se destaca como uma alternativa 

viável e promissora, baseada na digestão anaeróbia de resíduos orgânicos por 

microrganismos. Esse processo envolve quatro etapas principais: hidrólise, 

acidogênese, acetogênese e metanogênese, nas quais os microrganismos excretam 

enzimas que desempenham um papel importante na estabilização da matéria 

orgânica, gerando biogás ou biometano com alto valor energético e uma fração líquida 

rica em nutrientes, que pode ser empregada como biofertilizante (FERDES et al., 

2020). Em alguns casos, a sulfetogênese também ocorre em paralelo com a 

metanogênese, resultando na produção de gás sulfídrico (H2S). 

O objetivo deste estudo é desenvolver uma técnica de biodigestão para 

resíduos orgânicos provenientes de restaurantes, com ênfase nos resíduos 

alimentares gerados pelo restaurante universitário (RU) da UFPR. Para tal, foram 

utilizados frascos de vidro de 100 mL, a fim de avaliar a eficácia do processo de 

biodigestão neste sistema experimental. 
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 
2.2.1 Construção de biodigestores de bancada de fase única 

 
Na construção dos biodigestores de bancada em pequena escala foi utilizado 

um frasco âmbar de 100 mL de capacidade volumétrica. A verificação do gás 

produzido foi quantificada por seringa de plástico (10 mL) na superfície da tampa, 

onde o deslocamento do êmbolo das seringas mostrará o quanto de volume em mL é 

produzido. As seringas foram fixadas às tampas de rosca perfuradas e uma vedação 

de borracha foi colocada entre o frasco e a tampa, para garantir a vedação adequada 

e evitar vazamentos ou perdas de biogás produzido, utilizando resina para auxiliar 

nesse processo. Para captura de biogás para análise, seguiu-se o modelo D com 

seringa na vertical auxiliada com a válvula de 3 vias de plástico. O biogás bruto foi 

armazenado em bolsa plástica à temperatura de 28 ± 2 ºC e submetido a análises da 

composição do biogás bruto. A FIGURA 5 apresenta a construção dos biodigestores 

de fase única. 

 
FIGURA 5 - CONSTRUÇÃO DO MINIBIODIGESTOR EM ESCALA REDUZIDAS EM FRASCOS DE 

100 mL, ETAPA A, B, C e D 

 
A: Modelo; B: Biodigestor adaptado; C: Adaptação (frasco “Pluma” + Tampa rosqueável de plástico no 
lugar do lacre tradicional de alumínio + septo de borracha); D: Adaptação para a retirada do gás sem 
abrir o biodigestor. 

FONTE: Monteiro et al. (2023). 
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2.2.2 Material orgânico 
 

O resíduo sólido utilizado para a realização da pesquisa foi a fração orgânica 

(arroz, feijão, macarrão, casca de frutas, legumes e proteínas) proveniente de 

atividades de restaurante próximo da Universidade Federal do Paraná (UFPR), 

Campus Centro Politécnico (Curitiba, Brasil). Os dados referentes à massa de matéria 

orgânica processada foram adequados à composição total de RSU, segundo IPEA 

(2012). A TABELA 11 mostra a composição referente do RSU no Brasil e a 

composição de RSU de restaurantes universitário a partir do cardápio semanal. 

 
TABELA 11- COMPOSIÇÃO EM PERCENTUAL DO RSU DO BRASIL E DE RESTAURANTE 

(MATERIAL ORGÂNICO) 
RSU Brasil RSU de Restaurantes (Material orgânico) 

Composição (%) Composição (%) 
Material Orgânico 51 Carboidratos 56 
Papel e Papelão 13 Lipídeos 11 
Plástico 15 Proteínas 25 
Vidro 2 Fibras alimentares 7 
Metais 3   
Outros 17   

FONTE: Adaptado IPEA, (2012) e Autores (2020). 
 

O resíduo sólido orgânico coletado no restaurante local (resíduos do almoço) 

foi homogeneizado e armazenado à temperatura de -20 ºC, para evitar a 

decomposição biológica até a realização das análises físico-químicas. Vale ressaltar, 

que o controle microbiológico foi realizado após o descongelamento de todas as 

amostras (contagem de células viáveis). Em seguida, separou-se alíquotas do resíduo 

sólido orgânico para a caracterização quanto aos parâmetros físico-químicos de 

interesse para os processos: pH, sólidos totais (ST), voláteis (SV) e fixos (SF) (APHA, 

AWWA e WEF, 2005) e sólidos solúveis totais (ºBrix). A TABELA 12 apresenta os 

parâmetros analisados. 

 
TABELA 12- PARAMETRO FÍSICO-QUÍMICO DO RESÍDUO ALIMENTAR (pH; ºBx; ST; SV; E SF) 
Físico-Químico pH º Bx ST (%) * SV (%) ** SF (%) ** 
Resíduo Alimentar 5,63 11,00 25 97 3 

* base úmida; ** base seca. 
 

2.2.3 Ensaio de biodigestão (tamanho da partícula e adição de reciclável) 
 

O resíduo foi categorizado em duas condições: (A) sem tratamento e (B) com 

tratamento. A condição (A) corresponde ao resíduo sem passar por peneiramento ou 
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trituração, representando o grupo de controle. Por outro lado, a condição (B) envolve 

o resíduo que passou por peneiramento de abertura 10 mesh (2 mm). Foram 

adicionados materiais recicláveis nas proporções de 0% (controle), 1% e 5% (plástico, 

papel e papelão na proporção de 2:1:1), em relação aos sólidos totais inseridos nos 

biodigestores. Essa adição teve como objetivo simular as condições do resíduo sólido, 

bem como promover a descompactação do meio durante o processo de biodigestão. 

Cada processo foi colocado para biodigestão em biodigestores de bancada (frascos 

de vidro de 100 mL), em temperatura 35 e 45 ºC em estufa com temperatura 

controlada. A TABELA 13 apresenta as condições de processo dos experimentos. A 

formação de biogás durante o tempo de biodigestão foi observada. 
 

A FIGURA 6 apresenta as etapas do teste de granulometria, sendo que A é 

percentual de reciclável utilizado, B resíduo mais reciclável e C o experimento nas 

estufas em temperatura de 35 e 45 ºC.  

 
FIGURA 6 – DEMONSTRAÇÃO DAS ETAPAS DA EXECUÇÃO DO ENSAIO DE BIODIGESTÃO 

(PROPORÇÃO DE RECICLÁVEIS (A); TIPO DO TRATAMENTO DO RESÍDUO (B); TIPO DE 
TRATAMENTO TÉRMICO (C) 

 
FONTE: Autor (2022) 
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TABELA 13- CONDIÇÕES DOS ENSAIOS DA BIODIGESTÃO DE RESÍDUO ALIMENTAR (RC, ST, 
RS) 

 Condições de processo de biodigestão via-úmida e extrasseca 
Ensaio RC (%)  ST (%) gSV·L-1  ºC H2O (mL) RS (g) RC (g) 

A (úmida) 

Controle (0) 13 43,5 35 58 12,000 0,000 
1 13 43,1 35 58 11,895 0,105 
5 13 41,6 35 58 11,480 0,520 

Controle (0) 13 43,5 45 58 12,000 0,000 
1 13 43,1 45 58 11,895 0,105 
5 13 41,6 45 58 11,480 0,520 

B (úmida) 

Controle (0) 13 43,5 35 58 12,000 0,000 
1 13 43,1 35 58 11,895 0,105 
5 13 41,6 35 58 11,480 0,520 

Controle (0) 13 43,5 45 58 12,000 0,000 
1 13 43,1 45 58 11,895 0,105 
5 13 41,6 45 58 11,480 0,520 

A (extrasseca) 

Controle (0) 46 153,5 35 58 42,340 0,000 
1 46 152,4 35 58 42,034 0,306 
5 46 147,1 35 58 40,590 1,750 

Controle (0) 46 153,5 45 58 42,340 0,000 
1 46 152,4 45 58 42,034 0,306 
5 46 147,1 45 58 40,590 1,750 

B (extrasseca) 

Controle (0) 46 153,5 35 58 42,340 0,000 
1 46 152,4 35 58 42,034 0,306 
5 46 147,1 35 58 40,590 1,750 

Controle (0) 46 153,5 45 58 42,340 0,000 
1 46 152,4 45 58 42,034 0,306 
5 46 147,1 45 58 40,590 1,750 

RC: Material reciclável; RS: Resíduos sólidos; ST: Sólidos totais; 

 

As análises nos biodigestores foram realizadas após o processo de 

biodigestão nos biodigestores de bancada (o processo de biodigestão analisado foi 

de 30 dias). As variáveis analisadas foram tempo, pH, sólidos totais (ST), sólidos 

voláteis (SV), sólidos fixos (SF) e sólidos solúveis totais (SST), biomassa e biogás 

(APHA,1992; APHA, 2017). O percentual de CO2 no biogás foi quantificado pelo 

método ALFAKIT (EMBRAPA) e, por diferença, o percentual de CH4. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicatas. O volume (mL) de biogás foi aferido nos 

biodigestores diariamente, no período de 30 dias (FIGURA 7). 

 
FIGURA 7 – DEMONSTRAÇÃO DA FORMAÇÃO DE BIOGÁS FORMADOS NOS BIODIGESTORES 

DE 100 mL EM TEMPERATURA CONTROLADA  (35 ºC) 
 
 
 
 
 
 

 

 

FONTE: Autor (2022).  
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2.2.4 Análise estatística 

 

Os dados foram apresentados como médias ± desvio-padrão. Para comparar 

as variáveis de resposta, foram checadas a normalidade e a homoscedasticidade dos 

dados pelos testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente. Sendo que 

as diferenças entre os valores médios foram avaliadas pela ferramenta de análise de 

variância (ANOVA) unifatorial. O teste Duncan foi aplicado para analisar a diferença 

nas vias de trabalho do biodigestor (úmida e extrasseca). Para a interpretação dos 

resultados α < 0,05 foi utilizado para rejeitar a hipótese nula. O Software STATISTICA 

10 (Statsoft, EUA) foi utilizado para a realização das análises estatísticas de todos os 

ensaios. 

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Na avaliação dos gráficos na FIGURA 8 e 9, pode ser observado o 

comportamento do volume de biogás gerado (com tratamento, sem tratamento em 35 

ºC e 45 ºC) na via úmida (13 % ST) e via extrasseca (46 % ST). Portanto, é possível 

observar que todos os experimentos tiveram um período de produção semelhante em 

termos de quantidade de resíduo adicionado ao meio anaeróbico para a produção de 

biogás, tanto na via úmida quanto na via extrasseca. Nos ensaios, houveram 

diminuições na produção de biogás, tendendo a <1,0 mL, sendo que esse período 

foram os primeiros 10 dias de produção de biogás. A produção de biogás tendeu a 

<1,0 mL a partir do 8º dia, para condições mesofílica (35 ºC), e do 6 º dia, para 

condições termofílica (45 ºC). 

A justificativa para a estagnação da produção de biogás está relacionada à 

mudança abrupta do pH na fase de hidrólise (pH próximo a 3,0), inviabilizando o 

crescimento de microrganismos para o processo da digestão anaeróbica. De acordo 

com o estudo de Souza (1984), que abordou os fatores que influenciam a digestão 

anaeróbica, foi relatado que o aumento da concentração de ácidos voláteis, no 

material em processo de digestão, resulta em uma diminuição do pH, o que, por sua 

vez, favorece as bactérias acidogênicas e prejudica as bactérias produtoras de 

metano. Para criar um ambiente propício ao desenvolvimento dos microrganismos, o 

pH foi ajustado para 7,0 ± 0,5 utilizando bicarbonato de sódio (NaHCO ) a uma 

concentração de 0,1 mol·L-1. A partir desse período (10 dias), alguns ensaios 
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retornaram à produção de biogás. A TABELA 14 apresenta a análise estatística 

descritiva e teste de Duncan p<0,05 para o volume acumulado de biogás produzido 

durante 30 dias. 

 
TABELA 14- ANÁLISE ESTATÍSTICA DESCRITIVA E TESTE DE DUNCAN (p< 0,05) PARA O 

VOLUME ACUMULADO DE BIOGÁS EM 30 DIAS DE PROCESSO DE BIODIGESTÃO 
PARA A VIA ÚMIDA E EXTRASSECA NOS ENSAIOS DE 1 % E 5 % DE RESÍDUO 
RECICLÁVEL  (TEMPERATURAS 35 ºC E 45 ºC) 

Tratamento Ensaios 
Volume 

Acumulado 
de Biogás 

(mL) 
σ 

Máx. Volume 
produzido de 

Biogás em um dia 
(mL) 

Duncan 

Sem tratamento 
(via úmida) 

Controle (35 ºC) 706 43 176 a 
1 % (35 ºC) 454 19 66 abc 
5 % (35 ºC) 526 22 83 ab 

Com tratamento 
(via úmida) 

Controle (35 ºC) 246 14 60 bcdefg 
1 % (35 ºC) 98 7 24 defg 
5 % (35 ºC) 596 35 123 abc 

Sem tratamento 
(via úmida) 

Controle (45 ºC) 47 5 26 fg 
1 % (45 ºC) 51 5 28 fg 
5 % (45 ºC) 72 7 30 efg 

Com tratamento 
(via úmida) 

Controle (45 ºC) 127 13 65 defg 
1 % (45 ºC) 52 6 34 fg 
5 % (45 ºC) 119 11 45 defg 

Sem tratamento 
(via extrasseca) 

Controle (35 ºC) 246 16 64 cdefg 
1 % (35 ºC) 619 25 89 a 
5 % (35 ºC) 323 15 53 abcd 

Com tratamento 
(via extrasseca) 

Controle (35 ºC) 306 20 89 bcde 
1 % (35 ºC) 271 16 60 bcdef 
5 % (35 ºC) 288 19 71 bcdefg 

Sem tratamento 
(via extrasseca) 

Controle (45 ºC) 85 8 38 efg 
1 % (45 ºC) 50 7 40 g 
5 % (45 ºC) 68 8 42 efg 

Com tratamento 
(via extrasseca) 

Controle (45 ºC) 80 8 44 efg 
1 % (45 ºC) 83 9 46 efg 
5 % (45 ºC) 130 10 48 defg 

Análise de 
Variância p < 0,05     

Teste de Duncan  α = 0,05     
 

Os ensaios conduzidos a 35 ºC apresentaram resultados estatisticamente 

maiores para volume de biogás acumulativos, quando comparado com os testes a 45 

ºC. Desta forma, os ensaios “sem tratamento do resíduo” a 35 ºC (via úmida) foram 

os que apresentaram maiores valores de volume acumulado de biogás (mL), durante 

30 dias de processo, 706 ± 43 mL (controle, 35 ºC); 526 ± 22 mL (5 %, 35 ºC) e 454 

± 19 mL (1 %, 35 ºC). Seguido pelo ensaio “sem tratamento do resíduo” a 35 ºC (via 
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extrasseca) com 619 ± 25 mL (1%, 35 ºC); “com tratamento do resíduo" condicionado 

a 35 ºC (via úmida), obtendo 596 ± 35 mL (5 %, 35 ºC). Quanto aos ensaios que 

variaram o percentual de recicláveis no interior do biodigestor, apenas 12,5 % dos 

ensaios realizados com 1 % de recicláveis adicionado apresentaram maiores volumes 

acumulativos de biogás em 30 dias de produção, seguido por 37,5 % os que 

continham 5 % de recicláveis e 50 % os que continham 0% de recicláveis (controle). 

Em estudo realizado por Shrestha et al. (2020), o uso de bioplástico pode 

gerar biogás. No entanto, em período superior a 35 dias de retenção hidráulica, visto 

que a biodegradação menor que 35 dias é inferior 50 % sua eficiência. Por outro lado, 

Zhang et al. (2020) mostraram que a utilização de recicláveis (micro e nanoplásticos 

de poliestireno) impacta na produção de metano negativamente. O poliestireno de 80 

nm reduziu a produção de CH4 em 19,3 %, enquanto o poliestireno de 5 μm diminuiu 

17,9 % durante a digestão anaeróbica.  

Ao avaliar os ensaios de biodigestão apresentados neste estudo e comparar 

os tratamentos de resíduo (com tratamento de 2 mm versus sem tratamento de 2 

mm), verificou-se que 21% dos ensaios com tratamento do resíduo a 2 mm 

apresentaram valores estatisticamente significativos (p < 0,05) para o biogás 

acumulado em 30 dias, em comparação com seus respectivos ensaios sem 

tratamento. Da mesma forma, 21% dos ensaios que receberam tratamento do resíduo 

mostraram valores estatisticamente significativos para o volume acumulado de 

biogás. No entanto, apenas 6% dos ensaios não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa na produção de biogás quando comparados entre si. 

Segundo Ariunbaatar et al. (2014), o pré-tratamento mecânico desintegra e/ou tritura 

as partículas sólidas dos substratos, liberando assim compostos celulares e 

aumentando a área superficial específica. Uma área de superfície aumentada 

proporciona melhor contato entre substrato e bactérias anaeróbias, potencializando 

assim o processo de biodigestão. 

Izumi et al. (2010) estudaram o efeito do tamanho de partícula na 

biometanação de resíduo alimentar. A redução de tamanho, por meio de um moinho 

de esferas, resultou em uma solubilização de DQO 40 % maior, o que levou a um 

rendimento de produção de biogás 28 % maior. No entanto, a redução do tamanho 

em excesso para partículas menores que 0,7 mm causou um acúmulo de ácidos 

graxos voláteis. 
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Os dados obtidos na análise qualitativa do biogás, utilizando o kit de Análise 

de Biogás da EMBRAPA, são apresentados na TABELA 15. Esses resultados 

revelam uma proporção considerável de CH4 (metano) presente nas amostras 

controle da biodigestão. Através dessa análise, foi possível verificar a presença de 

H2S, NH3, CO2 e CH4 no biogás, sendo o metano um dos componentes de destaque. 

No entanto, é importante destacar que a análise realizada pelo kit determina as 

proporções de metano e dióxido de carbono por diferença de volume, o que significa 

que a substância analítica identifica apenas a quantidade de CO2 presente no biogás. 

Nesse sentido, a análise permite inferir que a parte do biogás que não reage com a 

substância analítica é composta por metano. Porém, devido ao fato de o sistema de 

biodigestão ser iniciado com a injeção de gás atmosférico para facilitar a fase 

hidrolítica, o gás remanescente da reação não é exclusivamente metano, contendo 

também outros gases atmosféricos, como O2 e N2. 

 
TABELA 15- ANÁLISE QUANTITATIVA DO PRINCIPAIS GASES NO BIOGÁS ACUMULADO EM 30 

DIAS DE PRODUÇÃO 
Biogás Quantidade Valor de Referência 
CO2 25 % - 
H2S 47,25 mL/m³ 500 mL/m³ 
NH3 29,74 mL/m³ 100 mL/m³ 
O2; N2; CH4 75 %* - 

 

Em relação aos dados encontrados de amônia (NH3) e ácido sulfídrico (H2S), 

ambas as substâncias apresentaram menor concentração. Considerando o trabalho 

de Domingues e Silva (2017), a baixa quantidade apresentada de H2S, em relação à 

literatura, é justificada em decorrência da aceleração de produção dos ácidos 

orgânicos em virtude da atividade microbiana durante a fase hidrolítica. Nesse 

sentido, a alta produção de ácidos orgânicos da fase ácido da biodigestão anaeróbica 

também influencia na baixa proporção de amônia no meio. 

 

2.4 CONCLUSÕES 

 

O presente estudo permitiu a criação de um sistema de biodigestão utilizando 

frascos de vidro e demonstrou o comportamento da biodigestão ao adicionar materiais 

recicláveis, seguindo diferentes rotas de processo (úmido e extrasseco), 

considerando a granulometria e a temperatura (mesofílica e termofílica). Concluiu-se 

que a temperatura mesofílica teve um impacto direto e positivo na produção de 
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biogás, quando comparada à temperatura termofílica. A ausência de materiais 

recicláveis no processo de biodigestão contribuiu para o bom funcionamento do 

biodigestor e influenciou na produção acumulativa de biogás. O tratamento do resíduo 

com granulometria de 2 mm, ao ser inserido no biodigestor, contribuiu para sua 

padronização. Tanto o processo úmido quanto o processo extrasseco tiveram um 

impacto significativo nos primeiros dias da biodigestão, tornando necessário o 

controle químico para a manutenção da microflora anaeróbia. 

Portanto, com a necessidade de utilizar um neutralizante na biodigestão, o  

capítulo 3 tem como objetivo testar neutralizantes químicos comumente utilizados no 

processo de biodigestão, monitorando o pH ao longo de um período de 30 dias. 
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CAPÍTULO 3 - AVALIAÇÃO DE TAMPÕES QUÍMICOS PARA CONTROLE DA 
ACIDIFICAÇÃO NA BIODIGESTÃO DA FRAÇÃO ORGÂNICA EM FRASCOS DE 
100 mL 
 

Resumo: A biodigestão anaeróbica é caracterizada como um processo de 
degradação biológica do resíduo sólido urbano na ausência de oxigênio. Este 
processo pode ser dividido em duas vias, sendo elas: úmida e seca. A importância 
desse tipo de tratamento está associada ao fato de que plantas de biogás podem tratar 
a matéria orgânica presente nos RSU, enquanto, simultaneamente, reduzem a 
poluição ambiental com a geração de metano como energia. Um dos principais 
parâmetros físico-químicos responsáveis pela alteração na produção de biogás é o 
pH. Com isso, o objetivo deste trabalho é avaliar diferentes agentes químicos 
tamponantes e seus respectivos efeitos sobre a biodigestão em via úmida. A condição 
experimental consistiu no uso de frascos de vidro de 100 mL com adição de resíduos 
orgânicos (alimentos triturados). Diferentes tipos de tampões foram avaliados: 
CH3COONa (2 mol L-1), NaHCO3 (1 mol L-1), KH2PO4 (1 mol L-1) e NaOH (2 mol L-1). A 
adição dos tampões condicionou os sistemas em pH inicial = 6,00  0,5, o qual foi 
ajustado diariamente durante a fase hidrolítica do processo (7 dias). Os experimentos 
foram realizados em triplicata, consistindo em 4 testes com adição de tampão e um 
teste controle, com duração de 30 dias de processo. Os dados são apresentados 
como médias ± desvio-padrão (n = 3). Para verificação da normalidade, o teste de 
Shapiro-Wilk foi utilizado, sendo que a homoscedasticidade foi avaliada pelo teste de 
Levene (≥ 3 amostras). Análise de variância (ANOVA) unifatorial foi usada em conjunto 
com o teste de Fisher para verificar as diferenças estatísticas n < 0,05, para os 
tampões em análise.  Observou-se que o CH3COONa foi o tampão que mostrou 
melhor resposta significativa entre os experimentos e valores de pH na faixa 
estipulada entre 5 e 6, seguido do NaHCO3, KH2PO4 e NaOH. O teste controle, como 
previsto, apresentou o menor pH final (pH inicial = 4,55  0,5 a pH final = 3,85  0,5 após 
30 dias de processo), uma vez que não foi adicionado nenhum tampão nesse sistema. 
Conclui-se que, com os experimentos para ajuste de pH, foi possível observar que 
o melhor resultado (pH = 5,51± 0,01) foi obtido para o sistema utilizando acetato de 
sódio (CH3COONa) como agente tamponante. 
 

Palavras-chave: Acidificação; tampão; biodigestão; resíduo alimentar; acetato de 
sódio.  
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

A biodigestão anaeróbica é caracterizada como um processo de degradação 

biológica do resíduo sólido urbano na ausência de oxigênio. Este processo pode ser 

dividido em duas vias, sendo elas: úmida e seca. A importância desse tipo de 

tratamento está associada ao fato de que, plantas de biogás podem tratar a matéria 

orgânica presente nos RSU, enquanto, simultaneamente, reduzem a poluição 

ambiental com a geração de metano como energia. Um dos principais parâmetros 

físico-químicos responsáveis pela alteração na produção de biogás é o potencial 

hidrogeniônico (pH). O pH é definido como o logaritmo negativo da concentração de 

íons hidrogênio na solução, natureza ácida da solução aumenta à medida que o pH 

da solução diminui e vice-versa (SATYAM, 2021). 

A atividade das bactérias metanogênicas, produtoras de biogás, tem um ótimo 

desempenho na faixa de pH entre 6,0 a 7,5 (LEUNG e WANG, 2016). Valores abaixo 

de 6,0 ou acima de 8,0 reduzem consideravelmente a produção de biogás, podendo 

inibir completamente a produção de biogás (PRAMANIK et al., 2019). 

Em estudo da biodigestão a produção de CH4 foi 75 % mais eficiente com pH 

> 5,0 (SREEKRISHNAN et al., 2004; PRAMANIK et al., 2019). Os principais fatores 

que contribuem para a flutuação do pH são alcalinidade, ácidos graxos voláteis (AGV), 

a quantidade de produção de CO2 e a concentração de bicarbonato (HCO3) durante o 

processo de digestão anaeróbica (KONDUSAMY e KALAMDHAD, 2014). Eles 

relataram que a relação entre as concentrações de AGV e HCO3 deve ser controlada, 

pois ajuda no ajuste do pH ideal durante o processo de digestão anaeróbica. Os ácidos 

graxos voláteis são ácidos graxos de cadeia curta (ácido acético, ácido propiônico, 

ácido butírico e ácido valérico), os principais produtos intermediários produzidos a 

partir da digestão anaeróbica de resíduos alimentares (SHI et al., 2018).  

Os resíduos alimentares (fração orgânica) adquiridos nos restaurantes 

apresentam caráter ácido, iniciando o processo com o pH em torno de 5,0. A fase 

inicial dos testes foi desenvolvida com a ausência de compostos químicos para 

tamponamento do sistema, com objetivo de verificar a capacidade de tamponamento 

natural do resíduo (CAPÍTULO 2). Com o avanço do experimento, observou-se a 

necessidade de neutralização do sistema, a partir do decaimento do pH e 

consequente queda na produção de biogás. Sabendo disso, foram estudadas 
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alternativas para o reajuste do pH, através de soluções neutralizantes. Com isso, o 

objetivo deste trabalho é avaliar diferentes agentes químicos neutralizantes e seus 

respectivos efeitos sobre a biodigestão em via úmida. 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 
3.2.1 Materiais 

 
3.2.1.1 Produtos químicos  

 

Hidróxido de sódio P.A. (NaOH), acetato de Sódio P.A. (CH3COONa) foram 

adquiridos da Neon (São Paulo, Brasil). Bicarbonato de sódio P.A. (NaHCO3) e fosfato 

de potássio (KH2PO4) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). 

 

3.2.1.2 Matéria prima 
 

O resíduo sólido utilizado para a realização da pesquisa foi a fração orgânica 

(arroz, feijão, macarrão, casca de frutas, legumes e proteínas) proveniente de 

atividades de restaurante próximo da Universidade Federal do Paraná (UFPR), 

Campus Centro Politécnico (Curitiba, Brasil). Após o recebimento, o resíduo alimentar 

foi moído em um moinho de facas por 30 segundos, para obter uma amostra 

homogênea no padrão de 10 mesh (2 mm). A FIGURA 10 apresenta o resíduo sólido 

de restaurante (resíduo de alimentos) e padronizado para os experimentos. 

 
FIGURA 10 - PADRONIZAÇÃO DA FRAÇÃO ORGÂNICA DE RESÍDUO SÓLIDO DE 

RESTAURANTES  

 
FONTE: Autor (2022)  
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3.2.2 Planejamento experimental e preparo da biodigestão 

 

Os experimentos contaram com 4 tipos de reagentes químicos mais usados 

para o controle de pH na biodigestão de resíduo de alimentos (GONÇALVES, 2014; 

DE OLIVEIRA, 2016; PRAMANIK et al., 2019). Sendo hidróxido de sódio P.A. (NaOH), 

acetato de Sódio P.A. (CH3COONa), bicarbonato de sódio P.A. (NaHCO3) e fosfato 

de potássio (KH2PO4) na concentração de 2 mol∙L-1 (CH3COONa), 1 mol∙L-1 

(NaHCO3), 1 mol∙L-1 (KH2PO4) e 2 mol∙L-1 (NaOH) no biodigestor. Assim, o 

planejamento para o controle de pH envolveu a realização de 15 experimentos com 

triplicatas (conforme TABELA 16), utilizando frascos de 100 mL, conforme ilustrado 

na FIGURA 11. 

 
TABELA 16- CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS PARA O CONTROLE DE pH NA BIODIGESTÃO DE 

RESÍDUOS ORGÂNICOS (CARGA ORGÂNICA; VOLUME DE TRABALHO; RESÍDUO 
ALIMENTAR; E REAGENTE QUÍMICO NEUTRALIZADOR) 

Ensaios Carga orgânica 
(g SV·L-1) 

Volume de 
trabalho (mL) 

Resíduo 
Alimentar (g) 

Reagente químico 
neutralizador (mol∙L-1) 

Controle 35,00 60,00 11,00 0,00 
CH3COONa 35,00 60,00 11,00 2,00 
NaHCO3 35,00 60,00 11,00 1,00 
KH2PO4 35,00 60,00 11,00 1,00 
NaOH 35,00 60,00 11,00 2,00 

 
FIGURA 11- DEMONSTRAÇÃO DOS BIODIGESTORES EM FRASCOS DE 100 mL COM RESÍDUO 

SÓLIDO DA FRAÇÃO ORGÂNICA (RESÍDUO ALIMENTAR) + SUA MONTAGEM 

 
FONTE: Autor (2022) 

 

A condição experimental consistiu no uso de frascos de vidro de 100 mL com 

adição de resíduos orgânicos (alimentos triturados) com volume operacional de 60 

mL. Os reagentes químicos controlador de pH foram adicionados individualmente e 

condicionando os sistemas em pH inicial = 6,00  0,5, o qual foi ajustado diariamente 

durante a fase hidrolítica do processo (7 dias). Os experimentos foram realizados em 



 

68 
 

triplicata, consistindo em 4 testes com adição de reagentes químicos e um teste 

controle sem adição, com duração de 30 dias de processo com temperatura 

controlada 35 ºC ± 2 C (FIGURA 12). Os dados monitorados foram o pH do sistema 

de biodigestão de cada ensaio por um pHmetro (modelo:LUCA-210), durante os 30 

dias de produção, apresentados como médias ± desvio-padrão (n = 3) pelo método 

de acordo com IAL, Normas Analíticas (2008).  

 

FIGURA 12- DIAGRAMA DOS EXPERIMENTOS DE BIODIGESTÃO COM AGENTES 
NEUTRALIZANTES DE pH  

 
FONTE: Autor (2022) 

 

3.2.3 Análise estatística  

 

Para verificação da normalidade, o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado, sendo 

que a homoscedasticidade foi avaliada pelo teste de Levene (≥ 3 amostras). A análise 

de variância (ANOVA) unifatorial foi usada em conjunto com o teste de Fisher para 

verificar as diferenças estatísticas n < 0,05, para os tampões em análise. Utilizou-se 

o Software STATISTICA 10 (Statsoft, EUA). 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os valores médios ± desvio-padrão dos pH’s, para o processo de biodigestão 

estão disponíveis na TABELA 17. É possível observar que foi constatada diferença 
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altamente significativa (p<0,001) para o potencial hidrogeniônico (pH) em todos as 

horas de processo. Sendo que os valores de pH variaram de 3,85 ± 0,14 no período 

de 750h para a amostra “controle” até o valor médio máximo analisado de 6,17 ± 0,09 

no período de 72 h para amostra que continha NaOH.  

 
TABELA 17- VALORES MÉDIOS ± DESVIOS DE pH DO PROCESSO (HORAS) DE BIODIGESTÃO 

DE RESÍDUO SÓLIDO DA FRAÇÃO ORGÂNICA COM REAGENTES ALCALINIZANTES 
Ensaios 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 750 h 
NaOH 4,38± 0,07c 4,63± 0,02b 6,17± 0,09a 5,23± 0,03b 4,96± 0,30b 4,89± 0,21b 4,21± 0,03c 
CH3COONa 4,55± 0,02ab 5,40± 0,02a 5,47± 0,01c 5,66± 0,24a 5,71± 0,14a 5,80± 0,02a 5,51± 0,09a 
NaHCO3  4,62± 0,07a 4,63± 0,02b 6,06± 0,22ab 5,18± 0,13b 4,92± 0,25b 4,89± 0,25b 4,59± 0,32b 
KH2PO4  4,53± 0,04b 4,61± 0,08b 5,71± 0,42bc 5,36± 0,17ab 5,09± 0,17b 5,05± 0,31b 4,32± 0,15bc 
Controle 4,55± 0,05ab 4,38± 0,04c 4,41± 0,17d 4,60± 0,41c 4,46± 0,25c 4,18± 0,34c 3,85± 0,14d 
p-valor 
(ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa ao nível de 5 % pelo teste de Fisher LSD. 
 

No gráfico apresentado na FIGURA 13, foi observado que o CH3COONa foi o 

reagente alcalinizante que demonstrou comportamento consistente dentro dos limites 

de resposta significativa na faixa estipulada entre 5,0 e 6,5. Em seguida, na ordem de 

efetividade, foram identificados o NaHCO3, KH2PO4 e NaOH. O teste controle, como 

previsto, apresentou o menor pH final (pH inicial = 4,55  0,5 a pH final = 3,85  0,14 

após 30 dias de processo), uma vez que não foi adicionado nenhum reagente 

alcalinizante nesse sistema. 

 
FIGURA 13- PERFIL DOS VALORES DOS ENSAIOS DO POTENCIAL HIDROGENIÔNICO (pH) NA 

BIODIGESTÃO DE RESÍDUO SÓLIDO NA FRAÇÃO ORGÂNICA ([CH3COONa] = 2 mol∙L-1;  
[NaHCO3] = 1 mol∙L-1, [KH2PO4] = 1 mol∙L-1 e [NaOH] = 2 mol∙L-1) 
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Desta forma, o teste “controle” mostrou potencial para liberação de prótons de 

certas substâncias no sistema de biodigestão. Segundo Lopes et al., (2021), essa 

liberação aumenta a acidez (diminuindo o pH) do meio. A acidificação é um problema 

importante na biodigestão de resíduos alimentares, que é frequentemente causada 

pelo acúmulo de ácidos graxos voláteis (CAI et al., 2021). A formação de ácido voláteis 

e o aumento dele no sistema de biodigestão por diversos fatores (concentração de 

sólidos voláteis, adição de substância toxicas, temperatura e tipos de resíduos), o pH 

vai reduzir o valor e a concentração de íons de hidrogênio será aumentada. 

No estudo realizado por McCarty e Mckinney (1961) sobre a toxicidade dos 

ácidos voláteis na digestão anaeróbica, foi constatado que íons de hidrogênio 

apresentam efeitos tóxicos para a microbiologia do sistema. Além disso, o uso de 

neutralizantes à base de sais de sódio, mesmo em pH elevado e concentrações 

baixas, mostrou-se relativamente tóxico para a microbiota metanogênica dos 

biodigestores. Desta forma, sais de sódio a determinadas concentrações podem inibir 

o crescimento microbiano na biodigestão e afetar o metabolismo da microbiota; e 

consequentemente afetar a conversão da acetogênese e metanogênese. Segundo 

Pang et al. (2022), a atividade da enzima α-glicosidase e algumas bactérias 

degradadoras de carboidratos foram inibidas nos testes com NaCl, devido à sua 

vulnerabilidade a altas concentrações de NaCl. Além disso, a riqueza e diversidade 

da comunidade microbiana foram reduzidas em comparação com o teste controle. 

 

3.4 CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que, com os experimentos para ajuste de pH, foi possível observar 

que o melhor resultado (pH = 5,51± 0,01) foi obtido para o sistema utilizando acetato 

de sódio CH3COONa na concentração de  2 mol∙L-1 como agente neutralizante, dentro 

da faixa de pH estabelecida neste estudo (pH = 5 a 6). No entanto, é importante 

considerar outras opções que possam manter o controle biológico do biodigestor, uma 

vez que sais de sódio podem ter efeitos inibidores sobre as bactérias metanogênicas. 

Portanto, o próximo capítulo, Capítulo 4, aborda a implementação de um controle 

biológico no sistema de biodigestão por meio da codigestão. Neste capítulo, foram 

analisados os parâmetros de desempenho do biodigestor em escala de laboratório, 

utilizando frascos de 100 mL. 
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CAPÍTULO 4 - USO DE CODIGESTOR COMO ESTABILIZANTE PARA A 
BIODIGESTÃO 

 

Resumo: A biodigestão úmida de resíduos orgânicos de restaurantes, com a adição 
de acetato de sódio como agente neutralizante (Capítulo 3), destacou-se como uma 
abordagem eficaz. No entanto, é importante observar que sais de sódio podem 
apresentar toxicidade para as bactérias produtoras de metano (CH4), o que pode 
impactar diretamente a produção de biogás. Uma alternativa para controlar o pH em 
um biodigestor e reduzir a formação de ácidos voláteis é a codigestão, que envolve a 
adição de lodo de Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) aos resíduos alimentares. 
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da codigestão na produção de 
biogás durante a biodigestão úmida, levando em consideração a neutralização 
química, a atmosfera inicial no espaço livre do biodigestor, a quantidade de sólidos 
voláteis presentes nos substratos orgânicos e o tamanho das partículas. Foram 
realizados quatro tipos de experimentos para avaliar o efeito do lodo, juntamente com 
a análise de diferentes variáveis em relação à produção de biogás e biometano ao 
longo de 30 dias. Os experimentos incluíram: (1) efeito neutralizante com cinco 
configurações experimentais (controle com apenas resíduo alimentar e água, lodo + 
resíduo alimentar, neutralizante químico com resíduo alimentar, acetato de sódio e 
água, e neutralizante químico + lodo com resíduo alimentar, acetato de sódio, lodo e 
água); (2) atmosfera inicial no espaço livre do biodigestor com três configurações 
experimentais (sem adição de gás nitrogênio - ar atmosférico, retirada de ar 
atmosférico do sistema e adição de nitrogênio no espaço livre do sistema); (3) 
granulometria com três configurações experimentais (resíduo alimentar não triturado 
- partículas > 2,00 mm, triturado por 30 segundos e triturado e peneirado em malha 
de abertura de 14 mesh - abertura de 1,18 mm); e (4) quantidade de sólidos voláteis 
com três configurações experimentais (sólidos voláteis de 7,5 gSV·L-1, 11 gSV·L-1 e 
14,5 gSV·L-1). Os resultados indicaram que a adição de lodo de tratamento de esgoto 
contribuiu para manter o pH neutro e não inibiu efetivamente a produção de biogás. A 
substituição do nitrogênio pelo ar atmosférico no espaço livre do biodigestor não 
afetou o processo de avaliação do biogás, sendo uma adição opcional. O pré-
tratamento do resíduo inserido no biodigestor para determinação do tamanho de 
partícula (1,18 mm) contribuiu na padronização, porém, nenhum tratamento interferiu 
no processo de reação do biogás acumulado. A quantidade de sólidos voláteis 
adicionados pode afetar a biodigestão, mas os testes mostraram efeitos semelhantes 
para as respostas do biogás e do biometano. 
 
Palavra-chave: Lodo ETE; headspace; sólidos voláteis; digestão; fração orgânica. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

No capítulo 3, durante a biodigestão dos resíduos orgânicos de restaurantes 

através da via úmida, foi observado que o pH teve um destaque significativo com a 

adição de acetato de sódio como agente neutralizante. No entanto segundo McCarty 

e Mckinney (1961) afirma que sais de sódio apresenta toxicidade para bactérias 

produtora de metano (CH4) influenciando diretamente na produção de biogás. 

Outra forma de realizar o controle do pH em um biodigestor e amenizar a 

formação de ácidos voláteis, alternativamente ao uso de meio tamponante, consiste 

na codigestão, por exemplo, pela adição combinada de Lodo de Estação de 

Tratamento de Esgoto (ETE) aos resíduos alimentares. Em estudo publicado por 

Zhang et al. (2021) foram analisados os efeitos de diferentes parâmetros relativos à 

adição de Lodo de ETE, juntamente aos resíduos alimentares, em reator de 

biodigestão via úmida. Nesses experimentos, os autores avaliaram: O desempenho 

da adição do agente inoculante; O efeito da adição de diferentes quantidades de carga 

orgânica; E o controle do pH reacional na produção de biometano mensurado.  

A combinação de diferentes substratos orgânicos na alimentação do reator 

anaeróbico promove um equilíbrio entre a concentração de ácidos voláteis e o pH, 

permitindo o crescimento ótimo dos microrganismos (FERDES et al., 2023). Essa 

abordagem aumenta a eficiência da digestão anaeróbica, melhorando a estabilidade 

do processo e a produção de biogás (ZHAN et al., 2022). Portanto, a codigestão é 

uma tecnologia promissora para transformar resíduos orgânicos em energia renovável 

de forma mais eficiente e sustentável. 

Considera-se importante destacar que o controle de pH foi o procedimento de 

maior significância para garantir a estabilidade do processo e viabilizar maior 

produção de biometano em condições de alta carga orgânica (PEZZOLLA et al., 

2017). Além disso, a estabilização do pH provocou uma seleção adaptativa de 

microrganismos metanogênicos e declínio da comunidade do domínio de procariontes 

Archaeal.  

Além do controle de pH, outros parâmetros podem ser alterados para 

aumentar a produção de biometano em reações da biodigestão úmida. Em Motte et 

al. (2013), um estudo identificou condições ideais para a realização do processo de 

biodigestão, dependendo da alteração dos seguintes parâmetros: sólidos totais (ST), 
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granulométrico e relação substrato/inóculo (S/I). No presente trabalho, o objetivo foi 

avaliar seu impacto na produção de biogás durante a biodigestão úmida frente ao 

efeito de neutralizante químico; atmosfera inicial no headspace na biodigestão; 

quantidade de sólidos voláteis e granulometria das partículas na matéria orgânica 

utilizada como substrato para a produção de biogás. 

 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 
4.2.1 Materiais 

 
4.2.1.1 Matéria-prima (resíduo orgânico) 
 

Os resíduos alimentares utilizados no trabalho foram gentilmente 

disponibilizados pelo restaurante próximo ao centro politécnico da Universidade 

Federal do Paraná – UFPR (Curitiba, Paraná, Brasil). Após o recebimento, o resíduo 

alimentar foi armazenado a -21 ºC (± 2ºC) até o momento das análises.  

 

4.2.1.2 Lodo de estação de tratamento de esgoto (ETE) 
 

O lodo de ETE (Estação de Tratamento de Esgoto) usado como inoculante foi 

disponibilizado pela CS Bioenergia (joint venture entre a SANEPAR e o Grupo 

Cattalini) de São José dos Pinhais - Paraná. O lodo fornecido é o produto resultante 

da codigestão via úmida de resíduos de frutas e verduras provenientes do CEASA 

(Central de Abastecimento do Paraná, Curitiba) processados juntamente com esgoto 

sanitário. Enquanto o lodo foi armazenado em temperatura de 25 ºC (± 4 ºC) na 

ausência de iluminação. 

 
4.2.1.3 Análise de sólidos no resíduo orgânico e lodo de ETE 
 

Os resíduos alimentares (matéria orgânica) quanto ao lodo de ETE 

(inoculante) foram caracterizados. A TABELA 18 apresenta as características físico-

químicas dos resíduos alimentares e do inoculante, respectivamente. As análises 

consistiram na determinação da concentração de sólidos totais (ST), sólidos voláteis 

(SV), sólidos fixos (SF) e umidade, tanto para base seca quanto para base úmida, 

determinados pelo método gravimétrico, fazendo-se uma adaptação da metodologia 

descrita em (APHA, AWWA e WEF, 2005; APHA,1992; APHA, 2017). 
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Para sólidos totais, foi transferido de 1 a 5 g da amostra para a cápsula de 

porcelana, em que é colocado em um forno de 103 a 105 °C por 1 h. Após resfriado 

em dessecador, o processo é repetido até massa constante. O teor ST foi calculado 

pela equação 1. 

Na determinação de sólidos fixos e voláteis, 1 a 5 g de amostra foi transferida 

para um forno de mufla frio, aquecido a 550 ± 50 °C e deixada por 1 h. Em sequência, 

resfriada em dessecador e foi repetido o procedimento até massa constante. Os 

teores de sólido voláteis e fixos foram calculados pelas equações 2 e 3 

consecutivamente. Como as amostras constituem de material orgânico para evitar 

perda por redução do material, foi realizado o acendimento sobre um queimador de 

gás sob um exaustor. 

 

Equações: 
 

 
%  (1)  

 

 
%  (2)  

 

 
%  (3)  

 

em que:  
A = Massa final do resíduo seco + Cápsula de porcelana. 
B = Massa da cápsula de porcelana. 
C = Massa da amostra com umidade + Cápsula de porcelana. 
D = Massa final de resíduo + Cápsula de porcelana após resfriado. 
 
TABELA 18- CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DO RESÍDUO ALIMENTAR E LODO PARA ST, 

SV, SF E UMIDADE 

Análises Resíduo orgânico (RSU) Lodo (ETE) 
Base úmida Base seca Base úmida Base seca 

ST (%) 21,50 100,00 4,30 100,00 
SV (%) 19,00 92,39 2,57 59,81 
SF (%) 2,00 7,61 1,73 40,19 

Umidade (%) 79,00 0,00 95,70 0,00 
ST= Sólidos totais, SV= Sólidos voláteis, SF= Sólidos Fixos. 
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4.2.1.4 Contagem de microrganismos do resíduo com matéria orgânica e no lodo de 
ETE 

 

A contagem de microrganismos foi realizada no resíduo alimentar com ágar 

Brain Heart infusion (BHI) e ágar padrão de contagem (PCA) com o método de 

aplicação em profundidade (Pour-Plate). A TABELA 19 mostra os valores estimados 

referentes das células viáveis no resíduo alimentar.  

 
TABELA 19- CONTAGEM TOTAL DE MICRORGANISMOS PRESENTES NO RESÍDUO ALIMENTAR 

Resíduo Meio de crescimento de microrganismo 
BHI PCA 

Resíduo alimentar <1,00 x105 (est.) UFC·mL-1 <1,00 x105 (est.) UFC·mL-1 
 

A contagem de microrganismos foi realizada no lodo de ETE proveniente da 

codigestão anaeróbica em via úmida de resíduo alimentar de frutas e verduras com 

ágar (BHI, PDA e MRS) utilizando o método de aplicação em profundidade. A TABELA 

20 apresenta a contagem de células viáveis totais no lodo estabilizado e enriquecido, 

com 3 meios de cultura. Para o isolamento dos microrganismos realizou-se o 

enriquecimento do lodo em meios de cultura na forma de caldos e contagem em ágar 

específicos: a) Brain Heart Infusion (BHI); b) Potato Dextrose Broth, Potato Dextrose 

Agar (PDA) e c) ágar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) apresentados na TABELA 20 

na proporção de 2,5g de lodo para 25 g de meios de cultura (previamente esterilizado) 

incubados a 35 ºC por 24 h. 

 
TABELA 20- CONTAGEM TOTAL DE MICRORGANISMOS VIÁVEIS NO LODO ESTABILIZADO E 

ENRIQUECIDO COM CALDOS NUTRIENTES: PCA, BHI E MRS. AMOSTRA DE LODO 
DISPONIBILIZADO POR CSBIOENERGIA (LODO DE ETE PROVENIENTE DA 
CODIGESTÃO ANAERÓBICA EM VIA ÚMIDA DE RESÍDUO DE FRUTAS E 
VERDURAS DO CEASA DE CURITIBA-PR E ESGOTO SANITÁRIO 

Valores estimados PCA (UFC·mL-1) BHI (UFC·mL-1) MRS (UFC·mL-1) média total (UFC·mL-1) 
Lodo enriquecido* 1,21 x108 (est.) 7,39 x108 (est.) 1,87 x108 (est.) 3,49 x108 (est.) 
Lodo estabilizado** 1,14 x106 (est.) 1,19 x106 (est.) 6,50 x104 (est.) 7,98 x105 (est.) 

*Lodo enriquecido, material enriquecimento em caldo nutriente. 
**Lodo estabilizado, material conservado em condições ambientes (25 ºC ± 4 ºC). 
 

4.2.2 Ensaios de biodigestão com resíduo orgânico + lodo de ETE 

 

De modo a verificar os efeitos do lodo de ETE como codigestor na via úmida, 

foram realizados 4 tipos de experimentos, visando avaliar o efeito do lodo em conjunto 

com a análise de diferentes variáveis frente as respostas de biogás e biometano 
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produzido em 30 dias. Nesse sentido, foram realizados os seguintes ensaios: efeito 

neutralizante; atmosfera inicial no headspace na biodigestão; granulometria e 

quantidade de sólidos voláteis. 

A carga orgânica relacionada a proporção de resíduo alimentar adicionada em 

cada ensaio, foi calculada com base nas Equações 4 e 5, em que contabiliza a 

quantidade adequada de gramas de sólidos voláteis e massa de resíduo adicionada 

em cada teste. A massa de sólidos voláteis a ser adicionada no sistema é calculada 

pela Equação 4. 

 

Equações: 

                                           (4) 
 

em que:   

: Massa de sólidos voláteis adicionadas ao sistema (g SV). 

: Concentração de sólidos voláteis do sistema (g SV·L-1). 

: Volume útil do sistema (L). 

 

A partir da massa de sólidos voláteis, calcula-se a massa de resíduo alimentar 

a ser adicionada ao sistema por meio da Equação 5.  

 

                                                           (5) 

em que: 

: Massa de resíduo alimentar adicionada ao sistema (g). 

: Fração de sólidos voláteis presentes no resíduo alimentar.  

 

Os experimentos foram realizados em triplicata em frascos de 100 mL, com 

volume de operação de 60 mL. Após finalizado a montagem de cada sistema, os 

frascos foram incubados em estufa a 35 ºC (± 2 ºC). 
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4.2.2.1 Ensaio com reagente neutralizante + lodo de ETE 
 

Conforme observado no CAPÍTULO 3, o efeito neutralizante desempenha um 

papel crucial no controle do pH durante a biodigestão, destacando sua importância no 

sistema. Dessa forma, esse experimento propõe avaliar o desempenho do lodo de 

ETE em comparação ao uso do reagente químico acetato de sódio. Na TABELA 21, 

encontram-se as configurações utilizadas nos experimentos, nos quais foram 

utilizados: o Controle (apenas resíduo alimentar e água), lodo + resíduo alimentar, 

neutralizante químico (resíduo alimentar, acetato de sódio e água) e neutralizante 

químico + lodo (resíduo alimentar, acetato de sódio, lodo e água). Para cada teste, 

foram definidos inicialmente a carga orgânica (gSV·L-1), volume de trabalho de 60 mL, 

volume de inóculo utilizado (mL), massa de resíduo alimentar (g) e volume utilizado 

de reagente químico acetato de sódio (mL). O acetato de sódio (C2H3NaO2) utilizado 

foi na concentração de 2 mol·L-1 com pH de 8,30. 

 
TABELA 21- CONFIGURAÇÃO DO SISTEMA DE BIODIGESTÃO COM LODO E NEUTRALIZANTE 

QUÍMICO 
Ensaios COA (g SV·L-1) Lodo (mL) RA (g) C2H3NaO2 (mL) 
Resíduo (Controle) 35,00 0,00 10,57 0,00 
Resíduo + acetato de sódio 35,00 0,00 10,57 22,00 
Resíduo + lodo 35,00 48,00 10,57 0,00 
Resíduo + lodo + acetato de sódio 35,00 48,00 10,57 7,50 

COA = Carga orgânica total adicionada. 
SV: Sólidos Voláteis. 
RA = Resíduo alimentar. 

 

A quantidade de biogás produzida nas diferentes composições foi analisada, 

a fim de avaliar quantitativamente e qualitativamente o biogás formado, bem como o 

percentual de biometano pelo método de percentual de CO2 no biogás pelo ALFAKIT 

(EMBRAPA) e por diferença o percentual de CH4. Os valores de pH dos sistemas 

foram monitorados nos tempos de 0, 15 e 30 dias com pHmetro eletrônico. 

 

4.2.2.2 Ensaio da atmosfera inicial no headspace na biodigestão 
 

Na  maioria dos estudos sobre biodigestão na via úmida, a atmosfera inicial 

do sistema é dada por atmosfera inerte normalmente utilizando gás nitrogênio (N2). 

Com o objetivo de analisar a influência da atmosfera inicial na produção de biogás, foi 

conduzido um estudo no qual foram adotadas três condições: 1) atmosfera inicial 

composta apenas por ar atmosférico (sem adição de gás nitrogênio); 2) ausência 
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completa de ar atmosférico (volume removido do sistema por meio de uma seringa), 

e; 3) adição de nitrogênio no espaço livre do sistema (conforme ilustrado na FIGURA 

14). 

 
FIGURA 14- DIAGRAMA DOS EXPERIMENTOS DE BIODIGESTÃO NO HEADSPACE (COM E SEM 

ADIÇÃO DE N2) 

 
FONTE: Autor (2022). 

 

A porção de sólidos voláteis (SV), em relação ao resíduo (7,5 gSV·L-1), foi 

padronizado para a realização desse experimento, bem como  a quantidade  de lodo 

de ETE nos ensaios. Nesse caso, a variação entre os experimentos ocorreu no 

preenchimento do headspace, no qual foi ocupado por: ar atmosférico ou ausência de 

ar ou N2. 

Em cada experimento, foram definidos, inicialmente, a carga orgânica (gSV·L-

1), o volume de inóculo utilizado (mL), a massa de resíduo alimentar (g) e o gás 

ocupado no headspace, identificados na TABELA 22. 

 
TABELA 22- ENSAIO DE OCUPAÇÃO DO HEADSPACE: SEM ADIÇÃO DE N2, COM VOLUME DO 

HEADSPACE; COM ADIÇÃO DE N2; SEM ADIÇÃO DE N2, SEM VOLUME DO 
HEADSPACE NAS PRIMEIRAS 24h DO PROCESSODE BIODIGESTÃO 

Ensaios COA (g SV·L-1) Lodo (mL) RA (g) Headspace 

Resíduo + Lodo 7,50 48,00 2,06 Sem adição de N2, com volume do 
headspace 

Resíduo + Lodo 7,50 48,00 2,06 Com adição de N2 

Resíduo + Lodo 7,50 48,00 2,06 Sem adição de N2, sem volume do 
headspace 

COA = Carga orgânica total adicionada.  
SV: Sólidos Voláteis. RA = resíduo alimentar. 
Obs.: O Headspace corresponde a 40 % do volume do biodigestor.  
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A quantidade de biogás produzida nas diferentes composições foi analisada, 

quanto ao volume de biometano pelo método de percentual de CO2 (ALFAKIT, 

EMBRAPA) e por diferença de CH4. . 

 

4.2.2.3 Ensaio de granulometria do resíduo orgânico + lodo de ETE 
 

Os experimentos de biodigestão foram conduzidos em três distintas 

granulometrias do resíduo alimentar mais adição de lodo (ETE). Na FIGURA 15 e na 

TABELA 23 estão apresentados o resíduo alimentar não triturado (partículas > 2,00 

mm), o triturado durante 30 segundos , o triturado (partículas > 2,00 mm), e o 

peneirado em malha de abertura de 14 mesh (abertura 1,18 mm). 

 
FIGURA 15- ENSAIO DE GRANULOMETRIA NO RESÍDUO ALIMENTAR NÃO TRITURADO E 

TRITURADO (30 SEGUNDOS) E PASSADO EM PENEIRA A 14 mesh 

 
FONTE: Autor (2022). 

 
TABELA 23- ENSAIO DE GRANULOMETRIA NO RESÍDUO ALIMENTAR NÃO TRITURADO E 

TRITURADO (30 SEGUNDOS) E PASSADO EM PENEIRA A 14 mesh.  
Ensaios Granulometria Controle de pH Volume de lodo (mL) RA (g) Head space 

A Não triturado Não 48,00 2,06 Ar atmosférico 

B Triturado 30s Não 48,00 2,06 Ar atmosférico 

C 14 mesh Não 48,00 2,06 Ar atmosférico 

RA = Resíduo alimentar 
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4.2.2.4 Ensaio da quantidade de sólidos voláteis na biodigestão 
 

Segundo Zhang et al. (2021), a quantidade de sólidos voláteis presentes no 

sistema influencia na produção de biogás, uma vez que estão relacionados à massa 

de substrato que se converte em gás durante o processo de biodigestão. Tendo isso 

em vista, o experimento segue a proporções de sólidos voláteis de: 7,5 gSV·L-1, 11 

gSV·L-1 e 14,5 gSV·L-1, (TABELA 24). O volume de trabalho foi de 60 mL com um 

headspace de ar atmosférico. 

 
TABELA 24- ENSAIOS DE SÓLIDOS VOLÁTEIS UTILIZANDO CARGAS ORGÂNICAS DE RESÍDUOS 

ALIMENTARES NAS CONCENTRAÇÕES DE 7,50; 11,00 E 14,50 gSV·L-1 
Ensaios COA (g SV·L-1) Lodo (mL) RA (g) Headspace 

Resíduo + Lodo 7,50 48,00 2,06 Sem adição de N2, com volume do 
headspace 

Resíduo + Lodo 11,00 48,00 3,04 Sem adição de N2, com volume do 
headspace 

Resíduo + Lodo 14,50 48,00 4,00 Sem adição de N2, com volume do 
headspace 

COA = Carga orgânica total adicionada.  
SV: Sólidos Voláteis. 
RA = Resíduo alimentar. 

 

 4.2.3 Análise do biogás 
 

A quantidade de biogás foi determinada por meio da retirada dos volumes 

produzidos nos biodigestores com o auxílio de uma seringa de vidro (20 mL), com erro 

± 4 % (ARTICLASS, Itália), e de válvulas (3) acopladas no sistema.. Quanto ao 

percentual de biometano no biogás, foi realizado pelo método de captura de CO2 em 

solução alcalina de hidróxido de sódio a 2 mol·L-1 (EMBRAPA, 2021). Os ensaios 

foram realizados em temperatura controlada de 35 ºC (± 2 ºC). Os elementos 

presentes no kit de análise de biogás estão apresentados na FIGURA 16.  

 
FIGURA 16- KIT DE ANÁLISE DE BIOGÁS ALFAKIT (A) E MODELO DE VERIFICAÇÃO DE BIOGÁS 

(B) 

 
FONTE: ALFAKIT (2022).  

A B 



 

81 
 

4.2.4 Análise estatística descritiva 

 

Os dados foram apresentados como médias ± desvio-padrão. Para comparar 

as variáveis respostas, foram checadas a normalidade e homoscedasticidade dos 

dados pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene (≥ 3 amostras) respectivamente. Análise 

de variância (ANOVA) unifatorial foi usada em conjunto com o pós teste de Fisher para 

verificar as diferenças estatísticas n < 0,05. Utilizou-se o Software STATISTICA 10 

(Statsoft, EUA). 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As seguir são apresentados resultados dos testes do processo de codigestão 

em via úmida (batelada) sem alimentação durante 30 dias de processo. O perfil de 

produção acumulada biogás (mL·gSV-1) do resíduo alimentar (controle), resíduo 

alimentar + acetato de sódio, resíduo alimentar + lodo (codigestão), resíduo + lodo 

(codigestão tamponada) + acetato de sódio estão apresentados na FIGURA 17. 

 

FIGURA 17- PERFIL DE PRODUÇÃO ACUMULATIVA DE BIOGÁS (mL·gSV-1) PARA OS ENSAIOS 
DE RESÍDUO; RESÍDUO + ACETATO DE SÓDIO; RESÍDUO + LODO; E RESÍDUO + LODO + 

ACETATO DE SÓDIO (DURANTE 30 DIAS; 35 ºC) 
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Com a análise dos resultados apresentados na FIGURA 17, pode-se verificar 

uma rápida estagnação na produção de biogás para todos os ensaios propostos. A 

partir do dia 5, todos os experimentos demonstraram redução significativa na 

produção de biogás. Entretanto, pode-se observar a importância da presença do lodo 

com relação a maior produção acumulativa de biogás de 175 ± 10 mL·gSV-1, em que 

o ensaio que continha lodo e acetato de sódio foi superior aos que não continha. A 

relação do pH inicial e final do processo, que indica a necessidade da utilização de 

lodo para o processo de biodigestão de resíduo alimentar, está demonstrada na 

TABELA 25. O lodo pode ambientalizar o sistema e manter sua comunidade 

microbiana metanogênica entre pH neutro 7. Pode-se analisar que, mesmo com a 

adição de acetato de sódio na ausência de lodo, a medição do sistema atinge pH de 

neutralidade em 30 dias de processo (7,46 ± 0,08) apresenta baixa produtividade de 

biogás. 

 
TABELA 25- VALORES DE pH INICIAL E FINAL DO PROCESSO DE BIODIGESTÃO VIA ÚMIDA 
PARA OS ENSAIOS DE RESÍDUO; RESÍDUO + ACETATO DE SÓDIO; RESÍDUO + LODO; E 
RESÍDUO + LODO + ACETATO DE SÓDIO (DURANTE 30 DIAS; 35 ºC) 
Ensaio pH inicial pH final 
Resíduo (Controle) 6,70 ± 0,09 3,26 ± 0,04 
Resíduo + acetato de sódio 7,40 ± 0,07 7,46 ± 0,08 
Resíduo + Lodo 7,67 ± 0,16 7,42 ± 0,07 
Resíduo + Lodo + acetato de sódio 7,57 ± 0,06 7,59 ± 0,09 

 

A fim de analisar os dados da produção diária de biometano ao longo de um 

período de 30 dias, foram considerados apenas os ensaios que incluíam a adição de 

lodo de ETE, uma vez que não houve formação de volume suficiente para análises 

nos demais ensaios. Assim, o comportamento da produção de biometano nos ensaios 

"Resíduo + lodo" e "Resíduo + lodo + acetato" está apresentado na FIGURA 18. 
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FIGURA 18- COMPORTAMENTO DA PRODUÇÃO DE BIOMETANO EM 30 DIAS DE PROCESSO 
PARA OS ENSAIOS DE RESÍDUO + LODO; RESÍDUO + LODO + ACETATO DE SÓDIO, (35 ºC) 

 
Os ensaios demonstraram redução total da sua produção de biometano a 

partir do 6º dia estagnando para o valor de 0 mL·gSV-1. O volume total de biometano 

produzido para os ensaios “Resíduo + lodo” e “Resíduo +lodo + acetato” foram 92 e 

107 mL·gSV-1, respectivamente. 

Os valores referentes ao ensaio da influência da atmosfera inicial, durante o 

processo de biodigestão, estão demonstrados em gráfico na FIGURA 19. A partir da 

análise dos resultados obtidos, pode-se verificar o comportamento semelhante para 

as três condições atmosféricas iniciais preestabelecidas. O perfil demonstra que a 

diferença entre os ensaios se dá apenas nas primeiras 48 h de processo, sendo 

valores superiores de 20 a 30 % do volume produzido para as amostras que controlava 

o haedspace com adição N2. Todos os ensaios apresentaram estagnação da 

produção de biometano, a partir do 10 dia de processo. No entanto, os valores 

acumulados de biometano foram 906 ± 42 mL·gSV-1 (com adição de N2); 874± 30 

mL·gSV-1 (sem adição de N2, com volume do haedspace) e 818 ± 24 mL·gSV-1 (sem 

adição de N2, sem volume do haedspace) não diferenciando estatisticamente p<0,05. 
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FIGURA 19- PERFIL DIÁRIO DA PRODUÇÃO DE BIOMETANO DURANTE 30 DIAS DE 
PROCESSO (SEM N2 + HEADSPACE; SEM N2 + SEM HEADSPACE;  COM N2), TEMPERATURA 

DO PROCESSO DE 35 ºC 

 
 

Os valores de desempenho do pré-tratamento mecânico em amostras 

conservadas em condições iguais de temperatura e carga orgânica de 7,5 gSV·L-1 

estão apresentados na FIGURA 20. Nesta figura, é possível observar a variação de 

granulometria nos três ensaios realizados: não triturado (resíduo alimentar íntegro), 

triturado (30 segundos em processador) e triturado (classificado em ≤ 14 mesh 1,18 

mm). 
FIGURA 20- PRODUÇÃO DE METANO PÓS-TRATAMENTO MECÂNICO EM TRÊS DIFERENTES 

GRANULOMETRIAS: NÃO TRITURADO, TRITURADO 30s (PROCESSADOR) E TRITURADO 
(CLASSIFICADO ≤ 14mesh 1,18 mm) DURANTE 30 DIAS A 35 ºC 
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Os valores de biometano não diferenciaram estatisticamente p<0,05. Porém, 

para o estudo de Motte et al. (2013), em relação à granulometria, as frações mais finas 

testadas aumentam o potencial de acúmulo de ácido graxo voláteis (AGV) e induzem 

a uma falha do sistema. Isso porque, em frações finas (menores granulometrias), há 

presença de maior fração solúvel comparada a frações médias e maiores, que devido 

a maior acessibilidade são facilmente degradadas.  

Até o 6º dia, os processos conduzidos com menores granulometrias por 

metabolizarem mais rapidamente produtos fermentativos produziram elevadas 

concentrações de compostos inibidores, no qual afetam microrganismos 

metanogênicos diminuindo a produção de biogás em comparação a maior 

granulometria (não triturado). 

Devido à baixa razão s / x (substrato/inóculo), a estabilidade ao longo dos dias 

ocorreu pela quantidade de microrganismos presente no lodo e a adaptação da 

microbiota as condições experimentais. A microbiota,  após o 6º dia de experimento, 

foi capaz de degradar os AGV e os demais produtos fermentativos relacionados à 

fração solúvel, mantendo semelhante a produção de metano nas diferentes 

granulometrias. 

O consumo de oxigênio leva à criação de condições anaeróbias, resultando 

no rápido crescimento de microrganismos fermentativos e anóxicos que substituem 

os organismos aeróbios. Esses microrganismos produzem gases com odores 

desagradáveis, como resultado da redução de sulfatos em H2S e a conversão de 

nitratos em nitrito e amônia. Além disso, ocorre a produção de metano e mercaptanas 

(LE BORGNE e BAQUERIZ, 2019). 

A quantidade de SV no sistema de biodigestão influencia diretamente na 

produção de biogás, uma vez que relaciona a massa de substrato que se converte em 

gás durante o processo na faixa de 30 a 45 gSV·L-1 (ZHANG et al., 2021). Assim, na 

FIGURA 21, encontram-se os resultados de produção de biometano (CH4) para as 

quantidades de sólidos voláteis abaixo de 30 gSV·L-1; Sendo: 7,5 gSV·L-1, 11 gSV·L-1 

e 14,5 gSV·L-1. 
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FIGURA 21- PERFIL DIÁRIO DA PRODUÇÃO DE BIOMETANO DURANTE 30 DIAS DE 
PROCESSO (35 ºC) PARA AS CONCENTRAÇÕES DE SÓLIDOS VOLÁTEIS DE 7,5 gSV·L-1, 11 

gSV·L-1 e 14,5 gSV·L-1 

 
 

Observa-se, na FIGURA 21, que houve um pico de produção de metano no 

primeiro dia para os sistemas em batelada por via úmida com 7,5 gSV·L-1, produzindo 

em média 157 mL de biometano. Já os sistemas com 11,0 gSV·L-1 e 14,5 gSV·L-1 

atingiram a produção máxima no segundo dia, com produção de 133 mL·gSV·L-1 e 

146 mL·gSV·L-1 de biometano, respectivamente. Os ensaios utilizando 7,5 gSV·L-1 

resultaram em um maior valor de produção acumulada média de biometano em 1091 

± 20 mL·gSV-1; porém, não apresentaram diferença significativa p>0,05, mostrando 

que os ensaios apresentaram a mesma taxa conversão. Quando é avaliado apenas o 

mL acumulativo de biogás, os resultados  destacam o ensaio que adicionou maior 

quantidade de resíduo na faixa trabalhada (2g a 4g). Consequentemente, 

correspondendo ao ensaio de 14,5 gSV·L-1 com 900 mL produzido em 30 dias de 

processo, permitindo trabalhar com maior quantidade de sólidos. 

 

4.4 CONCLUSÕES 

 

Em termos gerais, este estudo permitiu selecionar os parâmetros do sistema 

de biodigestão para a codigestão utilizando frascos de vidro de 100 mL. Além disso, 

demonstrou o perfil da produção de biogás e biometano considerando a adição de 

neutralizantes, alterações na atmosfera inicial, tamanho de partícula e quantidade de 

sólidos voláteis. Conclui-se que o lodo de tratamento de esgoto ajuda a manter o valor 
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do pH neutro e não inibe efetivamente a produção de biogás. A substituição do N2 

pelo ambiente headspace não afetou o processo de avaliação do biogás ao longo de 

30 dias, sendo sua adição opcional. O pré-tratamento do resíduo antes de ser inserido 

no biodigestor, com a determinação do tamanho de partícula de 1,18 mm, contribuiu 

para sua padronização. No entanto, nenhum pré-tratamento teve interferência 

significativa no processo de produção de biogás ao longo de 30 dias. Embora a 

quantidade de sólidos voláteis adicionados possa afetar a biodigestão, os testes 

realizados mostraram efeitos semelhantes nas respostas de produção de biogás e 

biometano. 

Após estabelecer os parâmetros da biodigestão neste capítulo, o capítulo 

seguinte (Capítulo 5) concentrou-se no isolamento de grupos microbianos e na 

investigação de sua interação com enzimas, com o objetivo de aprimorar a produção 

de biogás e biometano ao longo de um período de 10 dias de processo. 
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CAPÍTILO 5- PRÉ-SELEÇÃO DE GRUPOS MICROBIANOS E ENZIMAS ISOLADAS 
USANDO A FERRAMENTA ESTATÍSTICA PLACKETT-BURMAN PARA 
MELHORAR A PRODUÇÃO DE BIOGÁS E BIOMETANO2 

 

Resumo: Os microrganismos, como fungos e bactérias, são capazes de crescer no 
meio da biodigestão, transformando a fração orgânica do resíduo em nutrientes e 
biogás (CH4 e CO2). O mecanismo de degradação da matéria orgânica pelas bactérias 
baseia-se, sobretudo, na produção de enzimas, moléculas que catalisam reações 
bioquímicas. A hidrólise, etapa limitante do processo de biodigestão, pode ser definida 
como a fase em que macromoléculas orgânicas, tais como carboidratos, proteínas, 
lipídeos e outros compostos orgânicos, são convertidas em moléculas solúveis 
menores. A atividade das comunidades microbianas possui um papel importante no 
desempenho e na estabilidade da digestão anaeróbica de resíduos alimentares. 
Sabendo disso, o presente trabalho tem como objetivo apresentar ensaios de 
diferentes inoculantes microbianos em conjunto com a codigestão. Para isso, foi 
proposto um delineamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB) para o estudo, 
no qual foi avaliada a influência desses inoculantes (linhagens previamente isoladas 
do resíduo e do lodo) na efetiva degradação dos resíduos orgânicos e na produção 
de biometano. Para o isolamento dos microrganismos, foi utilizada como amostra o 
resíduo do processo de biodigestão dos testes iniciais de biogás em frasco de 100 mL 
(teste controle) e o lodo de estação de tratamento de esgoto. Foram utilizadas 5 
enzimas relacionadas à composição do resíduo orgânico. O estudo permitiu isolar 
microrganismos do resíduo alimentar e do lodo de estação de tratamento de esgoto 
que contribuíram para a produção de biogás e biometano. Além disso, os 
delineamentos experimentais possibilitaram reduzir a quantidade de variáveis 
independentes quanto aos microrganismos isolados, enriquecidos e enzimas 
comerciais. Sendo estas: α-amilase, amiloglucosidase, protease, lipase e celulase, 
obtidas comercialmente. A seleção dos melhores microrganismos ocorreu por meio 
do delineamento experimental do tipo Plackett-Burman, sendo estes codificados como 
EA e EB. 
 
Palavra-chave: Microrganismos, enzimas, Gram+ e Gram-; resíduo orgânico; lodo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_________________ 
2 Este Capítulo foi publicado na revista Observatório de la Economía Latinoamericana “Optimizing Food 
Waste Biodigestion: Pre-Selection of Microbial Groups and Isolated Enzymes using The Plackett-
Burman Experimental Design”  
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5.1 INTRODUÇÃO 
 

A biodigestão anaeróbica é uma técnica apropriada e ambientalmente correta 

para o tratamento da fração orgânica do resíduo sólido urbano (RSU). O processo de 

biodigestão envolve diferentes microrganismos em simbiose que degradam o 

substrato em várias etapas por meio de reações paralelas (PRAMANIK et al., 2019; 

KUNZ e STEINMETZ; 2022). Fungos e bactérias são os microrganismos capazes de 

crescer nesse meio, transformando a fração orgânica do resíduo em nutrientes e 

biogás. A degradação da matéria orgânica pelas bactérias se baseia, sobretudo, na 

produção de enzimas altamente específicas para o substrato em que atuam 

(HARIRCHI et al., 2022). 

A concentração de microrganismos em um biodigestor anaeróbio é 

geralmente superior a 1016 células/mL, sendo que os sacarolíticos presentes 

correspondem a cerca de 105 células/mL e os metanogênicos a 108 células/mL 

(ARTHUR et al., 2022). A etapa limitante do processo de biodigestão é a hidrólise, que 

pode ser definida como a fase na qual macromoléculas orgânicas são convertidas em 

moléculas solúveis menores por meio de um complexo enzimático. Os pré-

tratamentos, como a hidrólise enzimática, podem aumentar a solubilização e 

acessibilidade dos microrganismos ao substrato no meio reacional e estão 

diretamente associados ao aumento da produção de biogás do sistema (LI; CHEN; 

WU, 2019; ÇAKMAK e UGURLU, 2020; GNAOUI et al, 2020). 

A utilização do tanque de hidrólise com adição de enzimas é um importante 

pré-tratamento da matéria orgânica. A operação deste primeiro reator hidrolítico de 

forma aeróbica é recomendada pois limita o acúmulo de ácidos graxos voláteis no 

sistema, contribuindo assim para um maior rendimento de biogás (Han et al, 2015; 

SAHU et al., 2018; ZHANG et al., 2021). No entanto, o uso de enzimas comerciais no 

processo de biodigestão apresenta barreiras econômicas, como a necessidade do uso 

de elevadas dosagens de enzimas e seu respectivo custo elevado. 

Sabendo disso, o presente trabalho tem como objetivo apresentar ensaios de 

diferentes inoculantes microbianos em conjunto com a codigestão. Com o objetivo de 

investigar a influência de diferentes inoculantes (linhagens previamente isoladas do 

resíduo e do lodo) na eficiente degradação dos resíduos orgânicos e na produção de 

biometano, foi proposto um delineamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB) 
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para o estudo. Nesse delineamento, foram realizadas avaliações para analisar os 

efeitos dos inoculantes, permitindo uma análise abrangente das variáveis envolvidas 

no processo. Os resultados foram apresentados para a aplicação de algumas enzimas 

comerciais em tanques de hidrólise contendo resíduo alimentar, seguido pela adição 

do substrato hidrolisado em reatores anaeróbicos. O estudo visou analisar a eficiência 

do processo em termos de aceleração e aumento da produção de metano. Foram 

conduzidas análises para investigar o comportamento dos microrganismos e a 

influência das enzimas, a fim de observar a taxa de degradação do resíduo alimentar 

diante da presença desses fatores. O objetivo foi identificar estratégias que 

proporcionassem uma degradação mais rápida e eficiente, resultando em um aumento 

significativo na produção de metano. 

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

5.2.1 Materiais 

 

O resíduo sólido utilizado para a realização da pesquisa foi a fração orgânica 

(arroz, feijão, macarrão, casca de frutas, legumes e proteínas) proveniente de 

atividades de restaurante próximo da Universidade Federal do Paraná (UFPR), 

Campus Centro Politécnico (Curitiba, Brasil). O lodo de ETE (Estação de Tratamento 

de Esgoto) usado como inoculante foi disponibilizado pela CSBioenergia (joint venture 

entre a SANEPAR e o Grupo Cattalini) de São José dos Pinhais (Paraná). O lodo 

fornecido é o produto resultante da codigestão via úmida de resíduos de frutas e 

verduras provenientes do CEASA (Central de Abastecimento do Paraná, Curitiba) 

processados juntamente com esgoto sanitário. Após o recebimento, o resíduo 

alimentar foi moído em um moinho de facas por 30 segundos, para obter uma amostra 

homogênea no padrão de 14 mesh (até 1,18 mm), e armazenada sobre refrigeração 

a -21 ºC (± 2 ºC) até o momento das análises, enquanto o lodo foi armazenado em 

temperatura de 25 ºC (± 4 ºC) sob abrigo da luz. 
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5.2.2 Microrganismos e enzimas para a aceleração do processo de biodigestão 

 

Os microrganismos e enzimas fornecidos para o presente estudo pertencem 

ao Laboratório de Engenharia Bioquímica e de Biotecnologia LENGEBIO-UFPR, 

Curitiba-Paraná. No estudo, foram avaliadas três cepas bacterianas (Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus casei e Bifidobacterium animalis subsp.) e 12 grupos de 

microrganismos pré-selecionados, os quais foram codificados em meios de cultura, 

como Brain Heart Infusion (BHI), Potato Dextrose Agar e De Man, Rogosa e Sharpe. 

Além disso, foram utilizados grupos enzimáticos comerciais com alta atividade 

enzimática, como amilase, protease, lipase, celulase e amilglucosidase. 

 

5.2.2.1 Ativações de cepas microbianas de isolados (resíduo orgânico) 
 

Os estudos que envolvem microrganismos dependem de sua capacidade de 

desenvolvimento in vitro, o que é possível apenas se estabelecido um ambiente 

adequado para seu crescimento (ENCYCLOPÆDIA BRITANNICA, 2017). Para o 

isolamento de microrganismos, utilizou como amostra o resíduo do processo da 

biodigestão dos testes iniciais de biogás em frasco de 100 mL (teste controle). Foram 

coletadas amostras em 7, 14, 21 e 28 dias de biodigestão nas condições mesofílicas 

(35 ºC) e termofílicas (45 ºC). O isolamento ocorreu com a repicagem das linhagens 

em 3 tipos de meios de cultura: meio nutriente Brain Heart Infusion (BHI), Potato 

Dextrose Agar (PDA) e De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) para bactérias, fungos e 

leveduras, respectivamente, em que as amostras (biodigestores frasco âmbar) foram 

inoculadas em placas de Petri, adicionando-se os meios. 

Visando o isolamento de diferentes classes microbianas e grupos mesofílicos 

e termofílicos, foram realizadas duas inoculações de cada amostra até decima 

primeira diluição sucessiva para os meios BHI, PDA e MRS (ajustando-se o pH inicial 

para o pH ideal dos grupos microbianos: fungos 5,0; bactérias 6,0-7,0). As amostras 

foram incubadas em uma estufa bacteriológica, após a solidificação dos meios e 

mantidas durante 48 horas a 35 ºC e 45 ºC para bactérias e para fungos 35 ºC por 5 

dias, a mesma temperatura do processo de biodigestão mesofílica e termofílica 

(FIGURA 22). No caso dos fungos, foram observados em placas o crescimento da 

biomassa e a pureza das culturas. As amostras foram feitas em triplicata. 
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As amostras concentradas foram diluídas primeiramente no caldo nutriente 

respectivo a cada meio (BHI, PDA e MRS) 1 g da amostra para 20 mL do caldo 

(incubada a 35 ºC e 45 ºC por 48 horas). As amostras foram diluídas em água 

peptonada contendo 0,1% de NaCl a 0,85% e prepararam-se diluições de 10-1 até 10-

9. Em seguida, utilizou-se o método de Pour-plate para o isolamento de 

microrganismos anaeróbios. Para as bactérias anaeróbias, utilizou-se meio BHI, 

enquanto para as bactérias lácticas, utilizou-se meio MRS. Em cada diluição, uma 

alíquota de 1 mL foi transferida para o fundo de cada placa de Petri, seguindo o 

procedimento do método de Pour-plate. Em seguida, aproximadamente 20 mL de 

cada um dos respectivos meios (citados anteriormente), foi vertido sobre a placa 

contendo a alíquota recém-adicionada. Todo o material usado na contagem de 

microrganismo foi previamente esterilizado e todos os procedimentos foram realizados 

assepticamente (em câmara de fluxo laminar). Após a inoculação, foi realizada a 

contagem de colônias que se desenvolveram nas placas. 

As placas escolhidas para a contagem foram as que apresentaram um 

número entre 25-250 unidades formadoras de colônias (UFC), como está apresentada 

a FIGURA 22. 

Os grupos de microrganismos foram divididos em meios específicos: BHI, que 

podem conter uma variedade de bactérias, incluindo Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, 

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bacillus subtilis, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterica ; PDA, que é seletivo para fungos, 

como Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Penicillium, 

Fusarium, Candida e Rhizopus, e; MRS, que é específico para lactobacilos, incluindo 

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

brevis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum, Pediococcus acidilactici, 

Pediococcus pentosaceus e Leuconostoc mesenteroides. 
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FIGURA 22- DIAGRAMA DAS ETAPAS (1, 2 E 3) DE ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DO 
RESÍDUO CONDICIONADO A BIODIGESTÃO ANAERÓBICA (35 ºC E 45 ºC) 

 

 

 
FONTE: Autor (2020) 

 

CONTAGEM DE MICRORGANISMOS
Isolamento de microrganismos existentes
na amostra, em placas em meio específico
(BHI, MRS e PDA).

Diluições em série

Caldos nutrientes

48 (BHI e MRS) e
120 horas (PDA)

na estufa

35 °C mesófilo;
45 °C termófilo; 

Plaqueamento

ETAPA 2

REPICAGEM
Separação das gerações feita por repicagem
do microrganismo utilizando a técnica de
estriamento.

Placa mãe

1ª geração

Técnica de 
estriamento

48 (BHI e MRS) e
120 horas (PDA)
na estufa jarra 

anaeróbica 

35 °C mesófilo;
45 °C termófilo;

ETAPA 3
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São 45 placas no total, BHI (13), MRS (19) e PDA (13), como demonstrado 

na FIGURA 23. As características dos microrganismos com potenciais para a 

biodigestão observadas foram: coloração branca, filos na superfície do agar e 

espalhamento radial (FUNGPDA35 (H, M) e FUNFPDA45 (H, M)); coloração bege, 

colônias regulares e brilhantes (BACTBHI35 (H, M) e BACTBHI45 (H, M)); Coloração 

branca, colônias regulares e brilhantes BACTMRS35 (H, M) e BACTMRS45 (H, M). 

 
FIGURA 23- DEMONSTRAÇÃO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS EM PLACAS DE PETRI NOS 

MEIOS BHI, MRS E PDA (MICRORGANISMOS + MATRIZES, 35 ºC E 45 ºC) 

 
FONTE: Autor (2020) 

 
Entre os microrganismos isolados do resíduo, foram selecionados 4 tipos 

diferentes que não se repetiam, conforme apresentado na TABELA 26. Esses 

microrganismos demonstraram características desejáveis, como a formação de 

bolhas de gás no interior das placas, resultando no deslocamento do meio de cultura, 

além de apresentarem colônias uniformes e contagem de células viáveis superior a 

1,0 × 107 UFC·mL-1. Essa seleção foi realizada visando o delineamento experimental 

do tipo Plackett-Burman (PB), com o objetivo de quantificar a produção de biogás e 

biometano nos biodigestores. 

  

Microrganismo a partir do RSU 
potenciais para a biodigestão

PDA MRS BHI BHI
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TABELA 26- QUANTIDADE DE CÉLULAS VIÁVEIS DOS ISOLADOS SELECIONADOS PARA 

EXECUÇÃO DO DELINEAMENTO DO TIPO PB UTILIZANDO RESÍDUO ALIMENTAR 
EM VIA ÚMIDA (PDA E BHI) 

Meios  Código  Microrganismo isolados Unidade formadora de Colônia (UFC·mL-1) 
*PDA 2 FUNGPDAR 1,47 x 1012 (est.) 
*PDA 4 FUNGPDAR 1,49 x 1012 (est.) 
*BHI 5 BACTBHIR 7,25 x 109 (est.) 
*BHI 6 BACTBHIR 2,21 x 109 (est.) 

* Microrganismos isolados selecionados para o Plackett-Burman 

 

Após a contagem, foram selecionados e armazenados 4 tipos de 

microrganismos do resíduo alimentar em glicerol 80 % (-21 ºC) até a realização do 

delineamento de experimento Plackett-Burman (PB). 

 

5.2.2.2 Ativações de cepas microbianas de isolados (lodo de ETE) 

 

A contagem de microrganismos foi realizada no lodo de ETE proveniente da 

codigestão anaeróbica em via úmida de resíduo alimentar de frutas e verduras com 

ágar (BHI, PDA e MRS), utilizando o método de aplicação em profundidade descrito 

no tópico 5.2.2.1. A contagem de células viáveis totais no lodo estabilizado e 

enriquecido, com 3 meios de cultura, foi apresentada na TABELA 27. Para o 

isolamento dos microrganismos, realizou-se o enriquecimento do lodo em meios de 

cultura na forma de caldos e contagem em ágar específicos: a) Brain Heart Infusion 

(BHI), b) Potato Dextrose Broth/ Potato Dextrose Agar (PDA) (ou seja, meio de cultura 

denominado Batata Dextrose Ágar e c) ágar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) vide 

TABELA 30 na proporção de 2,5 g de lodo para 25 g de meios de cultura (previamente 

esterilizado) incubados a 35 ºC em jarra de anaerobiose por 24 h. 

 
TABELA 27- CONTAGEM TOTAL DE MICRORGANISMOS VIÁVEIS NO LODO ESTABILIZADO E 

ENRIQUECIDO COM CALDOS NUTRIENTES: PCA, BHI E MRS. AMOSTRA DE LODO 
DISPONIBILIZADO POR CSBIOENERGIA (LODO DE ETE PROVENIENTE DA 
CODIGESTÃO ANAERÓBICA EM VIA ÚMIDA DE RESÍDUO DE FRUTAS E 
VERDURAS DO CEASA DE CURITIBA-PR E ESGOTO SANITÁRIO 

Valores estimados PCA 
(UFC.mL-1) 

BHI 
(UFC.mL-1) 

MRS 
(UFC.mL-1) 

média total 
(UFC.mL-1) 

Lodo enriquecido* 1,21 x108 7,39 x108 1,87 x108 3,49 x108 
Lodo estabilizado** 1,14 x106 1,19 x106 6,50 x104 7,98 x105 

*Lodo enriquecido, material enriquecimento em caldo nutriente. 
**Lodo estabilizado, material conservado em condições ambientes 27 ºC ± 2 ºC. 
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Os isolados, 9 grupos de microrganismos no lodo enriquecido, sendo que 3 

eram em meio PDA, 3 em BHI e 3 em MRS. A TABELA 28 contém os valores da 

contagem de células viáveis referentes ao isolamento. Após a realização da 

contagem, foram selecionados e armazenados em glicerol 80 % os 5 tipos de 

microrganismos que apresentaram maior concentração de células viáveis, até a 

realização do delineamento de experimento Plackett-Burman. 

 
TABELA 28- VALORES DAS QUANTIDADES DE CÉLULAS VIÁVEIS DOS ISOLADOS 

SELECIONADOS PARA O PB LODO (UFC·mL-1) EM MEIO PDA, BHI E MRS EM 35 ºC 
Meios  Código  Microrganismo isolados Unidade formadora de Colônia (UFC·mL-1) 
PDA 1 FUNGPDAL <1,00 x 106 (est.) 
PDA 2 FUNGPDAL 8,00 x 106 (est.) 
PDA 3 FUNGPDAL <1,00 x 106 (est.) 
BHI 1 BACTBHIL <1,00 x 106 (est.) 
*BHI 2 BACTBHIL 5,080 x 108 (est.) 
*BHI 3 BACTBHIL 1,860 x 109 (est.) 
*MRS 1 BACTMRSL 1,325 x 109 (est.) 
*MRS 2 BACTMRSL 1,041 x 109 (est.) 
*MRS 3 BACTMRSL 1,521 x 109 (est.) 

* Microrganismos isolados selecionados para o Plackett-Burman. 
Estimado: est. 

 

5.2.2.3 Ativações de cepas microbianas de isolados (bactérias lácticas) 

 
As bactérias lácticas ou também denominadas bactérias ácido-láticas (BAL) 

Lactobacillus acidophilus (BLA), Lactobacillus casei (BCL) e Bifidobacterium animalis 

(BBA) subsp. foram reativadas em caldo (MRS) para o delineamento de experimento 

Plackett-Burman, como está descrito no tópico 5.2.2.1 deste capítulo. A contagem de 

células viáveis está apresentada na TABELA 29. 
 

TABELA 29- VALORES DAS QUANTIDADES DE CÉLULAS VIÁVEIS DAS CEPAS DE BACTÉRIAS 
LÁCTICAS DO BANCO DE CEPAS DO LENGEBIO (Lactobacillus acidophilus (BLA); 
Lactobacillus casei (BLL); Bifidobacterium animalis (BBA)) 

Bactérias lácticas Unidade formadora de colônia (UFC·mL-1) 
Lactobacillus acidophilus (BLA) 8,15 x 109 (est.) 
Lactobacillus casei (BLL) 1,23 x 1010 (est.) 
Bifidobacterium animalis (BBA) 2,65 x 109 (est.) 

est. = estimado 

 

5.2.2.4 Coloração de Gram de cepas microbianas de isolados  

 

No estudo, foi realizado o procedimento de coloração de Gram nos grupos de 

microrganismos isolados que apresentaram relevância na produção de biogás e 
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biometano, de acordo com o planejamento experimental. Essa técnica permitiu a 

observação do formato das bactérias, classificando-as em bacilos ou cocos. Além 

disso, as bactérias foram divididas em dois grupos principais: as Gram+ (positivas), 

capazes de reter o corante cristal violeta, e as Gram- (negativas), que não retêm o 

corante primário e adquirem a coloração do segundo corante, após a lavagem com 

solvente orgânico. Essa classificação resultou em microrganismos Gram+ (com 

coloração roxa) e Gram- (com coloração vermelha ou rosada), seguindo a 

metodologia descrita por Moyes, Reynolds e Breakwell (2009). 

 

5.2.2.5 Microrganismos isolados para o delineamento experimental do tipo Plackett-

Burman (PB) 

 

O resumo dos microrganismos que foram isolados do resíduo alimentar, do 

lodo de ETE, bem como as bactérias lácticas reativadas e o lodo enriquecido em 3 

tipos de meios de cultura estão apresentados na TABELA 30. Foram codificados os 

inoculantes para plotagem na matriz do delineamento de experimento. 

 
TABELA 30- RELAÇÃO E CODIFICAÇÃO DAS CEPAS MICROBIANAS ISOLADAS E 

SELECIONADAS PARA O DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO TIPO PB (RESÍDUO; 
LODO ENRIQUECIDO (ISOLADO); BACTÉRIAS LÁCTICAS E LODO ENRIQUECIDO) 

Fonte Microrganismos  Códigos para o delineamento experimental PB  
Resíduo 2 - FUNGPDAR RA 
Resíduo 4 - FUNGPDAR RB 
Resíduo 5 - BACTBHIR RC 
Resíduo 6 - BACTBHIR RD 
Lodo enriquecido (isolado) 2 - BACTBHIL LA 
Lodo enriquecido (isolado) 3 - BACTBHIL LB 
Lodo enriquecido (isolado) 1 - BACTMRSL LC 
Lodo enriquecido (isolado) 2 -BACTMRSL LD 
Lodo enriquecido (isolado) 3 - BACTMRSL LE 
Bactérias lácticas BLA TA 
Bactérias lácticas BLL TB 
Bactérias lácticas BBA TC 
Lodo enriquecido PDA-LODO EA 
Lodo enriquecido BHI-LODO EB 
Lodo enriquecido MRS-LODO EC 

Total de cepas microbianas para PB 15 
 

5.2.2.6 Atividade enzimática e enzimas selecionadas para a hidrólise da biodigestão 
 

As enzimas utilizadas foram selecionadas pelas frações da composição do 

resíduo orgânico (carboidrato, proteína, lipídeos e fibras); para a fração de 

carboidratos, foram utilizadas 2 enzimas, sendo elas: α-amilase (EAA 1002-14) e a 
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amiloglucosidase (GlucoGo 2X); para fração de proteína, foi utilizada protease (NP-

100); para a fração de lipídeos, foi utilizada lipase (LP-100), e; na fração de fibras, foi 

utilizada a enzima celulase (celluclast 1,5L). 

 
A descrição das enzimas utilizadas na etapa de hidrolise do resíduo orgânico 

para a biodigestão está apresentada nas TABELAS 31 e 32. 

 
TABELA 31- GRUPOS DE ENZIMAS COMERCIAIS (α-AMILASE, AMILOGLUCOSIDASE, 

PROTEASE, LIPASE E CELULASE) TESTADOS COM POTENCIAL PARA 
HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE RESÍDUOS ALIMENTARES (A) 

Enzimas Nome 
Comercial 

Atividade 
Enzimática 

Temperatura 
°C pH Empresa 

α-Amilase EAA 1002-14 450.000 U·g-1 35 4,5-6,0 Global Food 
Amiloglucosidase GlucoGo 2X 1.526 U·g-1 40-65 3,5-5,0 Tecnoglobo 
Protease NP-100 1.500 U·g-1 37 6,8-8,0 Jiangsu Boli 
Lipase LIPASE LP-100 22.000 U·g-1 35-55 3,0-12,0 Jiangsu Boli 
Celulase Celluclast 1,5L 2.500 U·g-1 ~50 4,5-6,0 Novozymes 

 
TABELA 32- PARÂMETROS DE GRUPOS DE ENZIMAS COMERCIAIS (α-AMILASE, 

AMILOGLUCOSIDASE, PROTEASE, LIPASE E CELULASE) TESTADAS COM 
POTENCIAL PARA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE RESÍDUOS ALIMENTARES (B) 

Enzimas Atividade Enzimática Temperatura °C pH Ref. 
EAA 450.000 U·g-1 35 4,5-6,0 Fuwa (1954) 
GLU 1.526 U·g-1 40-65 3,5-5,0 Bernfeld (1955) 
NP1 1.500 U·g-1 37 6,8-8,0 Charney e Tomarelli (1947) 
LP1 22.000 U·g-1 35-55 3,0-12,0 Krieger (1995) 
CLA 2.500 U·g-1 ~50 4,5-6,0 Miller (1959) 

 

A atividade enzimática da α-amilase foi avaliada seguindo a metodologia 

baseada na redução do complexo amido-iodo, adaptada do método de Fuwa (1954) 

com algumas modificações nos volumes dos reagentes. O procedimento envolveu a 

adição de uma alíquota de 200 μL de solução de amido P.A. (Neon) a 1% m/v, 

preparada em tampão acetato a 0,1M com pH 7,0. Em seguida, foram adicionados 

200 μL das amostras provenientes do tanque de hidrólise coletadas em diferentes 

tempos (0, 24, 48 e 72 horas), bem como amostras do biodigestor obtidas no décimo 

dia de processo, devidamente diluídas em solução tampão acetato com o mesmo pH. 

As adições foram realizadas em tubos de ensaio e incubados em banho-maria a 35 (± 

2 ºC) durante 15 min. Para interromper a reação, adicionou-se uma solução de ácido 

acético glacial (Vetec/ 99 %) (400 μL) e 400 μL de solução de iodo/iodeto (iodo a 0,2 

% p.v-1, iodeto de potássio a 2 % p.v-1 e água destilada, 1:1:3). Na sequência, foi 

adicionada ao tubo 20 mL de água deionizada, homogeneizada e a absorbância lida 

a 700 nm em um espectrofotômetro (modelo UV-6100PC DOUBLE BEAM, Shangai, 
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CHN). O branco enzimático (controle) foi preparado de maneira semelhante à amostra 

de teste. No entanto, nas amostras, a adição de ácido acético glacial foi realizada 

antes de serem adicionadas. A atividade da α-amilase foi expressa em Unidades 

Internacionais (U). Um (01) U representa a quantidade de enzima capaz de converter 

0,1 mg de amido por mL por minuto na reação sob as condições de teste (35 ± 2 ºC 

/15 min). Uma curva padrão foi preparada utilizando soluções de amido solúvel P.A. 

(Neon) em diferentes concentrações (0 mg·mL-1 até 2,5 mg·mL-1) para converter 

valores de absorbância obtidos em mg de amido por mL.  

A atividade da amiloglucosidase foi quantificada pela medição dos açúcares 

redutores liberados após a reação enzimática. Para isso, utilizou-se o método 

colorimétrico de DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) descrito por Bernfeld (1955), com 

modificação no tempo de reação por Miller (1959). O meio reacional foi composto por 

250 μL de solução de amido (preparada em tampão acetato 1 % m.v-1 pH = 6,0), 125 

μL de EBE diluído (na proporção 1:1) e 125 μL de tampão acetato no mesmo pH. A 

reação ocorreu em banho-maria a 50 ± 2 ºC durante 30 minutos. Para interromper a 

reação enzimática, foi adicionada uma alíquota de 500 μL de solução de DNS, seguida 

de fervura por 5 minutos em banho-maria (os tubos devem ser adicionados apenas 

quando a água do banho estiver fervendo) e resfriamento em banho de gelo. Após 

isso, adicionou-se 4 mL de água destilada e homogeneizou-se a mistura. A 

absorbância da solução foi lida em um espectrofotômetro (Modelo UV-6100PC 

DOUBLE BEAM, Shanghai, CHN) a 540 nm. Para o branco enzimático, a única 

diferença foi a ordem de adição do EBE, que ocorreu após a adição do DNS para 

interromper a reação enzimática. 

Para determinação da atividade enzimática da protease, utilizou-se o método 

de Charney e Tomarelli (1947) com modificações. Cada determinação foi realizada 

em triplicata por meio da quantificação de peptídeos solúveis em ácido tricloroacético 

(TCA) 15 %. Para determinação da atividade lipolítica, utiliza-se o método 

espectrofotométrico ao longo de todo o trabalho. Foi inicialmente descrito por Winkler 

e Stukmann (1979), sendo modificado conforme Krieger (1995). A atividade 

enzimática foi determinada pela quantidade de glicose produzida pela ação da 

enzima. A quantidade de glicose liberada foi quantificada pelo método do ácido 3,5-

dinitrossalicílico (MILLER, 1959). Já para a atividade de celulase e hemicelulase, foi 
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conduzida segundo Ghose (1987) e Miller (1959), empregando-se 

carboximetilcelulose (CMC) como substrato. 

 

5.2.2.7 Cálculos das massas e enzimas adicionadas aos tanques de hidrólise 
 

Os cálculos das massas de enzimas, adicionados aos tanques de hidrólise 

para o delineamento experimental do tipo Plackett-Burman, foram considerados a 

proporção de resíduo de 60 % carboidrato, 20 % proteína, 10 % gorduras e 10 % 

fibras. Dessa forma, a atividade enzimática experimentalmente foi calculada pela 

equação 6.  

 

                                           (6) 

em que: 

  (g ou mL) = Quantidade a ser adicionada da enzima em análise; 

 (U·g-1 ou U·mL-1) = Meta a ser atingida de atividade no tanque de hidrólise (Ex: 

100 U·g-1 ou U·mL-1); 

 (mL) = Volume de água no tanque de hidrólise (ex: 10 mL); 

 (mL) = Volume de resíduo adicionado no tanque (Assumir densidade de 1g·mL-1) 

(Ex: 4,28 g); 

 (U·g-1 ou U·mL-1) = Atividade obtida experimentalmente da enzima em análise; 

 (Fração) = Composição dos macronutrientes a ser hidrolisado pela enzima. 

Observação: Fator de segurança de 2x. 

 

5.2.3 Delineamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB) 

 

5.2.3.1 Ensaios das cepas microbianas de isolados (resíduo orgânico e lodo) 
(ETAPA 1) 

 

O delineamento experimental Plackett-Burman (PB) 15/16 (19 variáveis 

independentes, sendo 15 reais e 04 variáveis dummies e 20 experimentos, sendo que 

foi utilizado com intuito de selecionar os microrganismos (cepas isoladas) inoculados 

na concentração de 108 UFC·mL-1 que apresentassem significância e efeitos positivos 

para as variáveis da biodigestão nas respostas: média de biometano (%), média do 

volume de biogás (mL), média do volume de biometano (mL), volume acumulativo de 
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biogás bruto (mL), volume acumulativo de biogás convertida (mL·gSV-1). A TABELA 

33 apresenta a matriz PB 15/16 para a projeção do experimento. 

 
TABELA 33- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN (PB) SCREENING DESIGN 

DO TIPO 15/16 PARA AVALIAÇÃO DO EFEITO DE CEPAS MICROBIANAS: (108 
UFC·mL-1) DO BANCO DE CEPAS DO LENGEBIO NA PRODUÇÃO DE BIOMETANO 
POR VIA ÚMIDA. 16 EXPERIMENTOS MAIS QUADRUPLICATAS (ENSAIOS DE 17 A 
20) DO EXPERIMENTO CONTROLE (C). 

 Resíduo Lodo enriquecido (isolado) Bactérias lácticas Lodo 
 RA RB RC RD LA LB LC LD LE TA TB TC EA EB EC 
1 0 0 108 108 0 108 108 0 0 0 0 108 0 108 0 
2 108 0 0 108 108 0 108 108 0 0 0 0 108 0 108 
3 108 108 0 0 108 108 0 108 108 0 0 0 0 108 0 
4 108 108 108 0 0 108 108 0 108 108 0 0 0 0 108 
5 108 108 108 108 0 0 108 108 0 108 108 0 0 0 0 
6 0 108 108 108 108 0 0 108 108 0 108 108 0 0 0 
7 108 0 108 108 108 108 0 0 108 108 0 108 108 0 0 
8 0 108 0 108 108 108 108 0 0 108 108 0 108 108 0 
9 108 0 108 0 108 108 108 108 0 0 108 108 0 108 108 
10 0 108 0 108 0 108 108 108 108 0 0 108 108 0 108 
11 0 0 108 0 108 0 108 108 108 108 0 0 108 108 0 
12 0 0 0 108 0 108 0 108 108 108 108 0 0 108 108 
13 0 0 0 0 108 0 108 0 108 108 108 108 0 0 108 
14 108 0 0 0 0 108 0 108 0 108 108 108 108 0 0 
15 108 108 0 0 0 0 108 0 108 0 108 108 108 108 0 
16 0 108 108 0 0 0 0 108 0 108 0 108 108 108 108 
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

Para a realização do delineamento experimental Plackett-Burman (PB), foram 

utilizados frascos de vidro de 100 mL (septo mais lacre) com o volume utilizado de 

meio equivalente a 60 mL (FIGURA 24). O experimento foi operado contendo 14,5 

gSV·L-1, em que foram adicionados 4g de resíduo alimentar padronizado a 14 mesh 

(até 1,18 mm) e 60 mL de lodo de ETE (Estação de Tratamento de Esgoto). Os 

experimentos foram conduzidos a temperatura de 35 ± 2 ºC e os resultados 

preliminares foram obtidos em 10 dias. 
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FIGURA 24- DEMONSTRAÇÃO DA MONTAGEM DOS ENSAIOS  PARA DELINEAMENTO 
EXPERIMENTAL DO TIPO PB (RESÍDUO; LODO ENRIQUECIDO (ISOLADO); BACTÉRIAS 

LÁCTICAS E LODO ENRIQUECIDO) 

 
Fonte: Autor (2022). 

 

5.2.3.2 Ensaios das cepas microbianas de isolados (resíduo orgânico e lodo) (ETAPA 
2) 
 

O delineamento do tipo Plackett-Burman (PB) foi utilizado com intuito de 

selecionar os microrganismos isolados em laboratório que apresentaram 

significâncias e efeitos positivos para as variáveis da biodigestão (ETAPA 1 tópico 

5.2.3.1). O delineamento experimental Plackett-Burman (PB) foi screening design para 

avaliação do efeito dos microrganismos do LENGEBIO nas respostas: perda de 

massa (%), média de metano (%), média de biogás (mL), média de metano (mL), soma 

de biogás (mL), soma de biogás convertida (14,5 gSV·L-1). A matriz 7/8 para a 

projeção do experimento com a quantidade de colônias celular adicionar em cada 

ensaio (UFC·mL-1) está apresentado na TABELA 34.  Os parâmetros e o trabalho 

seguem os descritos no tópico 5.2.3.1). 
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TABELA 34- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN (PB) SCREENING DESIGN 
DO TIPO 7/8 PARA AVALIAÇÃO DO EFEITO DE CEPAS MICROBIANAS: (108 UFC·mL-

1) DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS NA PRODUÇÃO DE BIOMETANO POR VIA 
ÚMIDA. TOTAL DE 13 EXPERIMENTOS MAIS QUADRUPLICATAS (ENSAIOS DE 8 A 
11), NA ETAPA 2 

Ensaios Variáveis independentes (microrganismos isolados) 
RA+RB LD TA TB TC EA EB 

1 0 0 0 108 108 108 0 
2 108 0 0 0 0 108 108 
3 0 108 0 0 108 0 108 
4 108 108 0 108 0 0 0 
5 0 0 108 108 0 0 108 
6 108 0 108 0 108 0 0 
7 0 108 108 0 0 108 0 
8 108 108 108 108 108 108 108 
9 108 108 108 108 108 108 108 

10 108 108 108 108 108 108 108 
11 108 108 108 108 108 108 108 
12 0 0 0 0 0 0 0 
13 0 0 0 0 0 0 0 

inoculados juntos: RA+RB  

 

5.2.3.3 Ensaios de enzimas e cepas microbianas de isolados (resíduo orgânico e 
lodo) (ETAPA 3 e 4) 
 

O delineamento do tipo Plackett-Burman (PB) foi utilizado com intuito de 

selecionar as enzimas comerciais que apresentassem influência na produção de 

biometano e outras variáveis da biodigestão (significância e efeito positivo). O 

delineamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB) screening design foi utilizado 

para avaliação do efeito das enzimas comerciais do Laboratório LENGEBIO nas 

respostas: volume acumulativo de biometano (mL) e de biogás (mL). A matriz 7/8 para 

a projeção do experimento, sendo 8 variáveis independentes e 7 dependentes com 5 

reais, 2 variáveis dummies e 13 experimentos mais 2 controles (TABELA 35) (ETAPA 

3). Quanto para o delineamento experimental Plackett-Burman (PB) de microrganismo 

e enzimas 11/12 (11 variáveis independentes, sendo 8 reais e 03 variáveis dummies 

e 15 experimentos mais 2 controles, sendo que foi utilizado com intuito de selecionar 

os microrganismos (cepas isoladas) inoculados na concentração de 108 UFC·mL-1 e 

enzimas comerciais que apresentassem significância e efeitos positivos para as 

variáveis da biodigestão nas respostas: volume acumulativo de biometano (mL) e de 

biogás (mL) (TABELA 36) (ETAPA 4) os microrganismo utilizados foram a partida das 

melhores resposta da ETAPA 2.  
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TABELA 35- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN (PB) SCREENING DESIGN 
DO TIPO 7/8 PARA AVALIAÇÃO DO EFEITO DE ENZIMAS: (100 U·g-1) COMERCIAIS 
NA PRODUÇÃO DE BIOMETANO POR VIA ÚMIDA. TOTAL DE 13 EXPERIMENTOS 
MAIS QUADRUPLICATAS (ENSAIOS DE 8 A 11), NA ETAPA 3 

 α-amilase (AL) Amiloglucosidase (AM) Protease (P) Lipase (L) Celulase (C) 
1 0 0 0 100 U·g-1 100 U·g-1 
2 100 U·g-1 0 0 0 0 
3 0 100 U·g-1 0 0 100 U·g-1 
4 100 U·g-1 100 U·g-1 0 100 U·g-1 0 
5 0 0 100 U·g-1 100 U·g-1 0 
6 100 U·g-1 0 100 U·g-1 0 100 U·g-1 
7 0 100 U·g-1 100 U·g-1 0 0 
8 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 
9 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 

10 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 
11 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 
12 0 0 0 0 0 
13 0 0 0 0 0 

 
TABELA 36- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN (PB) SCREENING DESIGN 

DO TIPO 11/12 PARA AVALIAÇÃO DO EFEITO DE ENZIMAS E MICRORGANISMOS: 
(100 U·g-1; 108 UFC·mL-1) NA PRODUÇÃO DE BIOMETANO POR VIA ÚMIDA. TOTAL 
DE 17 EXPERIMENTOS MAIS QUADRUPLICATAS (ENSAIOS DE 12 A 15), NA ETAPA 
4 

 α-amilase 
(AL) 

Amiloglucosidase 
(AM) 

Protease 
(P) 

Lipase 
(L) 

Celulase 
(C) EA EB LD 

1 100 U·g-1 0 100 U·g-1 0 0 0 ≥1·108 ≥1·108 
2 100 U·g-1 100 U·g-1 0 100 U·g-1 0 0 0 ≥1·108 
3 0 100 U·g-1 100 U·g-1 0 0 0 0 0 
4 100 U·g-1 0 100 U·g-1 100 U·g-1 0 ≥1·108 0 0 
5 100 U·g-1 100 U·g-1 0 100 U·g-1 100 U·g-1 0 ≥1·108 0 
6 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 0 100 U·g-1 ≥1·108 0 ≥1·108 
7 0 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 0 ≥1·108 ≥1·108 0 
8 0 0 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 0 ≥1·108 ≥1·108 
9 0 0 0 100 U·g-1 100 U·g-1 ≥1·108 0 ≥1·108 

10 100 U·g-1 0 0 0 100 U·g-1 ≥1·108 ≥1·108 0 
11 0 100 U·g-1 0 0 0 ≥1·108 ≥1·108 ≥1·108 
12 0 0 0 0 0 0 0 0 
13 0 0 0 0 0 0 0 0 
14 0 0 0 0 0 0 0 0 
15 0 0 0 0 0 0 0 0 
16 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 ≥1·108 ≥1·108 ≥1·108 
17 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 100 U·g-1 ≥1·108 ≥1·108 ≥1·108 

 

O experimento realizado para o Plackett-Burman de enzimas tem como 

características: duração de 13 dias, de modo que os 3 primeiros dias operam 

aerobiamente em um Shaker (modelo: TECNAL, TE-424, BR) com agitação de 100 

rpm e 28 °C, sendo este o tanque de hidrólise (resíduo alimentar, enzimas e água), e 

os 10 dias subsequentes em sistema anaeróbico, com adição de lodo de ETE, 

operando sem agitação a 35 °C.  Para a realização do PB de enzimas, foi considerado 

os cálculos das massas de enzimas adicionados aos tanques de hidrólise: a 
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composição alimentar do resíduo alimentar utilizado, a atividade enzimática obtida 

experimentalmente das enzimas testadas e o volume total utilizado no tanque de 

hidrólise descrito no tópico 5.2.2.6.  

 

5.2.4 Análise do biogás 

 

Os volumes produzidos de biogás dos biodigestores foram quantificados com 

uso de uma seringa tipo de vidro com capacidade volumétrica de 20 mL, apresentando 

erro de ± 4 % (ARTICLASS, Itália) com auxílio de uma válvula de três vias. Quanto ao 

percentual de biometano no biogás, foi realizado pelo método de captura de CO2 em 

solução alcalina de hidróxido de sódio a 2 mol·L-1 (EMBRAPA, 2021). Os ensaios 

foram realizados em temperatura controlada de 35 ºC (± 2 ºC).  

 

5.2.5 Análise estatística descritiva 

 

Os dados foram apresentados como médias ± desvio-padrão. Para comparar 

as variáveis respostas, foram checadas a normalidade e homoscedasticidade dos 

dados pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene (≥ 3 amostras) respectivamente. A 

análise de variância (ANOVA) unifatorial foi para diferenciar os efeitos 

estatisticamente n < 0,05. Utilizou o Software STATISTICA 10 (Statsoft, EUA). 
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.3.1 Efeitos dos microrganismos isolados (ETAPA 1) 

 

Os valores médios e soma, utilizados para o delineamento dos experimentos 

com apenas microrganismo estão apresentados na TABELA 37.  

 
TABELA 37- VALORES DE PERDA DE MASSA, MÉDIA DE METANO, MÉDIA DE VOLUME DE 

BIOGÁS E BIOMETANO, VOLUME ACUMULATIVO PARA BIOGÁS E BIOMETANO DO 
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO TIPO PB 15/16 (ETAPA 1) 

Ensaio Perda de 
massa (%) 

Média de 
metano 

(%) 

Média do 
volume de 

Biogás 
(mL) 

Média do 
volume de 
biometano 

(mL) 

Volume 
acumulativo 

de biogás 
(mL) 

Volume 
acumulativo 

de biogás 
(mL·gSV-1) 

1 26 83 54 45 542 623 
2 24 79 53 42 530 609 
3 20 78 58 45 584 671 
4 24 77 61 47 613 704 
5 26 75 72 54 718 825 
6 24 79 63 50 626 720 
7 27 80 60 49 603 693 
8 26 78 59 46 589 677 
9 26 76 63 48 633 728 

10 25 76 71 54 707 813 
11 27 78 58 45 581 668 
12 28 77 62 47 616 708 
13 29 76 59 45 586 674 
14 30 76 77 58 765 879 
15 28 78 67 52 667 767 
16 29 77 70 54 700 805 
17 25 79 49 39 494 568 
18 25 79 50 39 501 576 
19 25 80 65 52 654 751 
20 26 81 60 49 602 691 

 

Os ensaios que apresentaram os maiores volumes acumulativos de metano 

(em mL), em um período de 10 dias, foram os ensaios 14, 16, 10, 5 e 15, com 

percentuais de 31%, 23%, 22%, 20% e 20%, respectivamente, em relação ao grupo 

de controle. Nesses ensaios, foram inoculados microrganismos, como bactérias 

lácticas, microrganismos do resíduo alimentar, lodo e enriquecido do lodo, que 

mostraram uma significância positiva de acordo com o delineamento experimental. As 

TABELAS 40 a 47 e a FIGURA 25 apresentam os valores significativos e os efeitos 

dos microrganismos adicionados para cada variável analisada. 
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As análises de variância (ANOVA) para a perda de massa, obtidas a partir dos 

testes do experimento de triagem do PB com fatores de dois níveis, são apresentadas 

na TABELA 38. 

 
TABELA 38- VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 

EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: PERDA DE MASSA 
NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA EM PORCENTAGEM NA ETAPA 1 

Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(1) RA -0,46553 - 0,055936 0,014132 
(2) RB -1,79526 - 0,049331 0,000754 
(3) RC 0,24526 S/E 0,075737 0,083577 
(4) RD -0,22053 S/E 0,055936 0,058726 
(5) LA -1,73026 - 0,049331 0,000812 
(6) LB -0,72000 - 0,057469 0,006311 
(7) LC 0,06947 S/E 0,055936 0,340115 
(8) LD -0,42553 - 0,055936 0,016844 
(9) LE -0,00526 S/E 0,049331 0,924772 

(10) TA 1,73921 + 0,073406 0,001777 
(11) TB 1,82526 + 0,075737 0,001717 
(12) TC 1,68921 + 0,073406 0,001883 
(13) EA 1,79026 + 0,075737 0,001785 
(14) EB 0,41947 + 0,055936 0,017321 
(15) EC 0,09000 S/E 0,057469 0,257825 

R2 = 0,99982 
R2aj = 0,99844 

S/E: Sem efeito significativo 

 

Os microrganismos codificados TA, TB, TC, EA e EB apresentaram diferença 

significativa (p-valor < 0,01) e tiveram um efeito positivo na perda de massa em 

porcentagem. Isso significa que a presença dessas cepas microbianas afetou a perda 

de massa. A perda de massa é um indicativo do consumo de nutrientes e da 

conversão desses nutrientes em bioprodutos. Essa perda de massa ocorre devido à 

liberação de produtos resultantes das reações biológicas pelas células viáveis do 

sistema. Os dados referentes às análises de variância para a média de produção de 

biometano em porcentagem estão apresentados na TABELA 39. 
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TABELA 39- VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 
EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: MÉDIA DE 
BIOMETANO (em %) PRODUZIDO NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA NA ETAPA 1  

Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(1) RA 0,43876 S/E 1,009388 0,706203 
(2) RB -0,67608 S/E 0,890196 0,526881 
(3) RC 0,59426 S/E 1,366718 0,706121 
(4) RD 1,85694 S/E 1,009388 0,207185 
(5) LA 0,41483 S/E 0,890196 0,687040 
(6) LB -0,67273 S/E 1,037048 0,583073 
(7) LC -0,81579 S/E 1,009388 0,503824 
(8) LD -1,86124 S/E 1,009388 0,206504 
(9) LE -0,02153 S/E 0,890196 0,982900 
(10) TA -1,04641 S/E 1,324655 0,512341 
(11) TB -1,43301 S/E 1,366718 0,404427 
(12) TC 0,54450 S/E 1,324655 0,720895 
(13) EA -0,00574 S/E 1,366718 0,997029 
(14) EB 1,18421 S/E 1,009388 0,361524 
(15) EC -0,56364 S/E 1,037048 0,641267 
R2 = 0,904 
R2aj = 0,185 

S/E: Sem efeito significativo. 
% biometano (em relação ao volume de biogás bruto produzido). 

 

Para a variável média de metano (em %) produzido no biodigestor, a análise 

não apresentou nenhum microrganismo com efeito significativo para o delineamento 

de experimento PB. Para a variável média de mL de biogás produzido, apresentado 

na TABELA 40, a análise apresentou 2 microrganismos codificados, LA e LD, que 

foram significativos para essa variável. Entretanto, apenas o microrganismo LD 

apresentou efeito positivo para a média de biogás (mL). 

 
TABELA 40- VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 

EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: MÉDIA DE BIOGÁS 
PRODUZIDO EM mL NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA NA ETAPA 1 

(continua) 
Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(1) RA 1,93316 S/E 1,184863 0,244358 
(2) RB 4,40158 S/E 1,044951 0,052003 
(3) RC -0,60158 S/E 1,604312 0,743708 
(4) RD -1,69684 S/E 1,184863 0,288464 
(5) LA -5,01842 - 1,044951 0,040727 
(6) LB 2,12000 S/E 1,217331 0,223719 
(7) LC 1,73316 S/E 1,184863 0,281066 
(8) LD 7,62316 + 1,184863 0,023317 
(9) LE 0,09158 S/E 1,044951 0,938148 
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TABELA 40 - VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 

EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: MÉDIA DE BIOGÁS 
PRODUZIDO EM mL NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA NA ETAPA 1 

(conclusão) 
Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(10) TA 5,08474 S/E 1,554937 0,082157 
(11) TB 3,08842 S/E 1,604312 0,194093 
(12) TC 6,26474 S/E 1,554937 0,056440 
(13) EA 1,93842 S/E 1,604312 0,350426 
(14) EB -2,06684 S/E 1,184863 0,223213 
(15) EC -1,96000 S/E 1,217331 0,248672 
R2 =0,99     
R2 aj: 0,93     

S/E: Sem efeito significativo 

 

Os dados referentes às análises de variância (ANOVA), a partir do estudo PB 

19/20 para a variável volume acumulativo de biogás produzido (mL), estão 

apresentados na TABELA 41. Os microrganismos codificados que apresentaram 

significância para resposta “soma de biogás” foram LA e LD, com p-valor < 0,01. 

Apenas o microrganismo LD apresentou efeito significativo positivo. 

 
TABELA 41- VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 

EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: VOLUME 
ACUMULATIVO DE BIOGÁS EM mL NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA NA ETAPA 1 

Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(1) RA 19,3316 S/E 11,84863 0,244358 
(2) RB 44,0158 S/E 10,44951 0,052003 
(3) RC -6,0158 S/E 16,04312 0,743708 
(4) RD -16,9684 S/E 11,84863 0,288464 
(5) LA -50,1842 - 10,44951 0,040727 
(6) LB 21,2000 S/E 12,17331 0,223719 
(7) LC 17,3316 S/E 11,84863 0,281066 
(8) LD 76,2316 + 11,84863 0,023317 
(9) LE 0,9158 S/E 10,44951 0,938148 
(10) TA 50,8474 S/E 15,54937 0,082157 
(11) TB 30,8842 S/E 16,04312 0,194093 
(12) TC 62,6474 S/E 15,54937 0,056440 
(13) EA 19,3842 S/E 16,04312 0,350426 
(14) EB -20,6684 S/E 11,84863 0,223213 
(15) EC -19,6000 S/E 12,17331 0,248672 

R2 = 0,99 
R2 aj. = 0,93 

   
   

S/E: Sem efeito significativo. 
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As análises de variância do experimento de triagem com fatores de dois 

níveis- volume acumulativo de biogás produzido expressa em (mL/gSV) - estão 

apresentados na TABELA 42. Apenas o microrganismo LD apresentou efeito 

significativo positivo para essa variável. 

 
TABELA 42- VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 

EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: SOMA DE BIOGÁS 
PRODUZIDO EM 14,5 gSV·L-1 NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA NA ETAPA 1 

Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(1) RA 22,2202 S/E 13,61911 0,244358 
(2) RB 50,5929 S/E 12,01093 0,052003 
(3) RC -6,9147 S/E 18,44037 0,743708 
(4) RD -19,5039 S/E 13,61911 0,288464 
(5) LA -57,6830 - 12,01093 0,040727 
(6) LB 24,3678 S/E 13,99231 0,223719 
(7) LC 19,9214 S/E 13,61911 0,281066 
(8) LD 87,6225 + 13,61911 0,023317 
(9) LE 1,0526 S/E 12,01093 0,938148 

(10) TA 58,4453 S/E 17,87284 0,082157 
(11) TB 35,4991 S/E 18,44037 0,194093 
(12) TC 72,0085 S/E 17,87284 0,056440 
(13) EA 22,2807 S/E 18,44037 0,350426 
(14) EB -23,7568 S/E 13,61911 0,223213 
(15) EC -22,5287 S/E 13,99231 0,248672 

R2 = 0,99 
R2 aj = 0,93 

   
   

S/E: Sem efeito significativo ao nível de 95 % de confiança. 

 

Quanto à variável “média de metano por mL’’, os microrganismos que 

apresentaram efeito significativo positivo foram RA, RB, LD, TA e TC, com p-valor 

<0,01, apresentados na TABELA 43. 

 
TABELA 43- VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 

EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: MÉDIA DE METANO 
mL NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA NA ETAPA 1 

(continua) 
Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 

(1) RA 1,57895 + 0,282451 0,030542 
(2) RB 2,98947 + 0,249098 0,006872 
(3) RC 0,01053 S/E 0,382440 0,980541 
(4) RD -0,02105 S/E 0,282451 0,947368 
(5) LA -3,41053 - 0,249098 0,005292 
(6) LB 1,20000 S/E 0,290191 0,053803 
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TABELA 43 - VALORES DA ANÁLISE ESTATÍSTICA, ERRO PADRÃO, p-VALOR E EFEITO DO 

EXPERIMENTO DE TRIAGEM COM FATORES DE DOIS NÍVEIS: MÉDIA DE METANO 
mL NO BIODIGESTOR POR VIA ÚMIDA NA ETAPA 1 

(conclusão) 
Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(7) LC 0,77895 S/E 0,282451 0,110176 
(8) LD 4,57895 + 0,282451 0,003783 
(9) LE 0,18947 S/E 0,249098 0,526316 
(10) TA 3,36842 + 0,370670 0,011894 
(11) TB 1,61053 S/E 0,382440 0,052027 
(12) TC 5,36842 + 0,370670 0,004734 
(13) EA 1,61053 S/E 0,382440 0,052027 
(14) EB -1,02105 S/E 0,282451 0,068727 
(15) EC -1,80000 - 0,290191 0,025020 

R2 = 0,99 
R2 aj = 0,99 

   
   

S/E: Sem efeito significativo ao nível de 95 % de confiança 

 

Os microrganismos testados no PB que influenciaram positivamente e 

significativamente nas variáveis- perda de massa (%); média de metano (%); média 

de Biogás (mL); média de metano (mL); volume acumulativo de biogás (mL); volume 

acumulativo de biogás (mL·gSV-1) - estão apresentados na TABELA 44. 

 
TABELA 44- RESUMO DA ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS MICRORGANISMOS QUE 

INFLUENCIARAM POSITIVAMENTE NAS VARIÁVEIS BIOGÁS E BIOMETANO 
(EFEITO; ERRO PADRÃO E p-VALOR)  

Microrganismos Efeito Efeito Erro padrão p-valor 
(1) RA 1,579 + 0,282 0,031 
(2) RB 2,989 + 0,249 0,007 
(8) LD 7,623 + 1,185 0,023 
(10) TA 1,739 + 0,073 0,002 
(11) TB 1,825 + 0,076 0,002 
(12) TC 1,689 + 0,073 0,002 
(13) EA 1,790 + 0,076 0,002 
(14) EB 0,419 + 0,056 0,017 
 

A FIGURA 25 contém, de forma simplificada, as cepas bacterianas que foram 

utilizadas no delineamento experimental do tipo Plackett-Burman. Foram isolados 

inoculantes de 4 fontes diferentes, sendo estas: resíduo alimentar, lodo de ETE, lodo 

de ETE enriquecido e bactérias lácticas. Foram destacados em verde os inoculantes 
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que resultaram em efeitos positivos significativos para o sistema, de modo que os 

demais apresentaram efeito negativo ou nenhum efeito.  

 

FIGURA 25- SELEÇÃO DOS MICRORGANISMOS QUE APRESENTARAM EFEITO SIGNIFICATIVO 
POSITIVO DURANTE O PROCESSO DE BIODIGESTÃO VIA ÚMIDA A 35 ºC  

 
 

FIGURA 26- MICRORGANISMOS ISOLADOS COM EFEITO SIGNIFICATIVO POSITIVO DURANTE 
O PROCESSO DE BIODIGESTÃO DIFERENCIANDO EM FORMA E COLORAÇÃO DE GRAM 

 
Aumento: 100x(óleo); NA: 1,40 e WD 0,13mm. 

 

A partir da FIGURA 25, pode-se verificar o efeito positivo de 8 microrganismos, 

sendo estes: RA e RB (oriundos do resíduo alimentar), LD (oriundo do lodo de ETE), 

EA e EB (oriundo do lodo de ETE enriquecido) e TA, TB e TC (oriundas das bactérias 

lácticas presentes no LENGEBIO); enquanto os inoculantes restantes não 

apresentaram efeito, ou apresentaram efeito negativo. Desta forma, verifica-se a 

importância da seleção de microrganismos para uma melhor eficiência do processo, 

de modo a se utilizar os microrganismos que apresentam efeito positivo no sistema. 

Os microrganismos destacados em verde foram testados experimentalmente para 
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coloração de Gram com seu efeito positivo no incremento da produção volumétrica 

acumulada de biometano (FIGURA 26). 

Como parte da pré-seleção dos grupos de microrganismos do resíduo e do 

lodo, a coloração de Gram (FIGURA 26) foi realizada. Os resultados revelaram que 

dos cinco grupos microbianos codificados, os dois provenientes do resíduo (RA e RB) 

apresentaram características semelhantes tanto na coloração de Gram-negativa 

quanto na forma de bastonetes. Essa semelhança também foi observada para o grupo 

codificado EA; por outro lado, o grupo isolado do lodo apresentou características de 

coloração de Gram-positiva e formato de cocos. Vale ressaltar que o grupo EB se 

destacou por exibir características que englobam tanto a coloração de Gram-positiva 

quanto a forma de cocos. 

Em estudo realizado por Resende et al., (2014) 593 cepas bacterianas foram 

isoladas de um efluente de biodigestão anaeróbica. Encontraram-se cocos Gram-

positivos (CGP), sendo os mais observados com 28 espécies diferentes identificadas, 

25 % CGP/C+ e 75 % CGP/C−. Os mais prevalentes foram Enterococcus faecium (15 

%), Enterococcus hirae (12 %) e Streptococcus bovis (8 %). Escherichia coli (83 %) 

foi a mais prevalente entre os otorrinolaringologistas, seguida por Morganella morganii 

(7 %) e Citrobacter freundii (3 %). Para bastonetes Gram-negativos não 

fermentadores, foram observadas 19 espécies diferentes, A. faecalis (18 %) e 

Pseudomonas alcaligenes (18 %) foram as mais identificadas. 

Entre outras bactérias encontradas na biodigestão o Clostridium é uma 

bactéria Gram-positiva e é responsável pela degradação de compostos orgânicos e 

por produzir ácidos graxos voláteis por meio da reação Stickland. Representado como 

uma bactéria Gram-positiva, está relacionada à hidrólise de biopolímeros complexos 

(HE et al., 2018). 

No estudo de Jiang et al. (2020), em que avaliou vários estudos com 

microrganismo na digestão anaeróbica com patogenicidade que foram detectados 

oocistos de Cryptosporidium e quistos de Giardia em 26 das 30 amostras de lamas 

brutas e em todas as 25 amostras tratadas. Em 8 ETEs suecas, indicou-se que 67 % 

das 64 amostras de lodo bruto e 55 % das 69 amostras tratadas foram positivas para 

Salmonella. A Salmonela foi detectada em estrume de metade das 30 granjas de 

porcos irlandesas amostradas, com a maioria dos isolados sendo S. typhimurium 

multirresistente a drogas.  
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5.3.2 Efeitos dos microrganismos isolados (ETAPA 2) 

 
A análise de variância estática com p<0,05 foi utilizada para mostrar qual 

microrganismo mostrou efeitos significativos e positivos para as respostas: perda de 

massa (%), soma de metano (mL) e soma de biogás (mL) e seus valores médios estão 

apresentados na TABELA 45. 

 
TABELA 45- RESPOSTAS EXPERIMENTAIS VOLUME ACUMULATIVO DE BIOGÁS (mL) VOLUME 

ACUMULATIVO DE METANO (mL) E PERDA DE MASSA (%) PARA O 
DELINEAMENTO DO TIPO PLACKETT-BURMAN 7/8 PARA OS MICRORGANISMOS 
(ETAPA 2) 

Ensaios Volume acumulativo de 
Biogás (mL) 

Volume acumulativo de 
Metano (mL) 

Perda de 
Massa (%) 

1 524 339 26 
2 979 620 26 
3 917 583 26 
4 580 381 27 
5 602 372 26 
6 627 399 26 
7 961 604 26 

Média (8,9,10 e 11) * 966 589 27 
Média (12 e 13) ** 623 384 25 

*ensaio com todos os microrganismos; ** ensaio sem microrganismo. 
 
Os ensaios que apresentaram valores elevados de volume acumulativo de 

metano (mL) em 10 dias com biodigestão por via úmida foram os ensaios 2, 7 e 3 com 

o percentual de 61 %, 57 % e 52 %, respectivamente, relacionada ao aumento com o 

controle. Os dados referentes as análises de variância (ANOVA) resultante dos 

ensaios do PB para as variáveis biogás (mL), metano (mL) e perda de massa (%) 

estão apresentados na TABELA 46. 

 
TABELA 46- ANÁLISE ESTATÍSTICA DO VOLUME ACUMULATIVO DE BIOGÁS (mL) VOLUME 

ACUMULATIVO DE METANO (mL) E PERDA DE MASSA (%) PARA O 
DELINEAMENTO DO TIPO PLACKETT-BURMAN 7/8 DURANTE 10 DIAS DE 
PROCESSO (MICRORGANISMOS) ETAPA 2 

Microrganismo 
Biogás (mL) Metano (mL) Perda de massa (%) 

Efeitos p-valor Efeitos p-valor Efeitos p-valor 
RA+RB 37,08 0,094467 22,89 0,252103 0,42 0,657924 
LD 173,08 0,005001 106,73 0,017639 0,36 0,703463 
TA 39,33 0,085271 10,01 0,558026 -0,01 0,989294 
TB -203,17 0,003637 -131,11 0,011794 0,70 0,485762 
TC -21,92 0,216376 -16,95 0,359324 0,27 0,770721 
EA 176,08 0,004833 104,17 0,018494 0,26 0,780630 
EB 193,33 0,004014 110,56 0,016469 -0,00 1,000000 
R2 0,99811 0,99268 0,5416 
R2 aj 0,99150 0,96707 0,000 
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Os dados referentes as análises de variância (ANOVA) a partir do estudo PB 

para o volume acumulativo de biogás produzido (mL) estão apresentados na FIGURA 

27. Os microrganismos codificados que apresentaram significância para resposta 

“biogás (mL)” foram o EB (193,33), EA (176,08) e ED (173,08) com p-valor < 0,05 com 

efeito positivo, quanto o TB (-203,17) apresentou efeito significativo negativo.  

 
FIGURA 27- GRÁFICO DOS EFEITOS ESTATÍSTICOS PARA A VARIÁVEL ‘’BIOGÁS (mL)’’ 

DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO (MICRORGANISMOS) ETAPA 2 

 
 

Quanto à variável “metano acumulado (mL)’’, os microrganismos que 

apresentaram efeito significativo (p-valor <0,05) positivo foram: EB, EA e LD e com 

valores de 110,6; 104,2 e 106,2, respectivamente. Apenas o microrganismo TB 

mostrou significância negativa para essa variável. Os efeitos da influência que os 

microrganismos têm no processo acumulativo de metano (mL) estão demonstrados 

na FIGURA 28. 
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FIGURA 28- GRÁFICO DOS EFEITOS ESTATÍSTICOS PARA A VARIÁVEL ‘’BIOMETANO 
(mL)’’ DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO (MICRORGANISMOS) ETAPA 2 

 
 

Desta forma, os microrganismos selecionados nessa etapa foram: EB, LD e 

EA. Os microrganismos TA e RA+RB, mesmo não apresentando significância para o 

teste, poderão ser incluídos devido aos seus resultados para as variáveis estudadas, 

pois não apresentaram em nenhum momento efeitos negativos. 

Podemos destacar que os microrganismos da biodigestão são amplamente 

reconhecidos por sua notável capacidade de converter compostos de alto peso 

molecular em substâncias de menor massa que podem ser facilmente assimiladas 

através da digestão anaeróbica. Esse processo é impulsionado pela produção de 

enzimas extracelulares microbianas (FERDES, 2020). A diversidade microbiana pode 

ser explorada para produzir enzimas com maior eficiência catalítica, uma grande 

variedade de perfis de substrato e estabilidade a altas temperaturas e inibidores. 

Em estudo, realizado por He et al. (2018), investigou-se a adição de uma 

comunidade microbiana no processo de biodigestão com o objetivo de degradar óleos 

de cozinha, resultando em um aumento na eficiência da biodigestão;, durante a 

pesquisa, os microrganismos predominantes identificados foram os metanógenos 

acetoclásticos do gênero Methanosaeta, enquanto os gêneros Syntrophomonas, 



 

117 
 

Anaerovibrio e Synergistaceae foram as bactérias mais comumente observadas no 

estudo, podendo ser consideradas para nossa pré-seleção de microrganismos. 

 

5.3.3 Efeitos enzimáticos na composição do resíduo orgânico (ETAPA 3) 

 

As variáveis respostas referentes ao “volume de biogás acumulado (mL)” são 

observadas na FIGURA 29. O gráfico apresenta os efeitos da influência das enzimas 

no processo acumulativo de biogás. As enzimas que demonstraram efeito significativo 

(p-valor < 0,1) positivo foram: Celulase (C) e Protease (P). As enzimas 

Amiloglucosidase (AM), Lipase (L) e α-Amilase (AL) apresentam significância negativa 

para essa variável. 

 
FIGURA 29- GRÁFICO DOS EFEITOS ESTATÍSTICOS PARA A VARIÁVEL ‘’BIOGÁS (mL)’’ 

DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO (ENZIMAS) ETAPA 3 

 
α-Amilase (AL); amiloglucosidase (AM); protease (P); lipase (L) e celulase (C) 

 

Quando às variáveis respostas sobre “volume de biometano acumulado (mL)”, 

o gráfico com os efeitos de influência das enzimas no processo acumulativo de 

biometano aponta que as enzimas com efeito significativo (p-valor < 0,1) positivo 

foram: Celulase (C), Amiloglucosidase (AM), Protease (P) e α-Amilase (AL). O gráfico 

é observado pela FIGURA 30. O “comportamento da produção de metano durante 10 
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dias” é observado na FIGURA 30, por esse gráfico, é possível analisar que o 

comportamento acumulativo foi crescente, para a produção de biometano, em todos 

os testes. A amostra que apresentou menor volume acumulativo foi a H, referente ao 

controle dos testes. 

 
FIGURA 30- GRÁFICO DOS EFEITOS ESTATÍSTICOS PARA A VARIÁVEL ‘’BIOMETANO (mL)’’ 

DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO (ENZIMAS) ETAPA 3 

 
α-Amilase (AL); amiloglucosidase (AM); protease (P); lipase (L) e celulase (C) 

 
FIGURA 31- GRÁFICO DO PERFIL DE COMPORTAMENTO DOS VALORES DE 

PRODUÇÃO DO BIOMETANO COM O USO DE ENZIMAS DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO 
(ETAPA 3) 

 
Ensaios: Lipase e Celulase (A); α-Amilase (B); Amiloglucosidase e Celulase (C); α-Amilase, 
Amiloglucosidase e Lipase (D); Protease e Lipase (E); Amiloglucosidase e Protease (F); Todas as 
enzimas (G) e Controle sem enzimas e sem tanque de hidrolise (H). 
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O comparativo entre o volume acumulativo de biometano e biogás, é 

apresentado na FIGURA 32; os gráficos apresentam o volume total de biogás superior 

ao volume de biometano para todos os testes realizados com enzimas e o controle 

(H). 

 
FIGURA 32- VOLUME ACUMULATIVO DE BIOMETANO E BIOGÁS DOS EXPERIMENTOS 

COM ENZIMAS DURANTE 10 DIAS (ETAPA 3) 

 
Ensaios: Lipase e Celulase (A); α-Amilase (B); Amiloglucosidase e Celulase (C); α-Amilase, 
Amiloglucosidase e Lipase (D); Protease e Lipase (E); Amiloglucosidase e Protease (F); Todas as 
enzimas (G) e Controle sem enzimas e sem tanque de hidrolise (H). 

 

O aumento de biometano dos ensaios (A, B, C, D, E, F e G) foi comparado 

com o ensaio controle (H), em que não houve tratamento do tanque de hidrólise e sem 

adição de enzimas. Os percentuais comparativos são expostos nos gráficos da 

FIGURA 33 e apresentam um ganho significativo entre 26 e 50 % de aumento na 

produção de biometano. 
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FIGURA 33- VALORES DO PERCENTUAL DE AUMENTO DE BIOMETANO COM O USO 
DE ENSIMAS NO PROCESSO DE BIODIGESTÃO (ETAPA 3)  

 
Ensaios: Lipase e Celulase (A); α-Amilase (B); Amiloglucosidase e Celulase (C); α-Amilase, 
Amiloglucosidase e Lipase (D); Protease e Lipase (E); Amiloglucosidase e Protease (F); Todas as 
enzimas (G). 

 

Dessa forma, foi constatado que todas as enzimas testadas exerceram 

influência na produção de biogás e biometano. Portanto, é possível selecionar as 

cinco enzimas para a Etapa 4, na qual foram submetidas à interação com os grupos 

de microrganismos isolados neste estudo. No entanto, apesar da lipase apresentar 

efeitos negativos nas respostas (biogás e biometano), ela foi incluída para compor a 

composição percentual do resíduo orgânico, a fim de avaliar seu efeito na interação 

com os microrganismos do laboratório. 

As enzimas trazem uma ampla gama de benefícios de processamento, 

melhorando a eficiência da produção de biogás através da redução do tempo de 

produção, substituindo tratamentos químicos ou físicos, reduzindo energia consumo 

e menos desperdício (FERDES et al., 2020). Segundo Wang et al. (2016), a presença 

de enzimas, como a celulase, amilase e protease adicionada diretamente ao 

biodigestor, pode aumentar a produção de metano 110,79 % em conjunto com 

codigestão de esterco bovino. 
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5.3.4 Efeitos do delineamento experimental do tipo Plackett-Burman (PB) que 

utilizou enzimas e microrganismos (ETAPA 4) 

 

As análises anteriores foram realizadas também para os ensaios contendo 

enzimas e microrganismos. As variáveis respostas referentes ao “volume de biogás 

acumulado (mL)” são observadas na FIGURA 34, que mostra o gráfico com os efeitos 

de influência das enzimas e microrganismos no processo acumulativo de biogás. As 

amostras que apresentaram efeito significativo (p-valor < 0,1) positivo foram: Celulase 

(C), Protease (P), Lipase (L), Amiloglucosidase (AM) e isolados do lodo por meio BHI 

(EB) e PDA (EA). Já os ensaios α-Amilase (AL) e isolados do lodo por meio MRS (LD) 

apresentam significância negativa para essa variável. 

 
FIGURA 34- GRÁFICO DOS EFEITOS ESTATÍSTICOS PARA A VARIÁVEL ‘’BIOGÁS (mL)’’ 

DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO (ENZIMAS + MICRORGANISMOS) ETAPA 4 

  
α-Amilase (AL); amiloglucosidase (AM); protease (P); lipase (L); celulase (C); isolado do lodo por meio 

MRS (LD); Lodo enriquecido PDA (EA) e Lodo enriquecido BHI (EB) 

 

Quanto às variáveis respostas sobre “volume de biometano acumulado (mL)”, 

o gráfico (FIGURA 35) com os efeitos de influência das enzimas e microrganismos no 

processo acumulativo de biometano aponta que as enzimas com efeito significativo 

(p-valor < 0,1) positivo foram: Celulase (C), Amiloglucosidase (AM), Protease (P), 

Lipase (L) e os microrganismos foram os isolados do lodo por meio PDA (EA) e BHI 
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(EB). Todavia a α-Amilase (AL) e os microrganismos isolados do lodo enriquecido por 

MRS (LD) apresentaram efeito negativo na produção.  

Ao analisar o comportamento da produção de biometano durante 10 dias para 

todos os ensaios, percebe-se que todos apresentaram um comportamento crescente 

de produção. Tendo como o resultado menos expressivo o ensaio L, representado 

pelo controle, o qual não houve adição de enzimas e de microrganismos. 

 
FIGURA 35- GRÁFICO DOS EFEITOS ESTATÍSTICOS PARA A VARIÁVEL ‘’BIOMETANO (mL)’’ 

DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO (ENZIMAS + MICRORGANISMOS) ETAPA 4 

  
α-Amilase (AL); amiloglucosidase (AM); protease (P); lipase (L); celulase (C); isolado do lodo por meio 
MRS (LD); Lodo enriquecido PDA (EA) e Lodo enriquecido BHI (EB) 
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FIGURA 36- GRÁFICO DO PERFIL DE COMPORTAMENTO DOS VALORES DE PRODUÇÃO DO 

BIOMETANO COM O USO DE ENZIMAS + MICRORGANISMOS DURANTE 10 DIAS DE 
PROCESSO (ETAPA 4) 

 
Ensaios: A (AL, P, EB e LD); B (AL, AM, L e LD); C (AM, P e C); D (AL, P, C e EA); E (AL, AM, P, C, 
EA e LD); F (AM, P, L, EA e EB); G (P, C, EB e LD); H (L, C, EA e LD); I (AL, C, EA e EB); J (AM, EA, 
EB e LD). 
 

O comparativo entre o volume acumulativo de Biometano e Biogás é 

apresentado na FIGURA 37.Os gráficos apresentam um volume total de biogás 

superior ao volume de biometano para todos os testes realizados com enzimas e 

microrganismos e para o controle (L). 

 
FIGURA 37- VOLUME ACUMULATIVO DE BIOMETANO E BIOGÁS DOS EXPERIMENTOS COM 

ENZIMAS + MICRORGANISMOS DURANTE 10 DIAS (ETAPA 4) 

 
Ensaios: A (AL, P, EB e LD); B (AL, AM, L e LD); C (AM, P e C); D (AL, P, C e EA); E (AL, AM, P, C, 
EA e LD); F (AM, P, L, EA e EB); G (P, C, EB e LD); H (L, C, EA e LD); I (AL, C, EA e EB); J (AM, EA, 
EB e LD); K (todos as enzimas e microrganismos) e L (controle sem tanque de hidrolise e sem adição 
de enzimas e microrganismos). 
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O aumento de biometano dos ensaios (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J e K) foi 

comparado com o ensaio controle (L). Os percentuais comparativos são expostos nos 

gráficos da FIGURA 38 e apresentam um ganho significativo entre 39 e 94 % de 

aumento na produção de metano. 

 

 
FIGURA 38- VALORES DO PERCENTUAL DE AUMENTO DE BIOMETANO COM O USO DE 

ENSIMAS + MICRORGANISMOS NO PROCESSO DE BIODIGESTÃO (ETAPA 4) 

 
Ensaios: A (AL, P, EB e LD); B (AL, AM, L e LD); C (AM, P e C); D (AL, P, C e EA); E (AL, AM, P, C, 
EA e LD); F (AM, P, L, EA e EB); G (P, C, EB e LD); H (L, C, EA e LD); I (AL, C, EA e EB); J (AM, EA, 
EB e LD); K (todos as enzimas e microrganismos). 

 

Das combinações estudadas neste trabalho, todas apresentaram um aumento 

na resposta de biometano. No entanto, em relação aos efeitos nas respostas de 

biogás e biometano, apenas o microrganismo testado e a enzima α-amilase 

demonstraram efeitos negativos. Nesse sentido, os microrganismos EA e EB, obtidos 

a partir do enriquecimento do lodo de estação de tratamento de esgoto, foram 

selecionados como os que apresentaram as melhores respostas para este estudo. 

Quanto às enzimas, foram selecionadas as enzimas AM, L, P e C como as mais 

promissoras. No entanto, é importante ressaltar que o efeito da enzima AL foi negativo 

para as respostas, porém, essa enzima atua em conjunto com a AM, e não 

isoladamente. Portanto, seu uso deve ser atribuído em conjunto com a AM para uma 

melhor influência. 
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O uso de enzimas na biodigestão é uma estratégia promissora para melhorar 

a eficiência do processo de produção de biogás. De acordo com Ferdes et al. (2020), 

o pré-tratamento microbiológico e enzimático é uma das estratégias mais eficazes e 

de baixo custo para valorização do biogás. Isso ocorre porque a atividade enzimática 

pode quebrar as moléculas complexas presentes na matéria orgânica, facilitando a 

sua degradação pelas bactérias e, consequentemente, aumentando a produção de 

biogás. Além disso, o pré-tratamento enzimático também pode melhorar a qualidade 

do biogás produzido, reduzindo a quantidade de impurezas e melhorando a sua 

capacidade calorífica. 

Outro aspecto importante do uso de enzimas na biodigestão é o seu potencial 

para aumentar a produção de metano, que é o principal componente do biogás. De 

acordo com o estudo de Wang et al. (2016), a presença de enzimas no meio não afeta 

significativamente a comunidade bacteriana e pode aumentar a produção de metano. 

Isso ocorre porque as enzimas podem promover a quebra de moléculas complexas 

que são difíceis de serem degradadas pelas bactérias, liberando nutrientes que 

podem ser utilizados para a produção de metano. Além disso, as enzimas também 

podem melhorar as condições de pH do meio, favorecendo o crescimento das 

bactérias produtoras de metano. 

Em resumo, o uso de enzimas na biodigestão é uma estratégia promissora 

para melhorar a eficiência do processo de produção de biogás. Os estudos indicam 

que o pré-tratamento enzimático é uma das estratégias mais eficazes e de baixo custo 

para valorização do biogás, permitindo a quebra de moléculas complexas e facilitando 

a sua degradação pelas bactérias. Além disso, as enzimas também podem aumentar 

a produção de metano, favorecendo a qualidade e a quantidade do biogás produzido. 

 

5.4 CONCLUSÕES 
 

O estudo possibilitou o isolamento de microrganismos a partir do resíduo 

alimentar e do lodo de uma estação de tratamento de esgoto, os quais contribuíram 

para a produção de biogás e biometano. Além disso, os experimentos realizados 

permitiram reduzir o número de variáveis independentes relacionadas aos 

microrganismos isolados, enriquecidos em caldo nutriente e enzimas comerciais 

utilizadas. Essas enzimas comerciais incluíram: α-amilase (EAA 1002-14; Global 
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Food), amiloglucosidase (GlucoGo 2X; Tecnoglobo), protease (NP-100; Jiangsu Boli), 

lipase (Alphase LP; Jiangsu Boli) e celulase (celluclast 1,5L; Novozymes). A seleção 

dos microrganismos mais promissores foi realizada por meio do delineamento 

experimental do tipo Plackett-Burman, codificados como EA e EB. Os ensaios que 

envolveram a adição de enzimas ou microrganismos constataram um aumento na 

produção de biogás e biometano em comparação com o grupo de controle. 

Considerando a redução das variáveis e os efeitos positivos observados na 

produção de biogás e biometano, o próximo capítulo (Capítulo 6) tem como objetivo 

otimizar as quantidades de enzimas e grupos microbianos na mistura (blend) para 

melhorar as condições ideais e a eficiência na produção de biogás e biometano a partir 

de resíduos alimentares. 
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CAPÍTULO 6- OTIMIZAÇÃO DE UM BIOACELERADOR PARA A BIODIGESTÃO 
DE RESÍDUO ORGÂNICO USANDO FERRAMENTA DE DELINEAMENTO 
COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL 

 

Resumo: Avanços na tecnologia de biodigestores têm sido promovidos pelo crescente 
estudo da digestão anaeróbica, com o intuito de melhorar os processos relacionados 
à carga de resíduo utilizados. Essa pesquisa apresenta avanços na tecnologia de 
biodigestores por meio do estudo da digestão anaeróbica. O objetivo é melhorar os 
processos de tratamento de resíduos orgânicos e produção de biogás. O estudo 
utilizou a ferramenta estatística Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 
para otimizar a combinação de microrganismos e enzimas. Os resíduos alimentares 
foram fornecidos pelos restaurantes próximos à Universidade Federal do Paraná, e o 
lodo de ETE foi usado como inoculante. Foram testados dois microrganismos (EA e 
EB) e cinco enzimas (amilase, protease, lipase, celulase e amiloglucosidase). Foram 
realizados 50 ensaios com concentração de 14,5 g de sólidos voláteis por litro. O 
experimento foi configurado como 26-1, com 32 experimentos base, 12 experimentos 
axiais e 2 experimentos centrais com 4 repetições. Foram avaliadas as variáveis 
dependentes produção de biogás acumulada (BG) e produção de biometano 
acumulada (BM). Os resultados mostraram que as variáveis independentes EB e CA 
tiveram efeitos negativos e significativos na produção de BG e BM. Com as condições 
de processo otimizadas, o bioacelerador melhorou significativamente as respostas de 
BG e BM em comparação com os ensaios de controle em 72 % e 88 %, 
respectivamente. Em conclusão, a técnica de biodigestão é uma opção viável para o 
tratamento de resíduos orgânicos e a utilização de bioaceleradores pode ser uma 
abordagem promissora para melhorar o desempenho dos processos de biodigestão. 
 

Palavras-chave: Biodigestores; digestão anaeróbica; produção de biogás; otimização 
de processos e bioaceleradores. 
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6.1 INTRODUÇÃO 

 

O crescente estudo na área de digestão anaeróbica promoveu avanços no 

ramo de tecnologia de biodigestores, devido ao aumento da demanda por tratamento 

de resíduos orgânicos e produção de biogás em todo o mundo (Dar et al., 2021). Os 

avanços da tecnologia de biodigestão anaeróbia têm proporcionado uma solução 

sustentável com benefícios ambientais e econômicos, para o tratamento de resíduos 

orgânicos e para a produção de biogás, ajudando a reduzir a dependência de 

combustíveis fósseis e diminuindo a emissões de gases de efeito estufa no mundo 

(Karki et al., 2021; Zamri et al., 2021). 

Entre os resíduos orgânicos adequados para tratamento por digestão 

anaeróbica, destaca-se o resíduo alimentar, que possui alto conteúdo orgânico e 

excelente biodegradabilidade, além de ser rico em amido, gordura, proteína e fibras 

(Assis; Gonçalves, 2022; Ferdeș et al., 2020; Kabaivanova et al., 2022). O substrato 

orgânico no resíduo alimentar, além de ser ricos em macronutrientes, tem sua taxa de 

degradação melhorada por enzimas e a metabolização do substrato por 

microrganismos (Rajin et al., 2020).  

Os resíduos alimentares são uma importante fonte de matéria orgânica e 

nutrientes que podem ser convertidos em biogás. A adição de enzimas em resíduos 

alimentares pode melhorar significativamente a produção de biogás em digestores 

anaeróbicos (Rajin et al., 2020; Liu et al., 2021). Desta forma, a atividade das 

comunidades microbianas possui um papel importante no desempenho e estabilidade 

dos resíduos alimentares na digestão anaeróbica, pois facilitam a quebra de 

compostos orgânicos complexos, em compostos mais simples que podem ser 

posteriormente metabolizados em biogás (Qin et al., 2021).  

As enzimas produzidas pelos microrganismos promovem a hidrólise do 

substrato e aumentar a taxa de digestão anaeróbica (Menzel et al., 2020), além de 

contribui para o melhoramento da taxa de produção acumulativa de biogás no 

biodigestor (Panigrahi et al., 2019). 

A técnica de biodigestão é uma alternativa interessante para gerenciar o 

tratamento de grande volume diário de resíduos orgânicos, que muitas vezes 

sobrecarregam aterros sanitários ou controlados (Kunz et al., 2022; OWAMAH et al., 

2021). Além de ser uma forma de saneamento básico, a biodigestão pode gerar bens 
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econômicos, como o biogás ou biometano e a fração líquida rica em nutrientes, que 

podem ser utilizados como biofertilizante (Lamolinara et al., 2022). 

Com o intuito de aprimorar a eficiência do processo de biodigestão de 

resíduos alimentares e aumentar a produção de biogás e biometano de forma mais 

rápida, este estudo teve como objetivo otimizar os valores ideais de grupos de 

microrganismos e enzimas como inoculantes, utilizando a ferramenta estatística 

DCCR. 

 

6.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.2.1 Matéria-prima para a biodigestão 

 

6.2.1.1 Substrato 
 

Os resíduos alimentares foram fornecidos pelos restaurantes localizados nas 

proximidades do Centro Politécnico da Universidade Federal do Paraná - UFPR 

(Curitiba, Paraná, Brasil). Ao receber esses resíduos, eles foram preparados de 

acordo com um padrão de 14 mesh e armazenados sob refrigeração a uma 

temperatura de -21 ºC (± 2 ºC) até o momento das análises. 

 

6.2.1.2 Lodo de estação de tratamento de esgoto (ETE) 
 

A CS Bioenergia, uma joint venture entre a SANEPAR e o Grupo Cattalini em 

São José dos Pinhais, Paraná, forneceu o lodo de ETE (Estação de Tratamento de 

Esgoto) utilizado como inoculante. Este lodo é o resultado da codigestão úmida de 

resíduos de frutas e vegetais do CEASA (Central de Abastecimento do Paraná, 

Curitiba, Brasil) juntamente com esgoto sanitário e foi armazenado a uma temperatura 

de 25 ºC (± 4 ºC) na ausência de luz. 

 

6.2.1.3 Microrganismos e enzimas 
 

Os microrganismos e enzimas foram cedidos pelo Laboratório de Engenharia 

Bioquímica e Biotecnologia LENGEBIO-UFPR, em Curitiba, Brasil. Dois 
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microrganismos isolados, denominados EA e EB, foram testados, juntamente com 

enzimas como amilase, protease, lipase, celulase e amiloglucosidase. 

 

6.2.2 Análise de sólidos no resíduo orgânico e lodo de ETE 

 

Tanto os resíduos alimentares (matéria orgânica) quanto o lodo de ETE 

(inoculante) foram caracterizados (TABELA 47). As análises consistiram na 

determinação da concentração de sólidos totais (ST), sólidos voláteis (SV), sólidos 

fixos (SF) e umidade, tanto para base seca quanto para base úmida determinados 

pelo método gravimétrico, fazendo-se uma adaptação da metodologia descrita em 

(APHA, AWWA e WEF, 2005; APHA,1992; APHA, 2017). 

Para ST, foi transferido de 1 a 5 g da amostra para a cápsula de porcelana, 

em que é colocado em um forno de 103 a 105 °C por 1 h. Após resfriado em 

dessecador, o processo é repetido até massa constante. Na determinação de SF e 

voláteis, 1 a 5 g de amostra foi transferida para um forno de mufla frio, aquecido a 550 

± 50 °C e deixada por 1 h. Em sequência, resfriada em dessecador e foi repetido o 

procedimento até massa constante. Como as amostras constituem de material 

orgânico para evitar perda por redução do material, foi realizado o acendimento sobre 

um queimador de gás sob um exaustor. 

 
TABELA 47- VALORES DAS CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DO RESÍDUO ALIMENTAR E 

LODO (ST; SV E SF) 

Análises Resíduo orgânico (RSU) Lodo (ETE) 
Base úmida Base seca Base úmida Base seca 

ST (%) 21,50 100,00 4,30 100,00 
SV (%) 19,00 92,39 2,57 59,81 
SF (%) 2,00 7,61 1,73 40,19 

Umidade (%) 79,00 0,00 95,70 0,00 
ST= Sólidos totais, SV= Sólidos voláteis, SF= Sólidos Fixos 

 

6.2.3 Contagem de microrganismos do resíduo alimentar e no lodo de ETE 

 

Utilizando o método de aplicação em profundidade (Pour-Plate) descrito por 

Holt et al., (1994), a contagem de microrganismos foi realizada no resíduo alimentar 

utilizando ágar Brain Heart infusion (BHI) e ágar padrão de contagem (PCA). A 

caracterização de contagem do resíduo alimentar foi estimada em <1,00×105 (est.) 

UFC·mL-1 para BHI e <1,00×105 (est.) UFC·mL-1 para PCA. 
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Para o Lodo de ETE, o mesmo método de aplicação em profundidade (Pour-

Plate), foi realizado. As contagens de microrganismos no lodo de ETE proveniente da 

codigestão anaeróbica em via úmida de resíduo alimentar de frutas e verduras foram 

utilizando ágar Brain Heart Infusion (BHI) e ágar Potato Dextrose Agar (PDA). A 

caracterização da contagem de células viáveis totais, presentes no lodo de ETE, foi 

realizada por meio da divisão em dois tipos de amostras: lodo estabilizado (LE), sem 

adição prévia de caldo nutritivo, e lodo enriquecido (LR), com adição de caldo nutritivo 

equivalente ao meio utilizado para a contagem. A contagem de UFC·mL-1 (unidades 

formadoras de colônias por mililitro) para o LE foi de 1,14×106 (est.) em PDA e 

1,14×106 (est.) em BHI. Já a contagem para o LR foi de 1,21×108 (est.) em PDA e 

7,38×108 (est.) em BHI. 

Para o isolamento prévio dos microrganismos, o lodo foi enriquecido em meios 

de cultura na forma de caldos e, posteriormente, estes colocados em placas de Petri 

e contado em ágar específico, utilizando BHI e PDA na proporção de 2,5g de lodo 

para 25g de meio de cultura previamente esterilizado. O material foi incubado a 35 ºC 

por 24 horas. 

No estudo, foram utilizados microrganismos isolados a partir do lodo e 

enriquecidos em PDA e BHI. A TABELA 48 apresenta os valores da contagem de 

células viáveis dos microrganismos (UFC·mL-1), dos quais foram selecionados os 5 

tipos com maior concentração de células viáveis ≥1×106 (est). Posteriormente 

armazenando-se em glicerol 80 % com temperatura controlada. Esses 

microrganismos foram utilizados em um delineamento preliminar de seleção, em que 

selecionou EA (2b) e EB (3c) para o estudo. 

 
TABELA 48- CONTAGEM DE CÉLULAS VIÁVEIS (UFC·mL-1) DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS 

EM PDA E BHI 
Meios  Código  Microrganismos 

isolados 
Unidade formadora de Colônia (UFC·mL-1) 

PDA 1a EA <1,00 x 106 (est.) 
*PDA 2b EA 8,00 x 106 (est.) 
PDA 3c EA <1,00 x 106 (est.) 
BHI 1a EB <1,00 x 106 (est.) 
BHI 2b EB 5,080 x 108 (est.) 
*BHI 3c EB 1,860 x 109 (est.) 

* Microrganismos isolados selecionados para o DCCR. 

 

Os microrganismos escolhidos para o delineamento do DCCR foram 

submetidos à análise de coloração de Gram (MOYES, REYNOLDS e BREAKWELL, 
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2009), e avaliados quanto à sua morfologia, apresentando-se como bacilos ou cocos. 

A ilustração apresentada na FIGURA 39 mostra os dois grupos de microrganismos 

identificados neste estudo. O primeiro grupo, denominado EA (2b), possui formato de 

bastonetes e apresenta coloração Gram-negativa. Já o segundo grupo, chamado EB 

(3c), apresenta formatos de bastonetes e cocos, sendo observada tanto coloração 

Gram-negativa quanto positiva. 

 
FIGURA 39- MICRORGANISMOS UTILIZADOS PARA O DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL 

ROTACIONAL (EB E EA) 

 
 

6.2.4 Atividade enzimática e enzimas selecionadas para a hidrólise da biodigestão 

 

As enzimas utilizadas foram selecionadas com base na composição do 

resíduo orgânico, considerando os carboidratos, proteínas, lipídios e fibras presentes. 

Para a decomposição dos carboidratos, foram empregadas duas enzimas: a α-amilase 

(EAA 1002-14) e a amiloglucosidase (GlucoGo 2X). Para a quebra das proteínas, 

utilizou-se a enzima protease (NP-100); para os lipídios, a enzima lipase (LP-100); e 

para as fibras, a enzima celulase (celluclast 1,5L). 

 

6.2.5 Biodigestão 

 

6.2.5.1 Parâmetros e etapas do processo 
 

Para conduzir o delineamento experimental composto por 50 ensaios do 

(DCCR), utilizaram-se frascos de vidro com capacidade de 100 mL, contendo 60 mL 
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de volume de trabalho (40 mL de headspace). A vedação dos frascos foi realizada 

com tampas lacradas, que consistiram em um septo, um lacre metálico, e cera de vela, 

a fim de evitar a perda de volume de gás formado durante a execução do experimento. 

Os ensaios foram operados com uma concentração de 14,5 g de sólidos voláteis por 

litro (14,5 gSV·L-1), sendo adicionados 4 g de resíduo alimentar padronizado com 

granulometria de até 14 mesh (1,18 mm), 56 mL de lodo (ETE) e, conforme resultados 

obtidos em testes preliminares, foram introduzidas enzimas (Etapa 1) e inoculantes 

microbianos (Etapa 2) (FIGURA 40 e 41). 

 
FIGURA 40- DEMONSTRAÇÃO DAS ETAPAS DE EXECUÇÃO DO PLANEJAMENTO 

EXPERIMENTAL DCCR PARA A BIODIGESTÃO EM FRASCOS DE 100 mL 

 
FONTE: Autor, 2023. 

 

A etapa inicial, conhecida como hidrólise enzimática, foi executada em frascos 

contendo enzimas isoladas e resíduos alimentares. Para isso, ensaios foram 

preparados mediante a adição de enzimas e resíduos alimentares, os quais foram 

alocados em frascos de vidro com tampa e incubados em um agitador do tipo shaker 

(Tecnal, SP) a 28 ºC e 90 rpm, durante 72 h. 

Na segunda etapa, denominada Biodigestão, um volume determinado do 

líquido hidrolisado obtido na etapa anterior (hidrólise enzimática) foi transferido para 

frascos com tampa lacrada (utilizando septo, lacre metálico, fita isolante e cera de 

vela) para evitar a perda do gás produzido durante a biodigestão. Em seguida, lodo 

proveniente de ETE e inoculantes microbianos foram adicionados aos frascos, os 

quais foram incubados em estufa a 35 ºC. 
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FIGURA 41- ILUSTRAÇÕES EXPERIMENTAIS DA ETAPA DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA EM 
SHAKER a 28 ºC E 90 RPM DURANTE 72 h E DO PROCESSO DE BIODIGESTÃO EM ESTUFA A 

35 ºC DURANTE 10 DIAS 

 
 

As análises da produção de biogás e biometano foram realizadas durante os 

primeiros 10 dias do processo, sendo que a produção foi monitorada até o 25º dia 

para ambas as variáveis. 

 

6.2.5.2 Análise de biogás 
 

A quantidade de biogás produzida pelos biodigestores foi medida utilizando 

uma seringa tipo vidro com capacidade volumétrica de 20 mL e com erro de ±4 % 

(ARTICLASS, Itália), juntamente com uma válvula de três vias. A porcentagem de 

biometano presente no biogás foi determinada pelo método de captura de CO  em 

solução alcalina de hidróxido de sódio a 2 mol·L-1 em um dispositivo tipo Orsat 

adquirido da EMBRAPA em 2021. Todos os experimentos foram conduzidos em uma 

temperatura controlada de 35°C (±2°C). 

 
6.2.6 Planejamento experimental utilizando a ferramenta estatística DCCR 

(Delineamento Composto Central Rotacional) 

 

6.2.6.1 Planejamento experimental 
 

O DCCR foi utilizado neste estudo para otimizar o processo de biodigestão, 

seguindo os critérios padrão que incluem um fator aleatório em todos os 

delineamentos. A influência de seis variáveis independentes (EA, EB, CA, C, L e P) 

sobre a produção acumulativa de biogás e biometano foi investigada utilizando um 

DCCR com quatro repetições no ponto central e doze pontos axiais. O experimento 
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foi configurado como 26-1, com 32 experimentos base, 12 experimentos axiais e 2 

experimentos centrais com 4 repetições. Os níveis codificados e decodificados das 

variáveis foram selecionados com base em testes preliminares e estão apresentados 

na TABELA 49. Os dados experimentais foram ajustados a um modelo polinomial de 

segunda ordem, onde Y representa a variável de resposta, e β0, ..., β66 representam 

os parâmetros do modelo, enquanto x1, x2, x3, x4, x5 e x6 representam as variáveis 

independentes (x1= EA, x2= EB, x3= CA, x4= C, x5= L e x6= P). A análise estatística foi 

realizada por meio da análise de variância de uma via (p<0,05) e análise multivariada, 

usando o software Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, EUA), versão 10. 

 

Equação (7) 

 

 
TABELA 49- VALORES CODIFICADOS E DECODIFICADOS DE VARIÁVEIS DE PROCESSAMENTO 

(NÍVEIS -2,38; -1; 0; +1; E +2,38) 

Variáveis independentes 
 Níveis  

Unid. -2,38 -1 0 +1 +2,38 

X1 
Microrganismos enriquecidos em meio PDA 

(EA) 

UFC·mL-

1 

1,05 

×109 

3,50 

×109 

5,25 

×109 

7,00 

×109 

1,05 

×1010 

X2 
microrganismos enriquecidos em meio BHI 

(EB) 

UFC·mL-

1 

1,38 

×109 

4,60 

×109 

6,90 

×109 

9,20 

×109 

1,38 

×1010 

X3 

Conjunto de enzima Amilase* (CA) U·g-1 9 30 45 60 80 

Conjunto de enzima   Amiloglucosidase** 

(CA) 
U·g-1 9 30 45 60 80 

X4 Celulase (C) U·g-1 9 30 45 60 80 

X5 Lipase (L) U·g-1 9 30 45 60 80 
X6 Protease (P) U·g-1 9 30 45 60 80 

UFC·mL-1= Unidade formadora de colônia por mL. 
U·g-1 = Unidade de atividade enzimática (U) quantidade de enzima capaz de liberar 1 μmol de 
açúcares redutores. 
 

6.2.6.2 Análise de superfície de resposta 

 

A partir dos resultados da análise estatística, foi construída uma superfície de 

resposta tridimensional para visualização dos efeitos das variáveis independentes 
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sobre a variável dependente volume acumulativo de biogás e biometano. Foi realizada 

uma análise de sensibilidade para avaliar a influência relativa das variáveis 

independentes sobre a variável dependente volume acumulativo de biogás e 

biometano, usando o software Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, EUA), versão 10. 

 

6.2.6.3 Otimização e validação  
 

A análise de otimização do processo foi realizada para determinar as 

condições ideais das variáveis independentes que maximizassem ou minimizassem a 

variável dependente de volume acumulativo de biogás (BG) e biometano (BM), 

considerando as restrições técnicas e operacionais. A metodologia utilizada para 

otimizar o processo e validar as condições experimentais seguiu a abordagem 

proposta por Peron Schlosser et al. (2021). A desejabilidade foi utilizada para otimizar 

a formulação do bioacelerador para as respostas de volume acumulativo de biogás e 

biometano (valores médios). Para validar a otimização da formulação obtida pela 

análise de múltiplas respostas, os biodigestores foram preparados nas condições 

ideais de acordo com Derringer e Suich (1980). Os experimentos de validação foram 

realizados em triplicata, e os resultados de acumulação de biogás e biometano foram 

tratados com o software Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, EUA), versão 10. 

 

6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

6.3.1 Planejamento experimental  

 

Os resultados obtidos do experimento DCCR 25 são apresentados de forma 

sucinta na TABELA 50. Os dados relacionados às variáveis dependentes, que incluem 

o volume acumulativo de biogás (BG) e biometano (BM), foram submetidos a uma 

análise de regressão de segunda ordem (Equação 7) em relação às variáveis 

independentes. A análise estatística dos resultados foi conduzida com um intervalo de 

confiança de 95 % (p ≤ 0,05) e os coeficientes de regressão dos modelos de segunda 

ordem obtidos estão apresentados nas TABELAS 51 e 52. 
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TABELA 50-MATRIZ DO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) 25 + 

CONFIGURAÇÃO COM AS RESPOSTAS BIOGÁS (BG) E BIOMENTANO (BM) 
ACUMULATIVO DURANTE 10 DIAS DE PROCESSO 

EA a (x1) EB b (x2) CA c (x3) C d (x4) L e (x5) P f (x6) BG g BM h 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) -1 (30) -1 (30) -1 (30) 766 501 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) -1 (30) +1 (60) +1 (60) 745 489 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) +1  (60) -1 (30) +1 (60) 823 543 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) +1 (60) +1 (60) -1 (30) 761 496 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) -1 (30) -1 (30) +1 (60) 819 507 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) -1 (30) +1 (60) -1 (30) 951 594 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) +1 (60) -1 (30) -1 (30) 863 545 
-1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) +1 (60) +1 (60) +1 (60) 867 584 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) -1 (30) -1 (30) +1 (60) 1019 652 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) -1 (30) +1 (60) -1 (30) 786 506 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) +1 (60) -1 (30) -1 (30) 953 630 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) +1 (60) +1 (60) +1 (60) 671 458 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) -1 (30) -1 (30) -1 (30) 872 569 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) -1 (30) +1 (60) +1 (60) 828 587 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) +1 (60) -1 (30) +1 (60) 285 81 
-1 (3,50 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) +1 (60) +1 (60) -1 (30) 727 512 
+1 (3,50 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) -1 (30) -1 (30) +1 (60) 777 506 
+1 (7,00 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) -1 (30) +1 (60) -1 (30) 794 509 
+1 (7,00 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) +1 (60) -1 (30) -1 (30) 889 591 
+1 (7,00 ×109) -1 (4,60 ×109) -1 (30) +1 (60) +1 (60) +1 (60) 831 522 
+1 (7,00 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) -1 (30) -1 (30) -1 (30) 759 438 
+1 (7,00 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) -1 (30) +1 (60) +1 (60) 983 638 
+1 (7,00 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) +1 (60) -1 (30) +1 (60) 871 641 
+1(7,00 ×109) -1 (4,60 ×109) +1 (60) +1 (60) +1 (60) -1 (30) 979 640 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) -1 (30) -1 (30) -1 (30) 770 507 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) -1 (30) +1 (60) +1 (60) 577 336 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) +1 (60) -1 (30) +1 (60) 664 455 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) -1 (30) +1 (60) +1 (60) -1 (30) 961 633 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) -1 (30) -1 (30) +1 (60) 658 456 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) -1 (30) +1 (60) -1 (30) 893 589 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) +1 (60) -1 (30) -1 (30) 912 592 
+1 (7,00 ×109) +1 (9,20 ×109) +1 (60) +1 (60) +1 (60) +1 (60) 790 483 

-2,38 (1,05 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 886 599 
+2,38 (1,05 ×1010) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 920 600 

0 (5,25 ×109) -2,38 (1,38 ×109) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 803 523 
0 (5,25 ×109) +2,38 (1,38 ×1010) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 661 457 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) -2,38 (9) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 706 477 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) +2,38 (80) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 342 81 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) -2,38 (9) 0 (45) 0 (45) 879 594 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) +2,38 (80) 0 (45) 0 (45) 848 557 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) -2,38 (9) 0 (45) 804 519 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) +2,38 (80) 0 (45) 855 561 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) 0 (45) -2,38 (9) 939 602 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) 0 (45) +2,38 (80) 900 575 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 828 572 
0 (5,25 ×109) 0 (6,90 ×109) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 0 (45) 847 588 

a Microrganismos enriquecidos em meio PDA (UFC·mL-1); b Microrganismos enriquecidos em meio BHI 
(CFU·mL-1); c Conjunto de enzima (Amilase e Amiloglucosidase) (U·g-1); d Celulase (U·g-1); e Lipase 
(U·g-1); f Protease (U·g-1); g Produção de Biogás acumulativa (mL); h Produção de Biometano 
acumulativa (mL). 
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Foram registrados os resultados dos experimentos realizados com 

planejamento experimental para avaliar as variáveis dependentes produção de biogás 

acumulada (BG) e produção de biometano acumulada (BM). Os valores obtidos para 

a produção de BG variaram de 285 mL a 1019 mL, com uma média de 806 mL 

acumulados. Para a produção de BM, os valores variaram de 81 mL a 652 mL, com 

uma média de 524 mL acumulados. 

Na resposta de BG e BM, constatou-se que as variáveis independentes EB 

(x2) e CA (x3), em maior quantidade, exibiram efeitos linear e quadrático significantes 

e negativos para esta resposta. No entanto, quando EB (x2) e CA (x3) estão presentes 

em menor quantidade, com valores próximos ao nível 0 do delineamento, o efeito 

conjunto apresenta-se positivo, conforme evidenciado na superfície de resposta 

(FIGURAS 41 e 42). Esse efeito semelhante repete-se nas combinações EA (x1) e CA 

(x3), CA (x3) e L (x5). No entanto, apenas para BM a variável L(x5) apresentou efeito 

significativo e positivo. 

De acordo com Wang et al. (2020), altas concentrações de amilases podem 

levar à inibição da produção de biogás devido à hidrólise excessiva dos carboidratos, 

o que pode provocar a diminuição do pH e da alcalinidade e desestabilizar a 

comunidade microbiana. Além disso, (Nugrah et al., 2021; Rejin et al., 2020) também 

afirmam que altas concentrações de amilases podem resultar em hidrólise excessiva 

dos carboidratos, gerando acúmulo de ácidos graxos voláteis e redução do pH, o que 

compromete a atividade metabólica dos microrganismos responsáveis pela produção 

de biogás. Zhen et al., (2021) investigaram os efeitos da adição de diferentes 

concentrações de amilase na digestão anaeróbia de resíduos orgânicos e observaram 

que concentrações elevadas (acima de 3 g/L) resultaram em diminuição significativa 

da produção de biogás.  Isto ocorre, segundo os autores, devido à inibição da atividade 

metabólica das bactérias, enquanto concentrações mais baixas (até 1 g/L) não 

afetaram significativamente a produção de biogás. 

Em contrapartida, Jha et al. (2021) avaliaram os efeitos da adição de amilase 

em diferentes concentrações na digestão anaeróbia de lodo de esgoto e observaram 

que concentrações superiores a 0,5 g/L reduziram a produção de biogás em até 30 

%, provavelmente devido à inibição da atividade dos microrganismos. Em resumo, 

diversas pesquisas têm apontado que altas concentrações de amilases podem 

prejudicar a produção de biogás em sistemas de digestão anaeróbia, comprometendo 
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a atividade metabólica dos microrganismos e levando à redução do pH e da 

alcalinidade.  

De acordo com Harirchi et al. (2022), altas concentrações de bactérias durante 

o processo de digestão anaeróbia podem levar a um acúmulo de ácidos graxos 

voláteis e diminuição da produção de biogás. Embora a alta concentração de bactérias 

possa acelerar a taxa de degradação da matéria orgânica, ela também pode gerar 

excesso de ácidos orgânicos, inibindo os microrganismos responsáveis pela produção 

de biogás e comprometendo a eficiência do processo. Gandhi et al. (2022) também 

encontraram evidências de que altas concentrações de bactérias podem prejudicar a 

produção de biogás, observando que a adição de uma maior quantidade de inóculo 

pode levar ao acúmulo de ácidos graxos voláteis e redução do pH, comprometendo a 

atividade dos microrganismos e reduzindo a produção de biogás em experimentos em 

escala laboratorial. Com pode ser observado nos ensaios do delineamento o volume 

tanto para biogás quanto para biometano os valores menores foram apresentavam 

tanto para as variáveis EB (x2) e CA (x3), em alta concentração. 

Segundo Li et al. (2019), em seus estudos, comprovaram que a adição de 

lipase aumentou a produção de biometano em 38 %, além de aumentar a produção 

de ácidos graxos voláteis e reduzir o tempo necessário para alcançar a produção 

máxima de biometano. Nos ensaios da resposta de BM, pode-se observar que a 

presença da variável L (x5) ajudou a elevar os resultados, como pode ser observado 

na FIGURA 41. 

Para a obtenção de modelos válidos (p ≤ 0,05), com bom R2 para todas as 

respostas, alguns efeitos não significativos foram incorporados ao resíduo dos 

modelos. Os modelos ajustados (com R2 ≥ 0,6 e R2 ajustado ≥ 0,5) são apresentados 

na TABELA 50. O modelo do delineamento experimental de BG, está demonstrada na 

equação 8 e a equação 9 o do BM. 

 

Equação (8) 

Y1 = 
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Equação (9) 

Y2 = 

 

 
TABELA 51- ANÁLISE DE VARIÂNCIA (ANOVA) DO MODELO BG E BM EM 10 DIAS DE PROCESSO 

(35 ºC) 
 FV a SS b GL c MS d F calculado F tabelado p-valor 

BG 
Regressão 919199 14 65657 267,05 2,00 0,0000* 
Resíduos 8113 33 246    

Total 927312 47     
R2 = 0,71        

R2 aj = 0,59        

BM 
Regressão 604481 16 37780 198,30 1,98 0,0000* 
Resíduos 5906 31 191    

Total 610387 47     
R2 = 0,70        

R2 aj = 0,54        
a = Fator de variação; b = Soma dos quadrados; c = Grau de liberdade; d = Quadrado médio; * = p-
valor < 0,05 

 

Os modelos para as variáveis BG e BM apresentaram valores satisfatórios de 

R2 (0,71 e 0,70, respectivamente) e foram estatisticamente significativos de acordo 

com a ANOVA (p ≤ 0,05). O ajuste de modelos para microrganismos é frequentemente 

desafiador, devido à complexidade das interações metabólicas e à grande variação 

nas respostas observadas. De acordo com Lee et al. (2020a), valores de R² de 0,70 

ou superiores são frequentemente considerados aceitáveis para análises que 

envolvem modelos de microrganismos. Além disso, valores moderados de R² 

ajustado, como 0,5 ou mais, são geralmente considerados aceitáveis, desde que o 

modelo seja validado e os resultados sejam interpretados com cautela, como 

destacado por Lee et al. (2020b). Essa observação é compartilhada por Pirt (1975), 

que ressalta que para modelos de crescimento de microrganismos, valores 

moderados de R² ajustado são geralmente aceitáveis, tendo em vista a alta 

variabilidade observada nesses sistemas complexos e um limite inferior de 0,5 é 

considerado razoável. 
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6.3.2 Desejabilidade e validação experimental da otimização 

 
Os modelos matemáticos para as variáveis BG e BM, descritos pelas 

Equações 5 e 6 foram utilizados para determinar a função de desejabilidade (D). Essa 

função avaliou um bioacelerador com maior produção acumulativa de biogás e 

biometano. A função individual (di) foi obtida a partir dos valores mínimo e máximo de 

cada variável de resposta, derivados dos resultados experimentais obtidos durante o 

DCCR 25, conforme demonstrado na TABELA 50.  O perfil de desejabilidade é 

apresentado na Figura 43, onde as condições ideais de processo foram determinadas 

com base no valor máximo de conveniência geral da função D (0,54), sendo elas: EA 

= 5,25 x 109 UFC·mL-1, EB = 6,90 x 109 UFC·mL-1, CA = 45 U·g-1, C = 45 U·g-1, L = 45 

U·g-1 e P = 45 U·g-1. As condições ideais foram validadas experimentalmente, 

conforme apresentado na TABELA 51. A análise dos desvios relativos (% DR) para 

cada variável de resposta (TABELA 51) permite concluir que a metodologia utilizada 

para a otimização das condições do processo foi satisfatória. 

 
FIGURA 44- PERFIS DE DESEJABILIDADE PARA PRODUÇÃO ACUMULATIVA DE BG E BM EM 

10 DIA DE PROCESSO A 35 ºC 
EA (x1)

100,00

832,72

1300,0

EB (x2) CA (x3) C (x4) L (x5) P (x6) Desejabilidade

0,

,5

1,

28
5,

00
65

2,
00

10
19

,0

B
io

gá
s 

(m
L)

0,

,5

1,

-100,0

576,02

1200,0

0,

,5

1,

28
5,

00
65

2,
00

10
19

,0

B
io

m
et

an
o 

(m
L)

0,

,5

1,

-2
,3

78 0,

2,
37

84

,54393

-2
,3

78 0,

2,
37

84

-2
,3

78 0,

2,
37

84

-2
,3

78 0,

2,
37

84

-2
,3

78 0,

2,
37

84

-2
,3

78 0,

2,
37

84
D

es
ej

ab
ilid

ad
e

 



 

145 
 

 

 
TABELA 52- MODELAGEM DA BIODIGESTÃO COM BG E BM: COMPARAÇÃO ENTRE VALORES 

PREDITOS, EXPERIMENTAIS E VALORES DO ENSAIO CONTROLE DURANTE 10 
DIAS DE PROCESSO A 35 ºC 

Modelo p-valor R2 R2 ajustado 
Valor 

predito 
Valore 

experimental 
Ensaio 

Controle 
DR c 
(%) 

BG a 0,00002 0,71 0,59 864 1008 ± 8,3 584 ± 6,3 14,29 

BM b 0,00016 0,70 0,54 590 667 ± 7,9 355 ± 3,0 11,54 
a = equação (8); 
b = equação (9); 
c = Desvio relativo (RD): [(Valor experimental − Valor previsto) /Valor experimental] × 100. 

 

O valor experimental medido para as variáveis BG e BM foi superior ao valor 

previsto pela função de desejabilidade, o que indica um aumento na eficiência do 

biodigestor. Em outras palavras, as respostas obtidas para essa propriedade 

mostraram que, sob as condições de processo otimizadas, o bioacelerador melhorou 

significativamente as respostas de BG e BM em comparação com os ensaios de 

controle de 72 % (1,72 vezes) e 88 % (1,88 vezes), respectivamente, e as diversas 

condições de processo testadas no DCCR 25 (TABELA 50). Além disso, observou-se 

que o valor de biometano (11,54 %) superou a previsão (14,29 %) do biogás resultante 

da otimização. 

 

6.4 CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, a técnica de biodigestão tem se consolidado como uma opção 

viável para o tratamento de resíduos orgânicos, e o aperfeiçoamento contínuo dessa 

técnica é fundamental para atender às demandas crescentes de gerenciamento de 

resíduos. Neste estudo, foi demonstrado que a utilização de um bioacelerador, um 

blend de microrganismos e enzimas, por meio de um DCCR 25 o qual foi capaz de 

acelerar a produção de biogás e biometano. As condições otimizadas para a obtenção 

de maiores volumes desses gases foram EA = 5,25 x 109 UFC·mL-1, EB = 6,90 x 109 

UFC·mL-1, CA = 45 U·g-1, C = 45 U·g-1, L = 45 U·g-1 e P = 45 U·g-1, resultando em um 

aumento de 72 % (v/v) no volume de biogás e 88 % (v/v) no volume de biometano. 

Esses resultados indicam que o desenvolvimento de bioaceleradores pode ser uma 

abordagem promissora para melhorar o desempenho dos processos de biodigestão, 

um desafio importante para a biotecnologia.  
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ASPECTOS RELEVANTES DOS RESULTADOS 
 

 Impacto significativo das vias úmida e extrasseca nos primeiros dias de 

biodigestão, exigindo controle químico ou biológico para manter a microflora 

anaeróbia. 

 

 Uso de acetato de sódio (CH3COONa) como agente neutralizante nas melhores 

configurações de neutralização durante os experimentos de ajuste de pH. 

 

 Demonstração do perfil do biogás e biometano, através da seleção de 

parâmetros do sistema de biodigestão, codigestão com frascos de vidro de 100 

mL, adição de neutralizantes, alterações na atmosfera inicial, tamanho de 

partícula e quantidade de sólidos voláteis. 

 

 Contribuição do isolamento de microrganismos do resíduo alimentar e do lodo 

de estação de tratamento de esgoto, para a produção de biogás e biometano 

em biodigestores anaeróbicos, com redução das variáveis independentes 

relacionadas aos microrganismos isolados, enriquecidos e enzimas comerciais. 

 

 Elaboração de um blend otimizado que aumentou em menos tempo a produção 

de biogás e biometano na biodigestão de resíduos alimentares. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

O estudo desenvolveu um sistema de biodigestão em frascos de vidro de 100 

mL e investigou diferentes aspectos da produção de biogás e biometano. A utilização 

de um bioacelerador e a otimização de parâmetros aumentaram a produção desses 

gases, juntamente com a adição de enzimas e microrganismos selecionados. Foram 

avaliadas variáveis, como temperatura, presença de recicláveis, granulometria do 

resíduo e controle do pH. A temperatura mesofílica foi mais eficiente na produção de 

biogás do que a temperatura termofílica. A ausência de recicláveis no processo 

contribuiu para o bom funcionamento do biodigestor e o aumento acumulativo do 

biogás. A padronização do processo foi alcançada tratando a granulometria do resíduo 

para uma faixa máxima de 2 mm. Os processos úmido e extrasseco apresentaram 

impacto nos primeiros dias da biodigestão, exigindo controle químico para manter a 

microflora anaeróbia. A biodigestão é uma opção viável para o tratamento de resíduos 

orgânicos, com potencial de aprimoramento por meio de bioaceleradores, otimização 

de parâmetros e seleção adequada de microrganismos e enzimas. Essas descobertas 

promissoras contribuem para melhorar os processos de biodigestão e avançar a 

biotecnologia no gerenciamento de resíduos. 
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 

 Avaliar a viabilidade do aumento de escala da biodigestão, utilizando a 

otimização proposta. 

 

 Realizar a caracterização do biogás produzido por meio da cromatografia 

gasosa. 

 

 Investigar a seleção de grupos de microrganismos específicos e construir uma 

árvore fenotípica para uma melhor compreensão dos processos biológicos 

envolvidos na biodigestão acelerada. 

 

 Estudo da fração líquida do biodigestor como biofertilizante. 
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