UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

TAINARA ADRIELE SCHUENKE

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS DE DIFERENTES
SUBSTRATOS COM INOCULO ENRIQUECIDO

PALOTINA
2025



Tainara Adriele Schuenke

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS DE DIFERENTES
SUBSTRATOS COM INOCULO ENRIQUECIDO

Monografia apresentada ao curso de Engenharia
de Bioprocessos e Biotecnologia, Setor Palotina,
Universidade Federal do Parand, como requisito
parcial a obtengcdo do titulo de Bacharel em
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Joel Gustavo Teleken.

PALOTINA
2025



1
SEel

assinatura
L eletrénica

1
SEel

assinatura
L eletrénica

seil

assinatura

T

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIAS E EXATAS
Rua Pioneiro, 2153, - - Bairro Jardim Dallas, Palotina/PR, CEP 85950-000
Telefone: 3360-5000 - https://ufpr.br/

=

ATA DE REUNIAO

Aos trés dias do més de julho de dois mil e vinte e cinco, as catorze horas e trinta
minutos, na Sala 6 do Bloco Didético Il, Universidade Federal do Parana, Setor Palotina,
realizou-se a Defesa Publica e Oral do Trabalho de Conclusédo de Curso intitulado
"Avaliacdo do Potencial Bioquimico de Biogas de Diferentes Substratos com Inéculo
Enriquecido” apresentado pela discente Tainara Adriele Schuenke, orientada pelo Prof.
Dr. Joel Gustavo Teleken, como um dos requisitos obrigatérios para conclusdo do curso
de graduagdo em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia. Iniciados os trabalhos,
o orientador e Presidente da Banca concedeu a palavra a discente, para exposicdo do
trabalho. A seguir, foi concedida a palavra em ordem sucessiva aos membros da Banca
de Exame, o0s quais passaram a arguir a discente. Ultimada a defesa, que se desenvolveu
nos termos normativos, a Banca de Exame, em sessdo secreta, passou aos trabalhos
de julgamento, tendo atribuido a discente as seguintes notas: Profa. Dra. Dilcemara
Cristina Zenatti, nota: 100 (cem), Profa. Dra. Raquel Stroher, nota: 100 (cem), e Prof. Dr.
Joel Gustavo Teleken, nota: 100 (cem). A nota final da discente, ap6s a média aritmética
dos trés membros da banca de exame, foi 100 (cem). As consideracdes e sugestbes
feitas pela Banca de Exame deverdo ser atendidas pela discente sob acompanhamento
do orientador. Nada mais havendo a tratar foi lavrada a presente ata, que, lida e
aprovada, vai por todos assinada eletronicamente.

= Documento assinado eletronicamente por JOEL GUSTAVO
5 TELEKEN, PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR, em 04/07/2025, as
? 08:58, conforme art. 1°, 111, "b", da Lei 11.419/2006.
= Documento assinado eletronicamente por RAQUEL STROHER,
5 PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR, em 04/07/2025, as 09:39,
? conforme art. 1°, I, "b", da Lei 11.419/2006.

=

Documento assinado eletronicamente por DILCEMARA CRISTINA

d ZENATTI, PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR, em 04/07/2025, as

I eletrdnica 16:21, conforme art. 1°, Ill, "b", da Lei 11.419/2006.

A autenticidade do documento pode ser conferida aqui informando o
cédigo verificador
7899173 e o cédigo CRC D2320BB9.

Referéncia:Processon®23075.020599/202596

SEI n°® 7899173


https://ufpr.br/
https://sei.ufpr.br/sei/web/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

Este trabalho foi construido com o apoio de muitas pessoas especiais, as
guais expresso meus mais sinceros agradecimentos.

Primeiro aos meus pais, por quem tenho profunda admiracdo, que sob muito
sol fizeram com que eu chegasse até aqui, que nunca mediram esfor¢cos e sempre
estiveram presentes e me incentivando.

Ao meu orientador, agradeco por aceitar este desafio e pela confianca
depositada em mim ao longo do percurso. A equipe do Laborat6rio de Producdo de
Biocombustiveis, sou grata pela constante ajuda, parceria e suporte durante a
realizacdo dos experimentos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ)
pelo apoio financeiro durante minha Iniciacédo Cientifica, que me proporcionou valiosos
ensinamentos e agregou de forma significativa a minha formacéao.

Agradeco também a banca avaliadora pelo aceite e pelas contribuicdes, e a
todos os docentes do curso de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia. Este
trabalho é, também, reflexo de um conhecimento construido ao longo desses intensos
e desafiadores anos.

Por fim, ndo posso deixar de agradecer aos meus amigos, que se fizeram
presentes nessa etapa tdo importante da minha vida. Obrigada por cada sorriso, cada
gesto e cada palavra de apoio.

Todos vocés foram essenciais para que eu chegasse até aqui. Levarei cada

um em meu coragao ao longo da minha jornada!



RESUMO

O avanco da industrializagédo tem elevado a geracéo de residuos e efluentes
com alto teor de compostos organicos, 0s quais sao suscetiveis a digestao anaerdbia,
gerando biogas, uma fonte renovavel com potencial para suprir parte da demanda
energética. O Brasil possui grande potencial para o aproveitamento de residuos
agropecudrios e agroindustriais nessa rota. Para viabilizar essa conversdo, é
necessario estimar o potencial energético dos substratos, que pode ser realizado por
meio de ensaios de Potencial Bioquimico de Biogas (PBB). Esses ensaios, no entanto,
sao influenciados pela atividade metabolica do inéculo, o que justifica a aclimatacdo e
0 enriguecimento prévio. Estudos nessa area ainda séo recentes, especialmente com
substratos alternativos e mistos. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o PBB
da biomassa de poda urbana (PODA), efluente de abatedouro e processamento de
aves e peixes (EFLU), residuo solido de amidonaria de milho (MILHO) e farinha de
carne e 0ssos bovinos (OSSO), utilizando um inéculo de cultura mista composto por
esterco de gado leiteiro e digestato de biodigestores de estacdes de tratamentos de
efluentes de laticinios e de suinocultura. O inéculo foi aclimatado por 70 dias e
enriquecido por 22 semanas com residuos lignoceluldsicos, leite em po, flocdo de
milho e 6leo de girassol. Como controle positivo utilizou-se celulose microcristalina e,
como controle negativo, apenas o inodculo. Os ensaios de PBB foram conduzidos por
22 dias sob agitacdo e temperatura controladas. Foram realizadas andlises de pH,
sélidos totais, nitrogénio total e amoniacal nos substratos e nas suspensdes
reacionais, além dos sélidos suspensos para o indculo. O efluente de abatedouro
apresentou o maior PBB (767 mL-gSV™), sendo o substrato mais compativel com a
composicdo microbiana utilizada. A farinha de carne e o0ssos apresentou 191
mL-gSV™, a poda urbana 147 mL-gSV™t e o residuo de milho 125 mL-gSV™. O in6culo
demonstrou limitagdes na degradacao dos substratos, evidenciadas pelo valor obtido
para a celulose (544 mL-gSV™), abaixo do tedrico (750 mL-gSV™), indicando que
ainda ha margem para aprimoramentos nas etapas de aclimata¢éo e enriqguecimento.

Palavras-chave: Potencial Bioquimico; Biogas; Digestdo Anaerdbia; Indculo
Enriguecido; Residuos Agroindustriais.



ABSTRACT

The advancement of industrialization has increased the generation of waste
and effluents with high levels of organic compounds, which are susceptible to
anaerobic digestion, generating biogas, a renewable source with the potential to meet
part of the energy demand. Brazil has great potential for the use of agricultural and
agro-industrial waste in this route. To make this conversion viable, it is necessary to
estimate the energy potential of the substrates, which can be performed through
Biochemical Biogas Potential (BBP) tests. These tests, however, are influenced by the
metabolic activity of the inoculum, which justifies acclimatization and prior enrichment.
Studies in this area are still recent, especially with alternative and mixed substrates.
Thus, this study aimed to evaluate the PBB of urban pruning biomass (PODA), effluent
from slaughterhouses and poultry and fish processing (EFLU), solid residue from corn
starch (MILHO) and bovine meat and bone meal (OSSO), using a mixed culture
inoculum composed of dairy cattle manure and digestate from dairy and swine effluent
treatment plants. The inoculum was acclimatized for 70 days and enriched for 22
weeks with lignocellulosic residues, powdered milk, corn flakes and sunflower oil.
Microcrystalline cellulose was used as a positive control and, as a negative control,
only the inoculum. The PBB tests were conducted for 22 days under controlled
agitation and temperature. Analyses of pH, total solids, total and ammonia nitrogen
were performed in the substrates and reaction suspensions, in addition to the
suspended solids for the inoculum. The slaughterhouse effluent presented the highest
PBB (767 mL gSV™), being the most compatible substrate with the microbial
composition used. The meat and bone meal presented 191 mL gSV™, the urban
pruning 147 mL gSV™ and the corn residue 125 mL gSV™L. The inoculum showed
limitations in the degradation of the substrates, evidenced by the value obtained for
cellulose (544 mL gSV™), below the theoretical (750 mL gSV™), indicating that there
is still room for improvements in the acclimatization and enrichment stages.

Keywords: Biochemical Potential; Biogas; Anaerobic Digestion; Enriched Inoculum;
Agro-industrial Waste
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1 INTRODUCAO

Os combustiveis ndo renovaveis sdo comumente utilizados e representam um
dos fatores que mais causam impactos ambientais negativos no planeta. A exploracao
do petréleo ocorre desde meados do século XIX e desde |4 a problemética ambiental
s6 aumentou, motivando crises energéticas e mudancgas climaticas, sendo o principal
responsavel pelo aquecimento global, emergindo a necessidade e urgéncia de energia
limpa, barata, a partir de novos meios (Soares et al., 2022).

A digestdo anaerébia, um processo fermentativo mediado por
microrganismos, é uma tecnologia eficiente capaz de converter diversas fontes de
matéria organica em biogas, uma mistura de gases constituida principalmente por
metano (CHa4) e diéxido de carbono (COz2) (Moreira, 2021).

O Brasil apresenta um grande potencial para o aproveitamento de residuos
agropecudrios e agroindustriais na producao de biogés, que pode ser utilizado como
gerador de energia térmica, além da producdo de energia elétrica e de biometano
(Milanez; Maia; Guimaraes, 2021).

Dentre os diversos residuos disponiveis, determinar o potencial bioquimico de
biogés (PBB) é essencial para avaliar sua previsédo energética. A precisédo desse tipo
de ensaio é altamente dependente da capacidade metabdlica do indculo utilizado,
além das condicdes fornecidas para a atividade vital dos microrganismos. Nesse
contexto, a aclimatacdo e o enriqguecimento do in6culo surgem como formas de
garantir um ambiente adequado para a populacdo microbiana (Kunz; Steinmetz;
Amaral, 2022).

1.1 PROBLEMA

Embora a digestdo anaerObia seja uma tecnologia consolidada para a
conversao de residuos organicos em biogas, sua eficiéncia esta diretamente ligada a
capacidade metabdlica do in6culo utilizado. No entanto, os indculos convencionais
nem sempre sdo otimizados para diferentes tipos de substratos, o que pode limitar o
rendimento energético do processo.

O enriquecimento do indculo a partir de uma adaptacédo prévia a fontes de
lipideos, lignocelulose, proteinas e carboidratos podem melhorar a conversédo
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metabdlica e otimizar a conversdo da biomassa em biogas. Assim, € necessario

investigar qual tipo de residuo proporciona a melhor adaptacdo a essa composi¢ao.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o Potencial Bioquimico de Biogas (PBB) de diferentes substratos a
partir de um inéculo misto enriquecido e aclimatado e identificar qual € o melhor tipo

de substrato para essa formulacao de inoculo.

1.2.2 Objetivos especificos

e Producédo do inéculo a partir de culturas mistas.

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do indculo e dos substratos.

e Monitorar a producao diéria de biogas em biorreatores em batelada.

e Determinar o Potencial Bioquimico de Biogas (PBB) de cada substrato,

comparando com o padréo de celulose microcristalina.

1.3 JUSTIFICATIVA

A regido Sul do Brasil apresenta uma participacao significativa de atividades
vinculadas ao agronegocio. Grande parte dessas atividades envolvem o
processamento de proteina animal e seus derivados, gerando milhdes de toneladas
de residuos agroindustriais anualmente, o que representa um desafio ambiental e uma
oportunidade para a producdo de biogas. No entanto, a eficiéncia desse processo
depende da adaptacdo microbiana do inoculo utilizado. InGculos convencionais nem
sempre degradam os substratos de forma otimizada, reduzindo o rendimento
energeético. Atrelado a isso, ainda ha uma escassez de estudos que avaliem o

potencial bioguimico de biogas de diferentes tipos de biomassa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Sao consideradas como energias renovaveis as fontes alternativas aos
combustiveis fosseis, dentre eles, compreendem-se fontes reabastecidas
naturalmente como geotérmica, solar, hidraulica, edlica e as advindas da biomassa
(Ferraz Junior, et al., 2022).

Existem diversas rotas tecnologicas para liberar a energia quimica presente
na biomassa, entre elas, a digestdo anaerodbia. A presenca do metano torna o biogas
um gas de efeito estufa, caso seja liberado diretamente na atmosfera, motivo pelo qual
confere a condicdo de combustivel (Lemos; Cardoso; Costa, 2024).

Segundo dados da Abiogas (2024), 94% do potencial de biogas e biometano
€ oriundo em residuos do agronegécio, sendo 48,9% do setor sucroenergético, 29,8%
de proteina animal e 15,3% da agricultura. Os outros 6% sao provenientes do setor
de saneamento. Considerando esses quatro setores principais, o Brasil apresenta um

potencial de producéo de biogas de 44,1 bilhdes de Nm?/ ano.

2.1 BIOGAS

O biogas € o produto da digestdo anaerébica da matéria organica, sendo uma
mistura de gases constituida principalmente por metano (CHa) e diéxido de carbono
(CO2), cujas concentracdes variam de acordo com o tipo de substrato e as condigdes
reacionais (Moreira, 2021).

Apresentam-se também nessa mistura, tracos de gas sulfidrico (H2S),
nitrogénio (N2), hidrogénio (Hz2), oxigénio (O2) e agua (H20). O percentual da
composicdo média do biogas, conforme descrito por Amaral (2016), esta apresentado

na Tabela 1.

TABELA 1 - COMPOSICAO MEDIA DO BIOGAS

Componente Concentragéo
CHa (% em vol.) 50- 75
CO2 (% em vol.) 25 - 45
H20 (% em vol.) 2-7

N2 (% em vol.) <2

02 (% em vol.) <2

H2 (% em vol.) <1

H2S (ppm) 20 — 20.000

FONTE: Amaral (2016).
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De forma geral, trata-se de um gas combustivel incolor, geralmente inodoro,
insolavel em 4gua e de baixa densidade, caracteristica que oferece vantagens em
relacdo a sua dispersdo no solo, ja que, sendo menos denso que o ar atmosfeérico,
nao tende a se acumular, reduzindo os riscos de exploséo. Por outro lado, o grande

volume que ocupa o dificulta 0 armazenamento e transporte (Oliveira, 2009).
2.2 DIGESTAO ANAEROBIA

O processo de digestdo anaerobica (DA) consiste em uma série de reacdes
metabdlicas complexas, que dependem da acdo de microrganismos que atuam de
forma simbidtica na auséncia de oxigénio (Kumar; Samadder, 2020).

Nesse consorcio, cada microrganismo apresenta sua propria velocidade de
crescimento e condic¢des de inibicdo, de modo que um grupo é capaz de inibir o outro.
Destacam-se nessa atividade organismos procariotos, agrupados em dois dominios,
Archaea e Bacteria. Arqueas metanogénicas sdo as mais sensiveis e as mais
importantes, por produzirem metano tanto pela rota de descarboxilacdo do acetato,
quanto pela reducédo do CO:2 (Kainthola et al., 2019).

O processo fermentativo de DA ocorre em quatro etapas diferentes de
interac&o entre microrganismos e substratos, sendo fundamentalmente composto por:

hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese, representados na Figura 1.

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA DIGESTAO ANAEROBIA PARA GERACAO DE
BIOGAS

Matéria organica complexa

HIDROLISE

|

Moléculas organicas sollveis
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acidos acéticos €= ACETOGENESE — Acidos graxos volateis=—— ACETOGENESE —> hidrogénio e diéxido
de carbono

METANOGENESE =——3 Biogas €—————— METANOGENESE

FONTE: Adaptado de Kumar e Samadder (2020).



16

2.2.1 Hidrélise

Durante a hidrdlise, primeira etapa do processo de digestdo anaerobica,
compostos de alta massa molecular, como lipideos, polissacarideos e carboidratos
sdo degradados em substancias mais simples e sollveis. Para a obtencdo desses
mondmeros, € necessaria a acao de enzimas extracelulares excretadas por bactérias
hidroliticas (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

Existem diversos tipos de hidrélise, as quais variam de acordo com a matéria
organica utilizada. Exemplos incluem a hidrdlise de glicosideos, para a obtencéo de
acucares e a hidrdlise de proteinas, que leva a formacdo de aminoacidos (Araujo,
2017).

A quebra de polimeros de cadeias longas da inicio ao processo de
biodigestdo. Essa etapa pode ser considerada a fase limitante do processo, pois
determina a velocidade global da degradacdo. Esse comportamento esté relacionado
a complexidade do substrato, que pode aumentar o tempo de hidrolise e por conta
disso, € comum submeter o substrato a um pré-tratamento, com o intuito de acelerar

esse estagio (Kumar; Samadder, 2020).

2.2.2 Acidogénese

No segundo estagio da DA, os monémeros resultantes da etapa anterior séo
transportados para o interior das células, passando pelo ciclo metabdlico do
microrganismo e formando produtos intermediarios, como &cidos graxos volateis
(AGV), alcoois, acetato, hidrogénio e gas carbbnico (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

Comumente, as bactérias que atuam na hidrolise também efetuam a
fermentacdo durante a acidogénese, destacando-se 0s géneros Lactobacillus e
Clostridium (Cavaleiro; Alves, 2020).

2.2.3 Acetogénese

A acetogénese € uma etapa oxidativa, que ocorre a partir da sintrofia entre
organismos de grupos microbianos distintos. Durante essa coopera¢do metabolica
obrigatdria, um organismo depende do outro para completar as rea¢des enziméaticas.

Dessa forma, bactérias acetogénicas, homoacetogénicas e arqgueas metanogénicas
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convertem os acidos de cadeia longa produzidos anteriormente em acetato, H2e CO2
(Caillot, 2017).

Cavaleiro e Alves (2020) caracterizam a acetogénese como uma das fases
mais delicadas do processo de DA em relacdo a manutencao do equilibrio, pois a alta
liberacdo de hidrogénio reduz o pH do meio e aumenta a pressao parcial desse gas,
que é capaz de inibir o metabolismo de bactérias sintréficas, como espécies dos
géneros Syntrophobacter, Syntrophomonas, Smithella e Pelotomaculum.

2.2.4 Metanogénese

Sendo a fase final, a metanogénese ocorre estritamente em condi¢cdes
estritamente anaerobias, mediada por arqueas metanogénicas. Nessa etapa, as
reacdes exotérmicas ocorrem por meio de duas vias metabdlicas: a acetoclastica que
converte acetato em CHas e a hidrogenotréfica que converte Hz e CO2 em metano
(Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

Methanosarcina  thermophila, Methanosaeta e  Methanohalophilus
portucalensis sdo representantes das arqueas metanogénicas acetoclasticas, que
mesmo em menor quantidade devido a alta sensibilidade a mudancas bruscas no
ambiente, produzem entre 60 e 70% do metano a partir do grupo metil do acido
acético. J4 entre as archeas metanogénicas hidrgenotroficas destacam-se as
Methanosarcina, Methanohalophilus, Methanomicrobium e Methanoculleus (Aradujo,
2017).

2.3 PARAMETROS QUE AFETAM O PROCESSO DE DIGESTAO ANAEROBIA

A eficiéncia global do processo de DA estad diretamente associada as
condicbes fornecidas para a atividade vital dos microrganismos, 0s quais estao
relacionados com o substrato, caracteristicas do reator e as condi¢cdes de operacéo,
ja que desequilibrios entre as populagdes microbianas afetam o rendimento e a

velocidade do processo (Souza, 1984).
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2.3.1pH

O potencial hidrogenidnico (pH) € um parametro capaz de indicar a
estabilidade do processo de DA, utilizado para monitorar o funcionamento de um
biodigestor. Brown e Holme (2021) definem pH como o logaritmo negativo da
concentracdo do ion hidrogénio (H*), que determina o grau de acidez ou alcalinidade
do meio reacional, variando de zero a 14, sendo 0 a 7 a faixa acida e de 7 a 14 a faixa
alcalina.

O pH do sistema € influenciado pela presenca de acidos graxos volateis, a
alcalinidade dos residuos e bicarbonatos. A producdo de acidos volateis tende a
reduzir o pH do meio reacional, que é restaurado pela alcalinidade promovida por
arqueas metanogénicas através da producédo de CO2, amobnia e bicarbonato (Almeida,
2020).

O controle do nivel de pH € essencial, ja que ao atingir valores fora do intervalo
6timo do microrganismo, a capacidade tamponante reduz e o processo anaerébio é
inibido, podendo resultar também na desintegracdo dos granulos microbianos (Ward
et al., 2008). Essa capacidade tamponante € definida como a habilidade do meio de
neutralizar acidos que rapidamente proporcionam mudancas significativas no pH
(Caillot, 2017).

Cada grupo de microrganismos possui uma faixa de pH 6timo, na qual a taxa
de crescimento é maxima. Argueas metanogénicas sao mais sensiveis em ao pH,
apresentando um valor 6timo entre 6,7 e 7,5, ao contrdrio de microrganismos
fermentativos que se adaptam em valores na faixa de 4,0 a 8,5, segundo Kunz,
Steinmetz e Amaral (2022).

O intervalo de pH para o processo global varia entre diferentes autores,
todavia mantem-se proximo a neutralidade, entre 6,8-7,2 (Ward et al.,2008), 6,6 e 7,6
(Carrilho, 2012), 6,5-7,5 (Jain et al., 2015).

2.3.2 Temperatura
A temperatura exerce grande influéncia sobre os consorcios bacterianos,

determinando a intensidade do movimento térmico das particulas constituintes do

sistema. Ela esta diretamente relacionada a energia cinética média do movimento de
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translacdo dessas particulas, que influencia a velocidade das reacdes quimicas do
metabolismo dos microrganismos (Alonso; Finn, 1972).

Assim como nas reacfes quimicas, a velocidade das reacfes enzimaticas
também aumenta com o aumento da temperatura. Entretanto, iSso ocorre somente
dentro da faixa de temperatura em que a enzima se mantem estavel.

O complexo enzimético esta sujeito a desnatura¢do, um processo irreversivel
qgue implica na perda de atividade. Bastos (2015) afirma que a temperatura pode afetar
0 estado de dissociacdo dos grupos funcionais envolvidos na reacao, a afinidade da
enzima por ativadores ou inibidores e a disponibilidade por substratos.

A producd@o de biogas pode ocorrer em diferentes faixas de temperatura,
dependendo da temperatura 6tima do crescimento microbiano. Os microrganismos
anaerobios podem ser classificados em termofilicos (60°C), mesofilicos (37°C) ou
psicrofilicos (15°C,) (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

A DA mesdfila apresenta maior estabilidade do processo, com grande
diversidade microbiana, porém com menor rendimento quando comparado ao
processo termdfilo. Considerando ainda a operacao em temperatura ambiente, a DA

mesofilica ndo exige calor adicional (Kainthola; Kalamdhada; Gouda, 2019).

2.3.3 Relagao Carbono/Nitrogénio

Macronutrientes sdo 0os elementos necessarios em grandes quantidades
como o carbono (C) e o nitrogénio (N), sendo o ultimo o principal componente das
enzimas do metabolismo. A relagdo C/N deve estar dentro da faixa de 10 a 30, pois
uma relacdo muito elevada reduz a atividade metabdlica e assim o carbono néo é
totalmente degradado. Por outro lado, a alta concentragéo de N pode levar a formacéo
de amdnia, que em altas concentracdes também causa efeitos inibitdrios no processo
(Braun, 1982).

2.3.4 Nitrogénio
E comum que, na matéria organica de residuos industriais, o nitrogénio se

encontre em sua forma de orgéanica, como ion amdnio (NH4*) ou aménia livre (NHs3),
nitrito (NO2) e nitrato (NO3z’) (Schmidell, 2021).
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De forma analitica, o nitrogénio organico e os ions aménio podem ser
determinados juntos pelo método conhecido como nitrogénio total Kjeldahl (NTK).
Esse método baseia-se na digestdo da amostra, que converte o nitrogénio organico
em ion amo6nio. Com a amostra alcalinizada ocorre a destilacdo da amonia, que pode
ser titulada. Ja na a determinacao do nitrogénio amoniacal (N-NH4) omite-se a etapa
inicial de digestéo (Drosg et al, 2013).

Drosg et al. (2013) ressaltam que a quantificacdo do nitrogénio € de suma
importancia, pois a partir dela avalia-se se ha nitrogénio suficiente disponivel para o
crescimento de bactérias anaerdbicas. Além disso, € um parametro fundamental para
0 monitoramento do reator, prevendo possiveis inibi¢des.

A amobnia é o principal componente inibidor em substratos ricos em
nitrogénio, sendo capaz de se difundir através da membrana celular dos
microrganismos. Sua concentracao € influenciada por fatores como temperatura e pH.
Por esse motivo, € necessario que 0s microrganismos se adaptem a altas
concentragcdes de NHs, uma vez que substratos com altos teor de nitrogénio causam
estabilidade do processo em plantas de biogas. Assim, a aclimatacéo torna-se uma

estratégia para melhorar a eficiéncia da DA (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

2.3.5 Série de sdlidos

A série de solidos € amplamente utilizada durante a caracterizacdo de
residuos, permitindo a quantificacdo de componentes dissolvidos ou suspensos,
sejam eles orgéanicos e inorgéanicos (Schmidell, 2021).

Fazem parte dos sélidos totais (ST) todas as particulas que se encontram
dissolvidas e suspensas no liquido, essas particulas ainda podem ser divididas em
sélidos volateis (STV) que quantificam a fragdo organica e solidos fixos (STF) que
correspondem a parcela inorganica do material (Pessuti et al., 2015).

Os solidos volateis (STV) e os solidos suspensos volateis (SSV) geralmente
séo utilizados para estimar a concentracdo de biomassa no reator e através disso €

possivel acompanhar o tratamento biolégico (Botelho; Lyra,1974).
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2.3.6 Nutrientes

Cada microrganismo envolvido na DA possui necessidades de vitaminas,
macro e micronutrientes, que influenciam a taxa de crescimento e a atividade vital das
populacées, dependendo da concentracdo disponivel. Dessa forma, a propor¢céo
adequada dos nutrientes contribui para a estabilidade do processo (Seyfried et al.,
1990).

Outros macronutrientes além do carbono e do nitrogénio sdo de grande
importancia, como fésforo e o enxofre, tanto para a composi¢do de aminoacidos, como
para a formacdo de ATP (adenosina trifosfato) e NADP (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato), estruturas responsaveis pelo transporte de nutrientes dentro
das células (Weiland, 2000).

Elementos como ferro, molibdénio, zinco, cobalto, selénio, tungsténio e niquel
sao considerados elementos trago ou micronutrientes por serem exigidos em menores
quantidades, em concentracdes inferiores a 1 x 10% mol. L', atuando como cofatores

em reacdes essenciais do metabolismo microbiano (Alves, 1998).

2.3.7 Tempo de Retencao Hidraulica (TRH)

O tempo de retencao hidraulica (TRH) corresponde ao periodo médio em que
o substrato permanece no interior do reator e € definida como a razéo entre o volume
do reator e a vazao de alimentacao (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

O TRH varia conforme o tipo de substrato e condicbes operacionais. A
degradacéo ocorre em diferentes intervalos de tempo, considerando que cada grupo
de bactérias envolvidas nas fases da DA possui uma taxa especifica de atividade. E
comum que a hidrélise dure dias pela complexidade dos compostos organicos,
enquanto a conversdo de moléculas soluveis ocorra em poucas horas (Victorino,
2017).

Ainda segundo Victorino (2017), o TRH em processos mesofilicos pode variar
de 10 a 40 dias, enquanto em digestdes termofilicas esse tempo é reduzido devido a

maior atividade microbiana.
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2.3.8 Agitacéo

A agitacdo continua ou periddica assegura a distribuicdo uniforme do
substrato. Um nivel de producado elevada de biogas exige um alto contato entre os
microrganismos e o substrato, fato que contribui com a reducéo do TRH (Kaltschmitt;
Hartmann, 2001).

A falta de agitacédo leva a formacéo de camadas, devido a separagao conteudo
pela diferenca de densidade entre os componentes do meio reacional, além do
empuxo provocado pela formacdo de gas e a formagdo de um sobrenadante de
solidos flutuantes que dificultam a saida do gas (Maurer; Winkler, 1980).

As tecnologias de agitacdo em biodigestores se dividem em trés categorias
principais: mecanica, hidraulica e pneumatica. Na agitacdo hidraulica, o liquido no
interior do biodigestor é recirculado por bombas, que podem estar localizadas na parte
interna ou externa do reator. A agitacdo pneumética, por sua vez, utiliza o
borbulhamento no liquido para homogeneizar o meio reacional. Ja a agitacao
mecanica, a mais comum em plantas de biogas, abrange diversos modelos e
intensidades, incluindo motobombas submersas com hélices, misturadores de eixo

longo e misturadores com pas horizontais (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

2.4 INOCULO

Chama-se in6culo, um volume de suspensao de microrganismos de
concentracdo adequada que é capaz de garantir em condicbes adequadas e
econdmicas, a fermentagdo do substrato (Carvalho; Sato, 2001).

Diferentes fontes de inb6culo podem levar a diferentes resultados de
biodegradabilidade, sendo consequéncia de diferentes composi¢des da comunidade
microbiana (Jash; Ghosh, 1996).

As caracteristicas dos microrganismos podem variar mesmo quando
coletadas no mesmo local, devido a oscilagdes diarias ou sazonais, bem como a
composicédo do substrato. Aléem disso, essas variagdes podem ocorrer entre diferentes
locais, mesmo quando esse indculo atua sobre o mesmo substrato, sendo
influenciados pelas condi¢cbes operacionais, como a taxa de carga organica e o tempo
de retencéo (Raposo et al., 2012).
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De modo geral, as fontes de ino6culo sé@o diversas. Exemplos mais comuns
incluem lodos de usinas de biogas em funcionamento, estacdes de tratamento
industriais e dejetos de animais (Raposo et al., 2012).

O nivel de concentracdo do inéculo € um fator capaz de alterar a taxa de
biodegradacéo, visto que quanto maior é a concentracdo do indculo maior tende a ser
a DA, o que contribui para a reducéo do periodo de laténcia e para a susceptibilidade
a efeitos inibitérios. Em contrapartida, na literatura existe uma ampla faixa de
concentragdo. A Verein Deutscher Ingenieure (VDI) 4630 sugere a faixa de 15 a 20g
de STV.L! (Raposo et al., 2012).

2.4.1 Aclimatacéao e enriguecimento

Antes da insercdo do substrato, € essencial garantir um ambiente adequado
para o indculo, pois a sobrecarga inicial pode comprometer processo de digestdo
anaerobia. Durante o periodo de aclimatacdo, ocorre a adaptacdo do inéculo,
permitindo o crescimento e o estabelecimento da populacdo microbiana (Simoes,
2017).

O crescimento microbiano refere-se ao aumento do nimero de células, que
se agrupam e formam colbnias. A partir do entendimento das condi¢cdes que s&o
necessarias para esse crescimento, € possivel determinar como controla-lo e
estimula-lo (Tortora et al., 2024).

O crescimento das células bacterianas em funcao do tempo ocorre em quatro
fases principais: fase lag, fase log, fase estacionaria e fase de morte celular,

representadas na Figura 2.

FIGURA 2 - CURVA DE CRESCIMENTO TiPICA DE UMA POPULACAO BACTERIANA
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Na fase lag, os microrganismos preparam-se para 0 crescimento. Nesse
periodo a taxa de crescimento é nula, pois o foco esta na sintetizacdo metabdlica,
principalmente de enzimas, e na adaptacdo as condicbes ambientais como pH,
temperatura e nutrientes, que pode durar de uma hora a varios dias (Tortora et al.,
2024).

A fase de crescimento exponencial é denominada fase log, onde as células
comecam a se dividir logaritmicamente. E a fase de maior atividade metabdlica, e o
tempo de geracao atinge o minimo constante (Madigan et al., 2016).

A fase estacionaria se caracteriza pela estabilizacdo da populacdo, onde o
namero de mortes celulares € igual ao nimero de células novas, a populacdo é
estabilizada e o crescimento exponencial atinge o nimero de organismos na qual um
ambiente é capaz de suportar, pela disponibilidade de nutrientes, espaco e acumulo
de residuos. Por fim, na fase de morte celular, ha um declinio logaritmico na
populacdo, uma vez que a taxa de morte celular supera a formacgéo de novas células
(Tortora et al., 2024).

O principal objetivo da aclimatac&o de um indculo € vencer ou reduzir a etapa
da fase lag, de modo que o consumo de substrato ocorra na fase exponencial e assim
obter um maior rendimento de biogas (Simdes, 2017).

Uma sobrecarga inicial de alimentacdo em uma baixa populacdo capaz de
digeri-la ou em condi¢des de rapida mudanca como a variacdo brusca de temperatura,
acumulo de toxinas e o aumento de fluxo podem afetar diretamente arqueia
metanogénicas, ao contrario das bactérias acidogénicas, que continuam a produzir
acidos por ser mais tolerantes, razao pela qual gera a acidificacdo do reator, causando
falhas na digestao (Vogeli et al., 2014).

Durante o pré-tratamento do inéculo, o enriguecimento pode induzir vias
metabdlicas especificas de biodegradacao, colaborando com a adaptacao microbiana
ao aumentar a afinidade pelo substrato. Esse substrato pode ser introduzido de forma
gradual, seja diariamente ou em intervalos regulares (Raposo et al., 2012).

Estudos voltados a aclimatacdo e ao enriquecimento do indculo ainda sdo
recentes, especialmente quando associados a substratos alternativos e mistos. Ha
escassez de informagdes consolidadas na literatura, o que refor¢a o carater inovador
desse tipo de abordagem. Pesquisas nessa area contribuem para o avanco do

conhecimento sobre a dindmica microbiana em sistemas anaerdbios e permitem a
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otimizacao de processos com vistas a maior estabilidade e eficiéncia na producao de

biogas.

2.4.2 Digestato do tratamento de efluente suino

Fazem parte dos dejetos suinos todos 0os materiais decorrentes do processo
criatério como fezes, urina, agua desperdicada pelos bebedouros e de higienizacéao,
residuos de racéo, pelos e poeiras. Sua composicdo varia de acordo com 0 manejo
assim, o esterco acaba apresentando elementos que estdo presentes na dieta dos
animais, o que inclui nitrogénio, fésforo, potassio, célcio, sédio, magnésio, manganés,
ferro, zinco e cobre (Diesel; Miranda; Perdomo, 2002).

A causa principal de poluicéo relaciona-se ao lancamento direto dos dejetos
suinos em cursos de agua sem passar por algum tratamento, levando a desequilibrios
ecolégicos pela reducdo do teor de oxigénio dissolvido, além da disseminacdo de
patdgenos e contaminacdo por elementos toxicos (Diesel; Miranda; Perdomo,2002).

O Brasil € o quarto maior produtor de carne suina mundial, alcancando 5.156
mil toneladas em 2023 de acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA). Da mesma forma que ocorre o crescimento da produgdo, aumenta-se a
geracao de dejetos. A quantidade de dejetos produzidos varia de a acordo com o seu
desenvolvimento ponderal, chegando em até 8,5% do seu peso vivo/dia (Oliveira,
1993).

Segundo Amaral (2017), apenas 20% das granjas utilizam biodigestores com
queimadores de gas. Os 80% restantes geralmente armazena os efluentes em lagoas
ou tanques abertos. Em ambas condi¢cdes, o digestato pode ser usado como
fertilizante vegetal e condicionador do solo.

Além disso, o digestato proveniente da digestdo anaerdbia de efluente de
suinocultura apresenta grande potencial como inéculo para processos de biodigestéo,
pois é naturalmente rico em microrganismos anaerébios adaptados a decomposigcéo

de matéria organica complexa da dieta dos animais.

2.4.3 Digestato do tratamento de efluente de laticinio

A pecuaria leiteira desempenha um papel fundamental no agronegdcio

brasileiro, contribuindo significativamente para a economia do pais. Segundo dados
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do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2023, o Brasil produziu
um volume de 35,4 bilhdes de litros de leite. Destacando-se como a segunda maior
bacia leiteira do pais, o Parana alcancou a producéo de 3,9 bilhdes de litros em 2024,
representando 15,4% da producé&o nacional.

Os efluentes gerados no decorrer do processamento do leite e derivados sé&o
constituidos principalmente por leite diluido, materiais soélidos, detergentes,
lubrificantes, esséncias e condimentos diversos, que sao diluidos durante a lavagem,
de equipamentos, tubulacdes, pisos e instalacdes da industria (Cruz, 2019).

Esses efluentes apresentam alta carga organica, incluindo concentragdes
relevantes de nitrogénio e fosforo, sais minerais e soélidos suspensos, tais como
lactose, gordura e proteinas que sdo de interesse para a DA (Markou; Georgakakis,
2011). Devido a composicéo, o leite constitui-se um excelente meio de cultura para o
desenvolvimento de microrganismos (Gotardi, 2021).

O digestato de efluentes lacteos possui alto potencial como inéculo por conter
microrganismos adaptados a digestdo de compostos organicos, além de residuos
parcialmente degradados que ainda contribuem para a producdo de biogas. Sua
utilizac@o representa uma alternativa sustentavel para o aproveitamento de residuos

do setor lacteo.

2.4.4 Dejeto bovino

Um dos maiores problemas do confinamento de bovinos de leite € a
quantidade de dejetos produzido em uma area reduzida, que caso nao forem
manejados adequadamente, podem se tornar uma grande carga poluidora ao
ambiente (Ripp, 2019).

A quantidade de dejetos produzidos por dia varia conforme o peso do animal,
idade, tipo de alimentacéo, digestibilidade do alimento, volume de agua ingerida. Além
disso, a composi¢cdo desse residuo ainda depende do tipo de cama usada nas
instalacdes, restos de alimentos e agua de limpeza (Campos, 1997).

A microbiologia do ramen bovino é extremamente completa e diversa, sendo
um ambiente favoravel para o desenvolvimento de bactéria, fungos e protozoarios,
gue convivem de forma interativa, com a finalidade de degradar o alimento consumido
pelo animal, principalmente a lignina, celulose, hemicelulose, proteinas e 6leos. A

adicao desses dejetos fornece ao substrato uma populacdo extra de microrganismos
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que ja estdo adaptados ao processo de digestdo anaerdbia (Junior; Paes; Alves,
2018).

2.5 SUBSTRATO

Um substrato pode ser definido como qualquer matéria organica de origem
vegetal ou animal disponivel e suscetivel ao processo de digestdo anaerdbia. A
adequacdao de algum material para a producéo de biogas depende principalmente da
sua composicao quimica. Sendo o0s principais compostos de interesse 0s
carboidratos, proteinas e gorduras (Soares et al., 2022).

Existe uma grande variedade de matérias-primas que podem ser empregadas
nesse processo, especialmente residuos e efluentes de diversos setores industriais,

destacando-se os residuos da suinocultura e da indUstria de alimentos.

2.5.1 Celulose microcristalina

A celulose microcristalina € comumente utilizada como referéncia de substrato
em varios protocolos de PBB, justamente por apresentar uma composicdo bem
definida, ser facilmente administrada e armazenada, de alta qualidade e pureza, na
qual sua degradacéo envolve todas as etapas da digestdo anaerébia (Koch; Lippert;
Drewes, 2017).

2.5.2 Efluente de abatedouro e processamento de carnes

O Brasil € um dos lideres mundiais na producdo de proteina animal e
abatedouros sao parte fundamental da cadeia de beneficiamento, seja para consumo
interno ou exportagdo. Anualmente séo g de 3 a 4 milhdes de toneladas de residuo
animal ndo comestivel, com elevada carga organica e potencial poluidor (Abiogas,
2021).

A regido Oeste Paranaense se destaca na producdo e processamento de
carnes, consumindo uma grande quantidade de agua, o que leva a geracao de
efluentes com elevada carga organica (Fagnani, 2023).

Esse tipo de agua residuaria apresenta alta concentracao de Oleos e graxas,

fésforo, nitrogénio, matéria organica e solidos em suspenséao (Fagnani, 2023). Essa
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composicdo torna os efluentes de abatedouros excelentes candidatos a digestédo

anaerobia, pois fornecem nutrientes essenciais a microbiota.

2.5.3 Farinha de carne e o0ssos bovinos

A farinha de carne e 0ssos bovinos € produzida em graxarias, que utilizam
como matéria-prima os residuos coletados em frigorificos e/ou abatedouros, como
0ssos e tecidos descartados durante a linha de processamento e a inspecdo de
produtos de origem animal, oriundos do processo de desossa. Nao fazem parte desse
material 0 sangue, 0s cascos, os chifres, os pelos ou o contetudo estomacal (Bellaver,
2005).

O setor de reciclagem animal € crucial para a sustentabilidade da cadeia
produtiva da carne no Brasil, pois impede que volumes significativos de coprodutos
de origem animal sejam descartados no meio ambiente de forma a causar impactos
negativos (Barros; Licco, 2007).

A principal aplicacédo da farinha de carne e ossos é na formulacéo de racoes,
principalmente por sua alta concentragdo de nutrientes, fornecendo minerais de
elevada biodisponibilidade e um elevado teor proteico (Miranda, 2016). Essas
caracteristicas tornam esse material interessante para ser explorado para a producao

de biogas ou para o enriquecimento de um inéculo.

2.5.4 Residuo do beneficiamento do milho

O milho (Zea mays L.) € uma graminea da familia Poaceae, cultivada ha
milhares de anos e amplamente utilizada tanto na alimentacdo humana quanto como
matéria-prima para diversos processos industriais e para a alimentacdo animal
(Eicholz, 2022).

No processamento do milho por via Umida para a obtengdo de amido, quatro
componentes principais sdo separados: o amido, o germe, a casca e as proteinas.
Esse processo ocorre em seis etapas: maceracdo, separacdo do germe, separacao
da casca, separacéo da fracédo gluten-amido, lavagem e secagem do amido (Rausch;
Eckhoff, 2016).

O residuo sdlido da producdo de amido de milho é composto pelas fracdes

gue permanecem apos a extracdo do amido durante o processo de moagem umida.
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Esse residuo contém principalmente fibras, proteinas e pequenas quantidades de
amido residual retidas na casca (Zanotto, 2011).

2.5.5 Poda de arvore

Os residuos de poda urbana sdo classificados pela Norma Brasileira
Regulamentadora (NBR) 10004 (2004) como residuos solidos urbanos (RSU). Nessa
pratica, galhos sdo removidos no intuito de aumentar a vitalidade de arvores e evitar
problemas de seguranca causado pelo crescimento exagerado dos galhos (Silva,
2017).

E responsabilidade dos governos municipais realizar esse tipo de servico que
usualmente ndo é utilizado para geracdo de energia, e acaba sendo descartado em
aterros, lixdes ou compostagens. Relacionado a isso ainda estéao os riscos de incéndio
em aterros e terrenos baldios a degradacéo da paisagem e a polui¢éo do ar e da agua
(Mangueira; Gomes; Sousa, 2019).

A proporcéo de carbono presente na biomassa lenhosa varia em fungcéo da
espécie e idade da arvore. Cerca de 50% da composicdo quimica elementar da
madeira é formada por carbono, principal constituinte de moléculas de glicose,
manose, Xxilose, arabinose e unidades de fenil, que sdo unidades monoméricas
fundamentais das moléculas que compdem a estrutura da madeira, a celulose, a

hemicelulose e a lignina, que podem ser fermentesciveis (Pedrazzi et. al., 2019).

2.6 ENSAIOS DE POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS (PBB)

O Potencial Bioquimico de Biogas (PBB) € o método utilizado para a
estimacéo da producédo de biogas em um inéculo estritamente anaerdébico, cultivado
na temperatura da incubacdo. Nesse tipo de ensaio a leitura em volume é realizada
diariamente na fase inicial e com uma frequéncia menor na fase estacionaria, até que
a diferenca de volume produzido seja menor que 0,5% em trés dias. O tempo de
reagao varia de acordo com as caracteristicas da amostra analisada (Arruda, 2020).

A VDI 4630 (2006) é uma normativa da Verein Deutscher Ingenieure
referéncia para a execucdo de ensaios cinéticos em batelada para a degradacao
anaerébia de substratos orgéanicos, além de ser amplamente utilizada pela



30

comunidade europeia para a avaliar o potencial bioquimico de metano (PBM) e
potencial bioquimico de biogéas (PBB).

No processo descontinuo, também mencionado como batelada, o biorreator
com substrato € inoculado com a suspensao de células no inicio do processo, sem
reposicdo durante a operacdo. Como o sistema fica fechado, ndo h& entrada nem
saida de material, sendo a forma de conducdo que apresenta 0s menores riscos de
contaminacao (Schmidell, 2021).

A normativa ainda afirma que a realizacéo dos testes em batelada é capaz de
levantar informacBes sobre a producdo de biogas e a degradabilidade bioldgica
anaerobia de um determinado material ou da mistura de materiais, o efeito inibitorio
do material investigado em um determinado intervalo de tempo e a velocidade de
degradacdo dos materiais estudados (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

A importancia desse processo reside no fato de que o PBB representa uma
etapa fundamental na avaliacdo da viabilidade de substratos para digestdo anaeroébia,
sendo decisivo para o dimensionamento de reatores, escolha de substratos e
estratégias de operacdo. Por meio dele, é possivel antecipar o comportamento do
sistema, identificar potenciais inibidores e otimizar a conversdo da matéria organica
em biogas. Dessa forma, o ensaio de PBB é ndo apenas uma ferramenta técnica, mas
um instrumento estratégico no desenvolvimento de tecnologias sustentaveis e na

valorizac&o energética de residuos organicos.

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em duas etapas no Laboratério de Producéo de
Biocombustiveis (LPB) da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina.

Na primeira etapa, o inéculo foi preparado por meio de um processo de
enriguecimento e aclimatacdo e foi caracterizado. Na segunda etapa, com esse
material, foram realizados ensaios para determinar o potencial bioquimico do biogas
de quatro substratos diferentes. As principais etapas do procedimento experimento

estao ilustradas no fluxograma apresentado na Figura 3.
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FIGURA 3 — ETAPAS DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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FONTE: Autor (2025).

3.1 INOCULO

O in6culo € composto por culturas mistas, baseado em Steinmetz et. al.
(2016), formado pela combinagéo de volumes iguais de digestato proveniente de um
digestor anaerdbio utilizado no tratamento de efluentes de laticinios, digestato de um
digestor anaerdbio destinado ao tratamento de aguas residuais de suinocultura e
esterco fresco de gado leiteiro. Nesse processo utilizou-se um reator com volume total
de 25 L e volume util de 21 L, visivel na Figura 4.

Apés a coleta das fontes de in6culo, os materiais foram imediatamente
inseridos no reator de aclimatacédo, sem armazenamento prévio, de forma a preservar
sua atividade microbiana e caracteristicas fisico-quimicas. O esterco fresco de gado
leiteiro foi previamente peneirado para remogdo de impurezas grosseiras, como
pedras, fibras longas e residuos solidos. As fontes de in6culo foram adicionadas

simultaneamente, com a aplicagao de 7 L de cada material.

3.1.1 Aclimatacédo

A aclimatacao durou 70 dias a uma temperatura de 36 - 37°C em uma estufa.

A agitagéo do sistema foi realizada por recirculacdo do material, com uma bomba
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acionada em ciclos regulares de 5 minutos a cada duas horas. Um selo de agua foi
conectado a saida de biogas do reator, impedindo a entrada de oxigénio no meio
reacional e garantindo a estabilidade do sistema. O reator utilizado nesta etapa e seus

instrumentos podem ser visualizados na Figura 4.

FIGURA 4 - REATOR DO INOCULO

REATOR BOMBA DE RECIRCULACAO £
CONTROLADOR DE TEMPERATURA

FONTE: Autor (2025).

3.1.1.1 Enriquecimento

Previamente ao enriquecimento adicionou-se 1,5 L de cada fonte de in6culo
e nas quatro semanas seguintes, adicionou-se substratos ricos em carboidratos,
lipidios e proteinas (residuos lignocelulésicos, leite em po, flocao de milho moido e
Oleo de girassol), em uma carga diaria de 0,3 gSTV L% dia™ L. A proporcdo de cada
componente da carga total de sélidos volateis foi distribuida em 30% de capim, 30%
de milho moido, 25% de leite em pd e 15% de 6leo de girassol baseado em Steinmetz
et. al. (2016), dispostos da Tabela 2.

TABELA 2 - MASSA DE SUBSTRATOS ADICIONADOS DURANTE 4 SEMANAS

Substratos % de STV Massa (g)
Teor de capim 30 2,1235
Teor de flocdo de milho 30 2,2779
Teor de leite em pd 25 1,7783
Teor de éleo de girassol 15 0,9511

Fonte: O autor (2025).
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Apés as quatro semanas de alimentacdo diéria, o inéculo continuou sendo
enriquecido semanalmente com os residuos lignoceluldsicos, leite em po, flocdo de
milho moido e 6leo de girassol. Esse processo foi mantido até a 222 semana, de

acordo com o tempo disponivel no cronograma experimental.

3.2 ENSAIOS DE POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS (PBB)

Os ensaios de Potencial Bioquimico de Biogas (PBB) foram conduzidos em
biorreatores de bancada, com controle de agitacdo e temperatura, utilizando a
combinacdo de cada substrato com o in6culo enriquecido e aclimatado. Os
experimentos foram realizados em quadruplicata. Adicionalmente, foi conduzido um
ensaio contendo apenas o inéculo, para fins de comparacéao.

Os ensaios de PBB tiveram duracéo de 22 dias, com inicio em 20/05/2025 e
término em 10/06/2025, momento em que a producado de biogas cessou em todos 0s
biorreatores, indicando o ponto maximo de degradacdo dos compostos.

Cada biorreator foi carregado com 150 mL de suspensao reacional, dos quais

75 mL correspondiam ao volume de in6culo.

3.2.1 Substratos do PBB

Os substratos foram selecionados de modo a se assemelharem as fontes
utilizadas na alimenta¢éo durante o preparo do indculo (residuos lignocelulésicos, leite
em po, flocdo de milho moido e 6leo de girassol).

Como substrato utilizou-se: celulose microcristalina (CEL), como controle
positivo, biomassa proveniente da poda de arvore urbana (PODA), efluente de uma
industria de abate e processamento de aves e peixes (EFLU), residuo solido de uma
amidonaria de milho (MILHO) e farinha de carne e ossos bovino (OSSO). Esses

materiais podem ser visualizados na Figura 5.
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FIGURA 5 - SUBSTRATOS PARA O PBB
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FONTE: Autor (2025).

Todos os substratos foram adicionados in natura, com excecado da biomassa
proveniente da poda de arvores urbanas, que foi submetida a moagem e
peneiramento com peneira de 20 mesh, resultando em uma granulometria de 1 mm.

Adotou-se uma carga padronizada de sélidos volateis (STV) por frasco, a fim
de garantir a uniformidade das condi¢bes experimentais. A concentracao de STV do
in6culo utilizado, foi determinada previamente a partir da amostra coletada em
16/05/2025 (222 semana), que continha 2781,67 mg.Lt. Considerando o volume de
75 mL de in6culo adicionado em cada frasco experimental, obteve-se uma carga
correspondente de 208,62 mg de STV por frasco.

A partir desse valor de referéncia, determinou-se a quantidade necessaria de
cada substrato para que a carga de STV fornecida fosse equivalente aquela
proveniente do inOculo. Para isso, foram utilizados os teores de STV de cada substrato
(em mg.g* ou mg/mL), calculando-se a massa ou o volume necessario para atingir 0s
208,62 mg de STV em cada frasco. A Tabela 3 apresenta os valores utilizados e as

respectivas quantidades adicionadas de cada substrato.

TABELA 3 - MASSA DOS SUBSTRATOS ADICIONADOS NOS BIORREATORES

Substratos STV Unidade Massa/Volume Unidade
Celulose microcristalina 948,04 mg-g~* 0,2200 g
Poda de arvore 901,57 mg-g7* 0,2314 g
Residuo de milho 192,96 mg-gt 1,0811 g
Farinha de carne e ossos 550,77 mg-g? 0,3787 g
Efluente de abatedouro 2841,67  mg-mL™ 73,5 mL

Fonte: O autor (2025).
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Como os ensaios de PBB foram conduzidos em batelada, a massa/volume de
cada substrato foi adicionada nos biorreatores uma UuUnica vez, no inicio do

experimento.

3.2.2 Biorreatores

Como biorreatores utilizou-se em frascos de vidro borossilicato de 250 mL,
com tampa de rosca em polipropileno com anel de vedacdo, hermeticamente
fechados, com um septo de borracha na tampa para permitir a insercao de agulhas e
uma membrana de silicone foi colocada entre o frasco de vidro e a tampa para prevenir

vazamentos de gas (Figura 6).

FIGURA 6 - BIORREATORES UTILIZADOS NO PBB

TAMPA DE ROSCA EM POLIPROPILENO
COM SEPTO DE BORRACHA

ANEL DE VEDACAO

> MEMBRANA DE SILICONE

3.2.3 Controle de agitacdo e temperatura

O controle da temperatura foi realizado através de uma Incubadora Shaker
com agitagéo orbital e aquecimento modelo SL-222, mantendo agitagdo na faixa de
80 rpm e temperatura na faixa de 37,5 °C (£1,0 °C). Os parametros de agitacdo e
temperatura permaneceram constantes durante todo o experimento. O ensaio em

operacéo pode ser visualizado na Figura 7.
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FIGURA 7 - INCUBADORA SHAKER SL-222 OPERANDO DURANTE OS ENSAIOS DE POTENCIAL
BIOQUIMICO DE BIOGAS (PBB)

FONTE: Autor (2025).

3.2.4 Producéo de biogas

Quantificou-se o biogas por meio do acoplamento de uma seringa ao septo
da tampa do biorreator, em conjunto com um manémetro digital HT-1890, zerando a
pressao dentro do biodigestor, sendo o volume de gas produzido equivalente ao

volume coletado pela seringa.

3.3 PARAMETROS DE MONITORAMENTO

Durante o periodo de enriquecimento realizou-se coletas do inéculo que foram
submetidas a andlises potencial hidrogeniénico (pH), sélidos totais (ST), sélidos totais
volateis (STV), sélidos totais fixos (STF), sélidos suspensos totais (SST), sélidos
suspensos volateis (SSV), sélidos suspensos fixos (SSF), nitrogénio total Kjedahl
(NTK) e nitrogénio amoniacal (NA), seguindo as metodologias da American Public
Health Association (APHA, 2017). Previamente aos ensaios de PBB os substratos
foram avaliados em relacdo aos mesmos parametros, exceto a série de solidos
suspensos.

Ja apls os ensaios de PBB, o volume de biogas foi normalizado, padronizado
as condicbes de temperatura e pressdo (273 K e 1,013 hPa), conforme Kunz,
Steinmetz e Amaral (2022).
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Apbs a digestdo, os conteudos dos biorreatores foram sujeitos a analises de
sélidos totais (ST), sélidos totais volateis (STV), sélidos totais fixos (STF), nitrogénio

total Kjedahl (NTK) e nitrogénio amoniacal (NA).

3.3.1 Determinacao do potencial hidrogénionico (pH)

O pH foi mensurado pelo método eletrométrico, utilizando um pHmetro de
bancada Simpla PH140, em triplicata (APHA, 4500H+ - B).

3.3.2 Determinacédo de sélidos totais (ST)

Determinou-se a massa do cadinho calcinado (M1, em miligramas), adicionou-
se 20 mL da amostra (V1), que secou em estufa a 103°C - 105°C durante 24 horas.
Apés resfriamento em dessecador a massa do conjunto foi pesada (M2, em
miligramas). ST foi calculada pela equacéo (1) (APHA, 2540 — E, B).

(My— M1)X1000 1)

mg de solidos totais/L = s

3.3.2.1 Determinacao de solidos totais fixos e volateis (STF e STV)

Logo ap6s a determinacdo da concentracdo de ST, o cadinho contendo a
amostra (Mz) foi calcinado em mufla a 550 °C durante 1 hora. A massa do conjunto foi
determinada apos resfriamento em dessecador (M3, em mg), em balanca analitica.
Calculou-se STF pela equacgéo (2) e STV pela equacgéo (3) (APHA, 2540 — E, B).

(M3~ M;)x1000 (2)

mg de solidos totais fixos/L =
141

(My— M3)x1000 3)
11

mg de solidos totais volateis/L =

3.3.3 Determinacao de solidos totais em suspenséo (SST)

Apbs a calcinacao do filtro de fibra de vidro 47 mm, definiu-se a massa (M4, em

mg), 0 mesmo foi inserido em um sistema de filtracdo a vacuo, onde 20 mL de amostra
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(V2) foram filtrados. Esse contetdo permaneceu em estufa durante 24 horas a 103°C-
105°C. Posteriormente ao resfriamento, determinou-se a massa do filtro (Ms) e a

concentracdo de SST foi calculada pela equacéo (4) (APHA, 2540 — E, B).

(Ms— M4)x1000 (4)

mg de solidos totais suspensos/L = ”
2

3.3.3.1 Determinacao de solidos suspensos fixos e volateis (SSF e SSV)

Seguidamente a SST, o filtro foi submetido a mufla, durante 1 hora a 550 °C.
Apdés resfriamento determinou-se a massa (Ms). SSF foi calculado a partir da equacéo
(5) e SSV pela equacéo (6) (APHA, 2540 — E, B).

(M6— M4)x1000 (5)

mg de so6lidos suspensos fixos/L = 7

(Ms— Mg)x1000 (6)

mg de solidos suspensos volateis/L =
V2

3.3.4 Determinagéao de nitrogénio total Kjeldhal (NTK)

O método procedeu-se em trés etapas. Primeiro, na digestdo 2 mL de amostra
juntamente com a solucéo digestora e 5 mL de de acido sulfarico concentrado P. A.
foram aquecidos em um bloco digestor, tendo a temperatura aumentada lentamente,
em patamares de 50 °C, a cada 15 minutos, até atingir 380°C. Apéds a digestao, deixou-
se resfriar naturalmente, até a temperatura ambiente. Durante a destilagéo, 25 mL de
hidroxido de sédio (32%) foram adicionados a amostra e o destilado foi recebido em
um erlenmeyer contendo acido bdrico (2%) e 5 gotas de indicador. Por fim, titulou-se
o destilado com uma solucdo de acido sulfarico (0,1 N), ocorrendo a mudanca de
coloracdo verde para rosa (APHA, 2012). A concentracdo de NTK foi calculada

através da equacao (7).

NTK (mgN - NH4.+/L) = (a— VZ)X‘I/Va X14000 (7)
Sendo:
V1 = volume da solucéo de acido utilizado para titular a amostra (mL);

V2 = volume da solucao de acido utilizado para titular o branco (mL);
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V = volume da amostra (mL);
Na = normalidade da solucdo de acido utilizado na titulacéo;

14000 = o equivalente-grama do nitrogénio contido no NH4*.

3.3.5 Determinacao de nitrogénio amoniacal (NA)

Com NaOH, o pH da amostra foi alterado para 9,0. A destilacdo e titulacéo
ocorreu da mesma forma descrita ha determinacao de nitrogénio total Kjeldah. A etapa
de digestdo € suprimida, assim como ndo h&a adicdo de NaOH 32% durante a
destilacdo (APHA, 4500 — B). A concentracdo de NA em mg NH4*/L se da pela
equacao (8).

V2)XNg X14000 (8)
v

NA (mg NH,* /L) = =
Sendo:
V1 = volume da solugéo de &cido utilizado para titular a amostra (mL);
V2 = volume da solugdo de acido utilizado para titular o branco (mL);
V = volume da amostra (mL);
Na = normalidade da solucéo de acido utilizado na titulacéo;

14000 = o equivalente-grama do nitrogénio contido no NHa*.
3.3.6 Estimativa da relacéo carbono/nitrogénio

Devido a indisponibilidade de equipamentos especificos para a quantificacédo
direta do carbono organico, a relacao carbono/nitrogénio (C/N) foi estimada de forma
indireta. Para isso, utilizou-se a concentracéo de solidos totais volateis (STV) como
parametro representativo do teor de matéria organica (e, portanto, do contetdo de
carbono). Ja o valor de nitrogénio foi obtido a partir da diferenca entre o nitrogénio
total Kjeldahl (NTK) e o nitrogénio amoniacal (NA), considerando que esta diferenca
representa majoritariamente o nitrogénio organico presente nos substratos. Assim, a
relacdo C/N foi calculada a partir da razéo entre os valores de STV e (NTK - NA),
fornecendo uma estimativa adequada para fins comparativos dentro das condi¢des

experimentais do estudo.
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3.3.7 Normalizacdo do volume de biogas (VN)

A producéo de biogas foi expressa pela normalizacdo as condi¢cdes padrbes
de temperatura e presséo (273K e 1.013 hPa), baseado em Kunz, Steinmetz e Amaral
(2022, p. 38) pela equacao (9).

Vy = %’”y)”" 9)
Onde:
VN = Volume de biogas normalizado as condi¢cdes normais de temperatura e pressao
(mL)

V = Volume de biogas produzido (mL);

p = Pressédo do biogas no momento da leitura (hPa);

pw = Pressdo de vapor da agua em funcéo da temperatura ambiente (hPa);
To = Temperatura nas condi¢bes normalizadas, 273 K;

po = Pressédo nas condicfes normalizadas, 1,013 hPa,;

T = Temperatura do biogas (K);
3.3.8 Potencial bioquimico de biogés (PBB)

Baseado em Hasan et al. (2022), o PBB foi expresso a partir do volume
acumulado de biogas, dividindo pela quantidade de material organico adicionado ao

reator, referendo aos solidos volateis, como indicado na equacao (10).

- v x( 1) (10)

mSVl-b

PBB =

mSVs

Onde:

Vs= Volume acumulado de biogas do substrato com in6culo (mL);

Vb= Volume acumulado de biogas do branco (mL);

mSVis = massa de sélidos volateis correspondentes ao indculo no branco (g);

mSVip =massa de solidos volateis correspondentes ao indculo na amostra (g);

mSVs = massa de solidos volateis correspondentes ao substrato na amostra (g);
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Os resultados da série de solidos totais e da série de soélidos suspensos

realizadas das fontes de inéculo e das amostragens durante a aclimatacdo e o

enriquecimento do indculo sdo apresentadas na Tabela 4.

TABELA 4 - SERIE DE SOLIDOS TOTAIS E SUSPENSOS DAS AMOSTRAGENS DO INOCULO

Coleta ST STF STV SST SSF SSV
(mg.L?) (mg.L?) (mg.L?) (mg.L?) (mg.L?) (mg.LY)

LAT 3490 + 90 2672,5+49 817,5+17 - - -
Sul 4155 132 2877,5+82 1277,5 £ 63 - - -
BOV 5321,4 + 213 3141,7 + 158 2179,7+ 54 - - -

ACLI 70 4215,2 + 169 3004,1 + 116 1947,7 £113 - - -
SEM1 4387,4+175 2815+ 123 1572,5 94 1255 + 162 462,5+ 81 792,5+81,3
SEM2 43875+175,2 2912,5+141 1475 + 87 582,5+31 137,5 17,7 445 + 14
SEM3  4467,5+179 2980 + 134 1487,5 + 89 585+ 14 1125+17,7 4725+35
SEM 4 4550 + 162 3040 + 150 1510 +91 661,66 = 35 113,3 + 27 548 +7
SEM 13 3805 +120,2 25475+ 137 12575+ 17,7 490 * 56 117,5+ 25 312,5+10
SEM 15 3620 + 98 2900 + 84 720 + 14,1 672,5+81 262,5+ 35 410 £ 42
SEM 17 3777,5+117 2500 + 160 1277,5+53 507,5+24 172,5+18 335+14
SEM 19 3522,5+53 2500 + 169 1277,5+ 57,2 707,5 + 33 2175+ 16 490 + 28
SEM 21 3682,5+109,6 25425+ 32 1140+ 77,8 675+ 43 2175+ 3,5 457,5+31
SEM 22 6091,66 + 50,3 3310+ 171 2781,66 + 130 1185+ 28 332,5+17,7 852,5+10,6

Fonte: O autor (2025).

Nota: LAT — digestato de biodiestor de tratamento de efluente de laticinio; SUI — digestato do
tratamento de efluente de suinocultura; BOV — dejeto bovino; ACLI 70 — Apds 70 dias de aclimatacao;
SEM 1 a SEM 4: representam as semanas de alimentacéo diaria; SEM 13 a SEM 22 — representam
as semanas de alimentagdo semanal.

A fragéo organica que servira de alimento para os microrganismos dentro de
reatores corresponde aos solidos volateis. Dessa forma, quanto maior sua
concentracdo na biomassa, maior tende a ser a producdo de biogas. Para Angelidaki
et. al. (2009) materiais com teores acima de 80% de STV apresentam alto potencial

de biodegradabilidade e desempenho satisfatorio em sistemas anaerobicos. Esse
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comportamento também foi observado por Karim et. al. (2005), que relataram que
maiores proporcdes de STV em relacdo aos solidos totais (STV/ST) resultam em
maiores volumes de biogas.

De forma geral, a remocao de solidos totais (ST) durante a digestdo anaerobia
esta associada a reducdo de STV, considerando que a concentracdo de solidos fixos
(SF) dificilmente sofre alteragbes significativas, devido ao seu carater
inorganico/mineral.

A concentracdo de STV durante a etapa de aclimatacdo reflete o
comportamento metabdlico da microbiota. Apés os 70 dias de aclimatacdo (ACLI 70)
o0 indculo apresentou uma concentracao de 1947,7 mg.L™* de STV, demonstrando que
0 processo inicial de adaptacdo conseguiu manter uma fracdo organica relevante,
mesmo sem adi¢cdo de substratos exdgenos, indicando que biomassa microbiana
estava metabolicamente ativa.

Ao final das 4 semanas de alimentacao diaria, STV reduziu para 1510 mg.L™,
valor inferior ao observado na primeira semana, sugerindo uma reposta ao
enriguecimento com substratos ricos em lipideos, carboidratos e proteinas.

Ja na ultima amostragem (SEM 22), realizada antes dos ensaios de PBB, foi
obtido um valor de 2781,66 mg-L™, o maior registrado ao longo do processo resultado
de um longo processo de maturacao associado a uma nova adicdo de esterco de gado
leiteiro. No entanto, esse valor corresponde a apenas 45,67% dos solidos totais (ST),
0 que pode ter limitado a eficiéncia global da digestao anaerdbia. Isso porque a fracéo
restante, composta principalmente por sélidos fixos (STF), é formada por minerais e
materiais inorganicos nao biodegradaveis, que ndo contribuem para a producéo de
biogas.

Além disso, a presenca de solidos nao volateis pode dificultar o contato entre
0S microrganismos e a matéria organica, interferindo na hidrélise e comprometendo
etapas subsequentes do processo. Ainda assim, o teor obtido foi relativamente
proximo da concentracdo minima de 50% recomendada pela VDI 4630 (Kunz, 2022),
considerada ideal para o bom desempenho do sistema anaerébio.

Uma forma comum de expressar a concentracdo celular é por meio da
determinacdo de solidos suspensos volateis (SSV) (Botelho; Lyra, 1974). Em um
inoculo, essa fracdo é de grande importancia, pois representa a biomassa microbiana
ativa responsavel pela degradacéo, devendo ser considerada em conjunto com outros

fatores para garantir a estabilidade operacional. Ao longo do processo de aclimatacao
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esse parametro sofreu inUmeras variacdes, resultado do ciclo celular. Na ultima coleta
(SEM 22) essa concentracao (852,5 mg.L™) chegou a representar 70% dos SST e
30,65% dos STV.

A Figura 8 apresenta a variacdo do pH do inéculo ao longo das amostragens
realizadas. A partir dela, observa-se que os valores de pH se mantiveram na
neutralidade, proximos da faixa considerada ideal para o processo de digestédo
anaerobia, descrito por Kunz, Steinmetz e Amaral (2022) de 5,2 a 6,6 para as etapas

de hidrdlise/acidogénese e de 6,7 a 7,5 durante a metanogénese.

FIGURA 8 - PH DO INOCULO AO LONGO DAS AMOSTRAGENS

pH

LAT sSuUl BOY ACLI SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
70 1 2 3 4 132 15 17 18 21 22

Coletas

Fonte: O autor (2025).

Essa estabilidade indica que o sistema permaneceu tamponado, favorecendo
a atuacdo das arqueas metanogénicas, que sao sensiveis a oscilacfes de pH. As
leves variacOes registradas podem estar associadas a producdo de acidos graxos
volateis nas fases iniciais da degradacéo dos substratos e a posterior liberacdo de
amonia durante a conversao proteica, que tende a elevar o pH do meio (Wang, 2023).

A Figura 9 aponta as oscila¢des nas concentragdes de nitrogénio total Kjeldahl
(NTK) e de nitrogénio amoniacal (NA) ao longo das amostragens. Elevadas
concentracdes de nitrogénio podem influenciar diretamente o equilibrio do sistema,
pois alteram a proporgcéo de amdnia livre (NH3), favorecendo a inibicdo da microbiota

anaerobia (Chernicharo,2007).
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Dependendo de fatores como a temperatura e o pH, o NA pode estar presente
na forma de ion amonio (NH,") ou de amdnia livre (NH3), sendo esta ultima a principal
responsavel pela toxicidade. Mccaerty (1964) afirma que concentracdes entre 1500 a
3000 mg.L* sdo suficientes para causar a inibicdo de microrganismos, principalmente
na faixa de pH entre 7,4 a 7,6. Ja reducdes de até 50% da producéao de metano podem
ser observadas em concentracdes entre 1700 a 14000 mg.L, dependendo da
composicdo do indculo, da temperatura, do pH e do tempo de aclimatacdo (Chen;
Cheng; Creamer, 2008).

FIGURA 9 - NITROGENIO TOTAL E AMONIACAL AO LONGO DAS AMOSTRAGENS DO INOCULO
NTH (mgh-NH4+/L) NA(Mg NH4+/L)
800,0
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Fonte: O autor (2025).

Nessa etapa, observou-se que durante a primeira semana (SEM 1) os maiores
valores de NTK (674,3 mg.L?) e NA (348,1 mg.L1), provavelmente associados a
elevada carga organica inicial. A partir da SEM 2, ha uma queda significativa em
ambos os parametros, sugerindo uma fase de adaptacdo microbiana.

Entre a SEM 15 e a SEM 21, verifica-se um aumento progressivo do NTK,
com picos nas SEM 19 (420,0 mg.L) e SEM 21 (513,3 mg.L?), mas apesar disso os
valores de NA mantiveram-se baixos, o que pode indicar a absorcao pela biomassa
microbiana ou a retencdo em formas organicas nao disponiveis. Na SEM 22, embora
a concentracdo total de nitrogénio ndo tenha atingido niveis toxicos, 50,8%
encontrava-se na forma amoniacal, o que sugere uma possivel limitacdo da digestédo

devido a baixa disponibilidade de nitrogénio assimilavel.
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4.2 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS

Na Tabela 5 estdo presentes os resultados durante a caracterizacdo dos
substratos utilizados nos ensaios de PBB, nos parametros de sélidos totais (ST),
sélidos totais fixos (STF), solidos totais volateis (STV), nitrogénio total Kjeldahl (NTK)

e nitrogénio amoniacal (NA).

TABELA 5 - CARACTERIZAGCAO DOS SUBSTRATOS

Substrato ST STF STV NTK NA
(mg.L?) (mg.L?) (mg.L?) (mg.L?) (mg.L?)
CEL 949,92 £ 0,07 1,87+0,44 948,04 £ 9,4 37+20 18 £ 0,02
PODA 966,9 £ 2,8 654+1,1 901,57 £ 3,8 7525+ 8 279,58 £ 0,05
MILHO 196,05+ 3,4 31+£0,1 192,96 + 3,2 4733 £ 16 1805,6 + 39
OSSO 978,96 + 0,44 428,19+ 4 550,77 £ 4,1 67515 £ 257 1117,25+1,4
EFLU 3320+43 478,35 2841,67 £ 90 350 £ 32 130,67 £ 2,6

Fonte: O autor (2025).

Nota: CEL - celulose microcristalina; PODA - biomassa de poda de arvore urbana; MILHO - residuo
sélido de uma amidonaria de milho; OSSO - farinha de carne e ossos bovino; EFLU - efluente de uma
indUstria de abate e processamento de aves e peixes.

A celulose microcristalina, utilizada como controle positivo, apresentou
caracteristicas proximas a literatura. Em um estudo interlaboratorial de digestéo
anaerébia, Steinmetz et. al. (2020) descrevem concentracdes de solidos totais
variando de 940 e 960 mg.L!, com teores de sélidos volateis na mesma faixa,
representando cerca de 98% dos ST. No presente estudo, observou-se uma pequena
concentracdo de nitrogénio, o que pode ser atribuido a uma possivel contaminacao
durante o armazenamento do material.

Para a biomassa de poda de arvore urbana, ainda existe uma caréncia de
informacdes técnicas, justamente pelas espécies que sdo comumente utilizadas para
a arborizacdo urbana ndo representarem madeiras comerciais de interesse na
construgdo civil (Brazolin, 2020). Por ser composta de diferentes partes da arvore,
como galhos, troncos e raizes, compdem-se basicamente por moléculas recalcitrantes
como celulose, hemicelulose e lignina. No entanto, os dados obtidos mostram que a

biomassa de poda apresenta um alto teor de sélidos totais volateis (901,57 mg-L™),
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revelando um bom potencial de degradacéo bioquimica, mesmo que para isso precise
ser submetida a um pré-tratamento adequado.

O residuo de milho empregado apresenta 0os menores teores na seérie de
sélidos. Por ele ser composto majoritariamente pela casca e a ponta do gréo, sua
composi¢do quimica € caracterizada por 7,3% de amido e 3,7% de proteinas,
enquanto a ponta regido que conecta 0 grdo ao sabugo contém materiais
lignoceluldsicos (Oliveira; Lang; Ferreira, 2022). Apesar da concentracdo consideravel
de nitrogénio, a presenca dessas moléculas recalcitrantes torna o material resistente
a digestdo anaerdbia, aumentando o tempo de hidrélise e produzindo menos biogas
(Avicenna et al. 2015).

A farinha de carne e o0ssos bovino, devido a sua composicdo proteica
apresentou o maior NTK com 67.515 mg.L* que deve ser dosada de forma a néo levar
a inibicdo da digestdo. Esse material j& foi utilizado para melhorar o desempenho da
digestdo anaerdbia, devido a presenca de fosforo, capaz de neutralizar a acidez do
substrato (Hadidid et. al.,2023).

Destaca-se o efluente de abatedouro, com o maior nivel de ST e STV (3320
e 2841,67 mg.L! respectivamente). Na literatura encontram-se concentragées de até
3000 mg.L! de ST em efluentes de abatedouro de aves (Fagnani, 2017), 845 mg.L
de STV em efluente de abatedouro de peixes (Campos, 2020) e 3891 mg.L*de ST na
industria de carnes em geral (Saghir; Hajjar, 2022). A variabilidade desses dados se
deve a fatores como a tecnologia empregada em cada industria, aos produtos
fabricados, ao tipo de animal abatido, ao grau de tratamento dos efluentes e aos
procedimentos adotados para a limpeza da planta industrial (Fagnani, 2023).

4.3 POTENCIAL DE PRODUCAO DE BIOGAS

Aléem do conhecimento das caracteristicas dos substratos o potencial
bioquimico de biogas € considerado, segundo Tapparo et. al. (2024), a etapa inicial
para a escolha do biodigestor, assim como da forma de conduc&o do processo,
permitindo o planejamento de estruturas que fornecam as condi¢cdes adequadas para
a converséo da matéria orgéanica.

A Tabela 6 apresenta os dados de volume acumulado produzido, do volume
normalizado de biogas, bem como o Potencial Bioguimico de Biogas (PBB) para os

substratos testados.
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TABELA 6 - VOLUME ACUMULADO, VOLUME NORMALIZADO E PBB

Subsiato Ve seuTuladode Voume nomaiado pg i gy
S. INOC 61 50,09 -
S.CEL 204,25 167,73 544
S.PODA 100 82,12 147
S.MILHO 215,5 176,97 125
S.0SSO 146,75 120,51 191
S.EFLU 253,25 207,97 767

Fonte: O autor (2025).

Nota: S — suspenséo reacional. As siglas correspondem a mistura in6culo + substrato. CEL - celulose
microcristalina; PODA - biomassa de poda de arvore urbana; MILHO - residuo sélido de uma
amidonaria de milho; OSSO - farinha de carne e 0ssos bovino; EFLU - efluente de uma industria de
abate e processamento de aves e peixes.

O in6culo isoladamente (S.INOC) gerou 61 mL de biogéas, o que corresponde
a um volume normalizado de 50,09 mL. Esse valor representa o padrdo negativo,
utilizado como referéncia para descontar a contribuicdo do proprio inéculo na
producéo total de biogas.

A celulose microcristalina (S.CEL), utilizada como controle positivo,
apresentou um PBB de 544 mL.gSTV™, producéo abaixo do seu maximo teorico de
750 mL.gSTVt indicado pela VDI 4630, atingindo apenas 72,5% do valor padréo.

J& os substratos S.PODA e S.MILHO apresentaram baixos valores de PBB,
147 e 125 mL.gSTV™L, respectivamente, possivelmente pela dificuldade na
degradacdo das moléculas recalcitrantes.

O substrato S.OSSO, composto por farinha de carne e 0ssos bovinos, teve
um desempenho intermediario entre os materiais avaliados, com PBB de 191
mL.gSTV™. Ja o substrato S.EFLU, correspondente ao efluente de uma industria de
abate e processamento de aves e peixes, destacou-se com 0 maior volume
acumulado (253,25 mL), maior volume normalizado (207,97 mL) e o maior PBB (767
mL.gSTV™).

A Figura 10 permite observar a evolugdo do volume de biogas normalizado
acumulado ao longo dos dias, destacando a baixa producdo do in6culo em relagéo

aos demais substratos.
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FIGURA 10 - VOLUME NORMALIZADO ACUMULADO DE CADA SUSPENSAO AO LONGO DOS
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Fonte: O autor (2025).
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A Tabela 7 apresenta as concentracfes de solidos totais (ST), solidos totais

fixos (STF) e solidos totais volateis (STV) das suspensdes reacionais antes e depois

dos ensaios de PBB.

TABELA 7 - SERIE DE SOLIDOS DAS SUSPENSOES ANTES E DEPOIS DO PBB

Suspenséo 1 1 1 Remocéo
ST (mg.L™) STF (mg.L?) STV (mg.L™) de STV
reacional Antes Depois Antes Depois Antes Depois (%)
S.INOC 4762,5+ 95 3487 +10 22225+45 1755+ 2540 £ 50 1732 £ 42 31,8
S.CEL 4860 + 84 4825+ 134 1670+33,4 1985+53 3190+ 92 2840 +£ 81 11
S.PODA 45825 +60 4260+ 30 1992,2+17 1758 +50 2590 + 77 2505 = 100 3,3
S.MILHO 50525+ 74 4275+ 94 1992 +10 263742 3060 + 60 1638 + 33 46,5
S.0SSO 6790 = 339 4205 + 43 2300 +£98 1980+ 17 4490 +224 2225 +11 50,4
S.EFLU 6370 £ 81 4897 + 72 24725+ 22 2637+10 3897,5+58 2260 £ 17 42

Fonte: O autor (2025).
Nota: S — suspenséo reacional. As siglas correspondem a mistura in6culo + substrato. CEL - celulose
microcristalina; PODA - biomassa de poda de arvore urbana; MILHO - residuo sélido de uma
amidonaria de milho; OSSO - farinha de carne e ossos bovino; EFLU - efluente de uma indUstria de
abate e processamento de aves e peixes.

Em todos os casos, houve uma reducao das concentracdes de sélidos totais

volateis apds os ensaios, indicando o consumo da matéria organica existente durante

a digestado anaerdbia. Considerando-se a presenca de compostos recalcitrantes nos

substratos, destaca-se o S.MILHO, que apresentou uma remocédo significativa de
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STV, com redugédo de 46,5%. Em contrapartida, o substrato S.PODA apresentou
apenas 3,3% de remocéo de STV.

A Figura 11 apresenta os teores de nitrogénio total Kjeldahl (NTK) e amoniacal
(NA), tanto iniciais quanto finais, nas diferentes suspensdes reacionais avaliadas. De
modo geral, observa-se uma reducéo nos valores de NTK ao final do processo, o que
indica consumo ou transformacdo de compostos nitrogenados orgéanicos durante a

digestdo anaerdbia.

FIGURA 11 - NITROGENIO TOTAL E NITROGENIO AMONIACAL DAS SUSPENSOES ANTES E
DEPOIS DO PBB
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Fonte: O autor (2025).

O substrato S.PODA apresentou o maior valor inicial de NTK (513 mg-L™),
que foi reduzido para 186 mg-L™, resultando em uma remoc¢éo de 76% ao final da
digestdo, demonstrando uma conversao significativa do nitrogénio. Os substratos
S.INOC, S.CEL, S.MILHO, S.0SSO e S.EFLU apresentaram reducbes de 39,9%,
50%, 16,6%, 15,3% e 35,6%, respectivamente.

Em relacdo ao nitrogénio amoniacal (NA), observou-se um aumento nos
valores finais para todas as suspensdes reacionais, com excecdo do S.INOC. Esse
comportamento é esperado, uma vez que 0S compostos organicos nitrogenados
presentes nos substratos sdo degradados por microrganismos durante a digestao
anaerobia, liberando amonia no digestato. No entanto, os niveis de NA observados
nao atingiram concentracdes inibitérias ao processo. Segundo Kunz, Steinmetz e
Amaral (2022), a aclimatacdo dos microrganismos a presenca de amobnia €
fundamental para a estabilidade e eficiéncia da digestédo. Tal adaptacéo pode ocorrer

tanto pela selecdo natural de populagdes mais tolerantes quanto pela adaptacéo
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gradual de arqueias metanogénicas as condicfes predominantes no reator. No caso
do S.INOC, a auséncia de substrato reduziu a disponibilidade de matéria organica
nitrogenada, o que pode ter favorecido a assimilacdo do aménio pelas células
microbianas para manutencéo, resultando na diminuicdo da concentracao final de NA.

J& o pH inicial e final das suspensfes se mantiveram dentro da neutralidade

conforme descrito na Tabela 8.

TABELA 8 - PH DAS SUSPENSOES ANTES E DEPOIS DO PBB

Suspenséo reacional pH inicial pH final
S.INOC 7,74 £ 0,02 7,45+ 0,03
S.CEL 7,53+0,01 7,24 £ 0,02
S.PODA 7,41 +0,01 7,45 £+ 0,009
S.MILHO 7,24 £ 0,06 7,2+0,06
S.0SSO 7,79 £ 0,05 7,41+0,01
S.EFLU 7,21 £ 0,03 7,45 £ 0,02

Fonte: O autor (2025).

Nota: S — suspenséo reacional. As siglas correspondem a mistura in6culo + substrato. CEL - celulose
microcristalina; PODA - biomassa de poda de arvore urbana; MILHO - residuo sélido de uma
amidonaria de milho; OSSO - farinha de carne e 0ssos bovino; EFLU - efluente de uma indUstria de
abate e processamento de aves e peixes.

Ainda, uma breve andlise pode ser feita levando em consideracéo relacédo
Carbono/Nitrogénio. Essa razdo € fundamental para o equilibrio do processo de
digestdo anaerdbia, uma vez que 0s microrganismos consomem carbono de 25 a 30
vezes mais rapidamente do que o nitrogénio durante a biodigestéo. Por isso, a relacédo
ideal de C/N situa-se entre 20:1 e 30:1 (Friehe; Weiland; Schatauer, 2010).

Na Tabela 9 s&o apresentadas as relacoes C/N estimadas, calculadas com
base na concentragéo de solidos totais volateis (STV) em relacdo a diferenga entre os

teores de nitrogénio total Kjeldahl (NTK) e nitrogénio amoniacal (NA).

TABELA 9 - RELAGCAO C/N ESTIMADA DAS SUSPENSOES REACIONAIS
S.CEL S.PODA S.MILHO S.0SSO S.EFLU S.INOC
C/N 21 7,3 28 69 19 133

Fonte: O autor (2025).
Nota: S — suspenséo reacional. As siglas correspondem a mistura in6culo + substrato. CEL - celulose
microcristalina; PODA - biomassa de poda de arvore urbana; MILHO - residuo sélido de uma
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amidonaria de milho; OSSO - farinha de carne e ossos bovino; EFLU - efluente de uma indudstria de
abate e processamento de aves e peixes.

De acordo com a Tabela 9, nota-se que apenas as suspensdes S.CEL,
S.MILHO e S.EFLU apresentam rela¢gdes C/N dentro ou muito préximas da faixa ideal
para a producdo de biogas. Em contrapartida, o substrato S.PODA apresenta uma
relacdo C/N abaixo do recomendado, sugerindo um excesso de nitrogénio, o que pode
levar a inibicdo do processo, fator que contribuiu para a sua baixa produc¢éo de biogas.
O substrato S.OSSO apresentou a relacdo C/N elevada, indicando uma quantidade
de carbono desproporcionalmente maior em relacdo ao nitrogénio, o que pode ter
dificultado a assimilacdo eficiente do carbono pelas comunidades microbianas
impactando o resultado no PBB. Ja o S.INOC apresenta uma relagdo C/N
desbalanceada justamente por nado ter sido misturado a nenhum substrato que
pudesse regular essa razao. Assim, o material consumido nesse caso provavelmente
teve origem na morte celular.

Outro fator que contribui para o alto PBB do efluente é o fato de ele ser liquido.
Nessa forma, os soélidos volateis encontram-se dissolvidos no meio, o que facilita sua
assimilacao pela microbiota.

De acordo com Lew et al. (2009), particulas dissolvidas geralmente permitem
que a digestao anaerdbia ocorra de forma mais rapida em comparacédo as particulas
suspensas. Isso ocorre porgue a matéria organica é degradada diretamente, seguindo
uma cinética de ordem zero, enquanto os soélidos suspensos precisam, primeiramente,
ser decompostos em fracBes coloidais menores.

Como as demais amostras se encontram em estado sélido, Lew et al. (2009)
também afirmam que pode haver resisténcia a biodegradagcéo, uma vez que a matéria
organica nao estéa totalmente disponivel para o metabolismo dos microrganismos.

Todavia, surge como forma possibilidade de aumentar o potencial bioquimico
dos substratos a submissdo desses materiais a pré-tratamentos, sejam eles
enzimaticos, quimicos, mecanicos ou térmicos.

A lignina presente nos materiais lignocelulésicos envolve fisicamente os
substratos, dificultando o acesso das enzimas microbianas a celulose e a
hemicelulose. Por isso, é necessario promover um rompimento ou desfibracido dessas
estruturas para disponibilizar os carboidratos fermentesciveis a digestdo anaerodbia.
No estudo de Avicenna et. al. (2015), a casca de milho foi submetida a um pré-

tratamento por imersdo em hidréxido de sédio (NaOH) a 33%, o que resultou em um
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incremento na producdo de biogas, alcancando 67,6 mL-min™t, com uma carga
organica de 43,6 gSTV-L™1.d™.

Para aumentar a solubilizacdo da farinha de carne e 0ssos, 0 tratamento
termoquimico com NaOH foi investigado por Wu et. al. (2009) nas temperaturas de 55
e 131 °C e nas concentracdes de 0; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 g/L. Eles obtiveram como
melhor condicdo 55°C com 10 g/L de NaOH, que resultou no maior potencial
bioguimico de metano (PBM), que atingiu 503 mL CH,/g STV. Nessa condicao,
também foi observada uma remocao de sdlidos volateis (STV) de até 66%, associada
a significativa solubilizacdo da matéria organica e reducao do tamanho das patrticulas.

Outras possibilidades ainda podem ser exploradas para otimizar 0 processo
de digestdo anaerdbia, como a digestdo em fases de temperatura, em que o residuo
€ inicialmente submetido a condi¢cdes termofilicas para potencializar a etapa de
hidrélise, ou ainda a aplicacdo de tratamentos com alta pressdo e temperatura,
capazes de romper estruturas resistentes da biomassa. O uso de enzimas comerciais,
devido a sua alta especificidade catalitica, também pode acelerar a degradacao,
promovendo a clivagem das macromoléculas em compostos mais facilmente
fermentesciveis. Além disso, a reducdo do tamanho das particulas por meio de pré-
tratamento mecéanico € uma alternativa eficaz, pois aumenta a area de superficie
disponivel para a acdo microbiana, favorecendo a conversdo da matéria organica
(Meegoda et. al., 2018).

A escolha do método ideal depende das caracteristicas especificas do
substrato e dos objetivos do processo, sendo influenciada por fatores operacionais
como temperatura, tempo e concentracdo. Além disso, o escalonamento dessas
tecnologias para aplicacdes industriais enfrenta desafios técnicos, econdémicos e
ambientais, o que torna essencial uma analise criteriosa de viabilidade para garantir a

eficiéncia e a sustentabilidade do processo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho evidenciam que a qualidade e
0 grau de adaptacdo do indculo sédo fatores determinantes para a eficiéncia da
digestdo anaerébia e para o potencial bioquimico de biogas (PBB) dos substratos
avaliados. O in6culo utilizado, embora enriquecido com diferentes fontes organicas
(residuos lignocelulosicos, leite em po, flocdo de milho moido e éleo de girassol), ainda
se encontra em processo de aclimatacdo, pois apresentou limitacbes em sua
capacidade de degradacdo metabdlica, o que afetou diretamente o desempenho nos
ensaios.

Entre os substratos testados, o efluente de abatedouro (S.EFLU) destacou-se
com o maior valor de PBB (767 mL-gSTV™), mostrando-se como 0 mais promissor
para a producdo de biogas com o indculo proposto.

A celulose microcristalina (S.CEL), utilizada como controle positivo,
apresentou resultados abaixo do esperado tedrico de 750 mL.gSTV™t (544
mL-gSTV™), indicando que hd margem para melhorias na adaptacdo do consércio
microbiano.

Em contrapartida, os substratos derivados de biomassa lignoceluldsica, como
a poda de arvore urbana (S.PODA) e o residuo de milho (S.MILHO), apresentaram
baixos valores de PBB, 147 e 121 mL-gSTV™ respectivamente, atribuidos a sua
estrutura recalcitrante, que dificulta a biodegradacédo, sugerindo a necessidade de
aplicacao de pré-tratamentos adequados. Ja a farinha de carne e ossos bovinos (S.
0OSSO0) apresentou um valor intermediario de 191 mL-gSTV™?

Constatou-se também que os parametros fisico-quimicos como o pH, solidos
volateis e nitrogénio total e amoniacal influenciaram significativamente o desempenho
da digestao. A manutencdo do pH dentro da faixa neutra e a reducao dos teores de
sélidos volateis apOs o0s ensaios indicam que o processo ocorreu de forma estavel,
embora abaixo da eficiéncia esperada para alguns substratos.

Dessa forma, conclui-se que 0s objetivos propostos neste trabalho foram
alcancados. Foi possivel produzir e caracterizar um indculo enriquecido, conduzir
ensaios padronizados de PBB com diferentes substratos e identificar aquele com
maior potencial bioquimico, que nesse caso, foi o efluente de abatedouro de aves e

peixes.
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Este estudo contribui para o avan¢o do conhecimento sobre a aclimatacéo e
0 enriquecimento de indculos, além do uso de residuos agroindustriais na producao
de biogéas, especialmente no contexto regional do Oeste do Parana, apontando

oportunidades para a valorizacao energética desses materiais.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando as limitacdes observadas ao longo do estudo, recomenda-se a
ampliacdo do tempo de aclimatagdo com adicdo periddica das fontes do indculo;
avaliacdo de parametros como acidez e alcalinidade para verificar a necessidade de
correcdo; a aplicacao de pré-tratamentos aos substratos mais recalcitrantes, a fim de
avaliar seu comportamento; a realizacéo de testes de co-digestao entre substratos; o
isolamento, extracdo e sequenciamento da microbiota para identificacdo das
comunidades microbianas; a avaliagdo da composi¢cdo do biogas por cromatografia
gasosa; e estudos econbmicos preliminares para analisar a viabilidade de

escalonamento do processo para aplicacfes em escala industrial.
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