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“The environment is everything that isn't me”

Albert Einstein
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Sumario

O atual cenario de elevado consumo energético a nivel mundial, bem como as diretivas mundiais e europeias que
apontam no sentido de um desenvolvimento sustentavel fazem com que a valorizagio energética de residuos
organicos, através de Digestdo Anaerobia, ganhe importancia no contexto do mix energético e numa perspetiva de

otimizagao do destino final da fragao orgénica dos residuos gerados pela sociedade atual.

Esta dissertagdo teve como principal objetivo a defini¢io das condigdes experimentais adequadas para efetuar o
arranque da unidade piloto de digestdo anaerdbia de residuos sélidos do LabEA (ETAR) através de residuos
provenientes dos espagos verdes da FEUP e glicerol como sub-produto da unidade piloto de produgdo de biodiesel
da FEUP.

A primeira fase, com duragdo de 34 dias, consistiu em ensaios de biodegradabilidade, na gama mesofilica, tendo
operado com um volume de trabalho de 100 mL, onde foram testadas diferentes razdes de relva com glicerol, numa
abordagem de mono-digestéo (ensaios R e G (15,5% v/v)) e co-digestéo (ensaios VGO (15,5% viv), VGI (7,8% viv)
e VGS (23,2% viv)), com 5% de sélidos totais (ST) de substrato, e 5 g-L-* NaHCOs. Verificou-se inibi¢do ao processo
de DA nos ensaios G, VGO e VGS por sobrecarga organica. Foram obtidas producbes cumulativas de metano de
28,7 mL CH4g CQO-" no ensaio R e 2,6 mL CH4-g CQO-" no ensaio VGI. Verificaram-se reducdes de ST e sélidos
volateis (SV) de 43% e 51% no ensaio R e 31% e 36% no ensaio VGI e valores finais de pH neutros. Foi possivel

concluir que a mono-digestdo é a melhor opgéo disponivel para a digest@o anaerdbia da relva colhida na FEUP.

Na segunda fase foram realizados dois ciclos de alimentagdo consecutivos, em modo batch, na gama mesofilica,
com um volume de trabalho de 4 L. O primeiro ciclo teve uma duragéo de 30 dias, executado em mono-digestéo
com 5% ST de relva como substrato, uma concentracdo de NaHCO3 de 5 g-L" para o reator R1 e 4 g-L' para o
reator R2. Registaram-se produgdes cumulativas de metano de 57,9 mL CHs'g SV-'em R1 € 59,6 mL CH4-g SV-'em
R2. Foram verificadas reducdes de ST e SV de 29% e 36% para R1 e 32% e 38% para R2, respetivamente, com
acumulagdes de CQOsoiovet Na ordem dos 27% em R1 e 25% em R2. Os valores finais de pH nos dois reatores
permaneceram proximos da neutralidade, concluindo-se assim que a adigdo de 4 g-L-* de NaHCOs foi suficiente
para assegurar a alcalinidade do meio. O segundo ciclo da segunda fase, com 32 dias de duragéo, foi planeado de
modo a assegurar a manutengdo da concentragao de 5% ST no contetdo do reator R1 enquanto que no reator R2
foram adicionados 5% ST de substrato. Utilizou-se, uma concentragéo de 4 g-L" de NaHCOs em ambos os reatores.
Registaram-se produgdes cumulativas de metano de 142,5 mL CHs-g SV-' em R1 e 17,6 mL CHs'g SV em R2. As
reducdes de ST e SV foram de 27% e 38% para R1 e 24% e 28% para R2, respetivamente. As acumulagdes de
CQOsqiuvel fixaram-se nos 9% em R1 e 34% em R2. Registou-se um valor de pH final neutro no reator R1 e de 5,8 no

reator R2, verificando-se assim a acidificagdo do meio em R2.

Palavras-Chave: Digestdo Anaerobia, Biomassa, Substratos Lignocelulésicos, Relva, Glicerol, Metano, Biometano,

Ensaios de Biodegradabilidade, Batch, Reator, Digestor.
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Abstract

The current global energy high consumption scenario, as well as global and European directives pointing towards a
sustainable development mean that energy recovery from organic waste, through anaerobic digestion, has gained
importance in the energy mix context and a perspective of optimization considering the final destination of the

organic fraction from the waste generated by our society.

This work aimed at defining the appropriate experimental conditions to start the anaerobic digestion pilot plant for
solid waste from LabEA (WWTP) with waste from the green spaces of FEUP and glycerol as a by-product of the
production of biodiesel pilot plant from FEUP.

Experiment 1, carried out for 34 days, consisted of mesophilic biodegradability tests operating with a work volume of
100 mL, in which different rations of grass with glycerol were tested, with a mono-digestion approach (R and G
assays (15,5% v/v)) and a co-digestion (VGO tests (15,5% viv), VGI (7,8% v/v) and VGS (23,2% viv)), 5% ST of
substrate, and 5 g-L-* of NaHCOs. Inhibition of the process occurred in the tests G, VGO and VGS possibly due to
organic overload. This study allowed obtaining cumulative methane vyields of 28,7 mL CHs-g COD-' on R1 test and
2,6 mL CHs - g COD-" in VGl test. TS and VS reductions were 43% and 51% in the R test and 31% and 36% in the

VGl test. The final pH values were neutral. It was concluded that the mono-digestion was the best available option.

In experiment 2 two consecutive loading cycles were performed in batch and mesophilic conditions with a working
volume of 4 L. The first cycle lasted for 30 days and was performed in mono-digestion with 5% TS with grass as
substrate, with a NaHCOs - concentration of 5 g-L-' for R1 and 4 g-L' in R2 reactor. The cumulative methane
production was 57,9 mL CHs-g VS -'in reactor R1 and 59,6 mL CHs- g VS in R2. TS and VS reductions were 29%
and 36% for R1 and 32% and 38% for R2, respectively. SCOD accumulations remained in the range of 27% for
R1and 25% to R2. The final pH values in the two reactors remained close to neutrality, which allows concluding that
the addition of 4 g-L* NaHCO; was enough to assure the alkalinity of the environment. The second cycle of
experience 2, carried out for 32 days, was planned to ensure the maintenance a 5% TS concentration inside R1
content and 5% ST of substrate in reactor R2. A NaHCOs concentration of 4 g-L-' was applied in both reactors. The
methane cumulative production was 142,5 mL CH4-g VS in reactor R1 and 17,6 mL CH4- g VS-' in reactor R2. TS
and VS reductions were 27% and 38% for R1 and 24% and 28% for R2, respectively. Accumulations of SCOD were
limited to 9% and to 34% in R1 and R2, respectively. The final pH value was neutral in R1 and was 5,8 in reactor R2,

which allowed verifying the acidification inside R2.

Keywords: Anaerobic Digestion, Biomass, Lignocellulosic Substrates, Grass, Glycerol, Methane, Biomethane,

Biodegradability assays, Batch, Reactor, Digester.
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1 Introducgao

1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projecto

O conceito de desenvolvimento sustentavel recebeu o seu primeiro grande reconhecimento internacional em 1972
na Conferéncia das Nagdes Unidas sobre o Meio Ambiente Humano, realizada em Estocolmo. Embora o termo néo
tenha sido referido explicitamente, a comunidade internacional concordou com a ideia de que tanto o
desenvolvimento como 0 meio ambiente, até entdo abordadas como questdes distintas, poderiam ser geridos de
uma forma mutuamente benéfica. Todas as definiges encontradas para desenvolvimento sustentavel requerem que
vejamos 0 mundo como um sistema, um sistema que interligue o espago, o tempo e a qualidade de vida. No
entanto, no ano de1987 em Brundtland, no relatorio Our Common Future da Comisséo Mundial das Nagdes Unidas
para o Meio Ambiente e Desenvolvimento definiu desenvolvimento sustentavel como desenvolvimento que satisfaz
as necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geracdes futuras de suprir suas proprias
necessidades (Comission 2015, Group 2015). Este conceito é focado, sobretudo, no melhoramento da qualidade de
vida para todos os habitantes do planeta Terra sem aumentar o consumo de recursos naturais para além da
capacidade de reposi¢do dos mesmos. Para tal é necessaria a percecao de que a apatia tera consequéncias e que
devemos procurar solugdes inovadoras que mudem as estruturas, politicas, pilares ideolégicos e comportamentos
praticos em todos os niveis, desde o simples individuo as grandes institui¢des internacionais. N&o estamos perante
um novo conceito, pois varias culturas ao longo da historia da humanidade reconheciam a necessidade da harmonia
entre ambiente, sociedade/politica e economia. A novidade surge sim na articulagao destes conceitos num contexto

de industrializagéo global e de uma sociedade cada vez mais tecnoldgica (Development 2015).

A problematica populacional ndo é apenas uma questdo de nimero de habitantes. As pessoas consomem
alimentos, agua potavel, madeira, minerais e energia (na sua diversificada disponibilidade) no desenrolar do
quotidiano. A conjugacdo de producdo alimentar, exploragdo de agua subterrdnea, exploragdo de biomassa,
exploragdo mineira e queima combustiveis fésseis resulta num esgotamento dos recursos naturais disponiveis e

aumenta os niveis de poluigao (Group 2015).
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Servigos Equidade Biodiversidade
Necessidades Domésticas Participagao Recursos Naturais
Crescimento Industrial Empoderamento Capacidade de Carga Ambiental
Crescimento Agricola Mobilidade Social Integridade dos Ecossistemas
Eficiéncia Laboral Preservagao Cultural Ar Puro e Agua Potavel

Figura 1.1 - Descrigdo esquematica da relagdo tripartida do desenvolvimento sustentavel (adaptado de
http://iwww.worldbank.org (Group 2015)).

Um indicador critico que traduz na perfeigdo o nosso impacto ambiental é o consumo energético. Segundo os dados
de Junho de 2015 da revisdo Energética Mundial fornecida pela BP (BP 2015b), o consumo mundial de energia
priméaria ultrapassou os 17 TW e é esperado que alcance cerca de 24 TW em 2035 (BP 2015a). Atualmente, a
origem deste consumo desmedido de energia primaria ainda prevalece em cerca de 80% proveniente de
combustiveis fosseis. O petrdleo constitui um recurso energético ndo renovavel e as suas reservas globais estéo a
diminuir rapidamente, contribuindo o seu consumo para a libertagdo de emissbes de gases com efeito de estufa
(GEE), o que acarreta inimeros efeitos negativos incluindo alteragdes climaticas, regress@o dos glaciares com
consequente aumento do nivel médio das aguas do mar, perda de biodiversidade, etc. Esta crise petrolifera,
globalmente disseminada, causada pelo consumo excessivo e aumento do prego do crude, possui uma relagéo
tangencial com a atividade economica global. O esgotamento progressivo de combustiveis fosseis, com a
consequente escalada do seu valor de mercado, associado a emiss@o de grandes quantidades de GEE, gerou a
procura de fontes de energia alternativas, renovaveis, sustentaveis, eficientes e de baixo custo com efeitos menos
nefastos para o ambiente (Nigam and Singh 2011, Ayoub and Abdullah 2012, Xu, Wang, and Cheng 2011).

Outra problematica abragada pelo planeta Terra diz respeito a gestdo dos residuos sélidos gerados pela sociedade.
Os residuos sélidos, nas suas variadas formas e tipologias, tém sido tradicionalmente depositados em aterros, o que
levanta sérias questdes ao nivel da toxicidade, geragéo de lixiviados, emissdes de GEE e limitagbes de espagos
para esta pratica, o que levou a busca de estratégias alternativas para este flagelo (Nair, Kuang, and
Pullammanappallil 2005). Por outro lado, a Unido Europeia (UE) encontra-se empenhada na produgao sustentavel
de energia. De facto, a Comissdo Europeia (CE) introduziu a Diretiva n°2009/28/CE para Fontes de Energias

Renovaveis, a qual reclama 20% de contribuicdo de fontes renovaveis de energia na totalidade do mix energético de
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cada estado membro até 2020 (Goulding and Power 2013). A mesma diretiva concede a cada estado membro,
individualmente, a decisdo de como ira alcancar as metas energéticas propostas. Deste modo, uma das metas que
figura no Plano Estratégico para os Residuos Urbanos (PERSU) estabelece a redugdo de 63% para 35% a
deposicao, em aterro, dos residuos urbanos biodegradaveis, relativamente ao ano de referéncia 1995 para Portugal
Continental (Ministério do Ambiente et al. 2014). Embora existam inimeras opcoes, esta altamente comprovado que
o futuro da producéo energética global seré tecnologicamente mais variado, combinado com um armazenamento
eficiente (Abu-Dahrieh et al. 2011).

Uma alternativa renovavel ao uso de combustiveis fésseis € o bio-combustivel, rico em metano, produzido através
da digestdo anaerdbia (DA) (Zhen et al. 2015). A DA é uma das mais antigas e bem estudadas tecnologias de
estabilizacdo de residuos organicos, que experienciou um importante crescimento apds a primeira crise energética
nos anos 70 do século passado (Ariunbaatar et al. 2014, Mata-Alvarez et al. 2014). A DA consiste na aplicagéo de
tratamento bioldgico, onde os microrganismos trabalham sinergeticamente, na auséncia de oxigénio, para converter
residuos organicos em biogas, uma mistura formada principalmente por metano e didxido de carbono e um produto
final estabilizado (Jagadish et al. 2012). Esta fonte de energia renovavel poder ser utilizada para a geracéo de
electricidade, calor e combustivel automével (GPL) (Angelidaki et al. 2006). Apesar da sua aplicagdo mais antiga e
globalmente disseminada consistir no tratamento de lamas ativadas, provenientes de &guas residuais, esta
tecnologia de valorizagdo energética é igualmente aplicavel a residuos sélidos urbanos (RSU), residuos agricolas,
residuos industriais, mas, sobretudo residuos solidos orgénicos tais como residuos biolégicos, lamas, estercos de
gado e biomassa. A produgéo de biometano através da DA é uma tecnologia bastante versatil, pois proporciona um
leque mais alargado de materiais orgénicos que podem ser utilizados como substrato no processo, em comparagéo
com outros biocombustiveis como o bioetanol ou o biodisel (Schievano et al. 2009). Relativamente a balangos
energéticos (racio output/input), quando comparada com outras tecnologias, a DA é o método mais eficiente para a

geracéo energética através de biomassa (Zheng et al. 2014).
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Figura 1.2 - Exemplo esquematico da configuracdo de uma instalagdo de DA para produzir energia e biofertilizante

através de residuos biolégicos como substrato (adaptado de: (Change et al. 2011)).

Esta tecnologia torna-se bastante apelativa gracas aos seus reduzidos impactos ambientais e alto potencial de
recuperacdo energética. Além disso, a DA permite uma redugéo de 30 — 50 % do volume de residuos para posterior
deposicao em aterro, reduz agentes patogénicos, o produto final estabilizado pode ser usado como fertilizante na
agricultura, o biometano (97% CHa, 3% CO- e outros constituintes minoritarios) pode ser introduzido nas redes de
gas natural pré-estabelecidas, para além de reduzir as emissbes naturais de metano provenientes da auto-
decomposi¢do de residuos orgénicos em aterros ou outros locais de deposi¢do, uma vez que se estima que o
potencial de efeito de estufa do metano é cerca de 20 vezes superior ao do diéxido de carbono (Ismail and Talib
2014, Smyth, Smyth, and Murphy 2010, Goulding and Power 2013, Nizami and Murphy 2010, Zheng et al. 2014,
Brown, Shi, and Li 2012).

Tais aspetos positivos associados as recentes preocupagdes alusivas ao rapido crescimento populacional,
consequente aumento do consumo energético mundial e aquecimento global tém promovido a pesquisa, 0
desenvolvimento e o aperfeicoamento de processos de DA, de modo a alcancar taxas de degradagao superiores e
reduzir a quantidade de residuo final a ser eliminado, estabelecendo as melhores condi¢ces de projeto, gestdo e

economicas para implementagéo desta tecnologia a grande escala.

1.2 Objetivos do Trabalho

Esta dissertagao teve como principal objetivo a definicdo das condi¢des experimentais adequadas para efetuar o
arranque da unidade piloto de digestdo anaerdbia de residuos solidos do LabEA (ETAR). O presente trabalho incluiu

a selecdo do tipo de substratos a alimentar, tendo como ponto de partida residuos verdes e glicerol como sub-
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produto da unidade piloto de produgdo de biodiesel da FEUP. Foi estudada a influéncia da razdo substrato/co-
substrato através de ensaios de biodegradabilidade. Testou-se igualmente a aplicago de diferentes concentragdes
de NaHCO:s e diferentes teores de sélidos através de reatores anaerébios batch de 5 L, usando como condi¢des

base as obtidas nos ensaios de biodegradabilidade.

1.3 Organizagao da Tese

Capitulo 1 - Introdugao

E feita uma breve introdugdo ao topico da DA. Contextualizagdo da atual procura de solugdes &s necessidades
energéticas globais e a importéancia da DA para alcangar o desenvolvimento sustentavel. Os objectivos deste

trabalho s&o também apresentados neste capitulo.
Capitulo 2 - Estado da Arte

Sé&o apresentados os principios dos processos de DA, os respetivos requisitos ambientais, bem como os compostos
inibidores ao processo. Sdo também indicadas e discutidas consideragdes relativas ao indculo e aos diferentes
substratos utilizados neste estudo, para além de um resumo dos tipos de tecnologias de DA aplicaveis. E descrito o

modelo de ajuste aplicado aos resultados experimentais obtidos.
Capitulo 3 - Materiais e Métodos

Séo descritas as metodologias aplicadas na caracterizagdo dos diferentes substratos utilizados neste trabalho, do
inoculo e de todos os ensaios executados nas diferentes experiéncias. E igualmente contemplado o planeamento

experimental, as descrices das diferentes instalagdes usadas e estimada a produgéo tedrica de metano.
Capitulo 4 - Resultados e Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho sdo apresentados neste capitulo relativamente a caracterizagdo dos substratos

e indculo e as experiéncias 1 e 2 (1° e 2° ciclo).
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2 Estado da Arte

2.1 Principios da Digestao Anaerébia

A DA consiste na conversdo bioldgica de compostos organicos, na auséncia de qualquer recetor de eletrdes
externo, como 0 oxigénio (processos aerdbios) ou nitratos/sulfatos (processos andxicos), até & forma mais reduzida
e oxidada de carbono, 0 metano (CH.) e o dioxido de carbono (CO,), respectivamente. Em meios onde se registe a
disponibilidade de recetores de eletrdes como o oxigénio, nitratos ou sulfatos néo existe formacdo de metano. A
producdo de metano ocorre em diversos ambientes naturais como pantanos, solo, sedimentos fluviais, lagos,
oceanos, assim como em aparelhos digestivos de ruminantes. A DA é um processo ecoldgico, altamente complexo,
que envolve um alargado consorcio de diversos grupos de microrganismos com fungdes especializadas e
interrelacionadas para a conversao de matéria organica complexa em produtos como metano e dioxido de carbono
e outros produtos em quantidades minoritarias (geralmente menos de 1% do volume total dos produtos gasosos). A
degradagédo de compostos orgénicos é dividida, geralmente, em duas etapas simbidticas. Na primeira etapa, os
grupos de bactérias anaerdbias e anaerobias facultativas convertem os compostos organicos complexos (hidratos
de carbono, proteinas e lipidos) em materiais organicos simples, principalmente em acidos gordos volateis (AGV),
como também em CO, e gases hidrogenados. Na segunda etapa, os &cidos organicos e hidrogénio séo convertidos
em CH4 e CO; através do metabolismo de microrganismos metanogénicos (procariontes estritamente anaerébios).
Em alguns casos, ndo ocorre a mineralizagdo completa e o substrato é apenas fransformado em compostos
intermediarios sem que ocorra a conversdo total nos compostos finais supracitados (Mclnerney and Bryant 1980,
Angelidaki and Sanders 2004, Angelidaki et al. 2006, Chernicharo 2007).

211  Hidrélise e Acidogénese

Devido a incapacidade de assimilagdo de matéria organica particulada por parte dos microrganismos, a primeira
etapa do processo de DA consiste na hidrélise de material complexo particulado (polimeros) em materiais simples e
dissolvidos, através da agao de exoenzimas excretadas pelas bactérias hidroliticas fermentativas. Esta solubilizagao
ocorre no interior das células bacterianas sendo excretadas de seguida na forma de AGV, alcoois, acido lactico,
diéxido de carbono, hidrogénio, aménia e sulfureto de hidrogénio com a formagédo adicional de novas células
bacterianas. Este processo ocorre lentamente em condi¢des anaerobias, sendo o grau e taxas de degradagio
influenciados pela temperatura de operacdo, tempo de retencdo hidraulico (TRH), composi¢do do substrato,
tamanho das particulas, pH do meio, concentragdo de amonia e pela prépria concentragao dos produtos formados

nesta etapa (ex. AGV).

Geralmente, a acidogénese é executada através do metabolismo de um vasto grupo de bactérias fermentativas
pertencentes a classe clostridia. Esta classe de microrganismos possui a particularidade da formagéo de esporos,

que lhes permite a sobrevivéncia nos ambientes mais adversos. No entanto, a familia de microrganismos

Estado da Arte 7



Digestao Anaerdbia de residuos gerados na FEUP: Relva e Glicerol

Bacteroidaceaea também contribui para esta etapa através da degradacédo de agucares e aminoacidos, sendo estes
microrganismos frequentemente encontrados nos sistemas digestivos (Lettinga, Pol, and Zeeman 1996, Chernicharo
2007).

21.2  Acetonogénese

As bactérias acetonogénicas sdo responsaveis pela oxidacdo dos produtos intermédios formados na etapa
acidogénica em substrato apropriado para os microrganismos metanogénicos, consistindo estes em &cido acético e
acido propidnico, sendo igualmente formadas grandes quantidades de hidrogénio e didxido de carbono dissolvidos
na fase aquosa, diminuindo deste modo o pH do meio. Porém, existem duas formas para o consumo do hidrogénio
dissolvido no meio: através dos microrganismos metanogénicos que produzem metano recorrendo ao hidrogénio e
ao dioxido de carbono; e pela reagao entre o hidrogénio, diéxido de carbono e acido acético que da origem a
formacao de acidos organicos, tais como &cido propionico e acido butirico. Apesar do facto de que pelo menos 50%
de toda a matéria organica biodegradavel & metabolizada a acido butirico e acido propidnico, apenas o hidrogénio e
0 acetato podem ser usados diretamente pelos microrganismos metanogénicos. No entanto, esses compostos
intermédios s&@o posteriormente decompostos em acido acético e hidrogénio. De seguida s&o descritas algumas
reacgdes oxidacdo-redugdo decorrentes durante esta etapa (Foresti 1994, Lettinga, Pol, and Zeeman 1996,
Chernicharo 2007).

Propionato — acetato: CH;CH,CO0~ + 3H,0 - CH;C00~ + HCO3™ + H* + 3H, (eq. 2.1)
Butirato — acetato: CH;CH,CH,COO~ + 2H,0 —» 2CH;C00~ + H* + 2H, (eq. 2.2)
Etanol — acetato: CH;CH,OH + H,0 —» CH;C00~ + H* + 2H, (eq. 2.3)
Lactato — acetato: CH;CHOHCOO~ + 2H,0 —» CH;C00~ + HCO3™ + H' + 2H, (eq. 2.4)
Bicarbonato — acetato: 2HCO3~ + 4H, + Ht* - CH;C00~ + 4H,0 (eq. 2.5)
Bicarbonato — metano: HCO3~ + 4H, + H* - CH, + 3H,0 (eq. 2.6)

21.3 Metanogénese

A fase final relativa a degradagéo anaerdbia de compostos orgénicos em metano e didxido de carbono é posta em
pratica pelos microrganismos metanogénicos archaea. No entanto, estes microrganismos dividem-se em dois
grandes grupos em fungdo da sua afinidade com determinados substratos. Os microrganismos utilizadores de
acetato, denominados de metanogénicas aceticlasticas, séo responsaveis por cerca de 60 — 70% da totalidade
produtiva de metano. Todavia, apenas algumas espécies metanogénicas sdo capazes de formar metano através de
acetato, onde se distinguem os dois géneros, Methanosarcina e Methanosaeta. O género Methanosarcina possui
taxas produtivas e de crescimento superiores ao género Methanosaeta, necessitando este Ultimo género de TRH

superiores. Relativamente a sua morfologia, 0 género Methanosarcina desenvolve-se através da formagdo de
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cocos, enquanto que o género Methanosaeta desenvolve uma estrutura filamentosa. Por outro lado, este Ultimo
género restringe-se a utilizagdo de &cido acético como substrato, sendo igualmente capazes de operar com
concentragbes mais reduzidas desse composto. Deste modo, o género Methanosarcina é considerado 0 mais
versétil, pois, para além de &cido acético, é capaz de consumir hidrogénio e metilaminas (Zinder 1993, Soubes
1994, Schimidt and Ahring 1996). Na auséncia de hidrogénio, a clivagem do &cido acético origina a formacao de
metano através da redugao do grupo metilo, enquanto o grupo carboxilo é oxidado a dioxido de carbono segundo a

seguinte equagao:
*CH3CO0H — *CH, + CO, (eq. 2.7)

Ao contrério dos microrganismos acetilasticos, praticamente todas as espécies metanogénicas sdo capazes de
produzir metano recorrendo ao hidrogénio e ao dioxido de carbono. Os géneros de microrganismos utilizadores de
hidrogénio, conhecidos como metanogénicas hidrogenotréficas, frequentemente encontrados em reatores
anaerdbios sdo os Methanobacterium, Methanospirillum e Methanobrevibacter. Quando o hidrogénio se encontra
disponivel, grande parte do restante metano produzido provém da redugao do didxido de carbono, que se encontra
sempre presente em excesso em sistemas de DA, ndo constituindo deste modo um fator limitante ao processo. A

formacao de metano através da redugéo do dioxido de carbono é descrita na seguinte equagao:
CO0, + 4H, - CH, + 2H,0 (eq. 2.8)

Ambas as tipologias de metanogénicas sdo extremamente importantes na manutencdo simbidtica de todo o
processo de DA, uma vez que a fungéo primordial do consumo de hidrogénio, produzido nas etapas iniciais, provoca
uma diminuigdo da pressdo parcial do hidrogénio no meio, permitindo a agdo das bactérias acidogénicas e
acetonogénicas. Devido a baixa solubilidade na fase aquosa, 0 metano é rapidamente libertado, ao contrério do
didxido de carbono, muito mais solivel em agua, tornando possivel a sua libertagdo através da fase gasosa e

através da aquosa na forma de efluente (Chernicharo 2007).

214 Redugao do sulfato

Por vezes, a constituicdo do contetdo dos reatores anaerébios pode conter sulfatos ou sulfitos, que séo utilizados
pelas bactérias redutores de sulfato (BRS) como recetores de eletrdes libertados durante a oxidagao dos compostos
organicos (Lettinga, Pol, and Zeeman 1996). O metabolismo destes microrganismos é importante em qualquer
processo de DA, principalmente devido a formagéo de sulfureto de hidrogénio, sendo igualmente considerados um
grupo de microrganismos bastante versatil gracas ao alargado leque de componentes capazes de consumir,
incluindo toda a cadeia de AGV, alguns acido aromaticos, hidrogénio, metanol, etanol, glicerol, agucares
aminoacidos e alguns compostos fenolicos. Esta etapa possui a similaridade da distingdo de dois grupos
maioritarios de BRS, um grupo de espécies dos géneros Desulfobulbus sp., Desulfomonas sp., Desulfotomaculum e
Desulfovibrio capazes de oxidar incompletamente os seus substratos em acetato, e outro grupo formado pelos
géneros Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfobacterium e Desulfonema, responsaveis pela

oxidagao de compostos organicos em didxido de carbono.
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Quando o meio se encontra ausente de sulfato na sua constituigdo, o metabolismo do processo de DA ocorre de
acordo com as equagdes 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6. Caso o reator anaerdbio possua sulfato na constituicio do seu

conteudo, o processo decorre segundo a seguinte equacéo:
S0?~ 4+ 4H, + H* —» HS™ + 4H,0 (eg. 2.9)

No entanto, na presenca de sulfato, s&o alteradas as vias metabdlicas do processo, uma vez que as BRS competem
com oS microrganismos acidogénicos, acetonogénicos € metanogénicos pela biodisponibilidade de substrato,

resultando em diminuigdes da concentracdo de metano no biogas produzido (Chernicharo 2007).

2.2 Tipos de matéria organica

A matéria organica, que se traduz analiticamente por CQO ou CBO, presente no conteudo de reatores anaerébios,
pode ser vulgarmente classificada como de facil, dificil ou impossivel degradagdo. A CQO facilmente degradavel é
aquela que se encontra imediatamente fermentada por qualquer tipo de inéculo (adaptado ou n&o ao tipo de
substrato). Os compostos organicos de dificil degradacéo, conhecidos como substratos complexos, sdo apenas
fermentados ap6s adaptagdo do consorcio microbiano ao respetivo substrato. Este periodo de adaptacéo
corresponde ao tempo de crescimento dos microrganismos especializados na hidrélise e fermenta¢éo deste tipo de
substratos. Por ultimo, existem substratos que contém matéria organica que é absolutamente impossivel de

biodegradar em ambientes anaerdbios, sendo conhecidos por compostos organicos inertes (Chernicharo 2007).

Por outro lado, a matéria organica, contida na infinidade da constituido de contetdos de processos de DA, pode ser

igualmente classificada segundo diferentes designagdes, sendo estas:

= CQO Total (CQOtea): totalidade de matéria organica constituinte de determinado substrato, sendo
independente do nivel de degradagao da matriz elementar;

= CQO Biodegradavel (CQOsgio): porgédo da CQOrotal biologicamente degradével em condigdes anaerobias;

= CQO Recalcitrante (CQOre): porcdo de matéria organica que & impossivel de degradar em condigbes
anaerobias devido & complexidade da sua matriz que a constitui;

=  CQO Soluvel (CQOsaavel): porgéo correspondente as particulas de matéria orgénica dissolvida e particulas
coloides, responsaveis pela turbagdo das amostras centrifugadas e filtradas apés determinagdo deste
parametro;

=  CQO Particulada (CQOran): fragdo correspondente a matéria organica de maiores dimensdes presente no
substrato. Pode ser determinada pela diferenga entre CQOrotai € CQOs0;

= (CQO Celular (CQOcg): matéria organica correspondente ao consércio microbiano presente no contetudo do
reator bem como das novas células formadas ao longo do processo;

= CQO Hidrolisavel (CQOmio): fracdo da CQOgid que estard verdadeiramente disponivel, na forma de
mondmeros (substrato simples), para posterior consumo por parte dos microrganismos metanogénicos apds

ter sido hidrolisada e fermentada pelas bactérias responsaveis pelas respetivas fungdes bioldgicas;
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A CQOsoivel € 0 pardmetro que melhor traduz a classificagdo do estado do processo de DA, pois corresponde a

fracdo usada pelos microrganismos para a produgéo de metano e para a formagao de novas células.

2.3 Requisitos ambientais/operatérios

A DA ¢é particularmente suscetivel a um controlo restrito das condi¢des do meio uma vez que o todo o processo
exige uma interagao simbidtica entre diferentes microrganismos e entre as proprias condicdes ambientais. Tanto as
condigdes fisicas como quimicas do meio influenciam o crescimento e metabolismo microbiano, selecionando os
organismos melhor adaptados ao ambiente em que estéo inseridos, que pode variar rapidamente em fung¢do da sua
constituicdo nutricional ou condicdes fisiologicas. Os fatores fisicos atuam normalmente como agentes seletivos,
enquanto que os fatores quimicos podem ou nao ser seletivos. Os nutrientes elementares, necessarios ao processo,
ou a propria temperatura de operacdo sdo extremamente importantes na selecdo das espécies microbianas
predominantes. Comparativamente, os micronutrientes ndo possuem grande influéncia no processo. A eficiéncia de
todo o processo de DA esta assim dependente de um balango ecolégico do sistema (Speece 1986, Chernicharo
2007).

2.3.1  Nutrientes

Os requisitos nutricionais das populagdes microbianas envolvidas em processos de tratamento bioldgico séo
geralmente estabelecidos através da composi¢do quimica das células microbianas. No entanto, a sua composigao
quimica exata é raramente determinavel, sendo os requisitos nutricionais determinados com base na composigao
empirica das células microbianas (Chernicharo 2007). A tabela 2.1 apresenta a composi¢do quimica dos

microrganismos metanogénicos.

Tabela 2.1 - Composigéo quimica dos microrganismos metanogénicos.

Macronutrientes Micronutrientes
Concentragao Concentragao
Elemento Elemento
(9'kg* ST) (mg-kg-' ST)
Azoto (N) 65 Ferro (Fe) 1800
Fosforo (P) 15 Niquel (Ni) 100
Potassio (K) 10 Cobalto (Co) 75
Enxofre (S) 10 Molibdénio (Mo) 60
Calcio (Ca) 4 Zinco (Zn) 60
Magnésio (Mg) 3 Manganés (Mn) 20
- - Cobre (Cu) 10

Adaptado de (Lettinga, Pol, and Zeeman 1996)
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De forma a alcancar o sucesso em processos de tratamento biologico devem ser fornecidas quantidades suficientes
de nutrientes inorganicos, necessarias ao crescimento e metabolismo microbiano. Em casos de fornecimento de
escassas concentragdes nutricionais, devera existir algum mecanismo de compensacao, quer seja pela redugéo das
taxas de alimentagdo do sistema, quer pela permissdo de reducdo da eficiéncia do sistema. Relativamente a
escassez por parte do substrato em micronutrientes, estes poderdo ser garantidos pelo indculo que ira compor o
conteudo do reator, além de que lamas provenientes de estagbes de tratamento de &guas residuais (ETAR)
possuem todo o tipo de nutrientes em concentragdes adequadas para processos de DA. O mesmo n&o acontece
com efluentes industriais, que possuem uma composicdo mais especifica e poderdo exigir suplementagio

nutricional adicional para alcancar taxas produtivas equiparaveis.

2.31.1  Azoto

Este nutriente inorgénico possui um papel preponderante para o crescimento microbiano, sendo necessarias altas
concentracOes deste elemento. Apenas a amdnia e a fragao orgénica deste elemento (disponivel apds degradagéo)
constituem substrato biodisponivel para os microrganismos, uma vez que azoto na forma de nitratos ou nitritos nao
é assimilavel para o crescimento bacteriano sendo (sob condi¢des anaerdbias) libertado para a atmosfera na forma
de N,. Gragas a preferéncia bacteriana em substratos ricos de hidratos de carbono em prol de substratos contendo
altos teores proteicos e acidos volateis, o primeiro tipo de substrato mencionado requer cerca de seis vezes mais
azoto de forma a garantir o equilibrio ecoldgico e simbiético de todo o sistema (Lettinga, Pol, and Zeeman 1996,
Chernicharo 2007).

2.31.2 Fosforo

Devido & mediacao enzimética, mais concretamente de fosfatases, a maioria dos microrganismos é capaz de utilizar
ortofosfato inorgénico durante o crescimento celular. De acordo com a literatura, a incorporagdo microbiana de

fésforo na DA é aproximadamente 1/5 a 1/7 das necessidades estabelecidas para 0 azoto (Chernicharo 2007).

2.31.3  Enxofre

O sulfureto é o composto mais utilizado como fonte de enxofre pelos microrganismos microbianos, apesar da
utilizagéo de cisteina por algumas espécies. Este elemento é necessario a sintese proteica e indculos provenientes
de ETAR proporcionam concentragdes suficientes de enxofre para suprir os requisitos nutricionais ao crescimento

microbiano dado a sua necessidade reduzida, equiparavel ao fésforo (Chernicharo 2007).

2.3.1.4  Micronutrientes

Para além dos macronutrientes mencionados, um leque variado de outros elementos, denominados de

micronutrientes, sdo necessarios para qualquer processo de DA, embora a determinacdo exata destes requisitos
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micronutricionais seja bastante complexa. Dentro desta categoria destacam-se os metais ferro, cobalto, niquel e

molibdénio necessarios aos microrganismos metanogénicos, acidogénicos e acetonogénicos (Chernicharo 2007).

23.2 Temperatura

A temperatura é um dos parametros fisicos mais importantes para o crescimento selectivo microbiano. Devido a
incapacidade de termoregulacdo por parte dos microrganismos, a temperatura interna celular é estabelecida pela
temperatura do meio externo (Batstone et al. 2002). Este parédmetro afeta os processos bioldgicos de duas
maneiras: (i) influenciando as velocidades das reagdes enzimaticas; (i) influenciando as velocidades difusivas do

substrato a biodegradar.

Na maioria dos processos biolégicos sdo estabelecidas trés gamas de temperatura ao crescimento microbiano.
Embora exista na literatura alguma variancia relativamente aos limites que caracterizam cada uma das gamas
térmicas, segundo (Batstone et al. 2002), estas podem ser distinguidas como: (i) gama psicrofilica, entre 4 e
aproximadamente 15 °C; (ii) gama mesofilica, entre 20 e aproximadamente 40 °C; (iii) gama termofilica, entre 45 e

70 °C e por vezes superior;

Por outro lado, cada gama térmica pode ser singularmente classificada em fun¢éo do crescimento microbiano que
proporciona, como: (i) temperatura minima, abaixo da qual ndo é registado crescimento microbiano; (i) femperatura
otima, no qual se registam velocidades de crescimento méximas; (iii) temperatura maxima, acima da qual ndo é

registado crescimento microbiano;

Deste modo, as temperaturas maximas e minimas definem os limites das trés gamas térmicas mencionadas € a
temperatura 6tima estabelece o valor onde se registam velocidades de crescimento maximas. A variacdo da
temperatura ndo estabelece uma relagdo linear com o crescimento microbiano, uma vez que o crescimento
microbiano quando préximo da temperatura minima é tipicamente baixo e aumenta exponencialmente a medida que
se aproxima da temperatura 6tima. Muitas vezes, ap6s ultrapassar a temperatura ideal em alguns graus, pode

ocorrer uma queda abrupta nas velocidades de crescimento microbiano até ao colapso completo.

Relativamente aos processos anaerobios, sdo registadas produgdes de metano numa gama de temperaturas
bastante alargada, desde os 0 até aos 97 °C. Porém, sdo associados a este tipo de processos dois niveis ideais de
temperatura, um na gama mesofilica (30 °C a 40 °C) e outro na gama termofilica (45 °C a 55 °C). Em condigdes de
operagdo mesofilicas prevalecem o0s microrganismos do género Methanobacterium, Methanobrevibacter,

Methanospirillum, Methanosarcina e Methanosaeta (Chernicharo 2007).

De forma a obter rendimentos energéticos/econdmicos alusivos a qualquer processo de DA s&o necessarias varias
consideragdes relativamente a definicdo deste parametro. Apesar de maioria dos reatores anaerobios operar em
condigbes mesofilicas e considerando que certos substratos obtém producbes de metano similares quando
comparadas as gamas térmicas operatérias, 0 mesmo néo acontece com certas tipologias de substratos de mais
dificil degradacg&o. De facto, altas temperaturas favorecem o potencial produtivo de certos substratos, registando-se

a prosperidade dos microrganismos, com a consequente diminuigdo dos TRH, velocidades de degradacéo de
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substrato superiores e reducdo de agentes patogénicos. Porém, esta superioridade térmica torna os processos de
DA mais instaveis o que pode causar desequilibrios nas diversas tipologias microbianas. Devido as melhorias
registadas relativamente as primeiras etapas do processo, a rapida acumulagao de AGV associada ao reduzido pH
caracteristico destas etapas pode levar ao colapso do processo. Altas temperaturas favorecem igualmente a

acumulag@o de amdnia para concentragdes consideradas inibitorias.

Embora, em muitas ocasides, ndo se alcancem rendimentos produtivos maximos, a gama mesofilica permite obter

producdes bastante satisfatérias, ndo exigindo um input energético tao elevado (Yang et al. 2015).

2.3.3 pH e alcalinidade

Os microrganismos metanogénicos possuem um pH de crescimento 6timo entre 6,6 — 7,4, embora se consiga
garantir a estabilidade produtiva alargando a gama desde os 6,0 até 8,0. Nestes processos, valores inferiores a 6,0

e superiores a 8,3 podem inibir a agao destes microrganismos e diminuir significativamente a producéo de metano.

Por outro lado, a velocidade de crescimento 6tima das bactérias acidogénicas esta situada na gama pH entre 5,0 e
6,0, podendo estes microrganismos continuar bastante ativos com valores de pH de 4,5. A menor sensibilidade ao
pH deste tipo de microrganismos traduz-se, na pratica, a possivel continuidade de produgéo acida, diminuindo o pH
do meio e consequente diminuicdo, ou até mesmo cessar da produtividade metanogénica (Lettinga, Pol, and
Zeeman 1996, Chernicharo 2007).

No entanto, o pH 6timo depende néo apenas do tipo de microrganismos envolvidos no processo, bem como do tipo
de substrato que é alimentado, afetando processos de DA de duas maneiras distintas: (i) diretamente, através da
influéncia na atividade enzimatica por alteragé@o da sua estrutura proteica; (ii) indiretamente: através da toxicidade de

um vasto grupo de compostos.

A monitorizagdo e controlo deste pardmetro garante uma melhor estabilidade do processo. O controlo pode ser
executado através da adi¢do de uma solugéo tampao, capaz de evitar grandes flutuagdes no pH. Os dois grandes
fatores que influenciam o pH em processos de DA s&o o &cido carbonico e os &cidos volateis. Com valores de pH
entre 6,0 e 7,5, a capacidade tampao de um sistema de DA depende quase exclusivamente da relagao dioxido de
carbono/alcalinidade. A quantidade de &cido carbonico na fase aquosa esta diretamente relacionada com a
quantidade de diéxido de carbono na fase gasosa (traduzida pela Lei de Henry) e em situagdes de equilibrio
operatorio, a dissociagéo de acido carbdnico regula a concentra¢do de ides H*. Por outro lado, a interagao entre a
alcalinidade e acidos volateis € baseada na capacidade do sistema em neutralizar os acidos formados nas etapas
iniciais do processo e tamponizar o pH em caso de acumulagao de &cidos volateis. A degradagéo de hidratos de
carbono e alcoois ndo permite a formagao de catides como produtos finais, impossibilitando deste modo a produgéo
de alcalinidade. Este fato é particularmente importante, pois gragas a preferéncia microbiana na degradagéo deste
tipo de substratos, podera ocorrer um decréscimo acentuado de alcalinidade que é consequentemente canalizada
para a neutralizagdo destes compostos, impossibilitando a neutralizagdo necessaria aos compostos carbdnicos.

Consequentemente, o sistema devera ser suplementado com alcalinidade associada ao bicarbonato. Do ponto de
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vista operatorio, sdo desejaveis altos teores de alcalinidade no indculo fornecido ao sistema, de modo a que possam
tornar possivel a auto-neutralizagdo do processo, ou seja, tamponizando altas concentragdes de AGV sem causar
graves decréscimos no pH. Porém, em casos onde é necessaria uma suplementagdo alcalina, a escolha dos
compostos quimicos em questdo devera ser equacionada em termos econoémicos e de aplicabilidade. De entre os
varios produtos quimicos usados no controlo do pH em processos de DA destacam-se a cal hidratada (Ca(OH),), cal
viva (Ca0), carbonato de sodio (Na>COs), bicarbonato de sédio (NaHCOs), hidroxido de sédio (NaOH) e bicarbonato
de amédnia (NHsHCO;). Apesar da cal ser a fonte de alcalinidade mais barata, a sua insolubilidade pode causar
sérios problemas operacionais. O bicarbonato de amodnia € igualmente bastante atrativo do ponto de vista
econdmico, mas a sua aplicacdo associada as concentragdes de amonia proporcionadas pelo inéculo podera ser
proibitiva devido a toxicidade deste composto. O bicarbonato de sodio € o composto mais usado neste tipo de
processos, uma vez que é de facil manuseamento, altamente sollvel e ndo aumenta substancialmente o pH quando
doseado excessivamente (Foresti 1994, Haandel and Lettinga 1994, Lettinga, Pol, and Zeeman 1996, Chernicharo
2007).

234 Agitacao

A agitacéo ou pré-agitacao suave garante a otimizag&o da distribuicdo dos microrganismos e nutrientes, garantindo
igualmente mais eficiéncias do processo de DA. Agitagdo em excesso reduz a oxidagdo de acidos gordos devido a
rutura dos granulos formados pelos polimeros extracelulares e promove a formagéo de espuma. A pré-agitagéo
completa do substrato com o indculo € comum em estudos a escala laboratorial, enquanto que estudos recentes
demonstram que a pré-agitacdo permite a redugdo da quantidade de inoculo e do input energético em operagdes
em grande escala. Este pardmetro podera ser assegurado através de dispositivos de agitagdo mecénica elou

recorrendo a recirculagdo da fragao aquosa (Nizami, Korres, and Murphy 2009, Yang et al. 2015).

2.4 Toxicidade

A toxicidade é considerada uma das maiores razdes para o ceticismo da utilizagao deste tipo de processos, uma vez
que existe atualmente um conhecimento generalizado que os processos de DA sdo suscétiveis a toxicidade. De
facto, apesar de os microrganismos metanogénicos possuirem uma certa capacidade de adaptacdo a determinadas
concentragdes inibitérias, estes podem ser facilmente inibidos através de determinadas toxinas até taxas produtivas
nulas. Uma vez que qualquer composto orgénico e inorganico pode ser considerado tdxico quando as suas
concentragbes em determinados meios sé@o elevadas, a toxicidade deve ser discutida em fungéo de niveis de

toxicidade em vez de materiais toxicos (Chernicharo 2007).
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241 Sais

A toxicidade proporcionada por sais € normalmente associada aos catides (Na*, NH4+, K*, Caz* e Mg?) e nao aos
anides do sal. Quando determinado inéculo apresenta concentragbes de sais inibitérias, esta inibicdo podera ser
atenuada através da adicdo de determinado ido antagonista, normalmente doseados na forma de sais cloridricos
(Lettinga, Pol, and Zeeman 1996, Chernicharo 2007).

24.2 Amonia

Embora benéficas ao funcionamento de qualquer digestor anaerobio, ambas as formas deste composto, tanto na
forma ionica (NHs*), como na sua forma livre (NH3), podem ser inibitérias na presenga de concentracdes elevadas
(Chernicharo 2007). A concentracéo destas duas formas de amdnia é regulada pelo pH do meio segundo a seguinte

equacao:
NH} & NH; + H* (eq. 2.10)

Na tabela 2.2 s&o apresentadas as concentragOes relativas aos efeitos benéficos ou adversos da amonia livre em

processos de DA.

Tabela 2.2 - Efeitos da aménia livre em processos anaerobios.

Concentragao (mg N-L) Efeito
50 a 200 Benéfico
200 a 1000 Nenhum efeito adverso
1500 a 3000 Inibidor parapH>7,4a7,6
Acima de 3000 Toxico

Adaptado de (McCarty 1964).

2.4.3  Sulfureto

A toxicidade deste composto, brevemente discutida em capitulos anteriores, constitui um problema para processos
de DA. A dissociacdo do H>S na fase aquosa é coordenada pela temperatura e pH do meio segundo as seguintes

equagdes:
H,S & H" + HS™ (eq. 2.11)
HS™ & HY 4+ 527 (eq. 2.12)

A inibicdo proporcionada pelo sulfureto esta dependente da sua concentragéo na forma néo dissociada de sulfureto
de hidrogénio (H2S) no meio, uma vez que se trata da espécie mais toxica para os microrganismos. Por outro lado, o
H,S apresenta-se nas fases gasosa e aquosa, estando a sua distribuicdo na fase gasosa dependente da producéo

de biogas, uma vez que quanto mais elevada for a produgdo de metano, mais HS sera transferido da fase aquosa
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para a fase gasosa. A sua toxicidade podera ser atenuada pelo aumento da concentragdo de CQO no meio, sendo
genericamente assumido um racio CQO/SO4?% superior a 10 de forma a ndo comprometer o funcionamento de um

reator anaerobio (Chernicharo 2007).

244 Metais

Elementos ou compostos como o crémio, niquel, zinco, cobre, arsénio, cianetos entre outros, sao classificados
como altamente tdxicos, mesmo apresentando concentragdes baixas, como é o caso do Cu?, Zn?* e Ni2*. Apesar de
igualmente toxico em processos de tratamento anaerdbio, as concentragdes de sulfureto no meio aquoso combinam
com os metais formando sais de sulfureto insolUveis que ndo apresenta efeitos adversos ao processo (Chernicharo
2007).

2.5 Inédculo

A DA consiste num processo complexo que exige a presenca de diferentes espécies microbianas. Deste modo,
torna-se imperativo descobrir o in6culo apropriado, que contenha os microrganismos necessarios para que o
processo de degradagdo possa ser estabelecido (Angelidaki and Sanders 2004). O indculo néo sd proporciona um
consorcio microbiano variado, como também macro e micro nutrientes e capacidade de neutralizagdo (Yang et al.
2015).

251 Tipo de Inéculo

O indculo deve possuir uma ampla composicéo tréfica de modo a garantir a biodegradacdo de qualquer tipo de
substrato (Angelidaki et al. 2006, Angelidaki et al. 2009). Frequentemente, as lamas digeridas constituem o tipo de
indculo mais usado em processos de DA. No entanto, a utilizagdo do material digerido (produto final resultante do
processo) é preferivel relativamente a outras fontes de indculo, como lamas ativadas (suspensas ou granulares),
esterco de gado e fluidos de ruminantes, pois possuem populagdes microbianas metanogénicas ja perfeitamente
desenvolvidas e adaptadas ao ambiente anaerdbio, reduzindo assim o risco de inibicao (Yang et al. 2015, Angelidaki
et al. 2006). Indculos provenientes de reatores com composi¢des de alimentagdo especificas deverdo ser
misturados com diferentes tipos de indculo, inclusivamente indculos mesofilicos e termofilicos (Angelidaki et al.
2006).

2.5.2 Quantidade de inoculo

A quantidade de inoculo a adicionar constitui outro fator importante a este tipo de processos. Numa perpectiva de
determinagéo do potencial de biometanizagdo (PBM) sdo desejaveis pequenas quantidades de indculo, uma vez

que esta fragdo constituinte de um meio anaerébio contribui igualmente para a formagéo de biogas e podera

Estado da Arte 17



Digestao Anaerdbia de residuos gerados na FEUP: Relva e Glicerol

comprometer os resultados relativos ao substrato sob investigagdo. A aplicacdo de pequenas quantidades de
indculo podera originar acidificagdo do processo por incapacidade neutralizante, que é garantida pelas altas
concentragdes proteicas caracteristicas de diferentes tipos de indculo (Angelidaki and Sanders 2004). Deste modo,
dependendo da atividade microbiana e da sua concentragao, o volume correspondente ao indculo varia entre 10 a
80% do volume total de operagao, sendo tipicamente aplicadas fragcbes de 70 a 80% para inéculos de reduzida
atividade microbiana (lamas suspensas activadas ou esterco de gado) e fragdes de 10 a 20% para in6culos com alta
atividade microbiolégica (lamas granulares) (Angelidaki et al. 2006, Angelidaki et al. 2009). Por outro lado, a
inoculagdo podera ser efetuada em fungéo do racio entre substrato e inéculo (RSI), descrito igualmente na literatura
como feedstock-to-inoculum (F/l) ratio, feedstock-to-microbe (F/M) ratio, or substrate-to-inoculum (S/l) ratio, podendo

ser calculado em fungdo de ST, SV, massa total ou volume total (Angelidaki et al. 2006, Yang et al. 2015).

253 Consideragoes e tratamento do inéculo

Independentemente da sua proveniéncia, o indculo deve ser fresco e representativo e ndo devera ser armazenado
por periodos que ultrapassem alguns dias. Este deve também ser “desgasificado”, ou seja, devera ser pré-incubado,
permitindo deste modo o consumo da matéria organica remanescente até ndo se registarem produgdes de biogas
significativas. Esta incubagdo € normalmente executada durante 2 a 5 dias @ mesma temperatura em que 0
processo de DA seré estabelecido. Por outro lado, deverdo ser removidos materiais de grandes dimensdes, como

sedimentos entre outras particulas de tamanho consideravel (Angelidaki et al. 2006, Angelidaki et al. 2009).

2.6 Biomassa

2.6.1 Biomassa como substrato em processos de digestao anaerébia

A biomassa consiste no método de armazenamento de energia solar preferido pela Natureza, encontrando-se
disponivel como fonte de energia renovavel, na forma de distintos materiais como madeira, residuos alimentares,
colheitas diversas e relvalerva (Abu-Dahrieh et al. 2011). As pastagens possuem um papel importantissimo na
agricultura global, cobrindo grande parte da superficie do planeta. Atualmente as pastagens séo predominantemente
usadas como recurso alimentar & pecuaria de ruminantes. Para além dos propositos agro-pecuarios, as pastagens
proporcionam inumeras fungdes ecoldgicas que incluem o armazenamento/sequestro de carbono, previnem a
erosdo do solo, asseguram a recarga de aquiferos, garantindo igualmente habitat para vérias espécies, formam
parte essencial da diversidade de paisagens culturais e servem como base para atividades recreativas e turisticas,
contribuindo para o desenvolvimento rural e econdmico. A biomassa das pastagens permite uma produgéo
energética variada, sendo usualmente utilizada como substrato para a produgdo de biogas e biocombustiveis
solidos para combustdo. O interesse em usar substratos lignocelulésicos como matéria-prima em sistemas
bioenergéticos e de biorefinaria é relativo ao seu alto potencial em termos de produgdo de metano por hectare
(Nizami and Murphy 2010). Por outro lado, esta fonte de energia permite uma reducéo substancial de emissdes de

GEE comparativamente aos combustiveis fosseis (Navickas et al. 2012). Gragas ao seu notavel potencial
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energético, nos Ultimos 10 — 15 anos registou-se um aumento bastante significativo da consideracao deste recurso
para biometanizagdo principalmente na Europa e América do Norte (Prochnow et al. 2009). De facto, apenas na
Alemanha, o nimero de digestores anaerdbios, utilizando biomassa, aumentou de cerca de 100 instalagdes em
1990 até aproximadamente 4000 em 2008 (Braun, Weiland, and Wellinger 2010), sendo a silagem de erva o
substrato mais utilizado depois da silagem de milho (Nizami and Murphy 2010). Para além das novas oportunidades
proporcionaveis ao sector agricola, a DA deste tipo de substratos é igualmente favoravel do ponto de vista da
gestéo de residuos, pois permite 0 encaminhamento de residuos agro-florestais, fragao orgénica de RSU e residuos
da industria alimentar. O produto final digerido, muitas vezes tratado como residuo, garante mais uma vantagem
excecional deste tipo de tecnologia, pois podera ser utilizado como fertilizante/corretor agricola, pois é normalmente
rico em nutrientes como azoto e fosforo (Gatta et al. 2013, Yang et al. 2015). Na seguinte figura é ilustrado um
diagrama circular com os principais fatores que determinam a eficacia produtiva metanogénica através de substratos

lignoceluldsicos em processos de DA.

Retention R
?aﬂ:.‘gj.e time Ec"”"“ﬁa tion
5’“‘%‘. 0
e ’

o
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Operational measures

Figura 2.1 - Diagrama circular dos principais fatores que determinam a eficacia produtiva metanogénica através de

substratos lignocelulésicos em processos de DA (Nizami, Korres, and Murphy 2009).
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2.6.2 Caracteristicas dos substratos lignocelulésicos

O aumento substancial registado nos ultimos anos no uso de relva como substrato aos processos de DA deve-se a
sua alta biodegradabilidade associada as taxas de produgéo de biogas quando comparada com a fracg&@o organica
dos RSU. Porém, apesar da abundancia deste material organico e do bom PBM, parte da matéria organica da

biomassa lignocelulosica é recalcitrante (Nizami, Korres, and Murphy 2009, Yang et al. 2015).

A celulose, hemicelulose e lenhina constituem os trés principais polimeros de materiais lignocelulésicos como a
relva/erva. O conteldo da relva depende de varios fatores que irdo influenciar a produgéo de metano, como a sua
espécie, estado de maturacéo, localizagao, variagdes sazonais, praticas de cultivo, tipo de solo e pré-tratamento.
Apesar da heterogeneidade proporcionada por todos estes fatores, na tabela 2.3 é apresentada a composicédo

quimica da relva.

Tabela 2.3 - Composi¢éo quimica da relva.

Composto/Elemento Relva
Celulose % 25-40
Hemicelulose % 15-50
Lenhina % 10-30
Cinza % 1,5
c % 49,93
N % 2,05
K % 1,51
Ca mg-kg! 1,91
Mg mg-kg! 0,26
B mg-kg! 23
Cu mg-kg! 13
Fe mg-kg! 0,29
Zn mg-kg! 72
Na mg-kg! 915

Adaptado de (Nizami, Korres, and Murphy 2009).

A forte interligagdo entre os trés polimeros mencionados com for¢as ndo covalentes e transversais covalentes
(ligagdes de hidrogénio e forcas de van der Waals) garante a estabilidade estrutural da planta (figura 2.2). A celulose
(polissacarideo de glicose) o e hemicelulose s&o macromoléculas que podem ou ndo conter as mesmas unidades
de hidratos de carbono, enquanto que a lenhina & um polimero aromatico constituido por percursores
fenilpropanoide. Este tipo de substrato possui igualmente compostos proteicos, extratos lipidicos, pectina e hidratos

de carbono ndo estruturais.
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Figura 2.2 - Estrutura da biomassa lignoceluldsica nas paredes das células vegetais (fonte:(Yang et al. 2015))

As estruturas celuldsicas apresentam-se nas formas amorfa, que é facilmente digerivel e na forma cristalina que
constitui uma barreira a a¢do microbioldgica. Apesar da celulose ser resistente & hidrélise, 0 mesmo nao acontece
com a hemicelulose, que devido a sua estrutura amorfa é facilmente hidrolisavel. A lenhina representa a parte mais
recalcitrante dos hidratos de carbono estruturais gragas a sua insolubilidade aquosa, resisténcia & acédo microbiana
e a forgas oxidativas. Por outro lado, a percentagem deste composto no conteudo das células vegetais aumenta

com a maturidade da planta.

De facto, é preferivel colher a biomassa em estados de maturagao iniciais, na perspetiva de obtengdo de substrato
com contetdos fermentaveis mais elevados e baixos contetidos em fibras. Deste modo, a biodegradabilidade dos
substratos lignoceluldsicos em digestores anaerébios é limitada pelo seu conteido em celulose cristalina e lenhina,
reforcada ainda pelo alto contelido em fibras, que diminuem a solubiliza¢do que se traduz em baixas conversdes de
solidos volateis em CQO biodegradavel. Porém, & possivel alcangar melhorias nas taxas de solubilizagéo e
consequente degradagédo destes compostos mais recalcitrantes através da aplicagcdo de pré-tratamentos aos
processos de DA, removendo e/ou eliminando assim ligagdes, barreiras, cristalinidade e graus de polimerizagéo,

proporcionando produgdes de metano mais eficientes (Nizami, Korres, and Murphy 2009, Yang et al. 2015).

Residem assim duas questdes fundamentais para alcangar uma produgdo sustentavel de biogas através de
substratos lignoceluldsicos (Tsapekos, Kougias, and Angelidaki 2015): (i) um método de pré-tratamento que seja
custo-eficiente para aumentar o PBM da biomassa; (i) Um método de conservagdo adequado que garanta um

fornecimento de relva continuo ao longo do ano.

Uma vez que a relva é produzida sazonalmente, embora as instalagdes de produgéo de biogas necessitem de
alimentag&o continua, torna-se necessaria a conservagao de substrato de modo a que garanta equidade qualitativa
e de fornecimento. A silagem ¢é a forma de conservagdo mais utilizada globalmente, permitindo a preservagao
energética do substrato, com perdas pouco significativas quando executada devidamente. As circunstancias de
recolha da biomassa para posterior silagem (processamento mecanico) permite igualmente a poupanga energética

em processamentos adicionais a DA e na etapa de armazenamento a biomassa é sujeita a vérios tratamentos que
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melhoram a sua digestibilidade. No entanto, a pesquisa da aplicagdo desta técnica de armazenamento de substrato
para a DA ainda é muito precoce. Com a silagem alteram-se as propriedades fisicas e quimicas da biomassa que
irao afetar direta ou indiretamente a biometanizagéo, desde o tamanho das particulas, através da adi¢éo de aditivos
e da duracdo do proprio processo de silagem. A aplicagdo desta técnica é preferivel & secagem e posterior
conversacao (palha/feno), pois garante perdas de matéria organica inferiores e evita a exposigdo do substrato a
condigOes climatérias adversas que poderao comprometer a sua posterior utilizagdo. No entanto, durante a silagem
perdem-se nutrientes devido a respiragdo das plantas, fermentagdo e armazenamento. A respiragao aerdbia envolve
a acéo de enzimas que degradam os hidratos de carbono e promove a formagéo de agua, didéxido de carbono e
calor. O calor produzido podera originar temperaturas acima dos 40 °C, reduzindo assim a digestibilidade proteica
significativamente. Porém, a silagem garante maiores produgdes de metano por tonelada de matéria organica seca
que a relva. Outra vantagem adicional em instalagdes de biogas é a operagdo com matéria fresca (relva) no veréo,
quando existe maior disponibilidade deste substrato, e a utilizagdo de silagem nos meses de inverno. Também, a
rotagcdo aplicada ao cultivo de diferentes espécies de substratos lignocelulésicos garante maior produtividade
agricola, que se reflete num aumento da producdo de metano por hectare (Nizami, Korres, and Murphy 2009,
Prochnow et al. 2009). Na tabela 2.4 apresentam-se algumas produgdes de biogads e metano de substratos
lignoceluldsicos de diferentes caracteristicas, para além de outras particularidades técnicas que serdo abordadas

posteriormente.
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Tabela 2.4 - Performance de diferentes digestores anaerobios aplicando substratos lignocelulésicos ((Prochnow et

al. 2009).
-y Producdo de Produgao de
Sistema Escala Tem;(>f(r:a)1tura Regime T(E;-I c:;a::irs':rt:t:gs Biogas CH,
(m*kg SV1)  (m*kg SV-)
Efva de pagtagens 0,7-0,72 n.r.
(junho) e silagem
Co- Erva de pastagens
T 25  (agosto), silageme 0,54 - 0,58 n.r.
digestao
feno
Ervg de pastagens, 05-0,6 nr
35 silagem e feno
3 espécies de erva
(1° corte; maio)e  0,65-0,86 0,31-0,36
Mono- 28 silagem
digestao 3 espécies de erva
(2° corte; maio)e 0,56 - 0,61 0,30-0,32
Batch  Laboratorial silagem
Mistura de erva de
pastag.ens, 053 0.37
trevo e silagem
(meados de maio)
Mistura de erva de
g7_39 ~ Mono- 54 pastagens, trevoe ), 032
digestao silagem (fim de
maio)
Mistura de erva de
pgstagens, trevo e 0.42 0.29
silagem (meados
de junho)
Continuo  Agricola C g0  Evade pastagens 0,5-0,55 n.r.
35 Co- e silagem
Continuo  Laboratorial digestdo yg _gq Ervadepastagens, o 4 g .

silagem e feno
Adaptado de (Nizami and Murphy 2010).

2.6.3  Pré-tratamento

As propriedades dos substratos lignoceluldsicos tornam-los recalcitrantes a biodegradagao, incluindo a cristalinidade
celuldsica, area superficial acessivel, grau de polimerizagéo da celulose e presenga de lenhina e hemicelulose. O
objetivo do pré-tratamento consiste no melhoramento da digestibilidade enzimatica/microbiana da biomassa
relativamente as propriedades mencionadas. Os pré-tratamentos podem ser divididos em fisicos, quimicos e
bioldgicos e nao sé devem melhorar a acessibilidade & biomassa durante a hidrélise, como também devem evitar a
perda significativa de hidratos de carbono durante a sua aplica¢do, permitindo uma maior produgédo de biogas. O
pré-tratamento fisico é o mais desenvolvido e recorre a métodos ausentes de quimicos ou microrganismos como a
fragmentagao (ex. moagem, trituragao), auto-hidrolise (steam explosion), hidrotermoélise (liquid hot water), extruséo e
irradiacéo (ultra-sons e/ou microondas). O pré-tratamento quimico sugere a utilizagéo de compostos quimicos, como
acidos, bases e liquidos idnicos para alterar a composigéo fisica e quimica dos substratos lignocelulésicos e das

trés categorias de pré-tratamento abordadas constitui o alvo preferencial da investigagao. O pré-tratamento biologico
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aplicado aos processos de DA tem sido principalmente focado em pré-tratamento fungico, pré-tratamento através de
consdrcios microbianos e pré-tratamentos enzimaticos. Comparado com as outras categorias, o0 pré-tratamento
bioldgico exige um input energético inferior e dispensa a aplicagdo de compostos quimicos, que podem inibir a
posterior atividade microbiana durante o processo de DA. Por outro lado, a aplicagdo de um Unico método de pré-
tratamento podera nao se revelar eficiente devido & sua especificidade funcional e desvantagens intrinsecas, pelo
que a aplicacdo de dois ou mais métodos dentro ou ndo da mesma categoria € comum e recomendavel. Porém,
esta pluralidade, podera aumentar os custos relativos ao pré-tratamento. Os efeitos na composicéo fisica e quimica
da biomassa lignocelulésica através da aplicacdo das diferentes técnicas de pré-tratamento encontram-se
sumariadas na tabela 2.5. Apesar de existir um reconhecimento generalizado dos beneficios alusivos as técnicas de

pré-tratamento sera necessaria uma avaliagdo custo-beneficio para determinar a viabilidade da sua aplicacéo.

Tabela 2.5 — Efeito do pré-tratamento na composigéo e altera¢do estrutural da biomassa lignocelulésica (adaptado
de (Nizami, Korres, and Murphy 2009, Zheng et al. 2014, Yang et al. 2015).

Solubilizagao
Aumento da Alteragdo Aumento
. acessibilidade Decristalizagao da Produtivo
Pré-tratamento aarea da Celulose Hemicelulose Lenhina estrutura médio
superficial da Lenhina (%)
Mecanico ° ° - - - n.d.
Irradiagao ° o o - o n.d.
Auto-
Steam  pigrglise * ] * © * 33
explosion catalitica ° n.d. ° o o

H|dr?z<la-;";|n/)ollse o i o oo o 75
Acido ° - ° o ° 85
Alcalino ° - o e/o o 160
Oxidativo ° n.d. - e/o o 71
Liquidos idnicos ) ° o - - n.d.
Acido o n.d. o - o n.d.
Térmico  Alcalino ° n.d. o e/o o n.d.
Oxidativo ° n.d. o e/o o n.d.
AFEX ° ° o ° o n.d.
Bioldgico ° n.d. ° ° - 132

oK

“e” — maior efeito; “o” — menor efeito; “n.d.” — ndo determinado;
LHW - Liquid Hot Water
AFEX — Ammonia Fiber EXplosion

- nenhum efeito significativo
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2.7 Glicerol

2.71  Glicerol como substrato em processos de digestao anaerdbia

A produgéo europeia de biodiesel teve inicio desde 1992 através de processos de transesterificagdo de 6leo vegetal,
gordura animal ou alimentar. Atualmente séo produzidas mais de 9 000 000 de toneladas de biodiesel por ano,
através de cerca de 120 instalacdes, que juntas possuem uma capacidade produtiva anual de mais de 20 000 000
toneladas de biodiesel. O glicerol bruto apresenta-se como o principal sub-produto resultante da aplicagdo desta
tecnologia, constituindo cerca de 10% em massa da matéria-prima inicial e possui mais de 2000 possiveis
aplicagdes (Astals, Nolla-Ardévol, and Mata-Alvarez 2012, Baba et al. 2013). Hoje em dia, em algumas regides, 0
glicerol é rejeitado como residuo devido a varios fatores, como a falta de escoamento deste produto nos mercados,
os custos elevados associados ao tratamento e refinamento do glicerol bruto e o facto do glicerol bruto possuir
limitadas aplicagbes diretas devido & quantidade de impurezas. Perante este cenario, tém sido investigadas
aplicagdes economicamente viaveis para 0 encaminhamento deste sub-produto organico, faciimente digerivel e
armazenavel durante longos periodos. Tais vantagens tornam o glicerol ideal como co-substrato na valorizagéo
energética através de processos de DA (Fountoulakis, Petousi, and Manios 2010). De facto, tém surgido na
literatura diversos estudos referindo os beneficios da adigdo de glicerol no melhoramento da DA de diversas
tipologias de residuos, como residuos agricolas, residuos industriais, esterco de gado, residuos fruticolas e
vegetais, fragdo organica dos RSU, esterco suino, lamas ativadas, 6leos de peixe, gorduras animais, etc... No
entanto, a sua aplicagdo podera originar sobrecarga em matéria orgénica rapidamente biodegradavel, resultando em
condigbes de desequilibrios e inibicdo, chegando, inclusivamente, a interrupcdo completa do processo de DA.
Estudos recentes na aplicagéo de glicerol na DA de esterco suino, silagem de milho e colza revelam que a sua
dosagem n&o devera ultrapassar os 6% (v/v). No entanto, as instalagbes de biogas possuem mecanismos de
controlo que permitem reduzir o risco de sobrecargas organicas. Por outro lado, a mistura entre glicerol e estercos
possui um 6timo potencial, pois 0 elevado contelldo aquoso nos estercos atua como solvente do glicerol e a alta
alcalinidade caracteristica dos estercos garante a neutralizagdo temporaria em AGV imediatamente disponiveis pela

adi¢do de glicerol (Holm-Nielsen et al. 2008, Astals, Nolla-Ardévol, and Mata-Alvarez 2012).

O glicerol podera igualmente constituir 0 elo de ligagao sinergético entre a producéo de biodiesel e de biogas como
um conceito de biorefinaria integrado. De facto, o sub-produto sélido digerido da DA pode ser aplicado como
fertilizante as plantagdes necessarias como matéria-prima a produgéo de biodiesel e ao mesmo tempo o glicerol
proporcionara uma adicdo extra em carbono aos processos de DA, aumento assim a produ¢do metanogénica.
(Holm-Nielsen et al. 2008).

2.7.2  Caracteristicas e propriedades do glicerol

O dlicerol, comummente conhecido como glicerina € o maior sub-produto da industria do biodiesel, onde
sensivelmente 100 kg de matéria-prima geram 10 kg de glicerol bruto (Baba et al. 2013). Apesar de dispendiosa, a

purificagéo de glicerol bruto numa substancia quimica pura resulta num produto com alto valor industrial, possuindo
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uma excelente utilidade nas mais diversas areas de aplicagdo. Gragas a combinag&o Unica de propriedades fisicas
e quimicas, o glicerol representa um produto tecnicamente versatil e facilimente compativel com muitas outras
substancias, ndo apresentando qualquer tipo de toxicidade para satde humana e para 0 ambiente. O glicerol pode
ser caracterizado como glicerol bruto, glicerol purificado/refinado e glicerol comercial. Fisicamente, o glicerol é
soluvel em agua, claro ou quase transparente, sem odor, viscoso, higroscopico e com alto ponto de ebuli¢io.
Quimicamente, € um alcool trihidrico estavel em diversas condi¢des, com uma composicéo elementar maioritaria de
C, H, e O que realca o seu alto teor organico. Na tabela 2.6 estdo sumariadas algumas propriedades fisicas e

quimicas das diferentes categorias de gliceral.

Tabela 2.6 — Propriedades fisicas e quimicas de diferentes categorias de glicerol (adaptado de (Ayoub and

Abdullah 2012).
Parametro/Elemento Glicerol (CH,OH-CHOH-CH,0H)
Bruto Purificado Refinado/Comercial
Massa molecular g:mol-! - 92,09
Massa volumica g'mol-! - 1,26
Ponto de Fusao °C - 17,9
Ponto de Ebuli¢ao °C - 290
Contetdo em Glicerol % 60 — 80 99,1-99,8 99,2 - 99,98
Humidade % 1,5-6,5 0,11-08 0,14-0,29
Cinza % 1,5-25 0,054 <0,002

Sabao % 3,0-50 0,56 -

pH - 0,7-13 0,10-0,16 0,04 -0,07
Cloreto ppm n.d. 1,0 06-95
Cor (APHA) Escura 34 - 45 1,8-10,3

c % 52,8 - -

H % 111 - -

N % <0,0001 - -

S % - - -

P % - - -

o % 36,2 - -

Os seus altos teores em carbono e oxigénio fazem do glicerol uma fonte de energia renovével para varias

aplicagdes, tornando-o0 ambientalmente favoravel face a actual tentativa de redugéo do uso de combustiveis fosseis.

2.8 Co-digestao

A co-digestdo anaerdbia consiste na DA de uma mistura de dois ou mais substratos simultaneamente com
caracteristicas complementares, na tentativa de reduzir os inconvenientes da mono-digestdo em termos de

viabilidade econdmica, alcangando remogdes de matéria organica e produgdes metanogénicas superiores (Astals,
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Nolla-Ardévol, and Mata-Alvarez 2012, Yang et al. 2015, Mata-Alvarez et al. 2014). Esta abordagem permite uma
maior diversidade nutricional e microbiologica, permitindo igualmente um balanceamento na razdo C/N, um
melhoramento na capacidade neutralizante e a diluigdo de compostos inibidores. Em algumas circunstancias é
aplicavel o conceito de 1 + 1> 2, ou seja, a co-digestdo de dois substratos podera obter produges metanogénicas
superiores comparativamente a mono-digestdo de cada um deles. Segundo (Mata-Alvarez et al. 2014) a
investigacdo desta abordagem técnica tem incidido sobretudo no uso de estercos de animais, lamas ativadas e
residuos biologicos, com poucas referéncias a co-digestdo de substratos lignoceluldsicos. A biomassa
lignoceluldsica geralmente possui um racio C/N superior a 50:1, enquanto que outros residuos, como os resultantes

da industria de processamento animal, possuem racios inferiores devido ao seu alto teor proteico (Yang et al. 2015).

Torna-se assim necessaria a escolha do melhor co-substrato que proporcione um 6timo racio C/N, favorecendo as
sinergias, diluindo compostos indesejaveis, otimizando a producdo metanogénica € nao comprometendo a

qualidade do digerido (Mata-Alvarez et al. 2014).

2.9 Digestores Anaerébios

Comparativamente a procedimentos/técnicas operacionais e processuais, os procedimentos adotados a escala
laboratorial/piloto diferem dos procedimentos adotados a escala industrial, por razdes maioritariamente econémicas.
De facto, a investigagdo a escala laboratorial ignora muitas vezes o potencial a escala industrial, pelo que esta
vertente académica deveria focar-se na incorporagdo a grande escala das melhores técnicas alcancadas

laboratorialmente (Nizami, Korres, and Murphy 2009).

Globalmente existem diversas configuragdes de digestores anaerobios, utilizando abordagens diferentes
relativamente ao nimero de etapas/estagios (unico ou duplo), a via (seca ou humida), alimentagdo (batch ou

continuo), bioreatores de alta carga e combinagdes entre diferentes sistemas como é demonstrado na figura 2.3.
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Figura 2.3 - Combinagbes possiveis entre os varios tipos de digestores (adaptado de (Nizami and Murphy 2010)).
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A otimizacdo do design de um digestor foca-se sobretudo na obtencdo de taxas de alimentagdo organicas
superiores (TAO), TRH reduzidos e produgdes metanogénicas elevadas, através do melhoramento de parametros
operacionais como a agitacdo, nimero de tanques, temperatura e pelas propriedades do substrato. Na tabela 2.7

sao distinguidos os varios sistemas de DA em fung&o de alguns parametros operacionais.

Tabela 2.7 — Comparacéao de diferentes configuragbes de digestores em fungdo de alguns pardmetros
operacionais (Nizami and Murphy 2010).
Teor de

. Producao 1 Destruicao TRH TAO
Sistema de Biogas S"(L'/:’)°s Custo gy @ (kg SV-(m¥d))
Unico Imeguiare 44 400 Menor Inconclusiva 10 - 60 0,7-15
.- descontinua
Estagio 10-15
Duplo Alta e estavel 2-400  Maior Alta 10-15 a
para a 22 etapa
Via Seca Alta 20-50 Menor 40-70% 14 - 60 12-150
Humida Menoreirregular 2-120 Maior 40-75% 25-60 <5
Irregular e 0
. N Batch . 25-40 Menor 40-70% 30-60 12-150
Alimentagéo descontinua
Continua Continua 2-150 Maior 40-75% 30-60 0,7-14
Bioreatores de alta Continua <4-15 Maior  75-98% 05-12 10— 150
carga e elevada

Relativamente a numero de estagios, os sistemas de unico estagio concentram a totalidade das etapas do processo
de DA num Unico reator, ao contrério dos sistemas de estagio duplo, que permitem a separagdo das fases
microbiologicas. Esta separacdo de fases microbioldgicas permite que a hidrélise e a acidogénese ocorram no
primeiro reator e a acetonogénese e metanogénese no segundo reator, incorporando este Ultimo 0 armazenamento
do digerido e o sistema de recolha de biogas. Embora os limites que definem a determinacéo deste tipo de sistemas
ndo apresente a devida coeréncia na literatura, (Vandevivere, Baere, and Verstraete 2003) definem sistemas de DA
por via seca quando o teor de matéria seca da sua alimentag&o consiste em 20 — 40 % e teores em matéria seca
inferiores a 20% s&o classificados como sistemas humidos, no entanto, (Yang et al. 2015) estabelecem 15% ST
para a diferenciacéo entre os dois sistemas. Quanto a alimentagéo, em digestores batch o reator é alimentado uma
vez com contetdo fresco durante um certo periodo de tempo, sendo fechado de seguida até degradacdo completa
do substrato adicionado. Ja nos digestores continuos, o substrato é alimentado continuamente por via mecanica ou
forcado pela entrada de substrato fresco. Os digestores de alta carga, como UASB (Upflow anaerobic sludge
blanket), apresentam TRH elevados devido a fixagdo da biomassa aos suportes de alta densidade e consequente
formagéo de grénulos altamente sedimentaveis. A tabela 2.8 resume algumas vantagens e desvantagens dos vérios

tipos de digestores anaerdbios mencionados.
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Tabela 2.8 - Comparagéo das vantagens e desvantagens de varios tipos de reactores (Nizami and Murphy 2010).

Sistema Vantagens Desvantagens
Design simples TRH elevados
Unico Risco reduzido de falha técnica Formagao de espuma
Baixo custo -
Estagio Deglrada‘géo QO sub§trato eficignte Complexo e dispendioso d~urante a instalagéo
devido a recirculagéo do digerido € operagao
Duplo Alimentago constante a 22 etapa Remogéo de particulas necesséria a 22 etapa

Processo mais robusto -

Risco reduzido de falha técnica -

Maior retengéo de Biomassa Manuseamento complexo do substrato
Alimentagéo controlada Dificuldade no manusea}mento e agitacédo do
Seca conteido
Pré-tratamento mais simples -
Via Menores requerimentos energéticos -
Maior aplicabilidade global Formagao de espuma
Humida Grau de monltonzagéo do processo Elevados consumos de agua e energia
superior
- Sensivel a sobrecargas organicas
Auséncia de agitacdo ou bombagem Suscetivel ao entupimento
Menores requerimentos mecanicos e Ocorréncia de zonas de degradagéo
Batch energéticos preferenciais
Alimentagéo Custo-eficiente InstalagGes de volumes elevados
- Baixa produtividade
Continua Simplicidade no design e operagédo Réapida Acidificagao
Baixo investimento de capital Maior produgéo de AGV
Maior retengé@o de Biomassa Arranque lento
. < Ocorréncia de zonas de degradagéo
Bioreatores de alta Alimentagao controlada preferenciais em baixa taxa de alimentacdo
carga

Baixo custo de investimento -

N&o é necessario material de suporte -

No século XXI surgiu a necessidade de examinar qual seria a configuragdo ideal de um digestor anaerdbio aplicado
a substratos lignocelulésicos, pois 0 seu teor de solidos, taxa de solubilizagdo e hidrélise representam fatores
criticos ao processo. Segundo (Bouallagui et al. 2005), cerca de 90% das instalagdes a escala industrial a operar na
Europa possuem diferentes sistemas continuos como digestores continuos de Unico estagio utilizados para DA da
fragdo orgénica de RSU, RSU e residuos bioldgicos. No entanto, os sistemas batch adequam-se a digestdo de
silagem de relva, devido ao teor em sélidos e as caracteristicas fibrosas da silagem. Por outro lado, outros sistemas
de DA podem ser aplicados a substratos lignoceluldsicos, como os digestores continuos por via himida ou seca,
digestores de alta carga conectados a um leito de lixiviagdo e sistemas e digestores RPA (reator perfeitamente

agitado) em duplo estagio (Nizami and Murphy 2010).
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No anexo 1 algumas representagbes esquematicas de possiveis configuracbes de reatores anaérobios que

permitem uma melhor compreenséo do seu funcionamento e layout.

2.10 Modelo de Gompertz Modificado

A curva de Gompertz (Kirkwood 2015), embora tenha sido aplicada originalmente em calculos estatisticos e
matematicos para transagdes financeiras, rapidamente passou a ser usada como curva de crescimento para

fendmenos econdmicos e biologicos (Winsor 1932).

A equacdo de Gompertz aplicada @ modelagao da curva de crescimento bacteriano pode ser escrita como (Lay, Li,
and Noike 1998):

N(t) = fot 1y dt = A.exp {—exp [% 1-t)+ 1]} (eq. 2.13)

Onde N(t) é a quantidade de biomassa no tempo t, ry € a taxa de crescimento bacteriano, pmsx corresponde a taxa
especifica de crescimento maxima, A o lag phase definido pela intercepcdo ao eixo XX da tangente do ponto de
inflexdo da curva de crescimento e e corresponde ao nimero de Nepper. A = In(N«/Ng), onde Ny e N- s&o a
quantidade inicial de indculo e o seu valor limite (Ng—N.. quando t— <) respectivamente. O significado fisico de A,

A e umsx pode ser consultado na seguinte figura:

In(N/No )

Time

Figura 2.4 - Curva de crescimento do modelo de Gompertz modificado (Zwietering et al. 1990).

A relacao entre a taxa de crescimento bacteriano (ry) e a taxa de utilizagdo do substrato (-rs) pode ser descrita de

acordo com a expressado seguinte:
Ty =Y (—7) (eq. 2.14)
Onde Y; é a produgéo bioldgica (biomassa sintetizada por unidade de substrato utilizado).

Por outro lado, a relagao entre a taxa de utilizagao de substrato (-rs) € a taxa de produgdo de metano (1) pode ser

escrita como:
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-1, =Yor, (eq. 2.15)
Onde 1/Y, é a produgéo de metano (metano produzido por unidade de substrato utilizado).

Combinando as equagdes 2.14 e 2.15 temos:

= (eq. 2.16)

r. =
m vy,

A produgéo cumulativa de metano (M) pode ser calculada segundo:

A max/Y1Y.
M(t) = Yoy, EXP {—exp [(”(A/l//—ﬂz;)e 1=t + 1]} (eq. 2.17)

O termo A/Y;Y, pode ser substituido por P e pode ser interpretado como o potencial para a producdo e metano e o

termo umsx/Y1Y2 significa a taxa de producdo maxima de metano (Rmay).

Portanto, a expressédo final derivada da equacdo de Gompertz modificada e usada no calculo da produgéo

cumulativa de metano é:
M(t) = P.exp {—exp [% A-t)+ 1]} (eq. 2.18)

Onde:

P = mL CH4/g CQOsybstrato 0U ML CH4/g SVsubstrato;

Rumax = mL CHa/g CQOsupstrato-dia ou mL CHa/g SVsubstrato.dia
A=dia

O modelo de Gompertz modificado tem sido usado por diversos autores para descrever a produgdo de metano em
sistemas batch, para diferentes substratos orgénicos (Behera et al. 2010, Budiyono et al. 2010, Gadhamshetty et al.
2010, Lay, Li, and Noike 1997, Li et al. 2010, Nopharatana, Pullammanappallil, and Clarke 2007, Shin et al. 2008,
Wu, Yang, and Tian 2011, Jagadish et al. 2012, Abu-Reesh 2013, Lu et al. 2013, Bakhov, Korazbekova, and
Lakhanova 2014, Ghatak and Mahanta 2014, Zhen et al. 2015).
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3 Materiais e Métodos

Neste capitulo s&o descritos os materiais € métodos utilizados para caracterizar o substrato em estudo e o inéculo,
assim como a monitorizacdo das experiéncias realizadas. A descricdo dos procedimentos experimentais e das

instalagdes utilizadas neste trabalho é também incluida neste trabalho.

O trabalho experimental consistiu essencialmente em dois tipos de experiéncias. Na experiéncia 1 foram realizados
ensaios de biodegradabilidade (EB) para determinag&o do potencial de biometanizagdo (PBM) em co-digestéo
anaerdbia de relva (5% ST) cortada no campus FEUP, com diferentes concentragdes de glicerol. Na experiéncia 2
foram realizados dois ciclos de alimentagéo consecutivos, em modo batch (RAB), usando as melhores condiges
obtidas na 12 experiéncia. Usaram-se dois reatores de 5 L, tendo sido possivel testar dois valores de concentragdo
de NaHCOs (4 e 5 g-L). A alimentagao no 2° ciclo assegurou a manutengao da concentragdo de 5% ST no interior

do primeiro reator (R1) enquanto no segundo reator (R2) foram adicionados ao substrato 5% de ST.

3.1 Substratos e indculo

3.11  Substrato

O substrato/residuo em estudo consistiu essencialmente em relva proveniente do campus da FEUP. Depois de
recolhida, a relva foi lavada com &gua (para remover material inerte) e colocada a secar ao sol durante cerca de
24 h. De seguida, foi levada a estufa a 50 °C durante mais 24 h. Feita a secagem, procedeu-se a moagem da relva
num moinho (Retsch ZM100) com crivo de 1 mm. No final, a relva foi transferida para um recipiente hermeticamente
fechado até ao seu manuseamento. Neste trabalho, a referéncia “substrato relva” devera ser entendida como relva

moida (<1 mm) e seca a 50 °C (figura 3.1).

Figura 3.1 - Fotografia do substrato base.
3.1.2 Co-substrato

Nos ensaios de co-digestdo foi utilizado glicerol puro (99,5 %, Fluka) como co-substrato.
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3.1.3 Inéculo

O inéculo usado neste trabalho consistiu em lama digerida proveniente de um reator/digestor anaerébio, fornecido
pela Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais de Parada, Aguas Santas, Porto, Portugal a operar & temperatura
média de 33 °C, com um tempo de retengéo hidraulica de 23 dias. Efetuaram-se duas recolhas de indculo, a
primeira no dia 21 de Abril e a segunda no dia 5 de Junho. Apés cada recolha, o indculo foi deixado a sedimentar
durante cerca de 24 horas e ap6s este periodo foi removido o sobrenadante. O inéculo mais concentrado foi
equitativamente transferido para frascos de vidro, os quais foram colocados em banho-maria a 35 °C (para consumir
a matéria organica remanescente) até que a produgéo de biogas parasse ou deixasse de ser significativa. No final, o

contetdo dos frascos foi transferido para um Unico garrafdo e guardado no frigorifico até ser utilizado.

Figura 3.2 - Fotografia do inéculo utilizado ao longo do trabalho.

3.2 Meétodos Analiticos

Os substratos foram caracterizados em termos de fosforo total (FT), caréncia quimica de oxigénio (CQO), azoto
Kjeldahl total (AKT), solidos totais (ST) e volateis (SV), massa volimica (p), granulometria e pH. O indculo foi
apenas caracterizado em termos de sélidos totais (ST) e volateis (SV) e sélidos suspensos totais (SST) e volateis
(SSV). A monitorizagdo das experiéncias teve por base a analise da caréncia quimica de oxigénio (CQOrteal €
CQOsqiuvel), azoto amoniacal total (AAT), sélidos totais (ST) e volateis (SV) e pH.

3.21  Fosforo Total (FT)

A analise ao Fosforo Total (FT) foi efetuada em 2 etapas: (1) preparagéo da amostra segundo o procedimento do
Standard Methods 4500-P B. Sample Preparation — Persulfate Digestion Method (APHA 1998); (2) determinagao do
FT de acordo com o Standard Methods 4500-P B. Sample Preparation — Persulfate Digestion Method (APHA 1998).
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3.2.2  Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)
3221 CQoTotaI

A CQOrotai foi inicialmente determinada por refluxo fechado através do método colorimétrico que consta no Standard
Methods 5220 D. Closed Reflux, Colorimetric Method (APHA 1998) (Método A). Devido & elevada concentragéo de
matéria organica nas amostras em andlise, foi necessario efetuar diluicdes de fator elevado. Para tal, preparou-se
uma suspensdo de 0,03% (m/v) de relva em agua destilada, o glicerol foi diluido 1700x e o in6culo 250x. Para a
monitorizacdo seria necessario recorrer a uma diluicio de 500x para a determinagdo da CQOrq. Devido ao facto de
as amostras serem heterogéneas, obrigando a diluicdes muito elevadas, nas analises de monitorizagdo recorreu-se
ao uso de Merk test kits (500 — 10000 mg O.-L-'; Método B), onde o limite maximo da concentrag¢éo de CQO é maior

(10 g O2-L-"), néo tendo sido necessario efetuar diluigdes de fator tio elevado.

Na aplicagdo do método A 2,5 mL de suspensao de relva, de glicerol e de indculo ja diluidos foram pipetados para
tubos de digestdo aos quais foram adicionados os respetivos reagentes. Cada tubo foi agitado energicamente e
colocado no digestor Thermoreaktor TR300, MERCK a 148 °C durante 2 h. Terminada a digestdo e apos os tubos
se aclimatarem a temperatura ambiente, mediu-se a concentragdo de CQO no espectrofotdmetro Spectroquant
NOVA 60, MERCK. As pipetagens da relva e indculo foram realizadas com uma micropipeta com as pontas

ligeiramente cortadas para permitir a pipetagem dos solidos em suspensao na amostra.

Na aplicagdo do Método B, 1mL de cada amostra ja diluida foi pipetado para o tubo do kit. O tubo foi fechado,
agitado energicamente e colocado no digestor Thermoreaktor TR300, MERCK a 148 °C durante 2 h. Terminada a
digestdo e apds os tubos se aclimatarem a temperatura ambiente, mediu-se a concentragdo de CQO no
espectrofotémetro Spectroquant NOVA 60, MERCK. As pipetagens foram realizadas do mesmo modo que no

método A.

3222 CQOSoIﬂveI

Para a determinagdo da CQOsauve s amostras foram centrifugadas (Thermo Scientific, Heraeus — Multiple X1R -
centrifuge) a 14500 rpm durante 30 minutos e posteriormente filtradas sob vacuo através de um filtro de nylon
(Filtres Fioroi, PA Membranes filter 0,45 um, Ref. 0464A00023, Dim 47 mm). A amostra filtrada foi posteriormente

diluida e a determinagédo da CQO foi feita pela aplicacdo do Método B.

3.2.3  Azoto Kjeldahl Total (AKT)

O procedimento para quantificacdo do AKT da relva foi executado em 3 etapas: digestao, destilagao e titulagdo. Na
etapa de digestéo diferentes massas de relva (2, 3 e 4 g) foram digeridas com acido sulfurico concentrado (96 %) na
presenca de um catalizador (Kjeldahl Catalyst tablets, J. P. Selecta SE4428.1211, Panreac Quimica SA) no digestor
J.P Selecta Bloc Digest 6 e sistema de controlo RAT2. Foram seguidas as recomendagdes do fabricante para o
processo de digestdo de cereais: (1) 15 min a 125 °C; (2) 15 min a 300 °C; (3) 90 min a 400 °C. Apos a digestao,
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deixou-se as amostras arrefecerem até a temperatura ambiente e iniciou-se a etapa de destilacdo. Foram
adicionados 300 mL de agua destilada aos tubos de digestdo e fez-se subir o pH da amostra digerida com hidroxido
de sodio - tiossulfato em excesso (usou-se o indicador de fenolftaleina para garantir um pH acima de 10 - cor
carmim). A aménia libertada foi recolhida em 50 mL de &cido bérico (4% viv). Seguidamente, aplicou-se o restante
procedimento segundo o Standard Methods 4500-Noy B. Macro-Kjeldahl Method (APHA 1998). Por fim, procedeu-se
a etapa de titulagao. Utilizou-se &cido sulfurico (1 N) como titulante e o indicador misto para a mudanca da cor (0,1 g
de vermelho de metilo com 0,5 g de verde de bromocresol em 100 mL de etanol). Nesta etapa, o &cido sulfurico
(0,02 N) e a fenolftaleina ndo permitiram a obtengdo de qualquer tipo de resultado. A restante parte do procedimento
foi feita de acordo com o Standard Methods 4500-NH; C. Titrimetric Method (APHA 1998).

3.24  Azoto Amoniacal Total (AAT)

Para a determinagdo do AAT (NH4* + NHs) as amostras foram centrifugadas a 14500 rpm durante 10 minutos
(Thermo Scientific, Heraeus — Multiple X1R - centrifuge) e filtradas sob vacuo através de um filtro de nylon de 0,45
pm, 47 mm ID da Filters Fioroni. O AAT foi medido através do eléctrodo selectivo de aménia (Orion™ High-
Performance Ammonia Electrode) e o medidor pH/ORP/lon (Hanna Instruments, HI 253, pH/ORP/lon Meter).
Pipetaram-se 10 ml de cada solugdo para um gobelé de 10 ml. O elétrodo foi colocado em contacto com a solugéo e
promoveu-se a agitagdo com um agitador magnético. De modo a elevar o pH da solug&o acima de 11 adicionou-se
0,01 mL de NaOH (10N). Deixou-se o elétrodo imerso na solugéo durante 5 minutos até se obter um valor estavel.

Importa referir que a calibragao do equipamento foi efetuada com volumes de 10 mL de solugao padrao.

3.25 Determinagao do pH

O pH foi analisado com um medidor de pH (Hanna Instruments model HI 8424) e determinado segundo a EN
13037:1999 - Determination of pH.

3.2.6  Solidos Totais (ST) e Sélidos Volateis (SV)

Os ST e SV foram determinados segundo o Standard Methods 2540 B. Total Solids Dried at 103-105 °C e 2540 E.
Fixed and Volatile Solids Ignited at 550 °C (APHA 1998).

Resumidamente, cerca de 2 g de relva foram pesados para cadinhos previamente calcinados e colocados na estufa
a 105 °C durante cerca de 24 h. Apos arrefecerem, as amostras foram transferidas para a mufla a 550 °C durante

2 h. Depois de arreferem, determinaram-se as suas massas secas € calculados os ST e SV, respetivamente.

Para o indculo e monitorizagdo das experiéncias, as amostras foram colocadas a agitar sobre uma placa de
agitagdo magnética e foram transferidos 50 ¢ 10 mL de in6culo e amostra respetivamente, para os cadinhos
previamente calcinados e pesados. Os cadinhos foram colocados em banho-maria para remover o excesso de

agua, tendo-se aplicado de seguida o procedimento supracitado.
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3.2.7 Solidos Suspensos Totais (SST) e Solidos Suspensos Volateis (SSV)

Os sdlidos suspensos totais (SST) e solidos suspensos volateis (SSV) do inéculo utilizado foram determinados
segundo o Standard Methods 2540 D. Total Suspended Solids Dried at 103-105 °C e 2540 E. Fixed and Volatile
Solids Ignited at 550 °C (APHA 1998), respetivamente, com ligeiras modificacdes.

Na primeira recolha, colocou-se uma amostra de indculo a agitar sobre uma placa de agitagdo. Apos a calcinagéo
dos papéis de filtro a utilizar (reeve angel, FILTER PAPER, grade 403, size 4,7 cm) e registadas as suas massas,
foram transferidos 2,5 mL de indculo através de uma pipeta graduada de 5 mL e filtradas as amostras sob vacuo. De
seguida, os papéis de filtro foram introduzidos na estufa a 105 °C durante 24 h; ap6s arrefecer e pesar foram
transferidos para uma mufla a 550 °C durante 2h; apds retirar os papéis de filtro e deixar arrefecer, foram registadas

as suas massas e calculados os SST e SSV respetivamente.

Relativamente a segunda recolha, e apds se ter verificado que ndo era possivel efetuar a pipetagem, filtraram-se
2 mL de amostra medidos através de uma proveta de 10 mL. O restante procedimento foi executado conforme
descrito anteriormente. Esta pequena modificagdo no procedimento experimental foi implementada para solucionar
a impossibilidade de aplica¢do das condi¢des utilizadas na primeira recolha devido & maior concentragéo de solidos

neste indculo.

3.28 Massa volumica (p)

A determinagdo da massa volumica da relva foi executada por picnometria. Esta é uma técnica laboratorial utilizada
para determinar a massa volimica de liquidos. No entanto, pode ser adaptada para solidos. Para a realizagdo
destes ensaios recorreu-se ao procedimento presente na ASTM D792, ISO 1183 - Density and Specific Gravity. No

caso do glicerol, a massa volumica foi fonecida pelo fabricante.

3.29 Andlise granulométrica

A andlise granulométrica da relva foi executada através de uma peneiradora vibratéria (Retsch AS 200 digit) com 8
crivos incorporados, com as seguintes gamas de medigao: 2000, 1000, 850, 500, 300, 150, 63 e 38 um. Foram
pesados 100 g de relva e introduzidos no crivo superior. Apoés 5 minutos de vibragdo, os crivos foram
cuidadosamente retirados da peneiradora e pesadas as massas de relva distribuidas por cada um. A massa de relva

no crivo inferior de recolha (< 38 um) foi igualmente registada.

3.210 Metano -CH,

O metano produzido foi determinado através de sensores Opticos. A instalagdo experimental utilizada é apresentada
na figura 3.3. Este método consiste na medigao do volume de biogas produzido através de MilliGascounter® MGC-1

(Ritter, Germany - figura 3.3 b) e a concentragdo de CH: no biogas através de sensores 6pticos BCP-CH4
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(BlueSens, Germany — figura 3.3, a) acoplados as cabegas dos frascos. A aquisicdo de dados foi garantida por uma

caixa de conexdo BACCom 12 (figura 3.3 ¢) associada a um computador com o software BACVis.

Figura 3.3 — Fotografias de alguns elementos da instalagdo experimental utilizada: (a) sensores 6ticos BCP-CH4;

(b) MilliGascounter® MGC-1; (c) caixa de conexdo BACCom 12 em modo de funcionamento.

3.3 Planeamento das experiéncias

3.3.1  Experiéncia 1 — Ensaios de Biodegradabilidade - Co-digestao

Nesta experiéncia pretendeu-se determinar o potencial de biometanizagéo da relva colhida no campus FEUP (apds
o0 pré-tratamento citado em 3.1.1) em co-digestdo com glicerol puro. Foi definida uma concentragéo de 5% ST de
relva para todos os ensaios, com exceg¢do dos ensaios que apenas continham glicerol. O volume de glicerol 6timo
(VGO) consiste na quantidade de glicerol adicionado a 5% ST de relva que permite obter a razdo CQO:N:P étima
para o crescimento microbiano. Para além do volume de glicerol étimo foi também testado um volume de glicerol
inferior (VGI), correspondente a 50% do VGO, e ainda um volume de glicerol superior (VGS), suplementada com
50% do VGO. O principal objetivo desta experiéncia foi a determinagdo do ensaio com maior PBM para dar
sequéncia a experiéncia 2. Esta experiéncia teve a duragdo de 34 dias. Foram definidos 2 ensaios para
comparagdo, um contendo apenas relva e outro contendo apenas glicerol. Todos os ensaios foram executados em

duplicado. Na tabela 3.1 encontra-se a organizagéo técnica dos EB.
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Tabela 3.1 - Organizagéo técnica dos EB.

Vtrabalho Msybstrato  MsT Vco-substrato Vinéculo VH20 MNaHco3  MKH2pPO4 CQO CQO PrOdméx tedrica
m) (9 (@ (my) (m) (ml) (g (@ (gL (9  cua(ml)
R 100 523 50 0,0 70 26,0 0,5 0,108 629 6,3 2200

Ensaio

R' 100 523 50 0,0 70 26,0 0,5 0,108 629 63 2200

G 100 000 00 15,5 70 145 0,5 0,108 784 78 2744

G' 100 000 00 15,5 70 145 0,5 0108 784 78 2744

VGO 100 523 50 15,5 70 105 0,5 0,108 1413 14,1 4945

vGO' 100 523 50 15,5 70 105 0,5 0,108 1413 141 4945

VGI 100 523 50 78 70 183 0,5 0,708 102,17 10,2 3572

vGI' 100 523 50 78 70 183 0,5 0,708 102,17 10,2 3572

VGS 100 523 50 232 70 2,8 0,5 0,108 1804 18,0 6315

VGS' 100 523 50 232 70 2,8 0,5 0,108 1804 18,0 6315

R - Relva

G - Glicerol

VGO - Volume de Glicerol Otimo
VGI - Volume de Glicerol Inferior
VGS - Volume de Glicerol Superior

Definiu-se um volume de trabalho de 100 mL contendo 70% de in6culo (70 mL) e 30% e substrato e restante fragéo
aquosa (glicerol e agua). Devido a natureza sélida do substrato utilizado, foi determinada a sua massa volumica de
modo a determinar o volume ocupado pelo mesmo. Os EB incluiram uma percentagem de 5% ST de relva para
todos os ensaios & excecdo dos ensaios que apenas continham co-substrato (G e G'). A excecdo do inéculo, a
fracdo liquida/aquosa das amostras foi ajustada a pH 7 antes da mistura final. Este ajuste foi garantido pela adi¢éo
de HCI ou NaOH até o pH ter estabilizado na gama 6,8 — 7,2 (Angelidaki et al. 2006). Estes EB foram
suplementados com KHyPO4 de acordo com as necessidades de fosforo apuradas na razdo CQO:N:P e uma

concentragdo de 5 g-L' de NaHCOs (Alves et al. 2001) para assegurar a alcalinadade do meio.

Finalmente, com os valores das massas de substrato e volumes de co-substrato, a quantidade de agua destilada

adicionada de modo a perfazer o volume de trabalho definido foi calculada de acordo com a seguinte expressao:

— Msub
Vi,0 = Vrrab = Vinoc — =22 — Veo—subs (eq. 3.1)
Psubs

onde Vizo € 0 volume de &gua destilada a adicionar (mL), Vias € 0 volume de trabalho (mL), Vinee € 0 volume de
indculo (mL), msuss € @ massa de substrato (g), psuss € @ massa volumica do substrato (g/mL) € Veo.subs € 0 volume de

co-substrato (mL).
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3.3.1.1  Procedimento experimental

Inicialmente adicionou-se aos frascos as respetivas quantidades de indculo, substrato, co-substrato, agua destilada,
NaHCO; e KH,PO4 de acordo com o volume de trabalho estabelecido (tabela 3.1). Em todos os ensaios que
continham glicerol, devido & natureza fisica deste co-substrato, 0 mesmo foi adicionado aos frascos juntamente com
a agua destilada em soluco, nas respetivas propor¢des, de modo a garantir as condi¢des operatérias definidas.
Apds a adicdo de todos os componentes, colocaram-se os frascos na estufa adaptada para os EB (35 °C),
distribuidos equitativamente sobre duas placas de agitagdo (Multistirrer, VELP). De seguida, os sensores 6ticos
BCP-CH4 (BlueSens, Germany) foram calibrados e adaptados, podendo assim ser conectados ao restante sistema
de aquisi¢do de dados. Os respetivos adaptadores e tubagens (de silicone ou cristal) foram colocados nas saidas
laterais dos frascos e conectou-se a ponta oposta das tubagens ao orificio de entrada do MilliGascounter® MGC-1
(Ritter, Germany) correspondente a cada frasco. A tubagem (silicone ou cristal) foi adaptada ao orificio de saida do
MilliGascounter® MGC-1 (Ritter, Germany) e todas as tubagens de exaustéo foram ligadas a uma Unica tubagem de
saida da estufa. Terminadas todas as conexdes, a partir do software BACVis foi possivel definir a temperatura de
trabalho (35 °C) e o intervalo de aquisi¢do de dados para se iniciar a “Task” definida. No final do tempo de
operacdo, todos os componentes do sistema de aquisicdo de dados foram cuidadosamente desconectados e
perfez-se 0 volume inicial de trabalho com a adicdo de agua destilada antes de serem feitas as analises de
monitorizagdo. Alguma da agua é perdida sob a forma de vapor juntamente com o biogas, o que influencia a
concentragdo das amostras (Angelidaki et al. 2006). Na figura 3.4 é apresentada a instalag&o utilizada em modo de

operagao.

Figura 3.4 - Fotografias de algumas perspetivas instalagdo dos EB em funcionamento.

3.3.2  Ensaios de Biodegradabilidade — Diferentes concentragoes de ST

O trabalho realizado ao longo da dissertagdo ndo permitiu a aplicagdo da planificagdo experimental definida

inicialmente. Inicialmente estava prevista a execucdo de um segundo ciclo de EB que iria coincidir temporalmente
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com o segundo ciclo dos RAB. Neste segundo ciclo de EB, apds apurado o ensaio com maior PBM do primeiro
ciclo, dever-se-ia alterar o teor de solidos do substrato presente nas amostras. O principal objetivo deste segundo
ciclo seria a determinag&o do teor de sélidos 6timo para operar no segundo ciclo dos RAB. Porém, o cumprimento
desta sequéncia de etapas ficou comprometido devido a uma quebra de corrente nas instalagdes LabEA (ETAR).

Na tabela 3.2 podemos verificar como seria a organizagao técnica deste 2° ciclo de EB.

Tabela 3.2 — Organizagéo técnica dos EB — 2° Ciclo.

Virabalho  Msubstrate MsT  Vinculo Vio  Myacos Miwzros CQO  CQO  Prodmsx tesrica

Ensalo ml) (@ (@ (M) (m) (9 (@ (L) (@)  ou(ml)
R.5.0 100 5,2 5,0 70 26 0,5 0,1 62,9 6,3 2200
R.7.5 100 7,8 75 70 24 0,5 0,1 94,3 94 3300
R.7.5 100 7.8 75 70 24 0,5 0,1 943 94 3300
R.2.5 100 2,6 2,5 70 28 0,5 0,1 314 3,1 1100
R.2.5 100 2,6 2,5 70 28 0,5 0,1 314 3,1 1100

3.3.3  Experiéncia 2 — Reactores Anaerdbios Batch

A segunda experiéncia consistiu numa amplificagdo de escala do ensaio com maior PBM obtido na primeira
experiéncia. Deste modo, o processo de digestdo anaerdbia decorreu novamente em modo batch, com alimentagéo
descontinua, que marca o inicio do segundo ciclo desta experiéncia. Nenhum dos reatores foi operado em

duplicado. Na tabela 3.3 esquematiza-se tecnicamente os RAB no primeiro e segundo ciclo da experiéncia.

Tabela 3.3 - Organizagéo técnica dos RAB.

Virabaho Msubstrato MstT Vingeulo VH20  Mnarcos Mkuzpos CQO  CQO  Prod max tesrica cha

m) (9 (9 (mt) (mb) (g (@ (oL (9) (mL)
R1_4000 2092 200 2800 1041 200 43 629 2515 88031

4000 2092 200 2800 1041 160 43 629 2515 88031
R1_4000 1420 136 - 892 160 29 427 1707 59755
4000 2092 200 - 841 160 43 629 2515 88031

Reactor

1° Ciclo

2° Ciclo

3.3.3.1  Descri¢ao da instalagao

A instalagdo utilizada basicamente consistiu num digestor anaerébio piloto W8 ANAEROBIC DIGESTER (Armfield,
England), constituido por dois reatores de 5 L com algumas modificagdes. Na figura 3.5 é apresentada uma

representagao esquematica da instalagdo com uma fotografia apés montagem, de acordo com o fabricante.
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Figura 3.5 - Esquema e instalagdo do W8 ANAEROBIC DIGESTER (Armfield, England) (adaptado de

http://discoverarmfield.com).

O controlo de temperatura é garantido por mantas de aquecimento elétricas que envolvem a parede externa de
ambos os reatores. A distribuicdo de temperatura no interior de cada reator foi mantida a £ 0,5 °C. As temperaturas
de operagéo podem ser definidas separadamente para qualquer valor desejado até 55 °C. As tampas originais dos
reatores foram substituidas por outras em acrilico com as mesmas dimensdes, com sistema de agitacdo
incorporado (eixo e pas de agitagdo metalicas com dimensdes adaptadas em fungéo da integridade dos reatores),
orificio de entrada de termopar, orificio para amostragem, orificio para saida de gases e orificio para adaptar os
sensores 6ticos BCP-CH4 (BlueSens, Germany). A agitagéo fez-se com recurso a agitadores mecanicos VWR VOS
16 (VWR, USA) e foi programada com recurso a temporizadores. Deste modo, foram definidos 20 intervalos de
agitagdo diaria de 10 minutos de duragdo. O sistema de recolha de gases consistiu na adaptagéo de tubagens
(silicone ou cristal) ao orificio de saida de gases, envolvidas em material termicamente isolante até uma estufa
anexa a instalagcdo (possuindo uma cavidade na sua parte superior), onde se encontravam os MilliGascounter®
MGC-1 (Ritter, Germany) correspondentes a cada reactor. As tubagens de saida de ambos os MilliGascounter®
MGC-1 acoplaram-se a uma unica tubagem de saida da estufa. Deste modo, os coletores de gases originais (Gas
Collection No1 e Gas Collection No2), bem como o recipiente de armazenamento temporario (Syphon Break), foram
removidos de forma a facilitar a operacionalidade em torno do equipamento. Na figura 3.6 apresenta-se uma
fotografia da instalagéo que esteve em operagao neste projeto.
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Figura 3.6 — Fotografia da instalagdo em operagdo (R1 & esquerda e R2 a direita).

3.3.3.2  Procedimento experimental — 1° Ciclo

Inicialmente adicionou-se aos reatores as respetivas quantidades de indculo, substrato, agua destilada, e restante
meio de acordo com o estabelecido na tabela 3.3. A excegao do indculo, a fragao liquida das amostras foi ajustada a
pH 7 antes da mistura final. Apos a adigéo de todos os componentes, os reatores foram fechados e certificou-se que
todos os vedantes, roscas e parafusos se encontravam devidamente colocados e apertados. Este passo é
particularmente importante uma vez a existéncia de fugas poderia comprometer todo o ensaio. A auséncia de fugas
foi testada com a aplicagdo de espuma de detecdo de fugas. De seguida, os reatores foram envolvidos com as
mantas de aquecimento e definiu-se a temperatura de operagdo (35 °C). Os sensores 6ticos BCP-CH4 (BlueSens,
Germany) foram previamente calibrados, adaptados e depois conectados ao restante sistema de aquisicdo de
dados. Seguidamente, foram colocados os respetivos adaptadores, tubagens (silicone ou cristal) e valvulas anti-
retorno nas saidas para gases. A ponta oposta das tubagens foi conectada ao orificio de entrada do
MilliGascounter® MGC-1 (Ritter, Germany) correspondente a cada reator. A tubagem (silicone ou cristal) foi
adaptada ao orificio de saida do MilliGascounter® MGC-1 (Ritter, Germany) e ambas as tubagens de exaustdo
foram associadas a uma Unica tubagem de saida da estufa. Terminadas todas as conexdes, a partir do software
BACVis, foi possivel definir a temperatura de trabalho (35 °C), o intervalo de aquisi¢do de dados e iniciar a “Task”
definida.

3.3.3.3  Monitorizagao do pH - 1° Ciclo

Dada a importancia para o controlo e ajustamento do processo anaerébio (Chernicharo 2007), o pH foi monitorizado

nesta fase do projeto. A exclusividade da monitorizagdo deste paré@metro apenas nesta fase deveu-se as
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caracteristicas operatérias da experiéncia 1 e a calendarizagdo do segundo ciclo da experiéncia 2 (30 de julho a 01

de setembro) que impossibilitou a amostragem por interrupgéo laboral para férias.

No procedimento de amostragem comegou-se por introduzir 0 adaptador metélico para no orificio de amostragem na
tampa dos reatores (com engate répido para fluidos). De seguida, introduziu-se a seringa de plastico de 100 mL e
procedeu-se & sucgao de cerca de 2 a 3 mL de amostra. Devido as caracteristicas fisicas das amostras, a sua
extracdo apresentou alguma resisténcia. A amostra foi depois transferida para tubo Falcon para posterior registo de
pH. Por fim, através da mesma seringa, injetaram-se entre 5 a 10 mL de &gua destilada com o objetivo de limpar e

desimpedir o tubo de amostragem para recolhas futuras.

3.3.34 Procedimento experimental — 2° Ciclo

Concluido o 1° ciclo dos RAB foi necessario proceder a recolha de 1L de amostra de cada reator para as posteriores
analises de monitorizagdo. Procedeu-se também & alimentagdo do mesmo volume retirado conforme as
caracteristicas presentes na tabela 3.3. Nesta fase do trabalho comegou-se por verificar se o volume no interior dos
reatores correspondia ao inicial. No entanto, devido a inje¢do de agua destilada apds amostragem do pH no primeiro
ciclo, néo foi necessario perfazer o volume de trabalho inicial. Antes de abrir os reatores, agitou-se vigorosamente o
seu contetdo de modo a recolher uma amostra 0 mais homogénea possivel. Todos os componentes do sistema de
monitorizacdo do CH, foram desconectados e pdde-se abrir os reatores para recolher 1L de amostra de cada. As
amostras foram recolhidas para baldes volumétricos de 1000 mL. Apos preparagdo da alimentagdo a introduzir em
cada reator, procedeu-se a sua adi¢cao aos 3 L remanescentes em cada reator. Fechou-se tampa e promoveu-se
novamente agitagéo vigorosa do seu conteudo. O restante procedimento foi executado de acordo com o definido

para o primeiro ciclo.

3.4 Producao tedrica de metano

A estimativa de producéo tedrica de metano (PTM) pode ser determinada de mudltiplas formas: (1) através da
composicdo quimica elementar do substrato ((Angelidaki and Sanders 2004);(Chernicharo 2007)); (2) baseada na
composicdo em hidratos de carbono, proteinas e lipidos (Angelidaki and Sanders 2004); (Gray 2004)); (3) com base
na composi¢do da CQO do substrato ((Angelidaki and Sanders 2004);(Chernicharo 2007)); e (4) através do teste de
CBO em 20 horas (Schievano et al. 2009).

Neste estudo a PTM foi estimada segundo (Angelidaki and Sanders 2004, Chernicharo 2007), ou seja, segundo a

CQO do substrato adicionado aos ensaios/reatores, tendo por base as equagdes 3.2 e 3.3.

CH, + 20, - CO, + 2H,0 (eq. 3.2)

16g + 64 g — 44g + 369 (eq. 3.3)
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Como é possivel observar na equagédo 3.2, 1 mol de CH4 consome 2 mol de O, para ser totalmente oxidada a CO;
e H,0. Assim, por cada 16 g de CHy4 produzido s&o consumidos 64 g de CQO provenientes do substrato, tal como

se mostra abaixo.

2x32(02) _ 64 _
16 (CHy) 16 4902/9CH, (eq. 3.4)

Em condi¢Oes de presséo e temperatura normais (PTN: 0 °C e 1 atm), esta razéo corresponde a 350 mL CH. por
cada g CQO de substrato.

1mol CH, 22,4 L
64 g CQO 1mol CH,

=0,35LCH,/g CQO = 350 mL CH,/g CQO (eq. 3.5)

Assim, a producdo de metano (mL CHy) através da concentracdo de CQO do substrato adicionado é calculada

através da expressdo que se apresenta abaixo.

mLey, = g CQO x 350 mLCH,/g CQO (eq. 3.6)

3.5 Modelo de Gompertz

Os resultados experimentais da produgdo cumulativa de metano no tempo t (mL CH4 por grama de substrato
(CQO/SV) adicionado ao frasco/reator) foram ajustados segundo a expressdo final derivada da equagéo de

Gompertz modificada (equagéo 3.7).
M(t) = P-exp {—exp [% Q-0+ 1]} (eq. 3.7)

Os parametros P (mL CH4/g CQOsubstrato OU ML CH4/g SVubstrato), Rmax (ML CH4/g CQOsybstrato.dia ou mL CHa/g
SVsustrato-dia) € A (dia) s@o estimados por regressao néo-linear usando a fungao Solver do software Microsoft Excel,
minimizando o somatério residual do quadrado dos erros entre os valores médios dos dados experimentais e a

curva modelo.
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3.6 Monitorizagao dos EB e RAB

De modo a perceber e controlar a dindmica dos processos anaerdbios, monitorizaram-se cuidadosamente 0s
diferentes parametros relativos aos tempos inicial e final dos ensaios de biodegradabilidade e finalmente aos
mesmos parametros, mas aplicados aos reatores anaerdbios em batch (RAB), através da CQO (Total e Soluvel),
AAT, ST, SV e pH. Em ambas as experiéncias, apenas o biogas formado foi monitorizado ao longo do tempo, com

excegao do primeiro ciclo dos RAB, onde se monitorizou o pH periodicamente.

Materiais e Métodos 46



Digestao Anaerdbia de residuos gerados na FEUP: Relva e Glicerol

4 Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados da caracterizagéo dos substratos e indculo e das experiéncias 1 e 2,

com base na metodologia apresentada no capitulo 3.

41 Caracerizagdo dos substratos e inéculo

411 Resultados

O substrato e 0 co-substrato exigiram uma caracterizagao detalhada e rigorosa dada a sua importancia para este
trabalho. A determinagdo da CQO para substratos solidos e heterogéneos &€ normalmente dificil e suscetivel de
apresentar alguma incerteza (Angelidaki et al. 2009), tal como se pdde verificar no substrato utilizado. Este substrato
consistiu essecialmente em relva recolhida no campus da FEUP, a qual ndo apresenta apenas uma espécie de
cobertura vegetal na totalidade da sua area verde. A caracterizacdo dos substratos e indculo é apresentada nas
tabelas 4.1 e 4.2, respetivamente. A tabela 4.1 inclui também a comparacéo do teor de solidos do substrato utilizado

com e sem o pré-tratamento aplicado.

Tabela 4.1 - Caracterizagdo dos substratos utilizados durante o projeto.

. Relva (base seca) Relva (base himida) Glicerol
Parametro - - -
Valor Unidades Valor Unidades Valor Unidades
ST 952+2 mg-g’' 290+ 3 mg/g - -
SV 874 +1 mg-g! 259+3 mg/g - -
Fosforo Total 2,24 + 0,03 mg-g-! - - - -
cQo 1202 £ 18 mg-g’' - - 506 £ 11 g-L
Azoto Kjeldahl 21,7+£0,7 g-kg - - - -
pH 5,55 - - - 1,64 -
Massa Volumica 1,26 gL - - 1,26 g-mL-’
Tabela 4.2 - Caracterizagéo do indculo utilizado durante o projeto.
A Inéculo
Parametro 12 Recolha - 21/04 2 Recolha - 05/06
ST (g.L) 27 1 31+1
SV (g.L) 18,7 0,7 20,409
SST (g.L) 255+0,6 28508
SSV (g.L) 175104 19205
CQO (g.L) 372 42 +1

Resultados e Discussao
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A diversidade de espécies do coberto vegetal do campus FEUP ndo permite uma comparagéo eficaz dos valores
obtidos para a relva em pardmetros como CQO, FT ou AKT presentes na literatura. Os ST e SV foram determinados
para a relva previamente seca a 50 °C (relva utilizada neste estudo) e a relva fresca. As analises da relva fresca
serviram para comparar os resultados obtidos neste estudo com os resultados por outros autores que usaram
diretamente relva himida nos ensaios. Os valores de ST obtidos para a relva fresca encontram-se dentro do
esperado para este tipo de substrato (Goulding and Power 2013, McEniry and O’Kiely 2013). Porém, segundo a
metodologia aplicada pela maioria dos autores citados neste estudo, que consideraram este tipo de substrato, a
determinagéo dos SV é executada com base nos ST obtidos e ndo com base na massa de substrato utilizado na
determinagéo destes dois parametros. Deste modo, aplicando a relva fresca a metodologia de calculo para a
determinagédo dos SV presente na literatura obtém-se uma concentracdo de 892 mg-g', apenas 2% superior a
obtida para a relva seca. Este resultado era ja expectavel devido ao pré-tratamento aplicado (secagem em estufa a

50 °C durante 24 h) que removeu, quase na totalidade, a humidade presente no substrato.

O inéculo proveniente da segunda coleta é bastante mais concentrado que o recolhido da primeira vez, o que

podera ser justificado por uma remogao da fracdo sobrenadante mais eficiente ap6s a segunda recolha.

41.2 Razao CQO:N:P

Terminada a caracterizagdo dos substratos e indculo, foi imperativo estabelecer a razdo CQO:N:P para definir a
quantidade de co-substrato a aplicar no arranque de todo o processo (experiéncia 1). Por outro lado, esta analise
permitiu igualmente determinar a caréncia de fésforo das amostras, tendo esta sido colmatada através da adigdo de
KH2POs4.

De acordo com (Lettinga, Pol, and Zeeman 1996), os requisitos nutricionais minimos podem ser calculados segundo

a seguinte expressao:

ST
N, =5¢"Y Ny i (eq. 4.1)

Onde:

N: = requisito nutricional (g-L")

So = concentrag¢do de CQO do substrato

Y = coeficiente de rendimento

Nbac = cOncentragao de nutriente nas células bacterianas (g-g' VSS)

ST-SV-! = racio entre sélidos totais e volateis para as células bacterianas

De acordo com o mesmo autor, assumindo que os nutrientes presentes no indculo estdo disponiveis para os
microrganismos, e adaptando a metodologia ao tipo de substrato utilizado neste projeto, foram adoptados os

seguintes valores:
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So = 1202 mg-g ST~

Y =0,15g SV-g CQO"
Ny =0,065g N-g ST
Np=0,015¢g P-g ST

STISV =114

Aplicando a equagao 4.1 para o azoto (N) e fésforo (P), e dividindo os valores obtidos em fungao do macronutriente
em menor concentragdo (P), obteve-se uma razdo nutricional tedrica de 390:4:1. Na tabela 4.3 encontra-se
resumida a determinacdo das diferentes quantidades de glicerol a aplicar na experiéncia 1, de acordo com as

respetivas condigdes de operagao: volume de trabalho de 100 mL e 5% ST de substrato.

Tabela 4.3 — Determinagdo dos requisitos nutricionais e dosagens de co-substrato a adicionar na experiéncia 1.

Substrato / Co-substrato Parametro cQo N P
Concentragao (mg-g) 1202,4 27,7 2,2
Massa existente na amostra (mg) 6288,5 1449 11,7
Relva Requisitos Nutricionais (mg-L") 141249,2 1448,7 362,2
Razéo 390 4 1
Requisitos Nutricionais (mg-L") 141249,2 14487 362,2
Défice (mg) 7836,4 0,0 24,5
Concentragao (mg-L-) 505856,7 0 0
. Volume 6timo (mL) 15,5 - -
Glicerol
Volume inferior (-50%) (mL) 1,7 - -
Volume superior (+50%) (mL) 23,2 - -

4.1.3 Granulometria

A moagem da relva seca suscitou o interesse na determinagdo da sua granulometria na tentativa de relacionar a
redugdo do tamanho das particulas de relva com a produgéo de metano. Os resultados desta analise encontram-se

na tabela seguinte.
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Tabela 4.4 — Resultados da anélise granulométrica da relva

Crivo (Jam) Massa (g) Peso Acumulado (%)
>2000 0,0000 0,00
2000 - 1000 0,0097 0,01
1000 - 850 0,0720 0,07
850 - 500 8,7755 8,71
500 - 300 29,9713 29,73
300 - 150 35,7939 35,51
150 - 63 17,9183 17,78
63 -38 5,6500 5,61
<38 2,6093 2,59
Total 100,8 100

Apesar do crivo do moinho utilizado ser de 1 mm, os resultados desta analise revelam que 99,92% da relva utilizada
possui uma granulometria inferior a 0,85 mm dos quais 83,02% correspondem & gama granulométrica 0,500 — 0,063
mm. Métodos de pré-tratamento como a secagem causam o colapso irreversivel dos capilares celul6sicos, levando
a redugao da area interna superficial das células celulésicas. Porém, a moagem promove a redugao do tamanho das

particulas da biomassa, aumentando assim a area superficial e a produgéo de metano (Yang et al. 2015).

4.2 Experiéncia 1 — Ensaios de Biodegradabilidade (EB)
421  Arranque dos EB

Colocados todos os frascos na estufa adaptada para estes testes, conectados os sensores 6ticos e restante sistema
de aquisicdo de dados, iniciou-se a experiéncia 1 no dia 13 de maio. No entanto, aquando da verificacdo e
calibragdo do equipamento, nomeadamente dos sensores 6ticos BCP-CH4 (BlueSens, Germany), testou-se a
funcionalidade de apenas 8 sensores 6ticos. Assim, uma vez que se prepararam 10 frascos, correspondentes aos 5
ensaios duplicados, foram rejeitados os duplicados controlo R" e G’ na expectativa de obtengdo do melhor PBM
entre os ensaios VGO, VGI ou VGS. Deste modo, a experiéncia foi feita apenas com 8 frascos ficando os ensaios R
e G sem os correspondentes duplicados.

Por outro lado, ja com a experiéncia em curso, constatou-se a ineficacia dos agitadores magnéticos. A agitagao é
um parametro muito importante na determinagdo do PBM (Vavilin et al. 2008), pois facilita o contacto entre
microrganismos/enzimas e substratos, garantindo condicdes homogéneas nos frascos dos ensaios (Angelidaki et al.
2009). Porém, dado o reduzido volume de trabalho (100 mL) conjugado com esta lacuna experimental, procedeu-se

a agitacdo manual dos ensaios duas vezes ao dia, excetuando ao fim-de-semana.
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4.2.2 Resultados iniciais

Tal como referido no capitulo 3.6, nesta experiéncia apenas foi monitorizado o biogas produzido ao longo do tempo.
As anélises aos restantes parametros dizem respeito ao inicio e fim da experiéncia 1. Na tabela 4.5, encontram-se

resumidos os valores obtidos na fase inicial dos EB.

Tabela 4.5 — Valores médios obtidos para 0s ensaios no inicio da experiéncia.
Ensaio  pH CQOrotal (9-L')  CQOsoavel (9-L')  AAT (mg N-L) ST (g-L) SV (g-L)

R 7,2 79+3 16 £ 1 73592 70,8 +1,0 57,6+0,5
G 7,6 106 + 4 52+ 1 776 103 229+0.3 136+0,2
VGO 7,3 149 £ 2 511 816 + 35 731+05 59,6 £ 0,6
VGI 72 127+£5 38+ 1 793 + 38 719+£1,0 58,3+ 1,0
VGS 7,3 2022 64 + 1 822 + 51 72,7+£0,2 59,3+0,2

Inicialmente, o pH da fragdo liquida/aquosa (agua ou agua + glicerol puro) foi ajustado na gama 6,8 — 7,2, tal como
se pode confirmar nos valores obtidos para este pardmetro, sendo que as ligeiras diferengas verificadas se devem a
contribui¢do do inéculo que ndo sofreu qualquer tipo de ajuste. A CQOrqw apresenta valores ligeiramente superiores
aos teoricamente estimados (tabela 3.1), uma vez que estes apenas se referem a contribuigdo em matéria organica
dos respetivos substratos, devendo-se esta diferenca ao remanescente de matéria organica do inéculo. No entanto,
a ordem das concentragdes teoricas é concordante com a ordem das concentragdes experimentais. Relativamente a
CQOsaivel inicial, devido as caracteristicas fisico-quimicas dos substrato e co-substrato utilizados nos ensaios
apenas a fracdo aquosa das amostras ira contribuir para este parametro pois, nesta fase, os microrganismos
responsaveis pela degradacdo dos compostos particulados mais complexos em compostos simples dissolvidos
ainda n&o iniciaram 0s seus mecanismos hidroliticos e acidogénicos. Por conseguinte, os ensaios doseados com
mais glicerol possuem concentragdes em matéria organica dissolvida mais elevadas, ou seja, uma
biodisponibilizag&o inicial superior em matéria organica. Os parametros AAT, ST e SV apresentam valores idénticos
para todos os ensaios. De facto, a semelhanga na concentragdo de AAT dos ensaios permite concluir que o volume
de indculo ¢ a fragdo que mais influencia este parametro visto que a relva ndo apresenta valores elevados de azoto
e este elemento esta ausente da composicdo elementar do glicerol puro. A partir dos valores das concentragdes de
ST e SV de todos os ensaios verifica-se que apenas a relva e o indculo tém influéncia significativa nestes

parametros, devido a grande diferenga registada no ensaio G, que apenas possui glicerol e indculo.

4.2.3 Resultados finais

Os medidores de biogas utilizados na medicdo do biogas acumulado possuem um liquido de operagdo no seu
interior responsavel pela operacionalidade deste tipo de equipamento. Este liquido, devido a diferencas de presséo
e/ou temperatura no interior dos frascos, poder-se-a deslocar em sentido inverso ao do biogas que chega ao

equipamento, ou seja, ocorre o retorno do liquido de operagdo para as amostras através das tubagens entre as
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saidas laterais dos frascos e os orificios de entrada dos medidores de biogas. Antes de iniciar esta experiéncia, foi
sugerida a encomenda de valvulas anti-retorno para evitar a ocorréncia do fenéomeno supracitado. No entanto,
devido & demora na entrega das mesmas deu-se inicio a experiéncia de modo a cumprir com a calendarizagéo
incialmente definida. Todavia, verificou-se o retorno do liquido operacional. Dos 8 frascos presentes no inicio da
experiéncia, apenas 3 se mantiveram em operagao até ao final da experiéncia, especificamente 0 ensaio R (sem
duplicado) e os 2 frascos relativos ao ensaio VGI, ficando os ensaios G, VGO e VGS comprometidos.
Provavelmente a produgdo de biogas nos ensaios comprometidos foi demasiado baixa, o que impossibilitou que a
pressdo do biogas produzido no seu interior compensasse o abaixamento de presséo interna, originando assim o
retorno do liquido de operagdo. Embora ndo tenho sido efetuada nenhuma analise ao contetdo dos ensaios
relativamente aos acidos gordos volateis (AGV), a adi¢do de quantidades elevadas de glicerol podera ter levado os
microrganismos a produzir demasiados AGVY, diminuindo o pH para valores demasiado baixos e que os
microrganismos metanogénicos nao conseguem tolerar (Nizami, Korres, and Murphy 2009). Por outro lado, em
geral, é dificil recuperar a atividade metanogénica de reatores quando estes séo interrompidos pela acumulagéo de
AGV (McMahon et al. 2001). O contetudo dos ensaios comprometidos foi imediatamente rejeitado, pois encontrava-
se contaminado com o liquido de operacdo dos respetivos medidores de biogas, comprometendo igualmente um
registo fidedigno do pH.

Apesar de tudo, a experiéncia foi concluida apenas com 2 ensaios (R e VGI), sendo apresentados na tabela 4.6 os

valores médios dos parametros analisados aos frascos remanescentes no inicio e no final da experiéncia.

Tabela 4.6 - Valores médios obtidos para os ensaios no inicio (t = 0) e no final (t = 34 dias) da experiéncia1.

Parametro pH AAT(mgN-L') CQOrota(9-L") CQOsowvel (9-L)  ST(g-L") SV (g-L")

Inicio 7,2 735+ 92 79+3 16 +1 71 +1 58 + 1

Fim 79 1648 + 56 47 +1 11+1 40 £ 1 28+ 1

Inicio 7,2 793 + 38 127 £5 38+ 1 72 +1 58 + 1

e Fim 7,5 1572 £ 69 88 £ 1 35+3 49 +1 372

Através da analise da tabela 4.6, verifica-se que o pH de ambos os ensaios aumentou ligeiramente, permanecendo
no entanto perto da neutralidade, o que demostra que a alcalinidade fornecida pelo NaHCOs; adicionado ao meio era
suficiente. Relativamente a concentracdo de AAT, verifica-se um aumento de mais de 100% em ambos 0s ensaios.
Uma vez que o indculo utilizado era proveniente de uma ETAR, e embora nédo se tenha efetuado esta andlise ao
indculo separadamente, partiu-se do principio que este seria rico em ureia ou compostos proteicos, 0 que se torna
benéfico para o processo de DA (concentragdes ndo excessivas), permitindo uma melhor tamponizagéo do pH. Por
outro lado, sendo o NH3 uma base fraca, este podera ter proporcionado um ligeiro aumento do pH. No entanto,
ambos os compostos, tanto na forma iénica (NHs*) como na sua forma livre (NH3) podem tornar-se inibidores
quando registadas concentragbes elevadas (Chernicharo 2007). Segundo (McCarty 1964), existe inibicdo do

processo anaerdbio para concentragdes de AAT entre 1500 a 3000 mg N-L, aliado a um pH superior a 7,4 — 7,6.
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Este facto é constatado ao fim dos 34 dias de operacéo onde se verifica a proximidade ao limite inferior de inibigao.
Para a CQOrotw registaram-se redugdes na ordem dos 41% para o ensaio R e 31% para o ensaio VGI e para a
CQOsoiavel 34% € 9%, respetivamente. Verificou-se igualmente uma redugéo equitativa de ST em relagdo a CQOrotal,
com 43% para o ensaio R e 31% para o ensaio VGI. Consequentemente, os SV registaram redugdes de 51% e
36%, respetivamente. Este ultimo parametro adequa-se aos valores expectaveis da literatura que rondam a gama
de 40 a 45% para os processos anaerdbios (Angelidaki et al. 2006) apesar de (Braun, Weiland, and Wellinger 2010)
sugerir uma degradagéo de SV na ordem dos 80 a 90% para uma utilizagdo completa e rentavel do substrato em

termos econdmicos e ecolégicos.

Em relacdo a producéo de metano, nas figuras 4.1 e 4.2 encontram-se representados graficamente os volumes do
metano produzido por unidade de CQO adicionada e a respetiva evolugéo do teor de metano no biogas produzido

aos ensaios R e VGI.
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Figura 4.1 - Produgéo cumulativa de metano (PTN: 0°C e 1atm) por grama de CQO adicionado de substrato no

ensaio R e evolugdo do teor de metano no biogas produzido.
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Figura 4.2 — Produgéo cumulativa de metano (PTN: 0°C e 1atm) por grama de CQO adicionada de substrato no

ensaio VGI e evolugéo do teor de metano no biogas produzido.

Tal como referido anteriormente, uma vez que o ensaio R ndo possui duplicado, apenas se representaram barras de

erro para o ensaio VGI.

Assim, através da andlise de ambas as figuras, é facilmente observavel o contraste entre os 2 ensaios, tendo o
ensaio R permitido obter uma produgédo de metano final de 28,7 mL CHs-g CQOadicionada™" € 0 ensaio VGI com 2,6 mL
CHs-g CQOugicionada, 0 que se traduz numa produgdo volumétrica total de 180,9 mL e 26,1 mL de CHq,
respetivamente. Isto significa que o ensaio R obteve uma produgéo 86% superior ao ensaio VGI. Quanto a evolugéo
do teor percentual de CHs no biogas produzido nos ensaios, este acompanha rigorosamente as respetivas
produgdes cumulativas de metano, tendo-se registado maximos de 62% no ensaio R e 46% no ensaio VGI. Apesar
de ser expectavel a obtencdo de uma producao 6tima num dos ensaios em regime de co-digestdo, os resultados
obtidos apontam no mesmo sentido de (Barr, Roberts, and Milke 2010), onde os ensaios com diferentes razdes de
glicerol como co-substrato (récio C:N da mistura relva + glicerol: 30:1, 50:1 e 20:1) obtiveram valores inferiores aos
ensaios alimentados apenas com relva e a sua composi¢ao gasosa apresentou valores de concentragao superiores
para outros gases que ndo o metano. Por outro lado, (Fountoulakis, Petousi, and Manios 2010) obteve uma maior
producéo de biogas apenas com 1% (v/v) de glicerol e (Castrillon et al. 2011) com 4% de glicerol como co-substrato.
Este facto é fortemente suportado por (Holm-Nielsen et al. 2008) que descobriu que para concentragdes de glicerol
superiores a 5 g-L' existe uma tendéncia clara para a sobrecarga organica. Na tabela seguinte figuram os valores

relativos aos parametros do ajuste do modelo de Gompertz modificado aplicado aos resultados experimentais.
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Tabela 4.7 — Pardmetros do ajuste do modelo de Gompertz modificado aplicado aos EB.
Ensaio P (mL CH4 PTNg CQosubstrato'1) Rmax (mL CH4 PTN(g CQOsubstrato-dia)'1) A (dla) R?

1° Patamar 6,2+0,6 14+0,2 114+05 0,882

R
2° Patamar 31+2 2701 179+0,3 0,983
VGI 5+13 0,1+0,0 11+22 0,974

Segundo o ajuste, ambos os ensaios possuem um periodo de adaptacdo semelhante, onde foram necessarios cerca
de 11 dias para que a produgdo comegasse a ser significativa, o que se adequa aos estudos de (Kacprzak et al.
2011) onde foram necessarios cerca de 14 dias e (Bakhov, Korazbekova, and Lakhanova 2014) que avaliou a
biodegradabilidade de residuos vitivinicolas, alimentares e bioldgicos, sendo necessérios 11,6, 11,8 e 14,6 dias,
respetivamente. No entanto, as taxas produtivas em nada se assemelham assim como os valores relativos a
produgéo, onde o ensaio R possui uma produgéo estimada 83% superior a do ensaio VGI. Contudo, os valores
ajustados para a produgdo cumulativa apresentados foram apenas alcangados ao fim de 50 para o ensaio R e ao
fim de 125 dias para o ensaio VGI, pois ao fim de 34 dias o modelo estabelece uma producdo de 29,1 mL CHs
PTN-g CQOudicionada™* para o ensaio R (1,4% superior a produgao experimental) € 2,4 mL CHs PTN-g CQOagicionada™

para o ensaio VGI (14,3% inferior & produgdo experimental).

Por outro lado, a evolugéo da produgédo cumulativa de metano para o ensaio R ndo permitiu um ajuste adequado ao
modelo de Gompertz que envolvesse a totalidade dos dias de operagdo. Assim, 0 modelo foi ajustado por dois
patamares: 0 primeiro até aos 20 dias de operag&o iniciais e 0 segundo desde o 21° até ao 34° dia de operagéo.
Esta particularidade foi igualmente obtida por (Neves et al. 2008) que estudou a biodegradabilidade de residuos
provenientes da restauragéo, usando lama granular proveniente de um reator anaerobio de tratamento de efluentes
da industria cervejeira como inéculo na gama mesofilica onde todas as curvas de produgdo de metano tiveram, em
geral, um comportamento exibido em dois patamares. O primeiro patamar foi atingido ao fim de 3,8 dias para um
ensaio com excesso de celulose e ao fim de 5,8 a 5,9 dias para os restantes ensaios. Porém, no ensaio R desta
experiéncia, o primeiro patamar produtivo ocorreu entre os 12 eos 19 dias e 0 segundo patamar perto do final do
tempo de duragdo do ensaio. Verifica-se assim um periodo de adaptagéo da biomassa de cerca de 11 a 12 dias,
onde a producdo de metano foi pouco significativa, garantida apenas pela CQO inicial disponivel na fase sollvel.
Dadas as caracteristicas lignocelulésicas do substrato, este periodo de adaptagéo correspondeu as fases hidrolitica
e acidogénica onde os microrganismos, incapazes de assimilar matéria organica particulada e degradando-na em
polimeros mais simples. A presenca de dois patamares de produgdo metanogénica cimenta ainda mais a dificil
degradacgéo deste tipo de substratos, pois durante cerca de uma semana (dia 12 a 19), a produgdo de metano
estabilizou, 0 que sugere uma regressdo nas fases sequenciais do processo anaerébio para uma nova fase de

hidrélise e acidogénese, disponibilizando assim matéria organica hidrolisada para a segunda fase produtiva.

Por outro lado, de modo a comparar os resultados obtidos com os registados na literatura para esta tipologia de

residuo, a produgdo de metano relativa a este ensaio foi convertida a volume de metano produzido por unidade de
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SV de substrato adicionado. Assim, obteve-se uma produgao de 40 mL-g SV-!, bastante inferior a gama produtiva
127 - 361 mL-g SV-' obtida por (Barr, Roberts, and Milke 2010), a 220-490 mL-g SV-! alcangadas por (Koch et al.
2010) e 295 mL-g SV-' por (Nizami, Korres, and Murphy 2009) para sistemas batch. Apesar da auséncia de pelo
menos um ensaio duplicado de maneira a garantir a reprodutibilidade do ensaio R, dada a producdo superior
relativamente aos restantes ensaios e a urgéncia temporal para iniciar a experiéncia 2 foram suficientes para o

determinar como 0 ensaio 6timo desta experiéncia.
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4.3 Experiéncia 2 — Reactores Anaerdbios Batch (RAB)

431  Arranque dos RAB - 1° Ciclo

As caracteristicas experimentais das instalagdes utilizadas nesta nova experiéncia e 0 menor nimero de ensaios
permitiram um arranque experimental menos problematico que nos EB. A excegéo da estufa onde se colocaram 2
medidores de biogas e a garantia imperativa da estanqueidade dos reatores ndo se registaram problemas
operacionais com relevancia. Relativamente a estufa, esta ndo efetuou um controlo eficaz da temperatura de
operacdo (35 °C), tendo-se registado algumas flutuagdes. A razdo pela qual se decidiu operar os 2 reatores com
concentragbes de NaHCOs distintas teve que ver com a hipotética inibicdo discutida no capitulo 4.2.3, onde se

relaciona o pH com as concentragdes de AAT finais obtidas.

4.3.2 Resultados RAB - 1° Ciclo

Nesta experiéncia, para além de se monitorizar o biogas produzido ao longo do tempo, foram ainda efetuadas
analises ao pH do contetido de cada reator duas vezes por semana. Paralelamente as medi¢cdes de pH, foram
executadas algumas tentativas de andlise periodica ao contetido em CQOrqa dos RAB. No entanto, 0 método de
amostragem nao permitiu a recolha de um volume qualitativamente representativo para a analise deste parametro.
As analises aos restantes parametros dizem respeito ao inicio e fim deste ciclo da experiéncia 2. Na tabela 4.8,

encontram-se resumidos os valores obtidos no 1°ciclo dos RAB.

Tabela 4.8 — Valores médios obtidos para os reatores no inicio e final da experiéncia.

Parametro pH AAT (mgN-L') CQOrota (9-L") CQOsowve (9-L") ST (g-L") SV (g-L)
R1 Inicio 74 893 + 54 90+ 1 12,9+ 0,1 73+ 1 58 +2
Fim 72 2652 + 47 733 16,4 £0,2 52 % 1 38+ 1
R2 Inicio 7,3 855 + 61 89+1 129+0,1 742 59+2
Fim 7,0 2481+ 39 7412 16,2+ 0,1 50+ 1 37 +1

A partir dos resultados da tabela 4.8 pode facilmente observar-se a semelhanga dos valores experimentais obtidos
entre os 2 reatores. Este facto era expectavel inicialmente, uma vez que ambos os reatores possuiam exatamente
as mesmas quantidades de indculo e substrato, diferindo apenas a concentragdo de NaHCOs. Nesta experiéncia,
apesar de ambas as concentracdes finais de AAT serem elevadas, o pH dos reatores encontra-se entre 6,6 e 7,4
(figura 4.3) que constitui a gama 6tima de crescimento dos microrganismos metanogénicos (Chernicharo 2007). Por
outro lado, tendo em conta apenas os valores iniciais € finais registados para o pH, pode concluir-se que néo existe
vantagem em adicionar a concentragdo de 5 g-L-* de NaHCO3 ao R1 em detrimento dos 4 g-L-" adicionados ao R2.
Relativamente aos restantes parametros, registaram-se redugdes de 19% e 17% para CQOrota, 29% € 32% para 0s
ST e 36% e 38% para os SV respetivamente para R1 e R2. Quanto & CQOsiavel, Observaram-se acumulagdes na

ordem dos 27% e 25%. Sendo este paré@metro indicativo da matéria organica formada nas etapas de hidrélise e
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fermentagao, tera ocorrido uma sobreposicdo destas etapas relativamente a metanogénese. No entanto, seria util

uma monitorizagao continua deste pardmetro para uma andlise mais eficaz do processo.

Tal como referido anteriormente, para além do registo continuo do biogas formado e da sua percentagem em CHa,
foi possivel analisar periodicamente o pH deste ciclo dos RAB, com o objetivo de obter uma percecéo faseada do
processo. Na figura seguinte encontram-se representadas as produgdes cumulativas de metano normalizadas pelo

contetido em SV do substrato adicionado bem como o registo periddico do pH de ambos os reactores.
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Figura 4.3 - Produgao cumulativa de metano (PTN: 0 °C e 1atm) por grama de SV adicionada de substrato nos

reatores R1 e R2 e respectivas evolugdes periddicas de pH.

Inicialmente, o pH desceu gradual e continuamente até entre o 14° e 18° dia de operagdo, que correspondeu ao
cessar das fases iniciais do processo anaerobio (hidrélise, acidogénese e acetonogénese) e ao inicio da fase
metanogénica, com as percentagens de CHs nos RAB a terem um crescimento quase exponencial desde o 18° até
25° dia. Aqui, registou-se um valor maximo de pH ao 24° dia de operagéo de 8,1 em R1 e R2. O valor minimo foi
registado ao 14° dia com um valor de 5,8 nos 2 reatores. Em concordéncia, as percentagens maximas registadas
foram de 75,9% para R1 e 78,4% para R2 atingidas ao 25° e 22° dia de operacéo respetivamente. O comportamento
destes dois pardmetros para ambos os reatores adequa-se ao previsto na literatura, pois numa fase inicial o material
complexo particulado (polimeros) é convertido em materiais mais simples e dissolvidos através da agdo de

exoenzimas excretadas pelas bactérias hidrolictico-fermentativas. No entanto, sob condi¢des anaerdbias, devido as

Resultados e Discussao 58



Digestao Anaerdbia de residuos gerados na FEUP: Relva e Glicerol

caracteristicas lignocelulésicas do substrato este processo € lento (Lettinga, Pol, and Zeeman 1996, Chernicharo
2007). As bactérias responsaveis por estes mecanismos sdo muito menos sensiveis ao pH que os microrganismos
metanogénicos, pois estas continuam bastante activas mesmo para valores de pH na ordem dos 4,5.
Posteriormente, os compostos produzidos s&o oxidados em substratos apropriados para a a¢do dos microrganismos
metanogénicos, tais como &cido acético, hidrogénio e diéxido de carbono, 0 que causa um decréscimo no pH do
meio. Porém, o hidrogénio e o acetato formados s&o usados diretamente pelos microrganismos metanogénicos,
ocorrendo um aumento do pH (Chernicharo 2007). Os decréscimos simultaneos registados para o pH perto do final
do ensaio, dizem respeito provavelmente a auséncia de substrato adequado aos microrganismos metanogénicos
naquele periodo, que originou o decréscimo das suas populagdes. Por outro lado, podera igualmente existir inibigdo
devido a toxicidade proporcionada pelo NH; devido as reduzidas percentagens de metano registadas perto do final
do TRH, aliadas ao pH (superior a 8) e as concentragdes finais de AAT (que ja deveriam ser elevadas ao 24° dia de
operacéo). Os produtos provenientes do préprio metabolismo microbiolégico, tal como o CO,, quando dissolvido na
fase aquosa forma HCOs, promovem a acidificacdo do meio. Este facto é suportado pela evolu¢do produtiva de
biogas registada perto do final deste ciclo com as percentagens de metano a terem redugdes graduais desde 0 25° e
22° dia de operacdo respetivamente para R1 e R2. Deste modo registou-se um aumento nas percentagens em CO,

no conteudo do biogas produzido.

Analisando as produgdes cumulativas de metano obtidas experimentalmente é clara a sua semelhanga, onde o R1
obteve uma produgdo de metano final de 57,9 mL CHs-g SV-' e 0 R2 com 59,6 mL CHs-g SV, 0 que se traduziu
numa produgéo volumétrica total de 10,6 L e 10,9 L de CH4 (PTN: 0 °C e 1 atm) respetivamente, ou seja, 0 ensaio
R2 obteve um acréscimo na produgédo experimental de apenas 3%. Estas produgdes cumulativas de metano obtidas
experimentalmente, embora sejam superiores em mais de 30% relativamente ao melhor ensaio obtido na
experiéncia 1, voltaram a apresentar um desempenho inferior quando comparadas com outros autores usando o
mesmo tipo de substrato (Barr, Roberts, and Milke 2010). Tendo em conta a baixa taxa de remogéo de SV
relativamente a encontrada na literatura para a degradacéo completa deste tipo de substrato e a ocorréncia de 2
patamares produtivos na experiéncia anterior (fambém reportados por (Neves et al. 2008)) talvez fosse benéfico o
prolongamento deste 1° ciclo a fim de se obter uma melhoria produtiva que fosse equiparavel aos resultados
presentes na literatura (0,295 m3-kg SV-' por (Nizami, Korres, and Murphy 2009)) para sistemas batch.
Relativamente ao TRH, (Demirbas and Ozturk 2004) obteve 80 a 85% de biogas produzido nos primeiros 18 dias
dos 30 dias de operacéo. (Qi et al. 2005) propde um TRH dptimo de 2 a 3 semanas para substratos lignoceluldsicos,
0 que vai de encontro aos cerca de 30 dias propostos por (Lehtomaki and Bjornsson 2006) para sistemas batch de
fase dupla. Porém, (Lehtomaki et al. 2008) obteve cerca de 95% da sua produgdo total de metano ao fim de 55 dias

a operar com um digestor de lixiviagdo acoplado a um reator anaerébio de fluxo ascendente.

Apesar das diferentes concentragdes de NaHCO; aplicadas permitirem uma manutengdo das condigdes operatorias
desejaveis, a cinética de todo o processo de biometanizagéo foi ligeiramente distinta entre reatores. Na tabela que
se segue sd@o apresentados os valores relativos ao ajuste do modelo de Gompertz modificado aos resultados

experimentais.
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Tabela 4.9 - Pardmetros do ajuste do modelo de Gompertz modificado aplicado ao 1° ciclo dos RAB (este estudo) e
aplicado a outros substratos.

P(MLCHs;PTN-g  Rumax (mL CHs PTN-(g

. ) .
Substrato Vyupstne”) Vaunsirto. dia) ) A (dia) R Referéncia
Relva seca 55,6+ 2,7 79403 185+01 0992  Esteestudo
(R1-1°ciclo)
Relva seca 57,1407 103404 17001 0996  Esteestudo
(R2 - 1° ciclo)
Relva seca 1386 + 1.4 14,6+ 04 28+01 0993  Esteestudo
(R1-2°ciclo)
Relva seca
(R2 - 2° ciclo) 14,9+ 0,1 76+47 0,1+0,1 0,756 Este estudo
Relva - Pennisetum :
hybrid (RIS = 1,48) 184,2 14,0 0,0 0,990 (Lietal. 2012)
Relva Canrio 648.4 15,6 147 0993 (Kacgrgﬁ)et al
- (Bakhov,
Esterco de gado liquido 434, 45 140420 116430 -  Korazbekova and
+ residuo vitivinicola
Lakhanova 2014)
- (Bakhov,
Esterco de gado liquido 05, , 45 6.0+04 118412 -  Korazhekova and
+ residuos alimentares
Lakhanova 2014)
- (Bakhov,
Esterco gflgrau‘;':e"q”'“ 387,0 £ 11,0 130420 146+08 -  Korazbekova and
Lakhanova 2014)
Lamas activadas +
Egeria densa (SV.a:SVep 189,6 18,0 0,0 0,953 (Zhen et al. 2015)
=0,7:0,3)
Residuos de Vinagre 183,5 8,4 18,4 0,999  (Luetal 2013)

RIS - razao indculo substrato
SVia:SVep — SV Lamas Activadas: SV Egeria densa

Tal como referido anteriormente, a cinética de todo o processo anaerdbio foi ligeiramente distinta entre reatores e o
modelo de Gompertz modificado veio suportar esta constatagéo, pois de acordo com o ajuste o reactor R2 iniciou a
sua producéo ao 17° dia de operagdo quando o R1 apenas arrancou cerca de 2 dias depois. Além disso, a taxa de
produgdo maxima de R2 foi igualmente superior a obtida para R1. Por outro lado, os valores relativos & produgéo
estimada foram apenas alcangados ao fim de 39 e 34 dias, respetivamente, onde, em termos produtivos, R2 foi
cerca de 3% superior a R1. Quando comparados com outros autores, 0s resultados obtidos neste estudo apenas se
assemelham a taxa produtiva e ao periodo de adaptagdo obtidas por (Lu et al. 2013) que utilizou residuos da
industria vinagreira. Embora as correlagdes obtidas (R?) para o modelo de Gompertz modificado traduzam a sua
6tima aplicabilidade, os valores relativos & produgéo experimental superam os previstos em 4%. Esta ligeira
diferenca, associada aos baixos rendimentos reportados ao fim dos 30 dias de operagdo podem ser indicativos da
ocorréncia de um novo patamar produtivo em ambos os reatores. Porém a continuidade do ensaio néo foi exequivel

devido a planificagdo e urgéncia temporal do 2°ciclo previsto para esta experiéncia. Por outro lado, foi também
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calculado o rendimento experimental obtido para cada reator bem como a raz&o substrato indculo (RSI) do contetdo

de cada reator. Estes resultados encontram-se na seguinte tabela.

Tabela 4.10 - Comparagéo entre a produgdo experimental e a produgéo teorica total

Produgao Produgdo Teodrica Rendimento RS
Ciclo Reator  experimental Total experimental (9 SVrena-g SVinseus-)
(mL CH4) (mL CH4) (0/0) g relva g indculo
10 R1 10578 88031 12,0 3,2
R2 10903 88031 12,4 3,2

RSI - raz&o substrato indculo

E importante referir que a RSI ndo foi um parametro pré-estabelecido para a organizagao técnica dos reatores deste
estudo, mas sim calculada de modo a ser possivel fazer uma interpretacdo dos resultados obtidos tendo em

consideragao a restante literatura.

As produgdes de metano de biomassa lignocelulésica séo relativamente baixas devido & recalcitrancia da parede
das células vegetais a digestdo (Yang et al. 2015). Segundo (Bhatnagar and Sain 2005) a parede celular das plantas
€ maioritariamente constituida por 9 a 80% de celulose, 10 a 50% de hemicelulose e 5 a 35% de lenhina.
Genericamente existem 2 tipos de celulose: a celulose amorfa, que é facilmente digerivel, e a celulose cristalina,
que é resistente a hidrélise. Por outro lado, a hemicelulose por si s6 é facilmente digerivel devido as suas
propriedades amorfas. Porém, esta aumenta a recalcitrancia da parede celular das plantas construindo uma rede de
microfibras lignoceluldsicas. A lenhina é insolivel em &gua, resistente & acgdo microbiana e a for¢as oxidativas,
tornando-se assim no componente mais recalcitrante da parede celular das plantas. A conjugacdo destes trés
componentes resulta numa rigida matriz tridimensional, que constitui uma barreira para a agdo enzimatica,
impedindo deste modo a digestdo de biomassa lignocelulésica (Yang et al. 2015). Existe assim um consenso geral
de que a presenga de lenhina aumenta a resisténcia da biomassa lignocelulésica @ biodegradacao, resultando em
rendimentos de metano inferiores. O contetido de lenhina, a cristalinidade da celulose e o tamanho de particulas
limitam a digestibilidade de celulose e hemicelulose. A lenhina retarda a acessibilidade de enzimas e ataques
microbianos a celulose devido ao seu involucro de protecgao e natureza hidrofébica (Brown, Shi, and Li 2012). Para
sistemas de digestdo anaerdbia por via seca, a produgdo média reportada para biomassa lenhosa é de 50 mL
CH4-g SV, o que representa apenas 10% da producao tedrica de metano (Jerger, Dolenc, and Chynoweth 1982).
Neste estudo, apesar do teor de sdlidos do contetdo dos reactores ainda se enquadrar na gama de sistemas de DA
por via humida, o rendimento obtido € semelhante ao supracitado. No entanto, apesar da constituigdo da matriz
lignoceluldsica ndo ser uniforme na literatura e variar de acordo com as varias espécies de relva utilizadas nestes
processos, se se assumir que cerca de 50% da matéria organica da relva utilizada é recalcitrante, os rendimentos
experimentais seriam 24% e 25% respetivamente. Todavia, estes resultados ainda se encontram demasiado
inferiores a (Lehtomaki et al. 2008) que reportou um rendimento de 66%, com uma reducdo de 39% de CQOroa
depois de um TRH de 49 dias.
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Relativamente a RSI, varios estudos sugerem RSI baixas (em condigdes mesofilicas) de modo a obter produgdes
metanogénicas superiores. (Neves, Oliveira, and Alves 2004) que testaram a biodegradabilidade de residuos
alimentares com diferentes RS, desde 0,5 a 2,3 g SV-g SV, obtiveram a biodegradabilidade maxima nos ensaios
com 0,5 de RSI. O mesmo comportamento foi obtido por (Lu et al. 2013) que testaram a biodegradabilidade de
residuos de vinagre com RSl de 1 a 6, onde a maior produgdo de metano foi de 242,69 mL-g SV-! alcangada no
ensaio RSI = 1 e a inferior foi de 182,4 mL-g SV-! obtida no ensaio RSI = 6 ao fim de 60 dias. Por outro lado, s&o
normalmente selecionadas RSI de 2-3 (SV) para sistemas de DA de via seca com substratos lignoceluldsicos sob
temperaturas mesofilicas (Yang et al. 2015, Brown, Shi, and Li 2012). Nesse mesmo estudo, (Brown, Shi, and Li
2012), testaram igualmente a biodegradabiliade de relva por via humida a 37°C, com 5% ST do contetdo, RSI de
0,5 e um TRH de 30 dias, onde obtiveram uma producéo cumulativa de metano de 111 mL CH4-g SV-'. De acordo
com este autor, uma vez que estamos perante um sistema de DA por via himida, a RSI deste estudo deveria ser

inferior em prol da obtencdo de melhorias produtivas.

Ambas as concentragdes de NaHCOs aplicadas revelaram-se eficazes na tamponizagdo do processo anaerébio ao
fim dos dias de operagdo estabelecidos, uma vez que os valores de pH registados foram apenas ligeiramente
inferiores a 6 e ligeiramente superiores a 8. Deste modo, conclui-se que a adi¢do de 4 g-L' de NaHCO; foram

suficientes para assegurar a alcalinidade do meio.

4.3.3  Arranque dos RAB - 2° Ciclo

Terminados os 30 dias de operacao definidos para o 1° ciclo desta experiéncia, foi retirado 1L do volume de trabalho
em cada reator e procedeu-se a alimentagdo de acordo com as caracteristicas técnicas descritas na tabela 3.3
restabelecendo o volume de trabalho do 1° ciclo. Uma vez que ambas as concentragdes de NaHCO3 analisadas no
1° ciclo foram eficazes a garantir a neutralidade no final do TRH definido, garantindo igualmente produgdes de
cumulativas de metano semelhantes, optou-se por aplicar na alimentag&o deste ciclo a concentragdo de 4 g-L' de
NaHCO; em fungdo do volume de trabalho operado de modo a tornar o processo menos dispendioso no que
conceme ao gasto de reagentes no processo. A escala laboratorial este facto ndo é muito relevante uma vez que se
operam volumes reduzidos. Porém, a escala comercial/industrial, os volumes operacionais requerem quantidades

elevadas de reagentes.

Por outro lado, para a alimentagéo que marca a transigdo do 1° para o 2° ciclo foi definido que a concentragdo de ST
no interior do R1 seria de 5% enquanto para R2 seriam alimentados 5% ST de substrato, tal como o arranque do 1°
ciclo. Assim, para R1, a percentagem de ST do substrato é inferior a 5% para assegurar a equidade da percentagem
de ST do contetido. Em R2 a percentagem de ST do contetdo foi superior de modo a assegurar uma percentagem

de 5% de ST de substrato. Na tabela 4.11 estao resumidos os dados relativos os teores de ST em ambos os ciclos.
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Tabela 4.11 - Valores da percentagem de ST do Substrato e do contetido no inicio de cada ciclo

Experiéncia Ciclo Reator % ST de Substrato % ST contetdo
10 R1 5,0 7,3
5 R2 5,0 74
90 R1 34 7,5
R2 5,0 9,1

As diferengas registadas entre a % ST de substrato e ST conteudo ocorrem em parte devido ao modo de
funcionamento em descontinuo dos reatores (batch), que faz com que parte do contelido ndo removido, que se
traduz em substrato recalcitrante, contribua para aumentar a fragao sélida aquando da alimentagdo. O calculo do
teor de sdlidos é assim discutivel, ndo existindo uma defini¢do globalmente aceite. Em geral, em reatores continuos,
a percentagem de sdlidos diz respeito ao residuo que esta a ser alimentado ao reator, sendo o teor de sélidos no
interior do reator significativamente mais baixo, devido ndo sé a remogdo por degradagédo, mas também devido a
recirculagdo da fragdo aquosa (procedimento operativo recorrente neste tipo de reatores a escala

industrial/comercial).

Embora existam discrepancias na literatura quanto aos limites de teor de sélidos na defini¢do de sistemas de DA por
via humida e via seca, segundo (Yang et al. 2015) os sistemas por via himida operam com teores de solidos no
contetido normalmente inferiores a 15%.

4.3.4 Resultados RAB - 2° Ciclo

Para este 2° ciclo foi apenas possivel monitorizar o biogés em continuo, devido ao encerramento laboral durante o
periodo de operacao estabelecido. Porém, as restantes analises alusivas ao inicio e fim deste ciclo resumem-se na

seguinte tabela.

Tabela 4.12 - Valores médios obtidos para os reatores no inicio e final da experiéncia.

Parametro pH  AAT(mgN-L') CQOrota(9-L") CQOsoiaver (9-L1) ST (g-L') SV(g-L)
RY Inicio 7,2 2074 £ 61 97 £1 17,5+ 0,1 751 59 +1
Fim 7,3 2261+ 49 792 19,3+£0,3 952 371
R2 Inicio 7,0 2390 £ 56 131 215+0,1 9143 73+2
Fim 58 3035+ 48 104 £1 32,4+0,2 692 52+1

Neste ciclo foram registadas acumulagdes de 8% e 21% relativamente as concentragdes finais de AAT, embora
estes ndo constituam por si s6 alguma inibigdo. Quanto & CQOr registaram-se redugdes de 19% para R1,
repetindo-se assim a mesma redugdo de matéria organica registada no 1° ciclo. Porém, em R2 obteve-se apenas
uma reducédo de 8%, bastante inferior aos 17% registados no 1° ciclo. Esta discordéncia entre ciclos para o reator

R2 sera detalhadamente discutida de seguida apds demonstracéo dos resultados das produgbes cumulativas de
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metano. Relativamente a CQOsqiavel, R1 apresentou um valor final apenas 9% superior ao inicial enquanto para R2 o
aumento foi de 34%. As redugdes registadas para os ST e SV no R1 voltaram a ser equiparaveis ao ciclo anterior
com percentagens de remogdo de 27% e 38%, respetivamente. O mesmo n&o aconteceu com R2, onde se

registaram redugdes inferiores ao 1° ciclo, sendo estas de 24% para os ST e 28% para os SV.

Na figura seguinte encontram-se representadas as diferentes produgdes cumulativas de metano normalizadas pelo
conteldo em SV do substrato adicionado, as quais foram obtidas neste 2° ciclo, 0 que permitirda uma melhor

percecdo dos resultados dos parametros exibidos na tabela 4.12.
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Figura 4.4 - Produgao cumulativa de metano (PTN: 0 °C e 1atm) por grama de SV adicionada de substrato nos

reatores R1 e R2.

Tal como referido anteriormente, para este ciclo apenas se efectuou o registo inicial e final do pH do contetido dos
reatores, onde os valores finais obtidos justificam a diferenga das produgdes cumulativas de metano obtidas para
este ciclo. O pH registado para R1 demonstrou uma vez mais que a concentragdo de NaHCO; aplicada garantiu
suficiente alcalinidade ao meio durante os 32 dias de TRH. O mesmo n&o aconteceu em R2, onde se obteve um pH
final de 5,8. As acumulagdes registadas no ciclo anterior para a CQOsaiuwel (27% € 25% respetivamente) garantiram
um arranque bastante similar entre reatores, uma vez que ainda permaneceu matéria organica disponivel para os
microrganismos metanogénicos poderem consumir nos primeiros dias de operagdo deste 2° ciclo, estimulados pela

neutralidade do meio, tendo em conta os valores finais registados no 1° ciclo e o ajuste a pH 7 da fragéo liquida de
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ambas as alimentagdes efetuadas. No entanto, as distintas condigdes praticadas na alimentagdo efetuada entre
ciclos foram determinantes para a acidificagdo do contelido de R2 devido a sobrecarga organica. No inicio, o
consércio microbiano metanogénico, perfeitamente adaptado ao substrato do 1° ciclo, tera consumido a
remanescente matéria organica disponivel na fase solivel. Porém, terminada esta biodisponibilidade em matéria
orgénica solubilizada, juntamente com a adicdo de mais matéria orgénica, o racio entre a metanogénese e a
hidrélise/acidogénese tera sido invertido. Isto significa que 0s microrganismos responsaveis pela degradagéo da
matéria organica complexa e particulada em materiais mais simples e dissolvidos (AGV) possuem uma cinética
superior a dos microrganismos metanogénicos, levando a acumulagdo de AGV e consequentemente abaixamento
do pH tornando o meio inibitério a metanogénese (Brown, Shi, and Li 2012) sendo esta etapa bastante dificil de
recuperar quando é interrompida pela acumulagdo de AGV (McMahon et al. 2001). Uma vez que os AGVY
contribuem para a fragdo da CQOsouvel (Chernicharo 2007), € compreensivel a diferenga registada nas acumulagdes

registadas para este pardmetro entre reatores.

Relativamente as produgdes cumulativas de metano obtidas experimentalmente, estas foram de 142,5 mL CHa-g
SV-1 para R1 e 17,6 mL CHs.g SV para R2, o que se traduziu numa produgao volumétrica de 17,7 L e 3,2 L CHy4
(PTN: 0 °C e 1 atm). Esta diferenca produtiva experimental de 88% permite esclarecer as diferengas registadas
entre reatores para as redugdes de CQOro bem como para os valores de ST e SV. Por outro lado, a baixa
producéo registada em R2 (a mais baixa em todos os ensaios deste estudo contendo apenas relva como substrato)
justifica igualmente as percentagens de reduc&o inferiores entre ciclos para este reator. Comparativamente ao 1°
ciclo produtivo, a producéo obtida no R1 foi superior em quase 60% e superior em 72% quando comparada ao
ensaio R da experiéncia 1. Tendo em conta as condigbes operatorias deste 2° ciclo, 0s aumentos produtivos
registados poderdo ser justificados pela “pré-adaptagédo” do consércio microbiano presente no indculo ao tipo de

substrato utilizado, proporcionado no 1° ciclo.

O ajuste do modelo de Gompertz modificado aos valores experimentais (tabela 4.9) revelou-se bastante eficaz no
reator R1 (r2 = 0,993), apesar do periodo de adaptagdo (A) ndo traduzir o comportamento dos acontecimentos
experimentais, pois existiu producdo de metano ainda no primeiro dia de operagao, ao contrario do inicio aos 2,8
dias previsto pelo modelo. Por outro lado, R1 obteve um Rmex de 14,6 mL CHs-(g SV.dia)' equiparavel aos 15,6 mL
CHg4-(g SV.dia)" registados por (Kacprzak et al. 2011) a digerir “relva canario” e 14 mL mL CHs4-(g SV.dia)"
reportados por (Li et al. 2012) com relva (Pennisetum hybrid; RIS = 1,48). No entanto, ambos os autores citados
obtiveram produgdes de metano superiores. Para o reator R2, o ajuste foi apenas conseguido através da imposigéo
de restrigdes aos parametros do modelo devido a precoce produgdo experimental registada, onde 75% da produgéo
total de metano foi conseguida ao fim de 5 dias de operagéo, o que dificultou a aplicabilidade do modelo para este
reator (r2 = 0,756).

De modo a ser possivel fazer uma melhor interpretacéo dos resultados obtidos com os presentes na literatura,
voltou-se a comparar as producdes experimentais e teoricas esperadas para este ciclo bem como a RSI de cada

reator, presentes na seguinte tabela.
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Tabela 4.13 - Comparagéo entre a produgdo experimental e a produgao tedrica total.

Producao Producdo Tedrica Rendimento

Ciclo Reator  experimental Total experimental (g SV .?sév- sea)”)
(mL CH4) (mL CH4) (%) g relva g indculo,
90 R1 17691 59755 29,6 2,9
R2 3219 88031 3,7 4,3

RSI - raz&o substrato indculo

A RSl calculada para o 1° ciclo, desprezando erros experimentais, traduzia efetivamente a relagdo em massa de SV
do substrato e do indculo no interior dos reatores. Isto ndo se verificou neste ciclo devido as circunstancias da
alimentagdo efetuada. Apds interrupcdo do 1° ciclo foi retrado 1 L do conteudo de cada reator apos
homogeneizacdo continua entre 20 a 30 minutos. Partindo do principio que a fracdo volumétrica retirada foi
igualmente constituida por 70% de indculo, restavam 2100 mL de indculo no interior dos reatores para o arranque
deste novo ciclo. No entanto, ndo foi possivel efetuar o mesmo procedimento de calculo para o substrato adicionado
no 1° ciclo e que permaneceu como contetdo nos reatores durante o 2° ciclo, sendo apenas considerada a massa
de ST de substrato adicionado na alimentagdo para o calculo da RSI no 2° ciclo. Deste modo, os valores
apresentados para este parametro servem apenas para a comparagao entre reatores, uma vez que o procedimento

de calculo foi igual entre reatores.

Reconhecidas as dificuldades na DA de substratos lignocelulosicos os rendimentos experimentais obtidos
permanecem bastante inferiores aos 66% reportados por (Lehtomaki et al. 2008) ao fim de um TRH de 49 dias.
Nesse mesmo estudo, (Lehtomaki et al. 2008), reporta uma remogao de 39% para a CQOrq. Tendo em conta as
baixas remogdes de CQOr. € SV obtidas em R1, talvez fosse benéfica a extenséo do TRH para uma melhoria dos
resultados produtivos. O visivel aumento dos resultados experimentais em rela¢do a produgdo méaxima estabelecida
pelo modelo ao aproximar do final do TRH para R1, podera também sugerir a ocorréncia de um novo patamar
produtivo, conforme registado no ensaio R da experiéncia 1, igualmente registado por (Neves et al. 2008) em

residuos alimentares.

Tendo em conta as circunstancias de calculo da RSI, explicadas anteriormente e assumindo que os valores reais
superam os apresentados na tabela 4.13, pode inferir-se que se os valores obtidos sdo demasiado elevados para
sistemas de DA por via humida sob condicdes mesofilicas (Brown, Shi, and Li 2012), principalmente no reator R2,
que apresenta um valor de RSl ja enquadrado na gama 4 a 6 para condi¢des de operagao termofilicas (Yang et al.
2015).

Porém, apesar dos resultados registados no reator R1 se enquadrarem na gama de resultados obtidos por (Barr,
Roberts, and Milke 2010) entre 127 e 361 mL CH4-g SV, chegando inclusivé a superar os 111 mL CHs-g SV
obtidos por (Brown, Shi, and Li 2012), os melhores resultados obtidos neste estudo permaneceram abaixo do valor
esperado de 300 mL CHs-g SVadcionasos! para a DA em condigdes de referéncia de substratos lignocelulosicos
(Nizami, Korres, and Murphy 2009).
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5 Conclusoes

A primeira fase do trabalho consistiu em ensaios de biodegradabilidade, na gama mesofilica, com um volume de
trabalho de 100 mL, onde foram testadas diferentes razdes de relva com glicerol, numa abordagem de mono-
digestdo (ensaios R e G (15,5% v/v)) e co-digestdo (ensaios VGO (15,5% v/v), VGI (7,8% viv) e VGS (23,2% Viv)),
com 5% ST de substrato, e 5 g-.L"* NaHCOs. A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a mono-
digestao da relva colhida na FEUP é a melhor opcao de digestdo anaerdbia. Neste estudo verificou-se inibigdo ao
processo de DA nos ensaios G, VGO e VGS por suspeita de sobrecarga organica. Foram obtidas produgdes
cumulativas de metano de 28,7 mL CHsg CQO" no ensaio R € 2,6 mL CHs-g CQO! no ensaio VGI ao fim de 34
dias de operag&o. Verificaram-se reducdes de ST e SV de 43% e 51% no ensaio R e 31% e 36% no ensaio VGl e
os valores finais obtidos para o pH, em torno da neutralidade, confirmaram a eficacia da alcalinidade fornecida pela
adicdo de NaHCOs.

Na segunda fase do trabalho foram realizados dois ciclos de alimentagdo consecutivos em modo batch, na gama
mesofilca, com um volume de trabalho de 4 L, onde no primeiro ciclo foram incorporadas as melhores condigdes
obtidas na experiéncia anterior (mono-digestao de relva), com 5% ST de substrato, diferindo apenas a concentragéo
de NaHCOs entre reatores, com 5 g-L" NaHCO; para o reator R1 e 4 g-L" para R2. Ao fim de 30 dias de operagao,
registaram-se produgdes cumulativas de metano de 57,9 mL CHsg SV-' em R1 e 59,6 mL CH4-g SV-' para R2,
comecando a producéo a ser significatica ao fim de 18 dias em R1 e 17 dias em R2. Estas produgdes traduziram-se
em 10,6 L em R1 e 10,9 L em R2, medidos em condigdes PTN, como produgdes totais efetivas de CHs. Foram
verificadas reducbes de ST e SV de 29% e 36% para R1 e 32% e 38% para R2, respetivamente, bem como
acumulagdes de CQOsovel Na ordem dos 27% em R1 e 25% em R2. Os rendimentos experimentais obtidos foram
de apenas 12,0% em R1 e 12,4% para R2. Estes resultados associados as acumulagdes de CQOsauvel registadas,
as baixas redugdes de solidos e produgdes cumulativas quando comparados com a literatura sugerem um
prolongamento deste 1° ciclo, permitindo um melhoramento produtivo equiparavel a outros autores utilizando o
mesmo substrato € 0 mesmo modo de sistema operativo. Apesar das diferentes concentragdes de NaHCOs;
aplicadas, registaram-se valores finais de pH em torno da neutralidade, o que revela a eficacia na tamponizagédo do
processo anaerébio ao fim do TRH estabelecido. Isto permite concluir que a adicdo de 4 g-L' de NaHCO; foi

suficiente para assegurar a alcalinidade do meio.

0 2° ciclo da segunda fase foi planeado de modo a assegurar a manutengé@o da concentragdo de 5% ST do
contetido no reator R1 enquanto no reator R2 foram adicionados 5% ST de substrato, tendo-se utilizado uma
concentragdo de 4 g-L-' de NaHCO3 em ambos os reatores. Terminado o TRH de 32 dias registaram-se produgdes
cumulativas de metano de 142,5 mL CHsg SV-' em R1 e 17,6 mL CHsg SV-' em R2, traduzindo-se em produgdes
totais efetivas de CH4 (PTN: 0 °C e 1 atm) de 17,7 L em R1 e 3,2 L em R2. Por outro lado, registou-se um arranque
produtivo apds cerca de 1 dia posteriormente a transicao entre ciclos em ambos os reatores, 0 que demonstra a
adaptagao do consorcio microbiano ao substrato lignoceluldsico, porporcionada pelo ciclo anterior. Verificaram-se

reducdes de ST e SV de 27% e 38% para R1 e 24% e 28% para R2. As acumulagdes de CQOsoivel fixaram-se nos
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9% em R1 e 34% em R2 e os rendimentos experimentais foram de 29,6% e 3,7%, respetivamente. Registou-se um
valor de pH final neutro no reator R1 e 5,8 em R2, que juntamente com respetiva acumulagdo de CQOsoiwvel €
rendimento registado indica a acidificagdo do meio, causada pelo sobreposi¢do das etapas de hidrélise e
acidogénse sobre a etapa metanogénica e consequente inibicdo ao processo de DA. Por outro lado, apesar da
significativa melhoria produtiva registada entre ciclos no reator R1, a producdo cumulativa de metano e redugdes de
solidos permanecem inferiores ao valor de referéncia presente na literatura para substratos lignocelulésicos de mL
CH4-g SV, Deste modo, a auséncia de um pré-tratamento que se revelasse mais eficaz no melhoramento da
digestibilidade enzimatica/microbiana dos compostos mais recalcitrantes da biomassa foi determinante para justificar

a baixa produtividade.
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6 Perspetivas para trabalho futuro

Esta sec¢éo de perspetivas para trabalhos futuros foi direcionada essencialmente para a identificagdo do digestor
anaerdbio piloto do LabEA e propostas para o seu arranque e posterior funcionamento em condigdes 6timas. Serao
também abordadas possiveis estratégias/solu¢des para contornar alguns problemas encontrados ao longo deste
estudo. Dividiu-se a analise em trés pontos distintos: identificacdo do reator piloto do LabEA (circunstancias do seu
dimensionamento e identificacdo de lacunas técnicas para o seu arranque), sugestdes para novos estudos e por

ultimo, identificagao de dificuldades encontradas ao longo do estudo e sugestdes para a sua resolucao.

6.1 Reator piloto do LabEA

Na sequéncia do trabalho realizado por antigos alunos do Mestrado Integrado em Engenharia do Ambiente no
ambito do Projeto Transversal, realizado desde 0 2° semestre do 1° ano até ao final do ciclo de estudos, relativo a
Compostagem e Digestdo Anaerdbia de residuos provenientes dos espagos verdes da FEUP foi projetado um
compostor e um digestor anaerébio, tendo a sua construcéo ficado a cargo da empresa de metalomecanica Neves &
Neves.

No anexo 2 é completada a descrigdo da unidade piloto de digestao de residuos do LabEA (ETAR) da FEUP através
da apresentacdo de diferentes vistas e fotografias dos diversos componentes da instalacdo. S&o ainda

apresentadas as bombas peristalticas adquiridas com as respetivas dimensoes.

6.1.1  Dimensionamento

O dimensionamento de ambos os equipamentos foi executado em fun¢éo da quantidade de relva cortada nas areas
ajardinadas da FEUP. De modo a apurar a quantidade de substrato disponivel diariamente, perspetivando um
funcionamento continuo do reator, foram contactados os jardineiros responsaveis pela manutencdo das areas

verdes da faculdade e realizou-se uma estimativa da quantidade de substrato correspondente a area de 1 m2.

Foi assim determinado que cada m? de &rea ajardinada representa 0,316 kg de relva. Foi igualmente determinada a
massa volumica da relva, de forma a determinar o volume correspondente a unidade de area, tendo-se obtido um
valor de 701 kg/m3. Posteriormente, foi apurado que os jardineiros efetuam o corte da relva em todas as zonas
ajardinadas mensalmente. Tendo em conta que a FEUP possui uma area verde total de 23010 m?, sdo cortados
mensalmente 7271 kg de relva. Desta quantidade de substrato recolhida mensalmente foi apenas contabilizada
metade para o dimensionamento individual de cada equipamento, uma vez que 50% seria para degradar por via
aerdbia (compostagem) e os restantes 50% por via anaerdbia (digestao anaerdbia). Assim, ao fim de 30 dias obtém-
se um caudal massico de substrato de 121 kg/dia, o que corresponde em termos volumétricos 0,173 m3/dia. Por

outro lado, foram também considerados para o dimensionamento deste equipamento a temperatura de operagéo € 0
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tempo de retencdo hidraulico (TRH), sendo o primeiro parametro fixado na gama termofilica (entre 55°C e 60°C) e
admitindo 15 dias de TRH.

6.1.2 Dimensoes

Apos dimensionamento, tendo em conta a quantidade de substrato disponivel, bem como as caracteristicas do local
onde o reator iria ficar instalado, estabeleceu-se um volume final cilindrico de 2,595 m?, com 2 m de altura e 1,285 m
de didmetro, construido em aco INOX. Este digestor anaerébio possui igualmente um septo interior com 1,70 m de
altura, seccionando desta forma o reator em dois compartimentos volumetricamente iguais. Possui também um
reservatorio de entrada com 0,48 m de didametro e 0,96 m de altura e um reservatorio de saida com o mesmo
didmetro e 0,29 m de altura. O reservatdrio de entrada foi dimensionado em fungéo do caudal volumétrico disponivel

e o reservatdrio de saida contabilizando 30% desse mesmo valor.

6.1.3  Alimentacao, agitacao e amostragem

Para alimentar o digestor foi definida uma tubagem com 15 ¢cm de didmetro, minimizando desta forma hipotéticos
entupimentos e facilitando igualmente a sua manutengdo. Esta tubagem faz a ligagéo entre o reservatorio de
alimentag&o e o reator. Do lado oposto, a tubagem comunicante entre o reator e o reservatorio de saida possui o

mesmo didmetro. Ambas as tubagens foram construidas em ago INOX.

Dadas as caracteristicas do substrato considerado para o dimensionamento, foram encomendadas a empresa
SECO Centrifugagdo, Lda., duas bombas para lamas/sélidos, tipo parafuso excéntrico. Estas bombas foram
instaladas nas tubagens comunicantes entre os reservatorios de alimentacéo e saida com o reator, respetivamente.
O principal objetivo da instalagao deste tipo de equipamento consistiu na obten¢do de uma agitacao eficaz, uma vez
que os antigos alunos responsaveis pelo dimensionamento do reator chegaram a conclus&o que a recirculagéo de
biogas ndo era uma alternativa viavel, devido ao elevado caudal que seria necessario bombear em continuo. Por
outro lado, a agitagdo mecanica foi igualmente posta de lado (através de agitadores mecanicos internos), pois seria
dificil a sua operagdo com o material solido que se planeia ter no interior do digestor. Assim, no lado da entrada a
recirculagéo sera feita de cima para baixo, enquanto do lado da saida sera de forma inversa. Por outro lado, estas
bombas permitem ainda acionar a alimentagdo do reator e a recolha do digerido. Através da agédo de vélvulas,
instaladas nas varias ligagbes comunicantes entre o reservatério de alimentagdo, bomba e o compartimento de
alimentagé@o do reator, sera possivel executar a sucgdo do substrato a alimentar, sendo interrompido o ciclo de
recirculagio e aberto o percurso de tubagem correspondente a alimentag&o. Do lado oposto do reator é aplicado o

procedimento inverso.

Foram definidos vérios postos de amostragem ao longo do didmetro e da altura do digestor de maneira a cobrir as
diferentes fases do processo de DA. Para tal, o digestor foi perfurado com didmetros que se ajustassem aos

sensores de pH, temperatura e amostrador de biomassa.
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Para amostragem do conteldo foi definida a utilizagdo de um tubo em ago INOX com 3 cm de didmetro € um
comprimento entre 30 e 50 cm. Este amostrador de biomassa possui um pistdo que, uma vez aberto, recolhe a

amostra de biomassa pretendida e quando fechado permite o seu transporte para posterior analise em laboratério.

A exaustdo para posterior queima do biogas produzido sera executada através da tampa do reator, que possui um
orificio de saida na sua superficie externa e um anteparo central na sua superficie interna, de modo a evitar a saida
de sdlidos juntamente com o biogas. Devido & sua massa e dimensdes, a tampa do reator possui também uma

argola que permite 0 seu manuseamento, conseguido apenas por um guindaste hidraulico adquirido para o efeito.

6.1.4  Sugestoes para arranque

Apesar de o reator ja se encontrar construido e devidamente instalado numa das divisées do LabEA, este ainda ndo
se encontra 100% concluido e funcional. E ainda necessario dimensionar o sistema de recolha de biogas, o sistema

de aquecimento, o sistema de injegao de azoto no reservatdrio de entrada e o sistema de aquisi¢io de dados.

A existéncia do septo a seccionar o reator em dois compartimentos, estabelece um funcionamento de dupla fase
num Udnico reator. Esta configuracdo ira permitr a separagdo das diferentes fases microbianas, com o
compartimento de entrada a suportar as fases hidrolitica e acidogénica e as fases da acetonogénese e
metanogénese a ocorrer no compartimento de saida. Este modo de funcionamento garante uma maior eficacia na
biodegradacdo do substrato, com produgdes de biogas mais elevadas e torna o processo menos suscetivel ao
fracasso (Nizami and Murphy 2010). A transi¢&o entre compartimentos sera garantida pela alimentagao do reator de
modo a que a altura do contetudo do compartimento de entrada supere a altura do septo e transite sobre 0 mesmo
para o compartimento de saida. Torna-se assim imperativo estabelecer com rigor os TRH 6timos para cada

compartimento isoladamente, bem como recalcular as taxas de alimentag&o de substrato e recolha do digerido.

Apesar do reator ja possuir as furagdes necessarias para a incorporagdo dos sensores de pH, temperatura e
amostrador de biomassa, seriam Uteis pelo menos mais duas perfuragdes para possiveis ajustes de pH através da
adicdo de reagentes (acidos, bases ou nutrientes necessarios) de acordo com as necessidades do conteldo
presente em cada compartimento. Estas perfuragdes poderiam ser executadas nas tubagens de recirculagdo que
conectam ambos 0s compartimentos as respetivas bombas, satisfazendo assim qualquer necessidade do contetido

aquando da recirculagéo.

O controlo da temperatura, um dos pontos mais importantes de todo o processo de DA, ainda n&o se encontra
definido. De facto foram perspetivadas varias alternativas para o controlo deste pardmetro por parte dos alunos
responsaveis pelo projeto do equipamento, e embora tenha ficado estabelecido que o reator iria operar a uma gama
termofilica, ndo se apurou uma solugéo definitiva. Estas solugdes passaram essencialmente pelo aquecimento por
resisténcias elétricas, camisas/mantas de aquecimento com agua quente e isolamento térmico (I& de rocha, 13 de

vidro e espuma elastomérica ou espuma de poliuretano). Porém, dada a finalidade educativa/investigativa do reator,
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a sua operacionalidade deveria ser fixada na gama mesofilica (35°C a 45°C) de modo a permitir um funcionamento
continuo menos dispendioso. Deste modo, seria preferivel a adogdo de uma solugdo mista entre a utilizagdo de uma
manta de aquecimento que envolvesse a totalidade da superficie lateral do reator e um bom isolamento térmico nas
restantes superficies expostas do equipamento. Serd igualmente importante ndo estabelecer a temperatura de
operacéo pelo limite minimo da gama mesofilica. Uma vez que o aquecimento sera exclusivamente garantido ao
compartimento seccionado do reator, ficando os restantes componentes/constituintes periféricos apenas
termicamente isolados, convém estabelecer uma temperatura de operagao superior a 35°C no compartimento do
reator para evitar que as inevitaveis perdas de calor nos componentes periféricos coloquem os seus niveis de

temperatura inferiores a esse valor.

Previamente ao enchimento do reator com qualquer tipo de substrato, o ar ai existente deveria ser purgado com
uma mistura gasosa de No/CO, (80/20% v/v) (esta mistura gasosa resulta em pH neutro) (Angelidaki et al. 2006). A
tampa do reservatério de alimentagdo possui um pequeno orificio central que ira permitir a injecdo dessa mistura
gasosa previamente ao arranque operativo e aquando qualquer alimentacdo realizada, garantindo assim

percentagens apenas residuais de O, nas sucessivas alimentagdes do reator.

O sistema de aquisi¢do de dados devera possuir um software que contemple um registo continuo e cumulativo do
biogas produzido e das percentagens do conteudo dos seus constituintes, temperatura e pH. Relativamente ao
sistema de aguecimento, este devera apenas ser ativado quando a temperatura no interior dos compartimentos do
reator diminuir para valores inferiores a temperatura de operacdo estabelecida. Deste modo, torna-se 0 processo
mais economico e energeticamente mais eficiente. Por outro lado, sera necessaria a aquisicdo de uma tubagem que
faga 0 escape do biogas produzido para o exterior do LabEA e que permita a incorporagdo de um sensor para
determinagéo da percentagem de CH4 no biogas e um contador de biogas, que permita a medi¢éo do volume/caudal
de biogas produzido. Esta tubagem de escape devera também possuir na sua extremidade de saida para o exterior
um sistema de queima do biogas, que permita a combustdo da mistura CH4/CO, com uma chama.
Consequentemente, seréd apenas libertado o CO; inicial € os gases da combustdo do metano, evitando assim a
libertagdo de CH4 para a atmosfera que possui um potencial de efeito de estufa bastante superior ao CO,. Sera
igualmente Util a introdugé@o de um frap no interior da tubagem de escape, que consistira, basicamente, numa rede
metalica utilizada para impedir que a chama se propague para dentro do reator. Este ultimo componente periférico
ao reator recomendado obrigara a obras nas instalagdes do LabEA para abertura e constru¢do de uma chaminé que

permita o arranque em definitivo do reator anaerdbio.

Quanto ao substrato a biodegradar, sera igualmente importante definir um modo de armazenamento que permita
uma alimentagdo semi-continua do reator, tendo em consideragdo a frequéncia de corte da relva nas areas
ajardinadas da FEUP. A secagem e moagem aplicadas neste estudo tornam-se inviaveis quando se consideram 121
kg de relva diarios. E assim recomendada a rejeicdo de grande parte deste caudal massico de substrato, uma vez
que no dimensionamento do digestor foi apenas contemplado o volume de substrato, ficando os volumes da fragéo
liquida (indculo e &gua) necessaria ao processo excluidos do projeto de dimensionamento. Seria duplamente util e

interessante a construgdo de um compartimento anexo ao LabEA para a pratica da silagem da relva produzida na
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FEUP. A silagem é uma das técnicas mais utilizadas globalmente no armazenamento de varios tipos de materiais
lignoceluldsicos, tanto para fins agro-pecuarios como energéticos. Esta pratica permitiria 0 armazenamento de
maiores quantidades de substrato para posterior alimentagdo do digestor anaerdbio bem como do compostor

igualmente presente no LabEA.

No entanto, enquanto esta instalagcdo piloto permanecer inativa na FEUP, poderdo ser realizadas varias
dissertacOes a escala laboratorial no ambito da digestdo anaerdbia com o objetivo intrinseco da determinacdo das

melhores condi¢des operatérias desta instalagao piloto.

6.2 Novos estudos

Os trabalhos/estudos futuros a escala laboratorial deverdo sempre ter em vista a operacionalidade do reator piloto
do LabEA com relva como substrato. Deste modo, seria essencial testar a diferenga entre sistemas de via humida e
via seca, ou seja, testar diferentes concentragdes de sélidos dentro de cada uma destas tipologias operativas. Um
parémetro negligenciado no arranque deste estudo, mas extremamente importante para a étima operacionalidade
de um processo de DA é a RSI. Cada substrato possui a sua RSI| adequada devido a quantidade de AGV e a
capacidade para tamponizar a formagéo destes compostos durante o processo anaerobio (Lu et al. 2013). Este
parametro varia em fung&o do tipo de indculo a utilizar, do teor de sélidos e da gama de temperatura operacional,
pelo que é sugerida a adequagao conjugada destas variaveis. O estudo da utilizagao de diferentes tipos de indculo
seria igualmente interessante. Segundo (Neves, Oliveira, and Alves 2004), a utilizagdo de lamas granulares como
indculo a degradar residuos alimentares previne de forma mais eficiente a acidificacdo do meio. Por outro lado, um
bom design de um digestor usando relva como substrato é alcangado através da “imitagdo” de um aparelho
digestivo de um ruminante, uma vez que os fluidos gastricos deste género animal possui um enorme potencial
hidrolitico. Por exemplo, sdo alcangaveis niveis de degradagdo de celulose superiores a 80% em algumas
instalagbes de produgdo de biogas, com TRH entre 30 a 80 dias, enquanto os ruminantes conseguem uma
degradagédo de 40 a 60% em apenas dois dias. Fluidos gastricos/saliva de ruminantes proporcionam uma maior
producdo de AGV o que estimula a biodegradagéo, o que torna a sua utilizagdo como fonte de indculo bastante
promissora em reatores continuos bi-fasicos usando este inéculo na primeira fase deste tipo de reatores e esterco
bovino como indculo na segunda fase (metanogénse) (Nizami, Korres, and Murphy 2009). Embora os varios tipos de
indculos utilizados neste tipo de processos garanta a maioria das necessidades nutricionais microbiologicas, a
adi¢do de nutrientes/micronutrientes/vitaminas ajudara a garantir uma performance étima do processo (Angelidaki et
al. 2006). Outra boa alternativa seria a utilizagéo da instalagéo usada na experiéncia 2 deste estudo a funcionar em
série, uma vez que, segundo o fabricante, é permitido esse modo de operagdo. Deste modo seria possivel testar a
divisdo das diferentes fases microbioldgicas, conforme o pretendido para o reator piloto do LabEA. Podera
igualmente voltar a ser testada a adi¢do de co-substrato, tais como diferentes concentragdes de glicerol aquelas
utilizadas neste estudo, bem como outro tipo de materiais. A aplicagdo de diferentes métodos de pré-tratamento

sera igualmente preciosa na obtencdo de melhores produgdes cumulativas de metano para este tipo de substrato.
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6.3 Dificuldades e sugestdes técnicas

Ao longo deste estudo foram encontradas algumas dificuldades técnicas que exigiram alguma perseveranga para as
ultrapassar. Na etapa inicial de caracterizagdo dos substratos, a estrutura lignocelulésica da relva dificultou a
determinag&o de alguns paréametros como a CQO e AKT, obrigando a uma alargada repetibilidade destes ensaios
até obtenc&o de valores coerentes com a literatura. Esta sucesséo de repeticbes analiticas acarretou um consumo
excessivo de reagentes e atrasou a planificagdo temporal inicialmente definida. Deste modo, seria futuramente
recomendada a determinacdo da razdo C/N através de analise elementar, que permite obter diretamente a
percentagem de cada um dos seguintes elementos: carbono (C), azoto (N), hidrogénio (H) e enxofre (S) através da
combustao dindmica da amostra. Ndo menos importante, a avaliagdo do conteudo dos reatores em AGV permitira

igualmente uma melhor percecédo das fases microbioldgicas do processo.

Por outro lado, é recomendado o retorno periddico (uma vez por ano) dos equipamentos utilizados neste estudo
para a determinacdo do metano produzido para posterior calibragdo por parte do fabricante. Aquando do arranque
da experiéncia 2, ficou claro que a estufa utilizada nesta etapa, onde ficaram alojados os medidores de biogas, néo
permite um controlo eficaz da temperatura de operagdo definida, pelo que é imperativa a sua reparagdo ef/ou

substituicio de modo a ndo comprometer estudos futuros.
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Anexo 1 Possiveis configuracoes de reatores anaerdbios

No desenvolvimento deste trabalho foi essencial estudar as diferentes combinagdes técnicas de digestores
anaerdbios, os quais foram descritos ao longo do capitulo 2.9. Apresentam-se abaixo algumas representagdes
esquematicas de possiveis configuragdes de reatores anaérobios que permitem uma melhor compreenséo do seu

funcionamento e layout.
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Figura 7.6 - Sistemas de pré-processamento para substratos com alto teor de sélidos.
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Anexo 2 Unidade piloto de digestdao anaerdbia de residuos do
LabEA (ETAR) da FEUP

Em concordancia com o principal objetivo deste trabalho foi crucial a descrigdo da unidade piloto de digestdo de
residuos do LabEA (ETAR) da FEUP desenvolvida ao longo do capitulo 6. S&o apresentadas abaixo diferentes
vistas e fotografias dos diversos componentes da instalagdo. S&o ainda apresentadas as bombas peristalticas

adquiridas com as respetivas dimensoes.
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Figura 7.7 - Corte transversal do digestor. 1-Tubo de entrada. 2-Reservatério de entrada. 3-Valvula de entrada de
azoto/émbolo de entrada. 4-Tubos de ligacéo entre os reservatorios e o digestor. 5-Digestor. 6-Valvula de saida de

biogas. 7-Tubo de saida de biogas para queima e recirculagdo. 8-Reservatorio de saida.
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Figura 7.8 - Vista superior do digestor. Pode-se observar o tubo de saida do biogas com uma pequena abertura

para amostragem do gas, e ligagdo para os tubos de recirculagdo do gas a volta do digestor.

a
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Figura 7.9 - Vista lateral do digestor, perpendicular ao septo. Desta forma observam-se os tubos de recirculagéo do
gas e os furos de amostragem na parede do digestor.
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Figura 7.10 - Vistas laterais do digestor paralelamente ao septo. A imagem da esquerda corresponde & vista do lado
de entrada, e a da direita a do lado de saida. As aberturas na parede do digestor correspondem aos postos de
amostragem e medi¢do de parametros, sendo que as aberturas mais largas sdo os postos de amostragem de

biomassa.

Figura 7.11 - Vista geral do reactor.
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Figura 7.12 - Reservatorio de entrada (A) e reservatério de saida (B).

Figura 7.14 - Bomba peristaltica adquirida.
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Figura 7.15 - Dimensées da bomba peristéaltica.
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