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RESUMO

O biogas pode ser considerado um potencial biocombustivel, pois ¢ constituido
principalmente por gis metano, diéxido de carbono e hidrogénio. E produto da digestdo
anaerobia, onde residuos industriais podem servir como substrato, por terem matéria organica
prontamente assimildvel. Dentre estes, os residuos industriais de inseticidas, contém
constituintes toxicos quimicos, como Hidrametilnona, Imidaclopride, Indoxacarbe, dentre
outros. Deste modo, este trabalho visou avaliar o potencial da geracdo de biogas em reatores
anaerdbios em batelada a partir de residuos de industrias de inseticidas. Foram realizadas trés
etapas: Teste preliminar com as fontes de indculo provenientes de lodos mesofilicos de
reatores UASB; Caracterizagdo do residuo industrial e Operacdo dos reatores anaerdbios em
batelada para obtengdo do biogés, onde foram usados reatores com 20% de in6culo, meio
PYG modificado, pH 7,0, 37°C e headspeace com N, (100%). Todos os inoculos testados
produziram biogéds e gas metano, os melhores indculos foram os de aviculturas. Para os
cultivos com meio PYG e acetato de sodio, as melhores concentragdes foram para 2 g de fonte
de carbono.I". O residuo industrial apresentou pH 4cido, elevadas concentragdes de matéria
orgénica, cerca de 75g DQO.I", e predominio de bacilos acidéfilos. Em todos os reatores
anaerobios houve a conversao da matéria organica em biogas, produzindo gas metano em
elevadas concentragdes e apresentando bacilos acidofilos e bactérias filamentosas. Na
condi¢do com 100% de meio de cultivo foram consumidos 81% de DQO e obteve-se 77% de
gas metano no headspace.

Palavras chave: digestio anaerdbia, residuo industrial; biogds, gds metano.

ABSTRACT

Biogas can be considered a potential biofuel, as it is mainly composed of methane gas, carbon
dioxide and hydrogen. It is the product of anaerobic digestion, where industrial waste can
serve as a substrate, because they have readily assimilable organic matter. Among these, the
industrial residues of insecticides, contain toxic chemical constituents such as
Hidrametilnona, Imidaclopride, Indoxacarbe, among others. Thus, this work aimed to evaluate
the biogas generation potential in batch anaerobic reactors from residues from insecticide
industries. Three phases were performed: Preliminary test with inoculum sources from
mesophilic sludge from UASB reactors; Characterization of industrial waste and Operation of
anaerobic reactors in batch to obtain biogas, where reactors with 20% of inoculum, modified
PYG medium, pH 7.0, 37°C and headspeace with N, (100%). All the inoculums tested
produced biogas and methane gas, the best inocula were those of aviculture. For cultures with
PYG and sodium acetate medium, the best concentrations were for 2 g of carbon source.1™.
The industrial residue had acid pH, high concentrations of organic matter, about 75 g COD.I",
and a predominance of acidophilic bacilli. In all the anaerobic reactors, the organic matter was
converted into biogas, producing methane gas at high concentrations and presenting
acidophilic bacilli and filamentous bacteria. In the condition with 100% of culture medium,
81% of COD were consumed and 77% of methane gas was obtained in the headspace.

Key words: anaerobic digestion; industrial waste; biogas; methane.
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1. INTRODUCAO

A matriz energética mundial é composta por cerca de 80% de fontes ndo renovaveis,
como petroleo e carvao mineral (BRASIL, 2015). Este cenario tem contribuido para a
degradacao ambiental e alteragdes climaticas globais. Buscar energias alternativas de fontes
renovaveis ¢ essencial para a preservacao ambiental.

A preocupacdo com os impactos da polui¢do na satde tem se tornado urgente e se
impde, pois, com o crescimento populacional e a migragao da populagdo das zonas rurais para
grandes centros urbanos, a poluicdo ambiental gerada pelas atividades humanas causa
impactos sobre o proprio homem (SALDIVA; COELHO, 2013).

No nivel global e durante o ultimo século, o aumento da temperatura na superficie
terrestre — fendmeno conhecido como aquecimento global — pode ser devido ao aumento de
emissoes de gases do efeito estufa, especialmente o didxido de carbono, oriundo da queima de
combustiveis fosseis.

Encontrar solugdes alternativas para a geracdo de energia ¢ uma das principais
solugdes para reverter esse cendrio. Segundo Braga et al (2005), as principais fontes
renovaveis de energia sdo: energia das marés, energia geotérmica, energia solar,
biocombustivel liquido, gas hidrogénio e biogés. Este ultimo ¢ definido como: “a energia que
pode ser obtida do gas natural resultante da decomposi¢do anaerdbia de compostos

organicos”.

A digestdo anaerdbia pode ser considerada como um ecossistema onde
diversos grupos de microrganismos trabalham interativamente na conversao
da matéria organica complexa em metano, gas carbOnico, agua, gas
sulfidrico e amoénia, além de novas células bacterianas. (CHERNICHARO,

2007).

O biogés pode ser considerado um potencial biocombustivel por ser composto
principalmente de metano, gas carbonico e hidrogénio, contribuindo para o reaproveitamento
de residuos solidos na geracdo de energia. O hidrogénio possui um poder calorifico
aproximadamente cinco vezes maior do que o etanol, o metano possui um poder calorifico
cerca de duas vezes maior que o etanol (LAMAISON et al., 2009). Hidrogénio, Metano e
Etanol liberam respectivamente 50,0; 26,5 kj/g e 121 kJ/g (BARTACEK et al. 2007; WANG
e WAN, 2009).
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Residuos agricolas, domésticos e em alguns casos industriais contém matéria
organica prontamente assimilavel que podem ser utilizados como substrato (OLIVER et al,
2008; YASMIN et al., 2000; LAMAISON et al., 2009). De acordo com Chernicharo (2007), a
digestdo anaerébia tem sido muito aplicada para o tratamento de efluentes de industrias
agricolas, alimenticias e de bebidas.

Os efluentes industriais podem ser biodegradaveis até completamente nao
biodegradaveis, pois contém substancias que conferem qualidades fisicas, quimicas e
biologicas correspondentes a sua utilizagcdo e geragao industrial (PIRES; ZAMARIOLLI; del
NERY, 2013).

Uma gama significativa de compostos quimicos sintéticos ¢ continuamente colocada
a disposicao no mercado para satisfazer a demanda de produtos para o atendimento das
necessidades humanas, como fabricagdao de medicamentos, cosméticos, produtos de limpeza,
fertilizantes, inseticidas, herbicidas, e muitos outros, que podem exercer efeitos toxicos sobre
a saude humana e animal (HESPANHOL, 2013). O tratamento prévio do residuo destas
industrias € essencial para a manutengao da qualidade ambiental.

Entre os residuos industriais destacam-se os da industria de inseticidas que, por sua
vez, sdo substancias que matam diretamente insetos, € t€ém sido usados ha milhares de anos
pela humanidade, principalmente para o controle de vetores de doengas. O mercado de
inseticidas no Brasil teve um crescimento de 240% nos ultimos cinco anos (NEVES, 2012).
Segundo Baird (2002), os pesticidas inorganicos e organometalicos, ndo biodegradaveis,
foram muito utilizados, e sdo toxicos para seres humanos e outros mamiferos. Em vista disso,
pesticidas organicos foram projetados para serem biodegradaveis, porém apresentam efeitos
toxicos para animais e vegetais. Efluentes de tais fontes podem conter niveis de
contaminantes de até 500 mg.l'1 (CHIRON et. al., 2000).

Em vista disso, os residuos das industrias de inseticidas podem apresentar grau
elevado de tratamento na remocgao de sua toxicidade e adequagdo aos padrdes de langamento
da Legislacio Ambiental. Os processos biologicos anaerdbios sao mais vantajosos, uma vez
que permitem o tratamento de grandes volumes de efluente transformando compostos
organicos toxicos em biogas, com custos relativamente reduzidos (FREIRE et al., 2000).

Gerar biogas, a partir de dguas residudrias provenientes da fabricacdo de inseticidas,
contribuira com a inovagao na pesquisa de producao de biogas de segunda geracao, onde tais
efluentes poderdo ser reutilizados de maneira sustentavel. A realizagdo de novos estudos ¢

uma possibilidade de gerir concomitantemente, reducao de custos e geragdo de energia limpa.
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Efluentes industriais merecem destaque como o caso de residuos da fabricagdo de inseticidas
utilizados no combate a pragas urbanas como ratos, baratas e formigas de empresa local da
Regido Central do Estado de S. Paulo.

Portanto, a busca de conhecimento biotecnologico visando o aproveitamento de
residuos e geracdo de coprodutos de valor agregado ¢ uma necessidade atual e alternativa em
funcdo da escassez de energia. Nesse sentido, esse projeto de pesquisa visou verificar o
potencial da producao biologica de biogds em reatores anaerdbios em batelada, operados a
37°C, alimentados com efluentes de industrias de inseticidas locais, além de aplicar
metodologias classicas em Microbiologia com a finalidade de purificar, enriquecer e

caracterizar os principais microrganismos envolvidos em tais processos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Inseticidas

Os pesticidas sdao substancias que podem matar diretamente um organismo
indesejavel ou controld-lo de alguma maneira, como insetos (BAIRD, 2002). Compostos
organicos nao biodegradéaveis, como defensivos agricolas, pesticidas, plasticos, entre outros,
mesmo em concentragdes reduzidas, estdo associados a problemas de toxicidade (SPERLING,
2005). Andreoli et al (2001) afirmam que, todos os pesticidas produzem, pelo menos, alguma
toxicidade no ser humano.

Determinados despejos industriais possuem constituintes toxicos ou inibidores, que
podem afetar ou inviabilizar o tratamento biolodgico (SPERLING, 2005). Na presenga de
compostos toxicos, o tratamento biologico deve ser precedido de etapa para remogao desses
componentes ou, quando possivel, de adaptacdo dos microrganismos a presenca dos toxicos
(PIRES; ZAMARIOLLI; del NERY, 2013).

Residuos de industrias de inseticidas podem conter Hidrametilnona, Imidaclopride,
Indoxacarbe, dentre outros. Segundo dados da ANVISA (2016), Hidrametilnona pertence ao
grupo quimico Amidinohidrazona, ¢ classificado como inseticida e como toxicologia de
Classe III — medianamente toxico, € autorizado o comércio livre, para uso domissanitario, de
iscas e gel, com concentragdo maxima de 1,65% e 2,0%, respectivamente. Imidaclopride
pertence ao grupo quimico Neonicotindide, classificado como inseticida e de classificacao
toxicoldgica: Classe III - medianamente toxico, a venda direta ao consumidor ¢ autorizada em
gel com concentracao méaxima permitida de 2,15% e granulado com concentragdo méaxima de
0,5% (ANVISA, 2016). Tal produto ¢ proibido na Franga, por ser altamente toxico para os
insetos e atingir aguas fluviais subterrdneas, no caso de toxicidade em humanos, o produto ¢é
moderadamente toxico. Indoxacarbe pertence ao grupo quimico: Oxadiazina, classificado
como inseticida, cupingicida e formicida e de classificacdo toxicologica: Classe 1 —
extremamente toxico; sua venda livre € autorizada em gel e isca granulada para jardinagem
amadora, em concentragdes maximas de 0,6% e 0,045%, respectivamente, ¢ em pasta em
embalagem porta-isca com 0,6 % de concentragdo maxima (ANVISA, 2016). Nenhum dos
compostos toxicos citados ¢ inofensivo a saide humana e ao meio ambiente, podendo estar
presentes no residuo industrial. Deste modo, procurar formas de tratamento eficazes ¢ de

extrema importancia ambiental.
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2.2. Processo anaerdbio de geracio de biogas

A degradagdo da matéria organica gera o biogas, que pode ser obtido a partir de
residuos agricolas, domésticos e em alguns casos até industriais (OLIVER et al, 2008;
YASMIN et al., 2000; LAMAISON et al., 2009). E considerado um potencial biocombustivel,
contribuindo para o reaproveitamento de residuos solidos na geragdo de energia. E formado
basicamente por metano, didoxido de carbono e nitrogénio, oxigénio e gas sulfidrico em
concentracgoes reduzidas (Tabela 2.1).

Tem como componentes os gases metano ¢ hidrogénio, que apresentam calor de
combustio elevado de 50 e 121 kl/g, respectivamente, ¢ mais energéticos que os combustiveis
usados largamente no Brasil como o etanol (26,5 kJ/g) e a propria gasolina (48 kJ/g), além de
esse ultimo ser recurso nao renovavel (WANG e WAN, 2009). Segundo Brack (2012), o
poder calorifico do biogas ¢ da ordem de 5.000 a 7.000 kcal/m*® e comparado com outras
fontes de energia 1 m® de biogas equivale a: 0,61 L de gasolina; 0,58 L de querosene; 0,45 L
de gas de cozinha ou ainda 1,5 kg de lenha. J& Andreoli et al (2001), afirmam que o poder
calorifico do biogas com cerca de 70% de metano ¢ de 23.380 kJ/m?, em comparagdo ao gas

natural (composto por metano, butano e propano) que possui 37.300 kJ/m>.

Tabela 2.1. Composigao tipica do biogas oriundo da digestdo anaerobia de lodos ativados.

Gas % (volume/volume)
Metano 62 -70
Gas carbonico 30-38
Gas sulfidrico 50 - 3.000 ppm
Nitrogénio 0,05-1,0
Oxigénio 0,022
Hidrogénio <0,01
Vapor d’agua Saturacao

Fonte: ANDREOLI et al, 2001.

O processo anaerobio ocorre em fases distintas, descritas a seguir, conforme a Figura
2.1 (CHERNICHARO, 2007; ANDREOLI et al, 2001):

e Hidrélise - As bactérias fermentativas quebram compostos organicos
complexos (carboidratos, proteinas, lipidios) em compostos soluveis (acidos graxos, agucares,
aminoacidos), alcoois dioxido de carbono e amonia. Os microrganismos fermentativos sao os
primeiros a atuar na etapa sequencial de degradacdo, e sdo os que mais se beneficiam

energeticamente.
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e Acidogénese — As bactérias acidogénicas convertem compostos soluveis em
compostos organicos de cadeia curta, tendo como principais produtos acidos organicos
volateis, gas carbonico, hidrogénio e amoénia. Durante essa fase, a demanda quimica de
oxigénio (DQO) se mantém inalterada, ndo existindo estabilizacdo da matéria organica.

e Acetogénese - As bactérias acetogénicas consomem os acidos graxos volateis
e outros compostos organicos, formados na acidogénese, produzindo acido acético, acetatos,
hidrogénio gasoso e gas carbonico.

e Metanogénese - Por fim, dois grupos de microrganismos formadores de
metano entram em ag¢do: arqueias metanogénicas autotréficas (ou hidrogenotroficas) que
produzem de metano a partir de didxido de carbono e hidrogénio; e arqueias metanogénicas
acetoclasticas, que produzem metano a partir de acetatos.

o Sulfetogénese — Em concentragdes elevadas de sulfato no meio, sdo as
bactérias sulforredutoras que consomem o acetato e o hidrogénio, e produzem sulfetos. Sao
competidoras com as arqueias metanogénicas, sendo a concentragdo de sulfato que vai

determinar qual o processo dominante na degradacao anaerobia.

Figura 2.1. Rotas metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerobia.

Organicos complexos
(carboidratos, proteinas, lipideos)
’ L Bactérias fermentativas
(Hidrélise)

\/

,___l' Organicos simples ]__\
(aglcares, aminoacidos, peptideos) J—ﬂ

Bactérias fermentativas
(acidogénese)

(propionato, butirato, etc)

t Acidos organicos J

Bactérias acetogénicas
(acetogénese)

< >

Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio

Ho+ CO»p > Acetato
Bactérias acetogénicas
consumidoras de hidrogénio
Arqueas metanogénicas
(metanogénese)
CHy4+CO2
Metanogénicas Metanogénicas
hidrogenotréficas acetoclasticas

Fonte: CHERNICHARO, 2007.
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Geralmente, cerca de 70% do metano produzido ¢ oriundo do processo metabolico
dos microrganismos metanogénicos acetoclasticos, que utilizam sais de acetato ou acido
acético como substrato, enquanto os outros 30% sdo produzidos por microrganismos
hidrogenotroficos a partir da redugdo do didoxido de carbono (AQUINO et al, 2007;
ANDREOLI et al, 2001).

Microrganismos metanogénicos estdo incluidos no Dominio Archaea, procaridticos
que, em sua maioria, possuem metabolismo anaerobio obrigatério (VARESCHE,;
SAKAMOTO; OLIVEIRA, 2013). De acordo com Chernicharo (2007), as arqueias sao
distintas das bactérias tipicas, pois, possuem varios atributos bioquimicos e estruturais unicos,
que as adaptaram para sobreviver em habitats extremos. O género Methanosaeta utiliza-se
exclusivamente do acetato como substrato, enquanto que arqueias do género Methanosarcina,
sd0 mais versateis por serem capazes consumir hidrogénio e compostos metilados para
produgdo do metano (CHERNICHARO, 2007).

Os microrganismos no processo sao interdependentes. Bactérias responsaveis por um
estagio do processo dependem da acdo das bactérias responsdveis pelo estdgio anterior para
sua subsisténcia, e influenciam a atividade dos organismos atuantes nos estagios subsequentes
(DEZOTTI, 2008). Desta forma, ¢ essencial que as condigdes do meio estejam adequadas
para o desenvolvimento e manutencdo dos microrganismos. Bactérias anaerdbias sao
sensiveis a uma série de substancias que, dependendo da concentracdo, podem paralisar
completamente o processo de digestdo, incluindo hidrocarbonetos, compostos
organoclorados, agentes oxidantes, metais pesados, entre outros (ANDREOLI et al, 2001).

A geracao do biogas por processos anaerdbios € dependente de parametros tais como
tipo de substrato, temperatura e pH. De acordo com Andreoli et al (2001), o pH ideal do
processo anaerobio ¢ que se mantenha proéximo a neutralidade. Acidificacdo do meio inibe as
arqueias acetogénicas, que ndo produzem acetato, cessando a produgcdo de metano. J4 a
temperatura considerada 6tima deve ser mantida em torno de 35°C, fundamental para o bom
desempenho e producao de gas metano (ANDREOLI et al, 2001; CHERNICHARO, 2007;
SOUTO, et al., 2009).

2.3. Reatores anaerobios em batelada
Os sistemas de digestdo anaerdbia podem ser divididos em sistemas de fluxo
continuo e sistemas em batelada (SOUTO; POVINELLI, 2013). No reator de batelada ndo ha

fluxo de entrada ou de saida, o conteudo do reator ¢ misturado completamente e todos os
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elementos sdo expostos ao tratamento por um tempo igual & permanéncia do substrato no
reator (SPERLING, 1996).

Segundo Rodrigues (2016), reatores em batelada sao usados em escala laboratorial
na maioria dos estudos, pois trazem a vantagem de serem mais simples, facilmente operados e
flexiveis, resultando na ampla utilizagdo de reatores em batelada para a determinagdo do
potencial de geragdo de biohidrogénio a partir de substratos organicos. Desta forma, no
presente estudo, os reatores em batelada também foram utilizados para a determinagdao do
potencial de geragdo de gids metano a partir de aguas residuarias industriais, contendo
substratos organicos.

O tratamento bioldgico utiliza-se da ag¢do metabdlica de microrganismos para
degradar os compostos. No tratamento biologico de esgotos, os microrganismos sao
responsdveis pelas reacdes de conversdo da matéria organica e inorganica (SPERLING,
2005). O principal produto dos processos biologicos de tratamento de rejeitos € a despolui¢ao
ambiental, uma vez que os compostos organicos poluentes sdo estabilizados pela agdo de
microrganismos, em ambiente favoravel, fornecido pelo reator bioldgico (VARESCHE;
SAKAMOTO; OLIVEIRA, 2013)

Os reatores anaerObios sdo utilizados como forma de tratamento de efluentes
domésticos, agricolas e industriais, por fornecerem resultados satisfatorios na degradagdao dos
compostos organicos. Segundo Sperling (2005), apresentam uma taxa de remocao de matéria
organica de 60 a 90% para o tratamento de esgotos domésticos. Além de apresentar diversas
vantagens em relacdo a outros tipos de tratamento, como baixo consumo de energia,
tolerancia a elevadas cargas organicas, aplicabilidade em pequena e grande escala,
possibilidade de preservagdo da biomassa sem alimentacdo do reator, entre outros
(CHERNICHARO, 2007). Também geram quantidades reduzidas de solidos (lodo), por
transformar grande parte do contetido organico em biogas (PIRES; ZAMAROLLI; del
NERY, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Avaliar o potencial da geracao de biogas em reatores anaerdbios em batelada a partir

de residuos de industrias de inseticidas.

3.1. Especificos

a. Caracterizar os residuos de inseticidas que foram utilizados como substrato
organico para a geragao do biogas;

b. Investigar a producdo de biogds para proporgdes crescentes de residuos de
inseticidas em reatores anaerobios em batelada com consorcios anaerobios enriquecidos;

c. Relacionar o consumo do substrato organico e geragcdo de biogas pelo consorcio de

bactérias anaerdbias, durante operagdo dos reatores anaerdbios.
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4. MATERIAIS E METODOS
Essa pesquisa foi realizada em trés etapas: Teste preliminar para determinagdo de
in6culo; Caracterizacao do residuo e Operacao dos reatores anaerobios em batelada, descritos

a seguir.

4.1. Teste preliminar para determinacio de indculo

As atividades realizadas incluiram: selecdo das fontes de inoculo, reativacdo em
meio de cultivo, testes de geragao de biogds em cultivo com meio complexo e com acetato de
sodio, analise da composicdo do biogas e selecdo da fonte de indculo com resultados

satisfatorios (Figura 4.1).

Figura 4.1. Esquema operacional da etapa de teste preliminar para determinagao de indculo

Lodos granulares mesofilicos provenientes de reator UASB:

Fontes de 1. do tratamento de residuos de avicultura — Tieté (SP)
.y 2. do tratamento de aguas residudrias de avicultura — Pereiras (SP)
inoculo s . 5
3. do tratamento de Esgoto Sanitario Municipal — Séo Carlos (SP)
l 4. Mistura dos lodos 1, 2 e 3 na mesma proporgao.

Reativacdo

|

Testes preliminares de
geragdo de biogas

|

A - 10g glicose. L-! l l -1
B -2gglicose. L' | | Meio de cultivo ‘ Acetato de E i ?g :zg:;:g' ::—l

- i -1 bdi ) '
C - 1g glicose. L PYG Saodio G - 0,5g acetato. L1

D -0,67g glicose. L} | |

l

‘ Analise da composi¢do do biogas ‘

‘ Sele¢ao da fonte de indculo ‘

4.1.1. Fontes de inoculo

Foram testadas, separadamente, as fontes de indculo provenientes de reator de fluxo
ascendente de manta de lodo, tipo UASB (do inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket):

1. Lodo granular mesofilico do tratamento de residuos de avicultura — localizado em
Tieté — SP.

2. Lodo granular mesofilico do tratamento de &guas residudrias de avicultura —

localizado em Pereiras — SP.
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3. Lodo granular mesofilico do tratamento de Esgoto Sanitario Municipal —
localizado em Sao Carlos — SP;

4. Mistura dos lodos 1, 2 e 3 na mesma proporgao.

Para facilitar a descri¢dao os inodculos serdo denominados respectivamente (1), (2), (3)
e (4). Foi realizada caracterizagdo dos inoculos testados, através de analises de solidos totais,
e de analises microscopicas.

Durante o teste preliminar foi eleito o melhor indculo para a produgdo do biogés e
partir dessa escolha seguiu-se com a operagdo com reatores anaerobios em batelada com

concentragdes crescentes dos residuos.

4.1.2. Reativacdo

Os in6culos (1), (2), (3) e (4) foram previamente homogeneizados, separadamente,
com auxilio de cadinho e pistilo com o objetivo de desagregar os granulos para homogeneizar
a amostra. A seguir as amostras (20%) foram transferidas para reatores anaerdbios em
batelada contendo meio de cultivo PYG (do inglés Peptone Yeast Extract Glucose Broth),
(Tabela 4.1), para a reativagao das bactérias anaerdbias presentes na amostra, mantidos a

37°C durante 15 dias.

Tabela 4.1. Composi¢do do meio de cultivo PYG.

Composto Quantidades (g.I"")
Glicose 10,0
Extrato de levedura 5,0
Extrato de carne 5,0
Peptona 5,0
pH inicial 7,0

4.1.3. Geragdo de biogas
As fontes de inoculo utilizadas foram provenientes dos processos de reativagdo. Os
in6culos reativados foram ressuspensos a 4°C, 9000 rpm, durante 10 minutos e utilizados

como biomassa nos reatores anaerobios em batelada, separadamente.

4.1.3.1. Cultivo em PYG e agente tamponante

O meio de cultivo utilizado nos reatores anaerobios em batelada foi meio complexo

ndo seletivo (Tabela 4.1) para favorecer o crescimento dos microrganismos presentes. As
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concentragdes dos componentes foram variadas, para avaliar qual ¢ condi¢do ideal na
producdo de biogés. As concentragdes de meio de cultivo testadas foram:
« A — 10g de glicose.l, 5g de peptona. "', 5g de extrato de levedura. 1", 5g de extrato
de carne. 1'1;
« B —2g de glicose.l", 1g de peptona. 1", 1g de extrato de levedura. I, 1g de extrato de
carne. 1'1;
« C — g de glicose.l’, 0,5g de peptona. 1", 0,5g de extrato de levedura. "', 0,5¢ de
extrato de carne. 1'1;
« D - 0,67g de glicose.I", 0,33g de peptona. 1", 0,33g de extrato de levedura. 1", 0,33g
de extrato de carne. 1",

Reatores anaerobios em batelada (100ml) foram alimentados com 50ml de meio de
cultivo de cada concentragdo A, B, C ¢ D separadamente, em duplicata, com headspace
(50ml) de N, (100%) para garantir as condi¢cdes de anaerobiose. Foram utilizados meios com
adicdo de agentes tamponantes [0,4g.]" de fosfato monopotassico (KH,POy) e 0,4g.l" de
hidrogenofosfato de potassio (K;HPO,), (DOLFING e BLOEMAN, 1985)], em pH 7, a 37°C,
durante 15 dias. Em cada reator foram adicionados 20% de in6culo, usando os indculos (1),
(2), (3) e (4), separadamente, nos cultivos A, B, C e D, em duplicata. Desta forma foram

monitorados 16 ensaios (Tabela 4.2.).

Tabela 4.2. Ensaios em meio de cultivo PYG

Meio de cultura PYG
Fonte de in6culo A B C D
1 Al Bli Cl DI
2 A2 B2 () D2
3 A3 B3 C3 D3
4 A4 B4 C4 D4

4.1.3.2. Cultivo em acetato de sddio € agentes tamponantes

O cultivo em acetato de sodio foi utilizado objetivando favorecer a geracdo de gés
metano, para avaliar a potencialidade dos inoculos quanto a capacidade de producdao do
biogas, uma vez que cerca de 70% do metano produzido ¢ oriundo do processo metabdlico
dos microrganismos metanogénicos acetoclasticos, que utilizam sais de acetato ou acido
acético como substrato, enquanto que 30% sdo produzidos por microrganismos
hidrogenotroficos a partir da reducdo do didoxido de carbono, conforme descrito
anteriormente.

As concentragdes testadas foram:
23



« E — 2g de acetato de sodio.l”

« F — 1g de acetato de sodio.l”

« G- 0,5g de acetato de sodio.l”

Reatores anaerobios em batelada (100ml) foram alimentados contendo 50ml de
substrato nas condi¢des E, F e G, com 20% de cada um dos indculos (1), (2), (3) e (4),
separadamente; com headspace preenchidos com N, (100%) para garantir as condigdes de
anaerobiose; adicdo de agentes tamponantes [0,4g.]”" de fosfato monopotassico (KH,POy) e
0,4g.I" de hidrogenofosfato de potassio (K,HPO,), (DOLFING ¢ BLOEMAN, 1985)]; pH
inicial 7,0, mantidos a 37°C, durante 15 dias. Assim, foram monitorados 12 ensaios em

duplicata (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Ensaios em acetato de sodio

Concentracoes de Acetato de Sodio
Fonte de in6culo E F G
1 El Fl Gl
2 E2 F2 G2
3 E3 F3 G3
4 E4 F4 G4

4.1.4. Consumo das fontes de carbono adicionadas
Para as condi¢des A, B, C e D, foram analisados os consumos de glicose, de acordo
com Dubois et al, (1956) e nas condicdes E, F e G, foram analisados os consumos de acetato

de sodio por cromatografia gasosa (ADORNO et al., 2014).

4.1.5. Analise da composigdo do biogas

A composicdo do biogas, em gases metano, carbdnico e oxigénio, de cada reator, foi
avaliada em equipamento portatil LANDTEC GEM 2000, com precisdo de 3% (ANTONIO,
2012) no final da operacao dos reatores anaerobios das condigdes testadas (A, B, C, D, E, F e

Q).

4.1.6. Sele¢cao do inoculo
O indculo que apresentou os melhores resultados para a geracdo de biogéds nas
condigdes testadas em ambos substratos foi escolhido para os testes posteriores com residuos

de industrias de inseticidas.
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4.2. Residuo industrial

O residuo industrial foi cedido por empresa especializada em desinfestantes
ambientais para o combate a pragas urbanas (formicida, baraticida e raticida), localizada no
Distrito Industrial do municipio de Rio Claro - SP. Esta industria fabrica géis para o controle
das pragas urbanas. Segundo dados fornecidos pela industria, os ingredientes ativos utilizados
nos géis sdo: Hidrametilnona (tec. 95 %); Imidaclopride (tec. 97%); Indoxacarbe (tec. 95%).
As concentracdes dos ingredientes ativos nas formulacdes de géis variam de 0,6% a 2,15%. A
frequéncia de producao do efluente ¢ de aproximadamente 2 a 3 m*® mensais (proje¢ao).

Para realizacdo desta etapa foram executadas as atividades: obtencdo do residuo
industrial, caracterizagdo fisico-quimica e reativagdo celular, purificagdo celular através de
diluicoes seriadas e caracterizagdo da cultura purificada, com analises nutricionais e

morfoldgicas (Figura 4.2).

Figura 4.2. Esquema operacional da etapa de Caracterizag@o do residuo industrial

Residuo industrial
Ind. desinfestantes ambientais (Rio Claro - SP)

DQO, pH, Absgypnm l — l - Headspace com N, (100%);
(APHA, 2005) Ca?'acterlzag.:ao Reativagiao pH 7.0;
Carboidratos totais fisico-quimica celular 37°C,
(Dubois et al., 1956) l Meio de cultivo PYG

Purificagdo celular
Diluigdes seriadas

l. ~ Caracterizacio
Caracterizagdo da { ¢

4 nutricional
cultura purificada | | orfologica

4.2.1. Caracterizagdo fisico-quimica
As caracterizagdes fisico-quimicas do residuo foram realizadas por andlises de:
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), pH, turbidez [absorbancia (ABS 600nm)]; solidos

totais, fixos e volateis segundo APHA, 2005 e; agucares totais conforme Dubois et al. (1956).

4.2.2. Reativagdo celular de bactérias anaerobias presentes no residuo industrial

Um volume de 1 ml do residuo bruto foi adicionado em meio de cultivo complexo
(PYG - Tabela 4.1) com solugdo tampdo bicarbonato de sédio (10g.l™), em reatores
anaerdbios em batelada (100ml) com headspace de N, (100%) (50ml), pH 7,0, a 37°C por

144 hs, com objetivo de reativar bactérias anaerdbias presentes.
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O meio de cultivo (Tabela 4.1) foi preparado com adi¢ao dos reagentes e distribuidos
(50ml) em frascos de antibidtico (100ml) sob fluxo de N, no headspace dos frascos (50ml),
durante 5 minutos, para efetuar a troca gasosa e garantir as condi¢des de anaerobiose. Os
reatores foram fechados com tampa de borracha e lacre de aluminio e a esterilizacao foi feita
em autoclave (20 min, 120°C). A seguir, 1ml de residuo foi adicionado, com auxilio de
agulhas e seringas estéreis, em condigdes assépticas, ao meio de cultivo estéril, em triplicata
de reatores anaerdbios que foram mantidos a 37°C por 7 dias. O processo de reativagao foi
monitorado com analises esporadicas de turbidimetria, microscopia optica de luz comum e de
contraste de fase.

A seguir, foram realizadas sete dilui¢des seriais (Figura 4.3) a partir da reativagdo
celular com o objetivo de purificar os consdrcios bacterianos, em meio de cultivo (Tabela
4.1), headspace de N, (100%), pH 7,0 e mantidos a 37°C, por 72 horas. Foi avaliado o

crescimento celular por turbidimetria (ABS 600 nm) ao final da operagao.

Figura 4.3. Purificacao celular por dilui¢des seriadas: (1) headspace: (2) indculo em meio de cultivo.

rei._fdll((i) IlmL Purificagio celular . .

reativa 0& g ImL !“ ImL :*: ImL :{T ImL ; ImL g ImL gr
AN AN A 2N /N T £ [
[ w'e) 10t 10t ) 1% 10t 108t 107t
® s J ./ e \_/ "/ 2 L/ :
u Reatores de purificacdo celular

Fonte: adaptado de Rodrigues (2016).

4.2.3. Caracterizacdo nutricional

Foi realizada uma avaliagdo nutricional do consércio de bactérias presentes no
residuo, apos a purificagdo celular. A biomassa purificada advinda da diluigdo 10~ (1ml) foi
adicionada em meio de cultivo PYG (Tabela 4.1) modificado, variando-se as fontes de
carbono (10g.I") separadamente em: glicose, lactose, maltose, dextrose, xilose, sacarose,
frutose e glicerol, em duplicata (MAINTINGUER et al., 2015). Essa avaliacao nutricional foi
preparada em reatores em batelada mantidos hd 37°C por 144hs. Foram avaliados o

crescimento celular por turbidimetria (ABS 600 nm), de acordo com APHA (2005).
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4.3. Ensaios de geracio de biogas em reatores anaerobios operados em batelada.

A partir das geragdes de biogas (Etapa 4.1) foi selecionado o in6culo [(1), (2), (3) ou
(4)] que apresentou melhores resultados, em ambos os substratos (glicose e acetato de sodio).

As atividades realizadas nesta etapa foram: reativacdo do inoculo selecionado,
montagem dos reatores anaerdbios em batelada e andlises fisico-quimicas e microscpicas

(Figura 4.4).

Figura 4.4. Esquema operacional da etapa de Ensaios de gerag¢do de biogds em reatores anaerdbios

operados em batelada.

Reativagao do
inoculo
selecionado

l

Ensaios de geraciao
de biogas
Reatores anaerébios
em batelada

|
l l l |

Reatores com 20% de
inoculo, meio PYG
modificado, pH 7,0, 37°C ,
headspeace com N, (100%)

Meio de Cultivo 80% Meio de Cultivo 50%
Meio de Cultivo 100% (16g DQO.I'") (10g DQO.IM) Residuo 100%
(20g DQO.I' Residuo 20% Residuo 50% (20g DQO.I'")
(42 DQO.I') (10g DQO.I)

l

l

l

l

| Analises fisico-quimicas e microscopicas |

4.3.1. Reativacdo do inoculo selecionado

O inoculo selecionado foi homogeneizado, com auxilio de cadinho e pistilo para
desagregar os granulos. A seguir amostras do inoculo (20% v/v) foram transferidas para
reatores anaerobios em batelada contendo meio de cultivo PYG (Tabela 4.1) com solugao
tampdo bicarbonato de sodio (10g.1") e headspace de N, (100%), objetivando reativar as
bactérias anaerdbias presentes. Os reatores foram mantidos a 37°C durante 14 dias.

Apos esse periodo o indculo reativado foi ressuspenso a 4°C, 9000 rpm, durante 10

minutos e utilizado como biomassa nos reatores anaerobios em batelada, separadamente.
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4.3.2. Montagem dos reatores anaerobios

O meio de cultivo utilizado nos reatores anaerdbios em batelada foi PYG (Tabela
4.1) com solucdo tampdo bicarbonato de sodio (10g.1™), utilizando-se, para tanto, as misturas
contendo meio de cultivo e residuo industrial, nos reatores anaerobios em batelada. As
proporcdes das misturas (meio de cultivo PYG + residuo industrial) foram em proporgdes
percentuais de 100, 80/20; 50/50 e 100; respectivamente, em quatro ensaios. A quantidade da
fonte de carbono em cada reator foi de 20 g DQO/L para todos os ensaios. Assim, para o
Ensaio 1, foi inserido como fonte de carbono, 100% de meio de cultivo, o que corresponde a
20 g1 em DQO. Para o Ensaio 2, foi adicionado 4 g DQO/L (20%) de residuo e 16 g.I”
(80%) em DQO de meio de cultivo; para o ensaio 3 foram adicionados 10 g DQO/L (50%) de
residuo e 10 g.l'1 (50%) em DQO de meio de cultivo e para o Ensaio 4, 20 g.l'1 (100%) em
DQO de residuo; descritas na Tabela 4.4. Os reatores anaerdbios em batelada (0,5 1) foram
montados em duplicatas, alimentados com 450 ml de meio reacional e a troca gasosa no
headspace (50 ml) dos mesmos sera efetuada em fluxo de N, (100%) por 15 minutos. Na
montagem dos ensaios foi adicionado acido cloridrico ou hidroxido de sodio para ajustar o pH
inicial em 7,0.

Nesses ensaios foram efetuadas as seguintes analises (inicial e final): consumo do

substrato organico, consumo de agucares totais, determinagdo do biogas gerado, pH e exames

microscopicos.
Tabela 4.4. Montagem dos reatores anaerdbios em batelada
ENSAIOS DE GERACAO DE BIOGAS
Condigdes 1 2 3 4
Inoculo 20% 20% 20% 20%
Meio de cultivo PYG 100% 80% 50% -
Residuo Industrial - 20% 50% 100%
Headspace (N,) 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
pH inicial 7,0 7,0 7,0 7,0
Agua destilada (q.s.p.) 450 ml 450 ml 450 ml 450 ml

4.3.3. Analises fisico-quimicas e microbiologicas
Foram realizadas analises de pH, DQO, consumo de agucares totais e sélidos totais
volateis das amostras dos reatores anaerdbios no inicio da operagdo, apos 24 horas e no final

do experimento, conforme descrito anteriormente. Analises microscopicas da morfologia dos
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microrganismos presentes foi realizada durante a operagdo dos reatores anaerdbios, conforme

descrito anteriormente.

4.3.3.1. Quantificacdo do biogas gerado

A quantificagdo do biogas foi realizada por deslocamento de volume, no final da
operacdo, ap6s duas semanas. A quantificacdo do metano foi realizada por processo de
lavagem do biogas gerado durante a operagdo dos reatores anaerobios. O procedimento da
lavagem do biogés se referiu a passagem do mesmo em coluna contendo lentilhas de NaOH
(98%) no qual o biogas gerado, em contato com as lentilhas, retém CO, e H,S que
possivelmente possam ser produzidos, conforme reagdes (1), (2) e (3) de acordo com Aquino
et al (2007):

(1) H,0+CO, € - H,CO;
(2) H,CO; + 2NaOH € > Na,CO; + 2H,0
(3) CO, +NaOH > Na,COs + H,0

As condigdes operacionais aplicadas foram as seguintes: (A) Reatores de produgdo
de Biogas com as misturas propostas (meio de cultivo + residuo), sem filtragem de gas (para
quantificagdo do biogés) e (B) Reatores com as misturas propostas (meio de cultivo +
residuo), com filtragem em NaOH (para quantificacdo do gas metano). Os reatores foram

mantidos a 37°C. Esse processo esta ilustrado na Figura 4.5.

Figura 4.5. Sistema de reatores anaerdbios com deslocamento de volume
- |

(1): Reator anaerobio; (2) F iltro de NaOH; (3) Frasco com ég‘uaAparvé deslocamento do volume; () Frasco para
coleta da 4gua deslocada; (5) Equipamento de banho-maria mantido a 37°C.
Fonte: Proprio autor
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A producdo de gas gerada no headspace dos reatores foi mensurada em mililitros. E,

através da equagdo de Clapleyron (4.1) foi transformado em nimero de mols.
P.V=nR.T Eq. 4.1
Onde:
P: pressao atmosférica padrao (1 atm = 101325 Pa);
V: volume, em m?;
n: numero de mols, em mol;
R: constante universal dos gases perfeitos (8,314 J.mol.K™);

T: temperatura, em Kelvin.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fontes de indculo

5.1.1. Caracterizagdo das fontes de inoculo

A caracterizacdo dos inoculos, feita pela analise de solidos (Tabela 5.1), mostra que
o ind6culo 1, origindrio de avicola, tem concentracdes mais elevadas de solidos.
Contrariamente o inoculo 3, proveniente de estacdo de esgoto sanitario, apresentou os valores
mais reduzidos. Para efeito de comparagdo, segundo Foresti (2013), a faixa de valores de
solidos totais caracteristica de esgotos sanitarios ¢ em torno de 0,35 a 12g.1"". Portanto, os
inoéculos possuem cerca de quatro vezes mais solidos totais, sendo potencialmente

degradadores de matéria organica também, até mais que os esgotos sanitarios.

Tabela 5.1. Analises de solidos dos indculos.

Ino6culo
Parametro (g.1™) 1 2 3 4
Solidos totais — ST 51,14 | 44,31 | 34,17 4321

Solidos totais fixos — STF 9,27 | 7,59 | 12,75 9,87
Solidos totais volateis - STV | 41,87 | 36,72 | 21,42 33,34

Os solidos volateis representam uma estimativa da matéria organica presente nos
solidos, enquanto os solidos fixos representam a matéria inorganica ou mineral (SPERLING,
2005).

A caracterizagdo morfologica dos inoculos feita por analises microscopicas em
coloracdo de Gram mostrou a grande variedade bacteriologica presente nos indculos (Figura
5.1). Foi possivel observar que o indéculo 1 contém predominio de bactérias Gram-negativas.
Entretanto para os in6culos 2 e 3 foi observado predominio de bactérias Gram-positivas. O
indculo 4, apresentou uma mistura do observado nos outros indculos, ou seja, Gram-positivas
e Gram-negativas, como era de se esperar por ser uma mistura dos trés indculos. Nos indculos

1, 2 e 3 foram observadas morfologias de cocos e bacilos.
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Figura 5.1. Microscopia de luz comum, com técnica de coloragdo de Gram, nos in6culos.

(a) s e (b)

(a) Indculo 1 - Lodo do tratamento de aguas residuarias de avicultura, (b) Indculo 2 - Lodo do tratamento de
aguas residuarias de avicultura, (c) Indculo 3 - Lodo do tratamento de Esgoto Sanitario Municipal, (d) Inéculo 4
- Mistura dos lodos 1, 2 e 3 na mesma proporgao.

Fonte: Proprio autor

5.1.2. Testes de geragdo de biogas para os inoculos (1), (2), (3) e (4)

5.1.2.1. Cultivo em meio PYG com tamponantes

Em todos os reatores anaerobios (tabela 4.2) foi observado producdo de biogés
(Figura 5.2). Como o meio PYG ¢é um meio complexo, na concentragio A (10g de glicose.l™)
houve uma grande oferta de carbono a ser consumida, desta forma favoreceu a geragdo de
CO, pela bactérias fermentativas, as geragdes mais elevadas do géas carbonico foram
observadas em propor¢des maximas de 40,8% para o indculo 4 (Figura 5.2). Os melhores
resultados foram obtidos para a condi¢io B (2g de glicose.l™). Os indculos 1, 2 ¢ 4 geraram
metano em proporgdes, respectivamente, de 41,8%, 41,1% e 42,0%; valores praticamente

equivalentes. Exceto o indculo 3, que gerou a menor concentragdo, apenas 20,2% de gas
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metano para a condigio B. Nas condigdes B (2g de glicose.I"), C (I1g de glicose.I) e D
(0,67g de glicose.™"), as porcentagens de gas carbdnico ndo chegaram aos 20%, pois, pela rota
da digestdo anaerdbia, quando héd geragdo de metano, em média de 70 a 80% de gés, o gés

carbonico ¢ gerado em cerca de 20 a 30% (CHERNICHARO, 2007).

Figura 5.2. Biogas produzido no final da operacéo dos reatores anaerdbios alimentados com glicose.
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Condigdes: A (10g.1" glicose, 5g.I" peptona, 5g.1"" extrato de levedura, 5g.1"" extrato de carne); B (2g.1"" glicose,
1g.1" peptona, 1g.I" extrato de levedura, 1g.I" extrato de carne); C (1g.I"" glicose, 0,5g.1" peptona, 0,5g.1"
extrato de levedura, 0,5/L extrato de carne); D(0,67g.l'1 glicose, 0,33 g.l'1 peptona, 0,33 g.l'1 extrato de levedura,
0,33g.1" extrato de carne.); para os inéculos 1, 2, 3 ¢ 4.

Fonte: Proprio autor

Nas condi¢des C (1g de glicose.l") e D (0,67g de glicose.I") os resultados foram
proximos, obtendo-se propor¢des maximas de 37,4% de gds metano para a condi¢do C2 (1g
de glicose.I"" e indculo 2). Proporgdes mais reduzidas de geragdo de metano foram de 22,5%
para a condi¢io D3 (0,67g de glicose.l” e inoculo 3) .

As porcentagens de oxigénio variaram de 1 a 4%; valores muito reduzidos que
provavelmente ndo interferiram na digestdo anaerdbia dos ensaios. Além disso, essas
porcentagens podem ser advindas da canaliza¢do do proprio aparelho de medida do biogas
que foi utilizado.

Avaliando a geracdo do gis metano, os indculos 1, 2 e 4 apresentaram valores
proximos na concentragdo B (2g de glicose.I). Enquanto que o indculo 3 apresentou as
menores geragdes do biogds em comparagdo com os demais inoculos. Geragdes mais elevadas
de gas metano no headspace foram de 42% na condigdo B4 (2g de glicose.l”' e indculo 4), ¢ a

menor de 12,9% no ensaio A3 (10g de glicose.l” e indculo 3).
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Somando-se as porcentagens de biogas no headspace dos reatores anaerébios vemos
que os ensaios nao atingiram 100%. Esse fato pode ser devido ao Nitrogénio (N;) representar
mais da metade dos gases presentes em todos os reatores. Isto ocorre, pois o gas nitrogénio foi
fluxionado no inicio do processo para garantir a anaerobiose € por ser inerte nao foi
consumido pelas bactérias.

As andlises do consumo de agucares mostraram que praticamente todo o agucar foi
consumido nos reatores anaerobios (Figura 5.3), apresentando valores maiores que 95% de
consumo. A condi¢io D (0,67g de glicose.l") apresentou os menores valores de consumo,
com 95,5% para o inoculo 1, e 97% para os in6culos 3 e 4, apenas o indéculo 2 consumiu
100% dos agucares.

Como todos os reatores geraram gas metano (Figura 5.2), vemos que em todas as
concentragdes de glicose impostas (condigdes A, B, C e D — 10g, 2g, 1g e 0,67g de glicose.l™)
houve o consumo quase total dos aclcares. Acglcares s3o carboidratos facilmente
solubilizados pelos microrganismos fermentativos, posteriormente, convertendo-se em acidos
por bactérias acidogénicas para a geracdo do biogéas, em velocidade ideal a capacidade das

arqueias metanogénicas.

Figura 5.3. Consumo de agtcares totais no final da operag@o dos reatores anaerobios alimentados com

glicose.
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Condigdes: A (10g.1" glicose, 5g.I"" peptona, 5g.1"" extrato de levedura, 5g.1"" extrato de carne); B (2g.1"" glicose,
1g.I" peptona, 1g.I" extrato de levedura, 1g.I" extrato de carne); C (1g.I"" glicose, 0,5g.I"" peptona, 0,5g.1"
extrato de levedura, 0,5/L extrato de carne); D(0,67g.l'] glicose, O,33g.1'] peptona, 0,33 g.l'] extrato de levedura,
0,33g.l'l extrato de carne.); para os indculos 1, 2, 3 e 4.
Fonte: Proprio autor

O pH final variou de 5,5 até 8,1 (Figura 5.4). Observou-se que pH mais reduzidos
foram para condicio A (10g glicose.l"). Para concentracdes mais elevadas de glicose

aplicadas (condicdo A — 10g de glicose.l™) pode ter ocorrido sobrecarga de matéria organica
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inibindo ou reduzindo a capacidade das arqueias acetogénicas e metanogénicas. Outra
possibilidade seria que com as concentragdes mais elevadas de glicose (10 g.I™") geraram
maiores quantidades de acidos volateis nas fases iniciais e tal fato pode ter provocado a queda
do pH, acidificando o reator, inviabilizando o seu consumo uma vez que arqueias
metanogénicas sdo sensiveis a variagdo do pH (ANDREOLI et al, 2001).

Segundo Andreoli et al (2001), o pH 6timo para a geracdo de gas metano ¢ em torno
de 7,0. Geracdes mais elevadas de metano (Figura 5.2) foram verificadas nas condi¢des B (2g
de glicose.I') e C (1g de glicose.l™), onde observou-se variagdes de pH 7,1 a 7,9. Os agentes
tamponantes fosfato monopotassico e hidrogenofosfato de potassio foram adicionados
visando manter o pH inicial de 7,0. Porém, pode-se observar pH finais ndo se mantiveram
neutros, mostrando que os agentes tamponantes usados ndo foram totalmente eficazes (Figura

5.4). Para as proximas etapas outros tampdes foram adicionados.

Figura 5.4. pH no final da operac@o dos reatores anaerobios alimentados com glicose
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Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4 CI C2 C3 C4 DI D2 D3 D4
Ensaios
Condigdes: A (10g.I"" glicose, 5g.1" peptona, 5g.I"" extrato de levedura, 5g.1" extrato de carne); B (2g.I"" glicose,
1g.I" peptona, 1g.1" extrato de levedura, 1g.I"" extrato de carne); C (1g.1" glicose, 0,5g.I"" peptona, 0,5g.1"
extrato de levedura, 0,5/L extrato de carne); D(0,67g.l'1 glicose, 0,33 g.l'l peptona, 0,33 g.l'1 extrato de levedura,
0,33g.l'l extrato de carne.); para os indculos 1, 2, 3 e 4.
Fonte: Proprio autor

Correlacionando a analise de solidos (Tabela 5.1) com a geracao do biogas (Figura
5.2), observou-se que o indculo 3 com concentragdes mais reduzidas de sélidos também foi o
que obteve os menores resultados de produgdo de metano para as condicdes B (2g de
glicose.I’), C (1g de glicose.l) e D (0,67g de glicose.I"). O indculo 1 que apresentou
concentragdes mais elevadas de solidos, também apresentou a maior geragao de gas metano,
evidenciando que quanto maior a concentracdo de sélidos, maior a geracdo de biogas,

provavelmente devido a maior quantidade de bactérias anaerdbias presentes nesse indculo.
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5.1.2.2. Cultivo em acetato de s6dio com tamponantes

Ocorreu geracdo de biogas em todos os reatores anaerdbios. As proporgdes de
metano foram superiores (Figura 5.5) quando comparados aos ensaios anteriores (Figura 5.2)
em cultivo com glicose. Resultado esperado, pois, segundo Chernicharo (2007), na auséncia
de hidrogénio, a decomposicdo anaerobia do acido acético conduz a formagdo de metano e

gas carbdnico, conforme a equacao 5.1.

C*H3COOH = C*Hy + CO;, Eq. 5.1

Figura 5.5. Biogas produzido no final da operagdo dos anaerobios alimentados com acetato de sodio
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Condigdes: E (2g de acetato de sodio.I"); F (1g de acetato de sodio.l"), e G (0,5g de acetato de sodio.I™), para os
indculos 1,2, 3 e 4.
Fonte: Proprio autor

As arqueias metanogénicas produzem metano conforme a disponibilidade de
substrato no meio, desta forma, dependem das bactérias formadoras de dacidos
(CHERNICHARO, 2007). Nos reatores, como o acido acético ja foi fornecido, a producio do
gas metano dependia da concentracdao desse substrato. Assim, como se observa na Figura 5.5,
as porcentagens de gas metano foram proporcionais as concentragdes de acido fornecidas: ou
seja, quanto mais acido acético, maior o consumo pelas metanogénicas acetoclasticas e, maior
a geracdo de metano. As maiores geracdes de gas metano foram para as condi¢des E1 (2g de
acetato de sodio.I” e indculo 1) e E4 (2g de acetato de sodio.l”" e indculo 4) com 35,1%. E a

menor geracdo foi de 15,9% no ensaio G3 (0,5g de acetato de sédio.l”" e inéculo 3).
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Para os inoculos 1 e 4 foram obtidos os valores mais elevados de geragdo de gas
metano. Entretanto, o inoculo 2 apresentou valores medianos, enquanto o inoculo 3,
apresentou os menores valores em todas as concentragdes testadas.

As concentragdes de gas carbonico mantiveram-se baixas, com o maximo de 7,1%
no ensaio E4 (2g de acetato de sodio.l” e indculo 4), e minima de 3,7% nos ensaios E2 (2g de
acetato de sodio.I’ e inéculo 2) e E3 (2g de acetato de sédio.I" e inéculo 3). Valores
aceitaveis, pois o cultivo em acetato de sodio favorece a etapa metanogénica da digestao
anaerdbia (Chernicharo, 2007). Desta forma, observou-se que metano (CHy4) foi o principal
produto gerado para os consumos de acetato de sdédio, evidenciando a capacidade de
degradagdo da matéria organica por arqueias metanogénicas acetoclasticas.

A analise do consumo de acido acético mostrou que praticamente todo o acetato de
sodio foi consumido nos reatores anaerobios (Figura 5.6), apresentando valores maiores que
98% de consumo. Como todos os reatores geraram gas metano (Figura 5.5), vemos que em
todas as concentragdes de acetato de sddio impostas (condigdes E, F e G — 2g, 1g e 0,5g de
acetato de sodio.l") houve o consumo praticamente total do 4cido. Resultado esperado, pois,
como ja discutido anteriormente, as bactérias metanogénicas dependem do acetato para gerar

o biogas, na auséncia de hidrogénio.

Figura 5.6. Consumo de acido acético no final da operagdo dos reatores anaerobios alimentados com
acetato de sodio.
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Fonte: Proprio autor

Para os ensaios com cultivo em acetato de sddio o pH no final da operagdo nao se
manteve em 7,0 (Figura 5.7). O menor valor de pH foi 7,4 no ensaio G4, e o maior valor foi
8,2 no ensaio El. A varia¢ao de pH durante os ensaios nao teve grande influéncia na geracao
de biogas, mesmo com pH final de 8,0 os reatores geraram géas metano. Segundo Andreoli et

al (2001), o pH ideal para a metanogénese pode ocorrer entre pH 6,0 a 8,0; valores obtidos no
37



presente estudo ao final da operacdo. Nesse caso, a adi¢do dos agentes tamponantes foram

eficientes para a manuten¢do do pH ideal para a metanogénese.

Figura 5.7. pH para no final da operacdo dos anaerdbios alimentados com acetato de sodio.
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Condicdes: E (2g de acetato de sodio.I™); F (1 g de acetato de sodio.l"), e G (0,5g de acetato de sodio.1™), para os
inéculos 1,2,3 ¢4
Fonte: Proprio autor

Novamente, a producdo de biogas foi diretamente proporcional a quantidade de
solidos totais volateis (Tabela 5.1). Os melhores resultados na geracdo de metano foram
encontrados no indculo 1, que é o lodo que apresenta maior quantidade de STV (41,87 g.1™).
Enquanto o indculo 3 apresenta os menores valores de STV (21,42 g.I'") e menor geracdo de
metano de 23,9%, 19,9% e 15,9%, respectivamente, para as condi¢cdes E3 (2g de acetato de
sodio.I™), F3 (1g de acetato de sodio.I™), e G3 (0,5g de acetato de sodio.I™).

Isto pode ser explicado, pois, de acordo com SPERLING (2005), os s6lidos totais
volateis representam uma estimativa da matéria organica presente no composto. Portanto,
quanto mais matéria organica, maior o substrato para a a¢ao dos microrganismos da digestao

anaeroébia.

5.1.2. Selegdo da fonte de inoculo

Os inoculos 1, 2 e 4 apresentaram resultados semelhantes na geragdo de gas metano.
Todos os trés tiveram porcentagens elevadas de metano no headspace e nas concentragdes de
solidos. Portanto, pela proximidade dos resultados, qualquer um dos trés inoculos foi
satisfatorio para a geragao de biogas. Desta forma, o indculo escolhido foi o indculo 2, um
lodo granular mesofilico do tratamento de aguas residudrias de avicultura, localizado em
Pereiras — SP, proveniente de reator UASB (do inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket),

conforme descrito anteriormente.
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5.2. Residuo industrial

5.2.1. Caracterizacgdo do residuo industrial
Visualmente, o residuo apresentou coloracdo amarelada (Figura 5.8), e algumas

particulas em suspensao.

Figura 5.8. Aparéncia o residuo da industria de desinfestantes ambientais.

Fonte: Proprio autor

O teste de DQO fornece uma indicagdo da quantidade de matéria organica
carbondcea (NUVOLARI, 2003). De acordo com Sperling (2005), a matéria organica
carbonidcea, com base no carbono organico, ¢ composta pela fracdo degradavel e
biodegradavel. Segundo Nuvolari (2003), a legislagdo brasileira nao fixa valores baseados no
teste de DQO. Portanto, para efeito de comparagdo, Foresti (2013) afirma que a faixa de
valores de DQO caracteristica de esgotos sanitdrios ¢ em torno de 0,25 a 0,8 g.l'l. Pires,
Zamariolli e del Nery (2013) apresentam caracteristicas de aguas residuarias industriais
predominantemente organicas e, as aguas da industria sucroalcooleira apresentam valores de
pH reduzidos, entre 3,5 ¢ 5, e de DQO elevados, com mais de 30g.1’1 até 150 g.l'l, conforme
verificado no presente estudo (Tabela 5.2).

Valores de pH afastados da neutralidade podem afetar os microrganismos e a vida
aquatica em geral (SPERLING, 2005). A resolucio CONAMA 357/2005 determina que o
padrao de langamento de efluentes, direto ou indireto, em corpos d’agua deve ser com pH
entre 5,0 e 9,0. Nesse caso, esse tipo de efluente teria que ser alcalinizado previamente para

ser lancado no ambiente.

Tabela 5.2. Caracterizac¢do do residuo industrial usado nos ensaios de geragao de biogas

A s Acgticares Solidos Sélidos Solidos
pH AbS(()Ill'bma;ncm ?g?g totais Totais Fixos Totais | Volateis Totais
' (AW) (AW) (A1) (A1)
3,19 0,610 73,5 26 3,74 0,22 3,52

Fonte: Proprio autor
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A concentragdo de solidos totais foi reduzida (3,74gl'), se levarmos em
considerac¢do os solidos dos in6culos testados (Tabela 5.1). Entretanto, as concentragdes de
solidos fixos e solidos volateis indicam que ha mais matéria organica no residuo, 3,52 g.1" de

solidos volateis, do que material mineral, 0,22 g.l'1 de solidos fixos.

5.2.2. Reativagdo e purifica¢do celular

Foi verificado crescimento microbiano tanto na reativacdo do residuo em meio de
cultivo quanto nas diluicdes seriadas. Na Figura 5.9 foi observado turbidez em todos os
reatores da dilui¢do seriada, indicando o crescimento bacteriano (Tabela 5.3). O reator
anaerébio de maior dilui¢do (107) apresentou turbidez de 1,322 nm, sendo obtida a cultura

bacteriana purificada.

Tabela 5.3. Crescimento celular nos reatores anaerdbios de diluicdo seriada.

Diluicéo 107 107 107 10 107 10° 107

Turbidez (nm) 0,740 1,331 1,295 1,388 1,447 1,303 1,322

Fonte: Proprio autor

Figura 5.9. Reatores anaerobios de diluicao seriada para purificacdo do residuo industrial

Fonte: Proprio autor

5.2.3. Caracterizacdo nutricional

A avaliagdo nutricional da cultura purificada (dilui¢io 107) cresceu em todas as
diferentes fontes de carbono (Figura 5.10). Maintinguer et al (2015), Song et al (2012) e
Noparat et al (2011) também obtiveram crescimento bacteriano para bactérias isoladas
produtoras de gas hidrogénio nas fontes de carbono testadas.

Observou-se maior crescimento nos meios de cultivo com sacarose e glicose. Da
mesma forma, Song et al (2012) verificaram crescimentos mais elevados em sacarose, frutose,
glicose e amido. Os crescimentos mais reduzidos foram observados para lactose e glicerol.

Contrariamente, Nomura et al (2013), ndo observou crescimento em glicerol das bactérias
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hidrogenotroficas. J& Maintinguer et al (2015) apresentaram crescimentos elevados das
bactérias isoladas geradoras de H, em maltose e em glicerol.
Em comparagdo com o glicerol (0,446 nm) o crescimento celular em glicose (1,322

nm) foi 277% maior.

Figura 5.10. Crescimento celular das culturas isoladas (diluigdo 10”) em reatores anaerébios para
diferentes fontes de carbono.
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Fonte: Proprio autor

5.2.4. Caracterizagdo morfologica

Por meio da técnica de coloracdo de Gram, foi possivel diferenciar células Gram
positivas coradas em azul-violeta e células Gram negativas coradas em rosa. As andlises
microscopicas de coloracdo de Gram realizadas no residuo reativado mostraram que o residuo
era composto principalmente por bacilos Gram positivos e Gram negativos (Figura 5.11).
Além disso, a microscopia por contraste de fase demonstrou que as morfologias
predominantes foram de bacilos, com presenca rara de alguns cocos (Figura 5.12).

Nos testes realizados com o residuo purificado (diluicio 107) foi verificado
predominio de bacilos Gram positivos (Figura 5.13, Figura 5.14). Bactérias isoladas
produtoras de hidrogénio podem apresentar morfologia em forma de bastonetes e coloragao
Gram positiva (NOMURA et al, 2013; SONG et al, 2012; NOPARAT et al, 2011), além de
sobreviverem em pH 4cido e proximos a 4,0 (MAINTINGUER et al, 2008).

A diversidade morfoldgica reduzida pode ser justificada devido ao pH 3,2 que,

provavelmente, favoreceu a permanéncia de bacilos acidofilos.
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Figura 5. 11 Microscopia de luz comum (aumento 1000 X) em meio de cultivo do residuo reativado.
R

(a) bac1los Gram positivos; (b) bacﬂos Gram negatlvos
Fonte: Proprio autor

Figura 5.12. Microscopia de contraste de fase (aumento 1000 X) em meio de cultivo do residuo
reativado.

(a) bacilos; (b) cocos
Fonte: Proprio autor
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Figura 5.13. Microscopia de luz comum (aumento 1000 X) em meio de cultivo apds purificagdo
celular (diluigdo 107).

(a) bacilos Gram positivos.
Fonte: Proprio autor

Figura 5.14. Microscopia de contraste de fase (aumento 1000 X) em meio de cultivo apds purificagao
celular (dilui¢do 107).

(a) bacilos.
Fonte: Proprio autor
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5.3. Ensaios de geracao de biogas em reatores anaerdbios em batelada

5.3.1. Consumo do substrato orgdnico

Foi observado que em todos os reatores houve o consumo de DQO (Figura 5.15).

Figura 5.15. Variagdo temporal da DQO nos reatores anaerdbios.
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(a) Condigdo 1 (100% meio de cultivo); (b) Condicdo 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo industrial);
(c) Condigdo 3 (50% meio de cultivo e 50% residuo industrial); (d) Condigao 4 (100% residuo industrial).
Ensaio 1: Sem filtro de NaOH. Ensaio 2: Com filtro de NaOH
Fonte: Proprio autor

Na biodigestao completa a DQO ¢ consumida, principalmente, quando o gés metano
e o dioxido de carbono sdo formados (LAMAISON et al, 2009).

Na condicdo 4 (100% residuo industrial), para o ensaio de gis metano, houve
81,59% de consumo de DQO; o maior consumo dentre todos os ensaios realizados. As
condicdes 2 e 3 apresentaram consumo de 64% e 74%, respectivamente. Enquanto que a
condicdo 1 (100% meio de cultivo) no reator de geragdo de biogéds teve o menor consumo,
apenas 57,52%. Nessa condi¢do 1 havia mais disponibilidade de fonte de carbono proveniente

do meio de cultivo, fornecendo mais substrato para as bactérias fermentativas. Como ja foi
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discutido anteriormente, com o excesso de matéria organica, mais acido pode ser produzido,
inviabilizando assim a capacidade desse consumo por arqueias acetogénicas e metanogénicas.
Segundo Chernicharo (2007), a remogao de DQO da fase liquida depende da conversao de
acetato em metano. Na condi¢do 4 (100% residuo industrial) as arqueias metanogénicas foram
capazes de consumir o acetato produzido, consumindo a DQO e gerando gas metano.
Segundo Chernicharo (2007), em sistemas anaerobios por volta de 50 a 70% do
material organico biodegradavel ¢ convertido em gas metano, porém, ao final da operagao,
ainda restam cerca de 10 a 30% de DQO afluente, isto porque uma parcela da DQO ¢
recalcitrante, ou seja, ndo pode ser degradada pelas bactérias fermentativas. Nos ensaios, as
condi¢cdes 3 e 4 atingiram essa meta, restando cerca de 25% de DQO na condig¢do 3 (50%
meio de cultivo e 50% residuo industrial), e 19% de DQO na condi¢dao 4 (100% residuo

industrial).

5.3.2. Consumo de acucares totais

Em todos os ensaios houve o consumo quase total dos acticares. A taxa de consumo
ultrapassou os 90% em todas as condigdes (Figura 5.16). Em 24 horas de operagdo, os
acucares ja haviam sido consumidos, comprovando a ocorréncia da fase fermentativa nos
reatores. Na acidogénese, os microrganismos acidogénicos fermentam aguicares, aminoacidos
e acidos graxos, e produzem acidos organicos, dlcoois, didxido de carbono e hidrogénio, que
servirdo de substrato para a producdo do acetato pelos microrganismos acetogénicos
(CHERNICHARO, 2007).

Apenas nos reatores da condicdo 4 (100% de meio de cultivo), o actcar foi
totalmente consumido em 24 horas de experimento. Esse fato pode ser devido a baixa
concentracio inicial de agucar, cerca de 75 mgl’', que foi consumido por bactérias
fermentativas. Nos demais ensaios, a concentragdo de aglicar nao chegou a zero ao final dos
experimentos, mas na condicdo 3, ambos os reatores consumiram mais de 99% das
concentragoes iniciais de aglcares.

As menores taxas de consumo de aglcares foram nos ensaios de biogéas das
condig¢des 1 (100% meio de cultivo) e 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo industrial), com
95,32% e 94,47%, respectivamente. Provavelmente, concentragdes mais elevadas de agucares
no inicio do experimento estavam além da capacidade de consumo dos microrganismos

acidogénicos.
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Figura 5.16. Variagdo temporal dos consumos de agucares totais nos reatores anaerobios
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(a) Condigdo 1 (100% meio de cultivo); (b) Condigdo 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo industrial);

(¢) Condigdo 3 (50% meio de cultivo ¢ 50% residuo industrial); (d) Condigdo 4 (100% residuo industrial).

Ensaio 1: Sem filtro de NaOH.

Ensaio 2: Com filtro de NaOH

Fonte: Proprio autor

5.3.3. Quantificagdo do biogas gerado

Em todos os ensaios houve geragdo de biogas (Figura 5.17).

A geragdo de gas metano ¢ evidenciada, pois 0 CO,, também produto da biodigestao

e/ou fermentacdo de carboidratos, fica retido no NaOH na forma de Na,CO; (LAMAISON et

al, 2009). Além disso, tal evidéncia foi comprovada com o uso do equipamento LANDTEC

GEM 2000” ao final de cada ensaio, onde as porcentagens dos gases metano, gas carbonico e

oxigénio foram detectadas.

Os ensaios produziram gés proporcionalmente com a quantidade de meio de cultivo

PYG fornecida. Assim, para a condi¢do 1 (100% meio de cultivo) foram obtidas geracdes

mais elevadas de gds metano com cerca de 28,185 mmols produzidos, enquanto que para a

condicdo 4 (100% residuo industrial) obteve-se apenas 1,787 mols de gas metano. Isto
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ocorreu, provavelmente, devido a quantidade de fonte de carbono oferecida. Com adigdes

mais elevadas de carbono, mais subprodutos foram gerados nas primeiras fases da digestao,

fornecendo mais substrato para a geragao do biogas.

Figura 5.17. Variagdo temporal da produgdo de biogés e gas metano nos reatores anaerobios.
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(a) Condigdo 1 (100% meio de cultivo); (b) Condicdo 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo industrial);
(¢) Condigdo 3 (50% meio de cultivo e 50% residuo industrial); (d) Condigdo 4 (100% residuo industrial).

Ensaio 1: Sem filtro de NaOH.

5.3.4. Composicdo do biogas gerado

Ensaio 2: Com filtro de NaOH
Fonte: Proprio autor

Na Figura 5.18 observa-se a composicao dos gases gerados no headspace dos

reatores, medida antes da lavagem no filtro de NaOH.

Segundo Chernicharo (2007), a proporcdo de gas carbonico em relacdo ao gas

metano pode variar dependendo das caracteristicas do composto a ser degradado; para esgotos

domésticos a proporcao tipica ¢ em torno de 70 a 80% de CH4 e 20 a 30% de CO;. A condigao

4 (100% residuo industrial), para o ensaio de gas metano, foi a que mais se aproximou deste

indice, atingindo 77,9% de gas metano e 8,1% de gas carbonico.
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Figura 5.18. Composi¢do do gas gerado nos reatores anaerobios
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(a) Condigdo 1 (100% meio de cultivo); (b) Condicao 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo industrial);
(c) Condigdo 3 (50% meio de cultivo e 50% residuo industrial); (d) Condigao 4 (100% residuo industrial).
Ensaio 1: Sem filtro de NaOH. Ensaio 2: Com filtro de NaOH
Fonte: Proprio autor

A condi¢do 3 (50% meio de cultivo e 50% residuo industrial) obteve os menores
valores de gas metano, com 12,6% para o ensaio 1 e 22,7% para o ensaio 2. Enquanto as
condicdes 1 e 2 obtiveram resultados proximos, com cerca de 53% de metano na condi¢do 1
(100% meio de cultivo), e 60% de metano na condigdo 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo
industrial).

As porcentagens de O, observadas ndo foram necessariamente gerados no processo
biologico no interior dos reatores. Como era um sistema aberto, durante a quantificagdo do
biogés, provavelmente, o aparelho onde foram realizadas as porcentagens do biogas gerado
aspirou o headspace do reator, aspirando também o ar através da mangueira do sistema que
ndo estava em condi¢des anaerdbias. Além disso as porcentagens verificadas de O, foram de
cerca de 10%, e portanto muito reduzidas, ndo interferindo no digestdo anaerdbia. Desta

forma, comprovou-se que o gas gerado nos reatores, que atravessou o filtro de NaOH era

metano, e o biogas que ficou retido era CO,.
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5.3.5. pH

O pH se manteve neutro ao final dos ensaios comprovando que os agentes
tamponantes carbonato de calcio, fosfato monopotassico e hidrogenofosfato de potassio foram
eficazes (Tabela 5.4).

Quando as condigdes ambientais do sistema sdo favordveis e as populagdes de
arqueias acetogénicas ¢ metanogénicas se encontram em quantidades suficientes, os acidos
sao rapidamente consumidos e ndo se acumulam além da capacidade neutralizante do meio,
como resultado, o pH permanece numa faixa favoravel (CHERNICHARO, 2007). Deste
modo, pode-se observar que as condigdes dos reatores foram favoraveis em todos os ensaios,

com o auxilio dos agentes tamponantes.

Tabela 5.4. pH no final na operagdo dos reatores anaerobios.

Condigao 1 Condigao 2 Condic¢ao 3 Condicao 4
pH Ensaio Ensaio Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio Ensaio
1 2 1 2 1 2 1 2
Inicial 7,51 7,5 6,99 7,06 6,99 7,10 7,02 7,08
Final 7,42 7,24 7,36 7,28 7,68 7,70 7,34 7,31

(a) Condigdo 1 (100% meio de cultivo); (b) Condicédo 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo industrial);
(¢) Condigdo 3 (50% meio de cultivo e 50% residuo industrial); (d) Condigdo 4 (100% residuo industrial).
Ensaio 1: Sem filtro de NaOH. Ensaio 2: Com filtro de NaOH
Fonte: Proprio autor

5.3.6. Andlises de solidos

As andlises de solidos dos reatores mostraram que, em sua maioria, foram
consumidos no final da operacdo dos reatores anaerobios (Figura 5.19). Contrariamente, para
a condi¢do 4 (100% residuo industrial), no ensaio “biogas”, houve elevacdo nas concentragdes
dos solidos totais, ao invés de consumo. Isto pode ser explicado, pois, observou-se que o
aumento foi na concentragdo dos solidos volateis, indicando, que pode ser devido ao
crescimento da populacdo bacteriana do reator. Possivelmente, as concentragdes de matéria
organica presentes mais reduzidas que nos demais ensaios, favoreceram os microrganismos
em condicdes ideais para o seu crescimento.

As concentragdes 1niciais de solidos mais elevadas foram na condic¢do 2 (80% meio
de cultivo e 20% residuo industrial), 18,74 e 21,46 g.I'"", devido ao meio de cultivo inserido
que continha matéria organica e inorginica a ser consumida pelos microrganismos. Nas
condigoes 2 e 3 (50% meio de cultivo e 50% residuo industrial), e no ensaio “ metano” da

condicdo 4 (100% residuo industrial), os solidos totais foram consumidos ao final do
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experimento, resultado esperado visto que, com a geragdo de metano a matéria organica ¢

consumida pelos microrganismos, como ja explicado anteriormente.

Como o residuo possuia concentragdes mais reduzidas de solidos (Tabela 5.2),

consequentemente, para a condicdo 4 (100% residuo industrial) foram verificadas

concentragdes iniciais mais reduzidas de solidos; como era de se esperar.

Figura 5.19. Concentragdo de solidos nos reatores anaerobios.
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Fonte: Proprio autor

Ensaio 2: Com filtro de NaOH
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5.3.5. Andlises microscopicas

As andlises microscopicas com coloracdo de Gram mostraram a manutencao dos
bacilos acidofilos presentes no residuo industrial (Figuras 5.20, 5.21 ¢ 5.22).

Os reatores da condigdo 2 (80% meio de cultivo e 20% residuo industrial),
apresentaram bacilos Gram positivos e Gram negativos (Figura 5.20). Na condi¢do 3 (50%
meio de cultivo e 50% residuo industrial) a morfologia bacteriana predominante foram os
bacilos Gram positivos, alguns deles com formacao de endosporos terminais (Figura 5.21).
Tais morfologias sdo caracteristicas de espécies de bactérias produtoras de gas hidrogénio
(MAINTINGUER et al 2008 e 2015). Entretanto, ndo foram realizadas analises de Biologia
Molecular para a identificacdo de tais microrganismos. Provavelmente tais microrganismos
estiveram envolvidos na fase fermentativa da digestdo anaerdbia.

Apenas na condicdo 4 (100% residuo industrial) foram identificadas bactérias
filamentosas Gram negativas, mas também houve bacilos Gram positivos e negativos (Figura
5.22.). As arqueias metanogénicas do género Methanosaeta formam filamentos longos e finos
(PATEL e SPROTT, 1990; CHAUHAN, OGRAM ¢ REDDY, 2004; CHERNICHARO, 2007;
NARAYANAN et al, 2009; MORI et al, 2012) e sdo predominantemente Gram negativas
(PATEL e SPROTT, 1990; MORI et al, 2012). Provavelmente tais morfologias pertenciam a

arqueias metanogénicas.

Figura 5.20. Microscopia de luz comum (aumento 1000 X) dos reatores anaerdbios da Condicao 2
(80% meio de cultivo e 20% residuo industrial).
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(a) bacilos Gram positivos; (b) bacilos Gram negativos.
Fonte: Proprio autor
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Figura 5.21. Microscopia de luz comum (aumento 1000 X) dos reatores anaerobios da Condicéo 3
(50% meio de cultivo e 50% residuo industrial).

(a) bacilos Gram positivos; (b) bacilos Gram negativos; (c) endoésporos terminais.
Fonte: Proprio autor

Figura 5.22. Microscopia de luz comum (aumento 1000 X) dos reatores anaerdbios da Condicdo 4
%)% Vr‘e\siduo indust{ial).

e : . 4” . h £
(a) bacilos Gram positivos; (b) bacilos Gram negativos; (c) bactérias filamentosas.
Fonte: Proprio autor
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6. CONCLUSOES

O residuo industrial proveniente da fabricagdo de desinfestantes ambientais pode ser
aplicado como substrato organico para geracdo de gas metano.

O residuo de inseticidas apresentou elevadas concentragdes de matéria organica,
confirmadas em DQO, agtlcares totais e sélidos. Essas evidéncias abrem possibilidades de seu
reaproveitamento na geragdo de biogds em processos anaerobios.

A produgao de biogas foi verificada para propor¢des crescentes de residuos de
inseticidas em reatores anaerdbios. Porém, na condi¢do 4 (100% de residuo industrial), foi
verificada a melhor eficiéncia na produgdo de biogds, com os consumos mais elevados do
substrato organico e porcentagens mais elevadas de gas metano no headspace, 77,9% ao final
do ensaio.

Os consorcios anaerdbios enriquecidos apresentaram morfologia bacteriana
predominante de bacilos, que aliado as observagdes de pH reduzido do residuo, evidenciaram

a manutencao de bacilos acidofilos.
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