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RESUMO

A fruticultura tem grande importancia para a economia brasileira, tendo em vista o
consumo, industrializagao e exportagao. A goiaba contribui com a produc¢ao nacional
anual total de 44 milhdes de toneladas de frutas. Entretanto, a quantidade de residuos
gerados no seu processamento industrial € elevada. Os residuos agroindustriais séo
altamente poluidores e devem ser tratados para redugdo de matéria organica
previamente a sua disposi¢cao final. A digestdo anaerdbia pode ocorrer em dois
estagios, permitindo a produgao de biohidrogénio, AGVs, alcoois e biometano a partir
de tais residuos. O presente trabalho avaliou o potencial do residuo do processamento
da goiaba em reatores anaerébios operados em batelada, em codigestdo com esgoto
sanitario, visando determinar condicbes o6timas para produgdao de bioprodutos e
identificar os microrganismos envolvidos no processo. Quatro ensaios foram
realizados num sistema anaerébio em dois estagios, com diferentes relagdes S/l
(substrato/inéculo) (0,67, 1,0, 2,0 e 3,0 g DQO g SV), em triplicata de reatores em
batelada (1 L), headspace (0,3 L, N2 99,99%), a 37°C e a 120 rpm. Primeiro estagio:
residuo, esgoto sanitario, indculo pré-tratado e pH inicial de 5,5; segundo estagio:
efluente do primeiro estagio, lodo granular anaerdbio de reator UASB e pH inicial de
7,0. Além disso, foi realizada a digestdo anaerdbia em unico estagio (relagéo S/l de
1,0). No sistema em dois estagios, o melhor rendimento de H2 foi obtido na relagao
S/l de 0,67 (5,26 mL Hz2 g' SV) e de CH4 nas relagdes S/l de 0,67 e de 1,0 (266,27 e
256,88 mL CH4 g™ SV, respectivamente). Na relagéo S/l de 0,67, o acido acético foi o
principal metabdlito gerado (0,96 g DQO L"). Ao se aumentar a relagdo S/I, a rota
metabolica predominante foi a do propionato e houve acumulo de acido valérico.
Paraclostridium e Clostridium foram os géneros dominantes no estagio acidogénico,
enquanto géneros de arqueias acetoclasticas e hidrogenotroficas foram identificados
no estagio metanogénico. O sistema em dois estagios proporcionou produgao
acumulada de metano 21% maior do que em unico estagio. Estudo de superficie de
resposta foi desenvolvido para otimizagao da fermentacao escura, para maximizar os
rendimentos de H2 e de metabdlitos, além da remocéo de carboidratos. Para isso, 15
condig¢des foram testadas em duplicata de reatores anaerébios (100 mL) com residuo
da goiaba, esgoto sanitario e lodo granular pré-tratado, variando relagdo S/I,
temperatura e pH inicial. Os trés fatores analisados influenciaram a fermentacao
escura do residuo. A melhor recuperagao energética foi verificada para relagcao S/l de
0,3, em pH inicial de 6,79 e a 49,8°C, com 78% na remogéao de carboidratos, geragdes
de metabolitos de 715,21 mg DQO g' SV e rendimentos de 0,21 mmol H2 mmol-"
Carb. Acidos acético e butirico foram os principais metabdlitos gerados. Novas
possibilidades foram abertas para a valorizagédo do residuo da goiaba, objetivando sua
destinacao sustentavel.

Palavras-chave: Biorreatores; Hidrogénio; Metano; Acidos graxos; Residuos
organicos - Reaproveitamento.



ABSTRACT

Brazilian fruit farming has great importance to the economy, with its consumption,
industrialization, and exportation. Guava contributes to the annual production of
around 44 million tons of fruit. The waste quantity generated on industrial processing
is elevated. The agro-industrial wastes are highly polluting and need to be treated
before their final disposal. Anaerobic digestion can occur in two stages, allowing the
biohydrogen, VFAs, alcohols, and biomethane production from these wastes. The
present study evaluated the guava processing waste potential in anaerobic batch
reactors, in co-digestion with sanitary sewage aiming to determine the optimal
conditions for these bioproducts production and identify the microorganisms involved
in the process. Four essays were carried out in a two-stage anaerobic system, with
different S/l (substrate/inoculum) ratios (0.67, 1.0 2.0, 3.0 g COD g™' VS), in triplicate
of batch reactors (1L), headspace (0.3 L, N2 99.99%), under 37°C and 120 rpm. First
stage: guava processing waste, granular sludge heat-treated previously, and initial pH
5.5; second stage: first stage effluent, anaerobic sludge from UASB reactor, and initial
pH 7.0. Moreover, the anaerobic digestion in one stage (S/I ratio of 1.0) was done. On
the two-stage system, the best Hz yield was obtained in the S/l ratio of 0.67 (5.25 mL
H2 g' SV) and the S/l ratios of 0.67 and 1.0 for CHa yield (266.27 and 256.88 mL CHa
g’ SV, respectively). In the S/l ratio of 0.67, acetic acid was the main metabolite
generated (0.96 g COD L"). With the increase of the S/I ratio, the predominant
metabolic pathway was propionate and had valeric acid accumulation. Paraclostridium
and Clostridium were the dominant genera on the acidogenic stage, while acetoclastic
and hydrogenotrophic archaea genera were identified on the methanogenic stage. The
two-stage system allowed CH4 accumulated production 21% higher than for just one
stage. Response surface study was elaborate for dark fermentation optimization, to
maximize the H2 and metabolites yields, besides carbohydrates removal. To do this,
15 conditions were tested in duplicate of anaerobic batch (100 mL) with the guava
waste, sanitary sewage, and granular sludge heat-treated, varying S/I ratio,
temperature, and initial pH. The three factors analyzed influenced the dark
fermentation of the waste. The best recuperation was in the S/l ratio of 0.3, initial pH
of 6.79 and 49.8 °C, with 78% of carbohydrate removal, metabolites generation of
715.21 mg COD g’ SV and yield of 0.21 mmol H2 mmol' Carb. Acetic and butyric
acids were the main metabolites generated. New possibilities are open for guava waste
valorization, aiming at its sustainable destination.

Keywords: biogas; biohydrogen; biomethane; volatile fatty acids; agro-industrial

waste.
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1 INTRODUGAO

O Brasil possui condigdes que permitem o cultivo e colheita de grande
variedade e quantidade de frutas quase o ano todo nas diferentes regiées, sendo o
terceiro maior produtor do mundo. A fruticultura nacional movimenta a economia com
producao anual de cerca de 44 milhdes de toneladas de frutas. Boa parte é consumida
in natura, entretanto, 47% da producdo € destinada ao mercado de frutas
processadas, como sucos, doces, polpas e uma seérie de outros aproveitamentos
(TREICHEL et al., 2016). A goiaba tem uma producédo consideravel de 415 mil
toneladas anuais (KIST et al., 2018). A goiabada, doce tradicional de goiaba, é um
dos produtos industrializados de fruta mais produzidos e consumidos no mercado
brasileiro (MENEZES et al., 2009).

Existem perdas consideraveis de produtos agricolas durante a cadeia de
processamento industrial, o que gera quantidade elevada de residuos com carga
organica elevada. Fatos marcantes com relagdo aos residuos organicos gerados
constituem risco ambiental, tais como a falta de gerenciamento, auséncia de
tratamento, disposicao final inadequada e suas decorréncias, dentro outros. Dessa
forma, o tratamento e reaproveitamento desses residuos abrangem questbes de
interesse ambiental e econémico (NASCIMENTO FILHO; FRANCO, 2015).

Diversas tecnologias podem ser utilizadas para o tratamento de residuos do
processamento de frutas, além de serem bons substratos para a produgao de biogas,
na digestao anaerdbia, que envolve 0 uso de um consoércio de microrganismos para a
degradacao e estabilizagao de substratos organicos (PELLERA; GIDARAKQOS, 2016).

O biogas surge como uma fonte energética alternativa, por ser energia
reciclavel, renovavel e limpa, que pode ser utilizada diretamente para geragdo de
energia elétrica. Além disso, o biogas gerado pode ser purificado a biohidrogénio ou
biometano para aplicagcdo como combustivel veicular, por exemplo. O uso do biogas
segue em crescimento no mundo como um todo, porque apresenta vantagens unicas,
como conservagao de energia, reducdo da emissdo de gases de efeito estufa que
contribuem para o aquecimento global, além de questdes sociais.

A microgeracdo e minigeracdo distribuida de biogas também tém sido
incentivada. No Brasil, a Lei 14.300/22 trouxe esses avangos para o setor, com mais
autonomia, pois produtores de biogas, a partir de biomassa, poderao receber créditos

equivalentes a sua producdo de energia elétrica e taxagcdo 0% para energia
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autoconsumida. Além disso, ha a facilidade na realizagao de investimentos (BRASIL,
2022).

O biogas pode ser obtido de diversas fontes, com destaque para os residuos
da agroindustria, como do processamento de frutas que podem ser aplicados na
digestdo anaerdbia para obtengdo de hidrogénio (Hz) e metano (CHa4) (GAO et al.,
2019).

Durante a operagao e montagem de reatores bioldégicos podem ser impostas
condigdes de processo que favorecam a degradagdo da matéria organica em dois
estagios, fermentacao seguida de metanogénese. Nesse sentido, o primeiro estagio
pode ocorrer num reator acidogénico, com produgao de biogas rico em hidrogénio e
de produto liquido composto de AGVs e alcoois, resultantes da fermentacdo da
matéria organica complexa que formam o efluente desse reator. A seguir, o efluente
acidogénico pode ser transferido a um reator metanogénico, no qual havera a
conversao dos AGVs a biogas rico em CHas. Dessa forma, a digestdo anaerdbia em
dois estagios é vantajosa porque € um processo que viabiliza a producdo de dois
biocombustiveis, o biohidrogénio e o biometano (HANS; KUMAR, 2019).

O processo em estagios também pode permitir uma recuperagao energética
até 20% maior do que em unico estagio, devido ao aumento de AGVs disponibilizados
pelo primeiro estagio. Além da contribuicdo energética do biohidrogénio no balango
final, mesmo que em quantidades reduzidas (GIOANNIS et al., 2017).

Efluentes do processamento industrial podem ser aplicados em processos de
codigestao, ou seja, dois ou mais substratos simultaneamente, como uma alternativa
para melhorar o tratamento e incrementar a producdo de biogas. Além disso, a
codigestdo apresenta outras vantagens, como o aumento da estabilidade do
processo, diluicdo de substancias inibitérias, balango de nutrientes, efeito sinérgico de
microrganismos, aumento da biodegrabilidade da matéria organica e vantagens
econdmicas para aplicagcdo em grande escala (HAGOS et al., 2017). Apesar da
relacdo DQO (demanda quimica de oxigénio — matéria organica): N (nitrogénio) ser
necessaria para que a digestdo anaerdbia ocorra, tal taxa pode variar bastante,
dependendo do tipo de efluente ou do residuo aplicado. Estudos sugerem que a
relagdo minima necessaria seja de 300:1 (HUSSAIN et al., 2015).

Esgotos sanitarios podem ser um substrato utilizado em codigestdo anaerobia,
pois contém nutrientes essenciais para a digestdo anaerodbia, principalmente

nitrogénio e fosforo, além de ser constituido de 99,9% de agua, podendo agir como
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diluente em residuos orgéanicos do processamento de frutas. Além disso, o esgoto
sanitario apresenta alcalinidade, o que faz com que seja suportado substratos com
quantidade de matéria orgénica elevada facilmente degradavel, que poderiam ser
inibidoras se tratadas isoladamente, como a sacarose das frutas, por exemplo. Assim,
a codigestao de residuos organicos com esgoto sanitario pode ser uma estratégia
adequada para diminuir a sobrecarga organica ocorrida na monodigestao, ainda mais
quando se considera a elevada quantidade de esgoto que é produzida (ADAMES et
al., 2021; MATA-ALVAREZ et al., 2014).

Producédo de biohidrogénio a partir de biomassa orgénica, como residuos
agroindustriais, via fermentacdo escura € uma tecnologia promissora. Entretanto
conhecer a influéncia dos parédmetros operacionais, da configuracado do reator e ter o
controle do processo € importante para garantia de alta performance. Dessa forma,
para cada residuo a ser aplicado na fermentagao escura é importante conhecer como
se comportara o reator e qual a sera o rendimento de Hz e demais bioprodutos de
valor agregado nas diferentes condigdes operacionais. Como diversos fatores
influenciam conjuntamente o0s processos bioldgicos, trabalhos empregando
metodologia de estudo de superficie de resposta tém sido empregados de forma a
otimizar a geragao desses bioprodutos (GHIMIRE et al., 2015).

Ademais, € importante enfatizar que pesquisas sobre a digestdo anaerdbia de
residuo de goiaba é escassa na literatura. Dentro desse contexto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a produgdo de biohidrogénio, biometano e outros
bioprodutos de valor agregado a partir da codigestdo de residuos organicos do
processamento industrial da goiaba, em concentragdes crescentes, e esgoto sanitario

em reatores anaerobios operados em batelada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Residuos agroindustriais de frutas

O Brasil, beneficiado pelo clima, € o terceiro maior produtor de frutas no mundo,
com volume estimado em 43 milhdes de toneladas em 2019. Ha também a importancia
econdmica para o pais, principalmente ao se considerar o volume de exportacdo, que
em 2018 chegou a 980 mil toneladas de frutas. O mercado absorve grande parte das
frutas in natura, mas 47% das frutas sdo destinadas para o processamento e
industrializagdo, com conservas, sucos, doces e refrigerantes, entre outros produtos.
A goiaba teve uma produc¢ao estimada de 578,6 mil toneladas em 2018 (CARVALHO;
KIST; BELING, 2019).

A regido Sudeste lidera o plantio, sendo Sdo Paulo o principal estado. A
quantidade de frutas produzida no Circuito das Frutas, regidao que abrange dez
municipios do estado entre Campinas e Sdo Paulo, tem bons indices em relagao a
produg&o nacional, inclusive com a goiaba (PINTO et al., 2018).

O processamento das frutas é uma atividade agroindustrial importante pois
permite agregar valor econémico, além de minimizar perdas pela possibilidade de
consumo no periodo entressafra e de utilizacido de frutas que nao atendam ao padrao
de ingestdo in natura. Entretanto, parte da fruta € rejeitada ao longo da cadeia
operacional, como cascas, sementes, carogos e polpas, o que gera residuos com
carga organica elevada que, quando nao tratados, geram um passivo ambiental,
dispostos em aterros sanitarios ou, simplesmente, descartados em lugares
inadequados.

Esses residuos tém sido utilizados como alimentos para gado ou para
compostagem. Além disso, estudos mostram o potencial de serem utilizados como
subprodutos, por serem fonte disponivel, econdmica e sustentavel na obtencao de
ampla gama de compostos bioativos. A inclusdo na dieta humana é atrativa,
principalmente de subprodutos ricos em vitaminas, minerais, fibras e 6leos, sendo
alimentos funcionais e aditivos alimentares em sintonia com o crescente interesse dos
consumidores pela promocéao da saude e reducio do risco de doengas. Os compostos
bioativos tém muitas vias de atuagédo, como a capacidade de interagir com proteinas,
DNA e outras moléculas biolégicas produzindo respostas desejadas do organismo e

o potencial para modificar a composicdo e atividade metabdlica da microbiota
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intestinal. Além disso, tais residuos organicos também podem ser aplicados como
adubos (REGUENGO et al., 2022).

Entretanto, a produgado de biogas a partir de residuos agroindustriais por meio
da digestdo anaerdbia é uma alternativa interessante para a redugédo da poluigéo,
além da valorizagdo desses na obtencdo de energia. Além disso, os residuos
organicos do processamento industrial de frutas sao indicados (DONADON; SANTOS,
2018; FREITAS et al., 2021; NASCIMENTO FILHO; FRANCO, 2015). No entanto,
residuos com niveis de agucares soluveis elevados e aplicados em altas cargas
organicas nao sao indicados para tratamento em sistemas de unico estagio, pois
comprometem a agao dos microrganismos metanogénicos e, a vista disso, diminuem
a eficiéncia de remog&o da matéria organica e produ¢cado de metano (CREMONEZ et
al., 2021).

2.2 Digestao anaerébia em dois estagios

Processos de digestao anaerdbia sdo entendidos como um sistema em que os
microrganismos trabalham de maneira interativa para a conversdao de matéria
organica complexa em produtos, como metano, gas carbdnico, agua e novas células,
e ocorrem em quatro etapas principais: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese. As trés primeiras etapas — fermentagao —, nas quais o biogas rico em
H2 é formado, envolve degradacdo de materiais complexos em agucares simples,
além da formacéao de bioprodutos de valor agregado, como os acidos graxos volateis
(AGVs) e alcoois, com interesse econémico por sua aplicacéo industrial. E na ultima
etapa — metanogénese — que os AGVs e alcoois sdo utilizados para produgao de
biogas rico em CH4 (VON SPERLING; CHERNICARO, 2005).

A etapa de hidrdlise consiste na conversao de particulas complexas (de cadeia
maior, nem sempre solidas) em materiais dissolvidos mais simples, pela agao de
exoenzimas, que possam passar pela parede celular das bactérias fermentativas para
seus metabolismos. Clostridium, Bacteroides, Eubacterium sao exemplos de bactérias
que realizam esse processo e produzem lipases, proteases e amilases para a
conversao de lipideos a acidos graxos, proteinas a aminoacidos e polissacarideos a
agucares menores, respectivamente (VON SPERLING; CHERNICARO, 2005).

Na acidogénese, as bactérias fermentativas metabolizam os produtos da

hidrdlise no interior das células, produzindo AGVs (acético, propidnico, butirico, por



25

exemplo), alcoois (etanol), cetonas (acetona), CO2 e H2. Com isso, na acetogénese,
as bactérias acetogénicas (Syntrophobacter e Syntrophomonas, mais comuns) fazem
a oxidagao dos compostos organicos intermediarios em substrato apropriado para os
microrganismos da metanogénese, principalmente acetato e H2 (VON SPERLING;
CHERNICARO, 2005).

Por fim, na metanogénese, as arqueias metanogénicas acetoclasticas e as
hidrogenotroficas utilizam acetato (fonte de carbono e energia) e CO2 e hidrogénio
para produgcdo de metano, respectivamente. Em grande parte de reatores, as
acetoclasticas sao responsaveis por cerca de 70% do metano produzido, sendo
Methanosaeta e Methanosarcina as mais conhecidas (VON SPERLING;
CHERNICARO, 2005) (Figura 1 (a)).

De forma simplificada, é possivel compreender a digestdo anaerobia em dois
estagios, conforme descrito a seguir. No primeiro estagio (fermentagdo escura)
bactérias facultativas e anaerdbias convertem a matéria organica complexa em
materiais organicos simples, principalmente acidos graxos volateis (AGVs), bem como
gas carbodnico e hidrogénio (VON SPERLING; CHERNICARO, 2005).

As trés primeiras etapas da digestao anaerdbia também sédo conhecidas como
fermentacao escura, que envolve a degradagao da matéria organica complexa, como
carboidratos, em agucares simples, como a glicose, que é metabolizada em piruvato
via glicolise. Na via glicolitica, o ATP gerado é utilizado pelos microrganismos para
obter energia, enquanto o piruvato € convertido em AGVs, alcoois, H2 e CO2 (HANS;
KUMAR, 2019).

Atualmente, os AGVs quando isolados e purificados sdo amplamente
utilizados nas industrias téxtil, farmacéutica, de couro, de plasticos, além de
alimenticias, com efeitos na saude e de alto valor agregado, podendo ser
denominados como pods-bidticos. Também sao aplicados na remogao biolégica de
hidrogénio, produgcéo de biodiesel e geracdo de eletricidade por meio de células
combustiveis, por exemplo. Sua produgédo também é desejada por, em comparagéo
com biogas, ser de mais facil e mais segura transportagdo e armazenamento, e
possuir maior valor agregado. Dessa forma, os AGVs sdo produtos almejados na
recuperagao proporcionada por meio da fermentagcéo escura (ZHOU et al., 2018).
Tradicionalmente, esses compostos tém sido obtidos por meios petroquimicos,

enquanto a busca por fontes renovaveis aliada a preocupagdes ambientais impulsiona
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a necessidade de desenvolver novos modelos de produgcdo, como a por processos
bioldgicos (GRESES; TOMAS-PEJO; GONZALEZ-FERNANDEZ, 2020).

O segundo estagio € de conversao de AGVs e hidrogénio em metano, por
arqueias metanogénicas em uma interacdo sintréfica (VON SPERLING;
CHERNICARO, 2005). Por conseguinte, ha também a possibilidade de realizar esse
processo em dois estagios, em um sistema composto de dois reatores, o primeiro
chamado de acidogénico, no qual ocorrem as trés primeiras etapas do processo, € 0
segundo, chamado de metanogénico (Figura 1 (b)).

Figura 1 — Processos de digestdo anaerdbia em (a) Unico estagio e (b) dois estagios.

Digestéo anaerobia
em unico estagio

a)

T Acidos organicos Acido acético CH
coO H 4
':; simples I:\l> sz ’:: 4 COZZ :> co,

‘ I
b) Digestao anaerdébia
em dois estagios

Fonte: adaptado de Hans e Kumar (2019).

O processo de desintegragcao também pode ocorrer, anteriormente a hidrdlise,
para a conversdo de particulas inertes e soluveis, como a lignina e a celulose, em
polimeros, quando biomassas organicas complexas s&o utilizadas como substrato. O
desenvolvimento do processo da digestdo anaerdbia separada em dois estagios é
relatada na literatura, como uma interessante alternativa por aumentar a estabilidade
e desempenho global do processo (HANS; KUMAR, 2019).

Uma vantagem de destaque em dividir o processo de digestdo anaerdbia em
dois estagios esta em propiciar a produgédo de hidrogénio, um combustivel livre de
carbono e que tem como unico produto de sua combustao a agua, além de possuir
aplicagdes industriais mais amplas do que o proprio metano. Além disso, a produgao
biolégica de Hz é promissora por demandar menos energia do que outros processos
e, assim, se torna uma tecnologia economicamente viavel e com custo mais

competitivo, principalmente ao se considerar que proporciona o uso de residuos como



27

substrato, em que ha consumo de agucares e geracao de produtos para serem
utilizados em segundo estagio da digestao anaerdbia (GHIMIRE et al., 2015).

Nesse sentido, a condi¢cdo anaerdbia é a que faz com que os prétons H* atuem
como receptores de elétrons na oxidagao dos substratos organicos e, por isso, ha a
consequente producédo de H2, bem como diversos intermediarios e coprodutos. As
vias metabdlicas durante o processo depende do substrato, do metabolismo
microbiano envolvido e de fatores como temperatura, pH e pressédo parcial de H2
(GHIMIRE et al., 2015).

Digestores de dois estagios propiciam ajustes adequados nas condigdes de
processo que otimizam o enriquecimento e a performance dos microrganismos
acidogénicos e metanogénicos, como ajuste no pH, temperatura, tempo de retengéo
hidraulica e carga organica. O pH entre 5,0 e 6,0 no reator acidogénico e 7,0 no reator
metanogénico favorece a diversidade dos respectivos microrganismos envolvidos nas
geragdes de hidrogénio e de metano, respectivamente. Além disso, tais condi¢des
operacionais apresentam estabilidade para residuos altamente fermentaveis,
propiciando, assim, aplicagdes de maiores cargas organicas. Ou seja, substratos com
elevada concentracdo de acucares, facilmente hidrolisaveis, apresentam potencial
mais elevado de degradacéao e de produgao de biogas hidrogénio e metano nesse tipo
de sistema.

De forma contraria, reatores anaerdbios operados em unico estagio, poderiam
ocasionar complicagdes relacionadas a instabilidade e acidificacdo. Dessa maneira,
muitos trabalhos tém aludido ao emprego de residuos gerados em toda cadeia

agroindustrial em sistemas anaerobios de dois estagios (CREMONEZ et al., 2021).

2.3 Lodo granular e pré-tratamentos

A escolha do indculo € um passo fundamental para o bom desempenho do
processo de digestdo anaerobia. Adicionar inéculo adequado no inicio da operagao
de reatores evita inibigdo do processo e favorece a operagdo. Dessa forma, a
quantidade de lodo adicionada a digestores também & um fator importante a ser
considerado e determinado (CREMONEZ et al., 2021).

O lodo granular anaerébio proveniente de reatores UASB (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket — reator anaerdbio de manta de lodo de fluxo ascendente) € conhecido

por sua relevante aplicacdo no tratamento de diferentes efluentes e residuos, tanto
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em escala de laboratério quanto em escala piloto. O processo de granulagdo é
complexo e abrange muitos parametros fisico-quimicos. Comumente, as bactérias
hidroliticas e as acidificantes sdo observadas nas camadas externas nos granulos,
enquanto as arqueias metanogénicas predominam nas camadas mais internas. As
cavidades presentes nas superficies dos granulos tém como fungao ser um canal de
transporte de gases, substratos e metabdlitos (LIM; KIM, 2014).

Inocular reatores para digestdo anaerdobia em unico estagio com lodo granular
anaerobio é recomendado, uma vez que os granulos ja possuem 0s consorcios
microbianos responsaveis pelas etapas do processo. Entretanto, para o processo em
dois estagios (fermentagao e metanogénese), com objetivo da producgao de hidrogénio
no primeiro estagio, é recomendavel a eliminagdo de microrganismos consumidores
desse gas, como metanogénicos que o utilizam para a geragdo de metano e estéo
presentes no lodo granular. Portanto, a inibicdo das espécies consumidoras de Hz, a
partir de lodos anaerébios advindos de reatores aplicados no tratamento de efluentes
organicos € necessaria para maximizar a produgdo de hidrogénio no estagio
acidogénico (ALIBARDI et al., 2012).

Pré-tratamentos no lodo granular, como por exemplo acido, basico, choque
térmico, calor seco e dessecagao ou congelamento e descongelamento sao indicados
para a inibicdo dos microrganismos metanogénicos. O pré-tratamento térmico é muito
executado devido a sua efetividade na inibicdo da metanogénese, ao enriquecimento
de produtores de H2 e por ser um método simples e de baixo custo. Além disso,
combinar o pré-tratamento com as condi¢des 6timas do processo também é desejado,
como pH, temperatura e caracteristicas do substratos, que poderao promover as rotas

metabdlicas de produgbes elevadas de hidrogénio (ROSSI et al., 2011).

2.4 Digestao anaerébia de residuos agroindustriais em dois estagios

O tratamento anaerdbio de residuos agroindustriais para recuperagao
energética, bem como a codigestao e digestdo anaerdbia em dois estagios, ja séo
alvo de estudos. O foco de tais estudos € a reducao da disposi¢cao desses residuos,
por meio de sua valorizagao como fonte de bioenergia e bioprodutos.

Dareioti et al. (2009) estudaram a codigestdo anaerdbia em dois estagios de
diferentes residuos agroindustriais, sendo o efluente do processamento de azeitona,

esterco liquido de vaca e soro de queijo, em reatores de mistura completa de fluxo
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continuo (CSTR) com tempo de detencéao hidraulica (TDH) de 19 dias, considerando
todo o sistema. A mistura foi composta por 55, 40 e 5% de cada residuo,
respectivamente. Foi obtida remocao de DQO soluvel de 75,5% e de DQO total de
64%, com rendimentos de metano de 243 L CH4 kg™' DQO, em porcentagens médias
de 73,5% de CH4 no biogas, resultados que mostraram a viabilidade de tratamento
desses residuos com concomitante produgdo de biogas. No reator acidogénico, a
producgido de hidrogénio oscilou, com média de 0,46 L H2 Lr' d*! e porcentagem de
hidrogénio no biogas de 27%, e nao foi observada a remocdo de DQO soluvel.
Entretanto, foi verificada a producao crescente de acido acético com o passar da
operagao do reator, atribuido ao aumento da concentragao de bactérias acidogénicas,
bem como produg&o dos acidos butirico, isobutirico, propidnico, valérico e isovalérico,
0 que permitiu maior produgdo de metano no segundo estagio por serem utilizados
como substrato pelo consércio microbiano. Os autores também concluiram que o uso
do esterco e soro de queijo como cosubstratos trouxe vantagens como a estabilidade
do processo, rendimento elevado de metano e viabilidade devido a sazonalidade dos
efluentes.

Carvalheira et al. (2018) analisaram a performance de um sistema anaerébio
em dois estagios tratando residuos de polpa de frutas (péssego e maga) em reatores
do tipo CSTR (5 litros) em condigbes mesofilicas, com recirculagdo no primeiro
estagio, para aumentar o tempo de retencdo de sélidos. O reator acidogénico foi
inoculado com lodo de reator anaerébio uma estagdo de tratamento de esgoto
sanitario. Foi aplicada carga orgénica volumétrica (COV) de 33,3 g DQO L' d' em pH
de 5,50. Foram obtidos como produtos principais acido propioénico e etanol. O efluente
foi aplicado no reator metanogénico, inoculado com lodo granular anaerdbio do
tratamento de efluentes de cervejaria, numa COV de 9,3gDQO L-'d" e pH 7,4. Foram
obtidos rendimentos de metano de 0,29 L CH4 g' DQO e porcentagem elevada de
CH4 no biogas (74,3%), além de remocéo de DQO de 98,4%. A separacéo em dois
estagios, para residuos da fruticultura, apresentou outra vantagem, devido a
sazonalidade das frutas. O reator acidogénico foi mais robusto e pdde suportar uma
frequente mudanca de substrato. O reator metanogénico foi preservado das variagoes
da composicao inicial dos residuos, favorecendo a acdo da comunidade
metanogénica, que é mais sensivel a possiveis choques de pH, resultantes do
acumulo de acidos, quando residuos de alta carga s&o utilizados.
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Mari et al. (2020) determinaram o potencial energético de produgao de biogas
no sistema em dois estagios a partir de aguas residuarias de processamento de
mandioca e obtiveram os melhores rendimentos, de 1,1 mol Hz2 kg™' Carb e 0,263 L
CH4 g' DQO, a COV de 14 gCarb L' d' e 12 g DQO L' d', respectivamente. Os
ensaios foram realizados em reatores anaerobios de biofilme em batelada (AnSBBR)
a diferentes COVs. O tempo total do ciclo foi de 10 horas, abaixo de sistemas com
unico estagio, que normalmente requerem TDH maiores do que 24 horas. A
porcentagem de metano no biogas foi elevada, chegando a 78%, o que era esperado
para dois estagios. Foi verificado que, mesmo com aumento da carga organica, houve
elevagao na producdo de metano, embora tenha ocorrido uma reducédo na remocao
de DQO. A energia produzida pelo sistema foi de 105,2 kJ L' d', o que mostrou um
potencial de recuperar 407 MJ/tonelada do residuo, que segundo os autores,
representou cerca de 20% da energia consumida pela industria.

Muitos desses residuos agroindustrias sdo materiais lignocelulésicos, que
possuem conteudo energético elevado, em misturas de polimeros naturais, sendo eles
celulose (30-50%), hemicelulose (25-30%) e lignina (15-30%). A sua degradacgéo
efetiva requer estagios sinérgicos de produgcédo de enzimas celuloliticas, hidrolise de
polissacarideos e fermentagcdo de acgucar. A hidrélise é geralmente limitada pela
estrutura complexa de materiais, incluindo cristalinidade de celulose e tamanho da
particula (RUBIN, 2008).

A composigéo lignocelulésica dos residuos de processamento de goiaba
variam e conhecer a sua composicao pode ajudar a compreender a digestao
anaerdbia e suas rotas metabdlicas. Azevédo et al. (2012) obtiveram 22,1% (matéria
seca) de lignina no residuo do processamento de goiaba (Psidium guajava) para
producgao de suco, composto principalmente de casca, semente e parte fibrosa. Kader
et al. (2016) analisaram a composig¢ao de residuo do processamento de goiaba rosa
e encontraram elevada porcentagem de lignina (4,57-40,02%), celulose (7,48-
11,74%) e hemicelulose (4,42-9,72%).

Entretanto, € importante salientar que estudos do reaproveitamento desses
residuos do processamento industrial da goiaba para a producdo de biogas e

compostos de valor agregado s&o escassos na literatura.
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2.5 Aplicacao de superficie de resposta em trabalhos de fermentagcao escura

para otimizagcao de obtencao de bioprodutos de valor agregado

A fermentacao escura de biomassa pode resultar em variados produtos, devido
a série de reacbes quimicas que coexistem dentro do reator e dependem dos
parametros operacionais, como carga organica aplicada, pH, temperatura, bem como
da estrutura da comunidade microbiana. Ademais, a elucidagédo clara das rotas
metabdlicas € essencial para a otimizagdo do processo acidogénico para a
recuperacao eficiente dos produtos desejados. A proporgdo dos metabdlitos a serem
gerados a partir do piruvato também depende do substrato utilizado e de suas
caracteristicas. A codigestdo também pode influenciar positivamente no processo
bioldgico, com rendimentos elevados de biogas e de produtos de valor agregado
(ZHOU et al., 2018).

Estudos de superficie de resposta podem ser utilizados para avaliar a influéncia
das condi¢des operacionais e demais fatores na fermentacdo escura, a partir de
diferentes residuos, conforme descrito a seguir.

Hitit, Lazaro e Hallenbeck (2017a) aplicaram metodologia de superficie de
resposta a etapa de foto-fermentacéo, realizada apés a fermentagao escura de agua
de lavagem de batata e glicose, para otimizar o rendimento de H2 e a remogéao de
DQO em reatores anaerébios de 160 mL (volume de trabalho de 100 mL), a 30°C e a
120 rpm. A intensidade de aplicacdo de luz na superficie dos reatores foi de 40 W m-
2. Os fatores variados foram quantidade de inéculo, pH inicial e diluicdo do efluente,
que possuia concentragao inicial de 3,8 g L-'. O rendimento mais elevado foi de 7,21
mmol Hz g”" DQO, com 9 mL de inéculo, diluigdo do efluente em 2,5 vezes e pH de
7,5. 97% de remocgao de DQO foi obtida na menor concentragado da fonte de carbono
e em pH 6,5.

Hitit, Lazaro e Hallenbeck (2017b) realizaram novos experimentos, nos quais
se avaliou o efeito da proporg¢ao de microrganismos (1 a 5) (R. palustres: C. butyricum,
em mL) e as concentragdes de substrato (5 a 25 g L") e de solugéo tampao (20 a 80
mM) com o mesmo efluente, sob mesmas condigdes, por meio de desenho de Box-
Behnken. O rendimento mais elevado de H2 foi de 6,4 mol H2 mol! Carb, obtido na
concentragdo de substrato de 15 g L', concentragdo de tampao de 50 mM e relagéo

dos microrganismos de 3. Os autores inferiram que a forte interacdo entre as
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concentragdes de substrato e do tampao observada seja devido a necessidade de
otimizar o pH para os microrganismos envolvidos.

Montoya et al. (2020) usaram planejamento do tipo composto central rotacional,
para determinar as condi¢cdes operacionais ideias da fermentacio escura de residuo
de café na produgdo de H2. Nas condigbes operacionais otimizadas (pH 7,0, 7 g L™
de polpa e de casca e 30% de headspace) foram produzidos 3,04 L H2 L' d". Os
principais metabdlitos gerados na fermentagdo do residuo foram os acidos butirico
(3838 mg L") e isobutirico (506 mg L"), além de metanol (266 mg L") e butanol (156
mg L-"). Os autores realizaram 17 ensaios em frascos Duran® de 500 mL a 30°C e
sob modo estatico, sendo que a polpa e a casca foram pré-tratadas e, para se atingir
o volume de trabalho, foi utilizado efluente do processamento de café (30 g DQO L™).
O consércio microbiano aplicado nos reatores foi obtido a partir de sucessivos reatores
fermentativos em bateladas com aumento gradual de efluente do processamento de
café e utilizado em 0,5 g SV L. No reator otimizado, Clostridium foi o principal género
identificado, provavelmente envolvido na degradacdo da celulose, lignina,
hemicelulose e fenol.

Ochoa et al. (2021) utilizaram um desenho experimental de Box-Benhken para
determinar a condigdo ideal nos rendimentos de hidrogénio e geragbes de
metabdlitos. Foram testadas trés variaveis: relagao entre moido de café e moido de
cacau (para codigestdo) (3:1 a 1:3), carga organica aplicada (2 a 8 g DQO L") e
relacdo C/N (25 a 45), utilizando estrume de porco. Os testes foram realizados em
reatores anaerdbios em batelada (frasco ambar), com volume de trabalho de 200 mL,
relagcdo S/l de 1, com lodo de estacao de tratamento de efluentes de laticinios pré-
tratado termicamente, operados a 35°C e pH de 5,5, além da adicédo de solugao
tamp3do. O maior rendimento, de 271,3 mL H2 g”' DQO, foi obtido a relagdo de moido
de café e moido de cacau de 1:3, carga organica aplicada de 2 e relagdo C/N de 35.
A rota metabdlica do tipo acetato-butirato foi predominante. Entretanto também se
observou produgdes de propionato e lactato. Os géneros dominantes apés a operagéo
dos reatores foram Clostridium, Bacillus e Tisierella.

A influéncia das condi¢des operacionais na fermentagao escura de residuos de
frutas tem sido avaliada na literatura, conforme descrito a seguir.

Mazareli et al. (2020) aplicaram desenho experimental do tipo Plackett-Burman
para avaliar o efeito do pH (5,5 a 7,5), da temperatura (30 a 44°C), volume do

headspace (40 a 60%), porcentagem do inéculo (5 a 15%) e concentracédo de
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carboidratos (3 a 15 g L") na fermentagdo de residuo de banana, como Unico
substrato, utilizando bactérias autdctones. Reatores anaerdbios em batelada (250 mL)
foram operados e os autores verificaram que somente o pH, a temperatura e o
headspace foram variaveis significantes na produgcdo de H2. A maxima produgéo
(38,08 mL H2) foi alcangada a pH 7,5, 44°C, 40% de headspace, 15% de indculo e
concentragdo de carboidratos de 15 g L. Além disso, houve produgdo de acidos
acético (0,02 a 0,72 g L"), butirico (0,03 a 2,66 g L) e latico (0,26 a 5,14 g L"), além
de etanol (0,08 a 0,64 g L") nos ensaios. Clostridium e Lactobacillus foram os géneros
autoctones mais abundantes do residuo da banana.

Camargo et al. (2021a) realizaram caracterizagao microbiana e funcional de
consorcio anaerébio granular de reator UASB aplicado a produgéo de H2 a partir de
residuo citricola (casca) em reatores operados em batelada nas condi¢des otimizadas.
48,47 mmol H2 L foi obtido, sendo 3,64 vezes maior do que a condig&o n&o otimizada.
A rota metabdlica predominante foi da acetogénese, com geragbes maximas de 3731
mg L' de acido butirico e 3516 mg L' de acido acético e houve favorecimento do
género Clostridium (79,78%), além da degradacgao da celulose. A condigao otimizada
apo6s desenho experimental do tipo composto central rotacional (DCCR) foi
concentragédo de 4 g SV L' de indculo, 29,8 g L' do residuo e pH de 8,98.

Previamente, Camargo et al. (2021b) ja haviam obtido, por meio de estudo de
superficie de resposta do tipo Plackett e Burman, que as variaveis mais significantes
para o residuo de casca citricola foram o pH, concentragdes de in6culo e de substrato.

Dessa forma, os residuos agroindustriais de frutas, como o residuo da goiaba,
podem ser testados para aplicagdes na digestdo anaerdbia para obtencdo de
bioprodutos de valor agregado.

O processo anaerdbio em dois estagios possui diversas vantagens que foram
apresentadas, principalmente em rendimentos mais elevados de geragao de biogas.

As condigbes de operagdao que otimizam a produgdo de biogas e demais
produtos de valor agregado por digestdo anaerdbia a partir do residuo da goiaba
nunca foram estudadas.

Nesse sentido, diferentes metodologias necessitam ser testadas em
biorreatores operados com residuos da goiaba, aplicados na geragao de produtos de
valor agregado, por digestdo anaerobia e, dessa forma, auxiliar a dinamica da

comunidade microbiana envolvida nos consumos elevados de tais residuos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Quantificar a producgéo de biogas e outros bioprodutos de valor agregado a partir

de residuos organicos do processamento industrial da goiaba em reatores anaerébios

operados em batelada.

3.2 Especificos

a)

operar reatores anaerobios em batelada com residuos organicos oriundos do
processamento da goiaba, em concentragdes crescentes, visando a produgéo
de hidrogénio e metano, num sistema de dois estagios;

operar reatores anaerobios em batelada com residuos organicos oriundos do
processamento da goiaba, visando a produgédo de metano, em estagio unico;
avaliar a influéncia das condi¢cdes de operacéo dos reatores para maximizagao
da produgéao de H2 e bioprodutos de valor agregado;

quantificar a producdo de bioprodutos de valor agregado (acidos graxos
volateis e alcoois) durante o tratamento anaerébio;

comparar a recuperagao energética entre a digestdo anaerobia em estagio
unico e a digestdo anaerobia em dois estagios para o residuo da goiaba; e
identificar o consoércio de bactérias anaerdbias fermentadoras na producao de

H2 e o consorcio de arqueias metanogénicas na producao de CHa.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Biossistemas para Bioenergia no
Instituto de Pesquisa em Bioenergia (IPBEN) — Unesp de Rio Claro, e fez parte do
Projeto Tematico da FAPESP 2017/22401-8 intitulado “Fruto-Refinaria: Processos de
Obtengao, métodos de caracterizagao e geragao de produtos oriundos de residuos da
fruticultura”, no IPBEN — Laboratério Central - Rio Claro. A pesquisa foi dividida em 5
etapas, conforme fluxograma resumido (Figura 2).

Fi

ura 2 — Fluxograma da metodologia.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

A primeira etapa consistiu na caracterizagado dos substratos, pré-tratamento e
aclimatacdo do inéculo. Na segunda etapa foram operados reatores em batelada para
digestdo anaerdbia, em dois estagios, com o residuo do processamento industrial da
goiaba, em concentracbes crescentes e com os mesmos indculos, codigerido com
esgoto sanitario. Na terceira etapa foi realizada a digestdo anaerdbia do residuo do
processamento industrial da goiaba, em unico estagio, visando a geragao de metano.

Na quarta etapa foi realizada a fermentacdo escura do residuo para otimizar a
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producao de hidrogénio, demais coprodutos de valor agregado e remogao de
carboidratos, por meio de desenho experimental. Por fim, na quinta etapa, foram
analisados, discutidos e comparados com a literatura os resultados obtidos durante a
operacao dos reatores anaerobios.

a) Substratos:

A fonte de carbono principal utilizada foi o residuo do processamento industrial
da goiaba, cedido por industria alimenticia de produgao de doces de goiaba e geleias
(Predilecta Alimentos — Sao Lourengo do Turvo, Matdo, Sdo Paulo, Brasil); empresa
parceira no Projeto Tematico. O residuo foi o proveniente do decanter, cuja
localizagéo se encontra no fluxograma cedido pela empresa e apresentado na Figura

3.

Figura 3 — Fluxograma da linha de moagem de goiaba.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Esgoto sanitario foi coletado em Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) da
cidade de Rio Claro (22°25'24” S 47°32’58” O), cedido pela BRK Ambiental, empresa
responsavel pelo tratamento da cidade (Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil), e utilizado nas
Etapas 2 e 3. As amostras foram acondicionadas em refrigerador.

Esgoto sanitario sintético foi preparado segundo Martin et al. (2010), cuja

composicao esta descrita na Tabela 1 e foi utilizado na Etapa 4. Tal fato foi necessario
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devido a pandemia de COVID-19, que inviabilizou a coleta do esgoto sanitario

municipal, descrito anteriormente.

Tabela 1 — Composicdo do esgoto doméstico sintético.

Solugédo de macronutrientes Solugéo de micronutrientes
Composto Fonte [mg/L] Composto [mg/L]
Glicose C-Carboidrato 200 FeCls;.4H,0 1000
Albumina C-Proteina 21 CoCl».6H.0 1000
Ureia N 13,0 MnCl2.4H,0 250
KH2PO4 P 5,26 CuCl,.2H.0 15
CaCl,.2H.0 Ca 22,05 ZnCl, 25
MgSQO4.7H20 Mg 0,43 H3BO3 25
KCI K 21,3 (NH4)sMO7024.4H20 45
NaHCO3 Na 8,76 NaSeO;.H.0 50
Extrato de 100 NiCl2.6H20 35
evedura
Micronutrientes 1,0* EDTA 500
HCI 36% 1(1)

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
(1) Quantidade expressa em mL/L.

b) Indéculo:

Lodo granular anaerébio proveniente de reator UASB, que trata residuos do
abate de aves (Avicola Dacar Ltda. — Tieté, Sdo Paulo, Brasil) foi usado como fonte

de microrganismos.

4.1 Caracterizagao dos substratos e preparagao do inéculo

O residuo foi caracterizado previamente ao inicio da operagado dos reatores
anaerobios em batelada, em parametros de demanda quimica de oxigénio (DQO),
sélidos totais (ST) e sélidos volateis totais (SV), pH, nitrogénio total, pH e carboidratos
totais. O esgoto sanitario foi caracterizado em analises de DQO, nitrogénio total e
solidos.

O lodo granular anaerdbio foi nomeado como “inéculo in natura”. A seguir, foi
aplicado pré-tratamento térmico em parte do in6éculo (100°C por 15 minutos), de
acordo com Maintinguer et al. (2008), para inibicdo de atividade metanogénica e
nomeado como “indculo pré-tratado”. Para caracterizagdo dos indculos utilizados

foram realizadas analises de solidos.
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4.2 Operacao dos reatores anaerébios em batelada para codigestao anaeroébia

em dois estagios

Quatro ensaios foram realizados com a operagao de reatores anaerdbios
operados em batelada, seguindo as condigdes descritas na Tabela 2. Inicialmente foi
definida a relagdo substrato/inéculo (S/I) a ser utilizada no ensaio, sendo essa
calculada em fungdo da quantidade total de DQO aplicada, em gO2 do residuo, pela
massa total do lodo utilizado, em g SV. A concentragao do in6culo foi fixada em 15 g
SV L-'. A quantidade de esgoto sanitario adicionada nos reatores para realizagéo de
codigestao foi a necessaria para se atingir o volume de trabalho, de 0,7 L. Os ensaios
foram realizados em quantidades crescentes do residuo, tendo em vista a carga
organica elevada do residuo e a imprevisibilidade de adaptagcdo da comunidade
microbiolégica presente nos indculos ao residuo, de forma a evitar a inibigdo ou a

sobrecarga do sistema.

Tabela 2 — Condi¢des dos ensaios.
Relacao S/I
¢ DQO ~ sv(g)  sV(g)
(gDQO g'sVv)  (90:2L7)  substrato  indculo

Ensaio

1 0,67 10 5,51
2 1,0 15 8,27

10,5
3 2,0 30 16,54
4 3,0 45 24,80

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: Relacdo S/I: relagdo substrato/inéculo; DQO: demanda quimica de oxigénio; SV: soélidos totais
volateis.

Os ensaios foram realizados em triplicata de reatores anaerdbios (frascos
Duran®) de 1 L com headspace (0,3L) preenchido com N2 99,99% sob fluxo constante
por 10 minutos, de forma a garantir a anaerobiose. Reator controle (sem adi¢cao de
substrato) também foi montado em cada ensaio para verificar a atividade endogena
do préprio lodo e subtrair a produgao de biogas obtida nos ensaios com substratos

(ANGELIDAKI et al., 2009). Para a manutengao do pH, foram adicionados aos
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reatores acidogénicos 2 g L' de fosfato de potassio (KH2POs) e 2 g L' de bicarbonato
de sédio (NaHCOzs). Nos reatores metanogénicos foram adicionados 5 g L' de
NaHCOs (ANGELIDAKI et al., 2009), alcalinidade necessaria para se manter o pH
dentro da faixa desejada na digestdo anaerdbia. O pH no primeiro estagio foi ajustado
para 5,5 e no segundo estagio para 7,0, utilizando solugdo de HCI 3M ou NaOH 15%.
Os reatores foram mantidos em Incubadora Shaker a 37°C (condigdo mesofilica) e em
agitacéo constante de 120 rpm até a estabilizagdo da produgado de biogas.

O primeiro estagio era composto por reatores acidogénicos, visando a
producao de hidrogénio, alcoois e AGVs, com residuos do processamento da goiaba
e in6culo pré-tratado. O segundo estagio era composto por reatores metanogénicos
alimentados com os efluentes acidogénicos e inéculo in natura, para produgao de

metano (Figura 4).

Figura 4 — Sistema utilizado na digestdo anaerdbia em dois estagios.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

No sistema integrado foram monitoradas a produgcbes de H2, CH4 e a
composi¢cdo de biogas, bem como analises iniciais e finais na mistura liquida de
carboidratos totais, DQO total, DQO soluvel e AGVs e alcoois, além de pH. Durante o
Ensaio 2 (relagéo S/l de 1,0), no primeiro estagio foi realizado monitoramento temporal
dos consumos de carboidratos e pH e, no segundo estagio, os consumos de DQO

total e pH.
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4.3 Operacao dos reatores anaerébios em batelada para codigestao anaeroébia

em unico estagio

O ensaio da codigestao anaerdbia em unico estagio, nomeado Ensaio M1, foi
realizado seguindo as condigdes do Ensaio 2 (relagao S/l de 1,0), descritas na Tabela
2 com adigdes de residuo do processamento da goiaba e esgoto sanitario. O ensaio
foi realizado em triplicata, em condi¢gdes de anaerobiose e os reatores operados em
batelada (1L), com headspace (0,35L) preenchido com N2 99,99% sob fluxo constante
por 10 minutos. Reator controle sem alimentacdo de substrato foi montado. Para o
tamponamento, foram adicionados 5 g/L de NaHCOs3s (ANGELIDAKI et al., 2009). O
pH inicial foi de 7,5 e os reatores foram mantidos em Incubadora Shaker a 37°C e
agitacao constante (120 rpm). Foram monitoradas a produgao de CH4, composig¢ao do

biogas, DQO e carboidratos totais.

4.4 Otimizacao da remoc¢ao de carboidratos, produgao de H2 e de metabdlitos
a partir da fermentacgao escura do residuo da goiaba codigerido com esgoto

sintético

Foram testadas as influéncias da relagdo S/I, do pH inicial e da temperatura
(Tabela 3) na remocé&o de carboidratos, a partir do residuo da goiaba codigerido com
esgoto sanitario sintético, nos rendimentos de H2 no biogas e de metabdlitos na fase
liquida por meio de estudo de superficie de resposta, utilizando o software Design-
Expert® (StatEase, Inc., EUA), versao 11.1.2.0.

O estudo foi do tipo D-6timo e do subtipo randomizado. Foram geradas 15
condigdes (C1 a C15) para serem testadas a partir dos trés fatores numéricos (relagéao

S/l, pH inicial e temperatura) (Tabela 3, Tabela 4).

Tabela 3 — Fatores utilizados no estudo de superficie de resposta.

: Minimo Maximo
Fator Nome Unidade (-1) (+1)
A Relagao S/l gDQOg'SsVv 0.2 5.0
B pH inicial - 55 8.0
C Temperatura °C 37 55

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
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Tabela 4 — Condigdes do planejamento experimental utilizadas no estudo de superficie de resposta.

A B C
Condicao Relacao S/I pH inicial Temperatura

(9 DQO g 8V) (C)

C1 5 8 43.8
C2 1.93 6.48 55
C3 2.02 8 55
C4 2.6 6.75 46

C5 5 6.58 42.7
C6 0.2 8 37
C7 5 6.44 55
Cc8 0.2 5.5 37
C9 0.2 5.5 55

C10 0.2 6.98 47.6
C11 5 5.5 37
C12 5 8 55
C13 3.06 6.98 37

C14 3.06 5.5 47.6

C15 2.36 8 42.7

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Os ensaios foram realizados em duplicata de reatores anaerdbios (frascos
Duran®) de 100 mL com headspace (20 mL) preenchido com N2 99,99% sob fluxo
constante por 5 minutos. Reator controle também foi montado para verificacdo e
subtracdo do biogas obtido pela atividade endégena do préprio lodo (ANGELIDAKI et
al., 2009). A fonte de microrganismos adicionada aos reatores foi proveniente do pré-
tratamento térmico (in6culo pré-tratado). Para a manutengdo do pH, foram
adicionados nos reatores acidogénicos 2 g L' de fosfato de potassio (KH2PO4) e 2 g
L-' de bicarbonato de sédio (NaHCQ3). Foi adicionado esgoto sintético nos reatores
até se atingir o volume de trabalho, de 80 mL.

Os reatores foram mantidos em banho-maria, no modo estatico. O
monitoramento da produgdo de H2 foi realizada num sistema de deslocamento
constante adaptado de Aquino et al. (2007), com lavagem do biogas em NaOH (15%),
para captura do COz, e posterior deslocamento em agua (Figura 5). Também foram
verificados os consumos de carboidratos, além das analises cromatograficas da

composicao do biogas e de producédo de AGVs e alcoois.
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Figura 5 — Sistema para acompanhamento do estudo de superficie de resposta.

NG e, - -

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: A: reatores em banho-maria; B: solugdo NaOH (15%); C: agua; D: Becker para captagédo da
agua deslocada.

As respostas foram ajustadas com modelo quadratico e, somente para o
rendimento de metabdlitos, foi realizada transformagao usando fungéo raiz quadrada
(k=0) para se obter maior R?. Por fim, foi realizada a otimizagdo numérica para
maximizagédo dos rendimentos de Hz e metabdlitos, e da remogéo de carboidratos,
considerando os trés fatores com o mesmo grau de importancia (HITIT; LAZARO;
HALLENBECK, 2017).

4.5 Analises fisico-quimicas, cromatograficas, de biologia molecular e
estatisticas

A Tabela 5 apresenta as analises fisico-quimicas e cromatograficas realizadas

no desenvolvimento do projeto de pesquisa.
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Tabela 5 — Parametros, métodos e referéncia utilizados.

Parametro Método Referéncia
DQO Colorimétrico APHA, AWWA, WEF (2005)
Carboidratos Colorimétrico Dubois et al. (1956)
Solidos Gravimétrico APHA, AWWA, WEF (2005)
pH Potenciométrico APHA, AWWA, WEF (2005)
Composigao do biogas Cromatografico Maintinguer et al. (2008)
Quantificagao do biogas Deslocam.ento Aquino et al. (2007)
volumétrico
Nitrogénio total Semi-micro Kjedahl APHA, AWWA, WEF (2005)
AGVs e alcoois Cromatografico Adorno, Hirasawa, Varesche (2014)

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

O volume de biogas gerado nos reatores foi determinado por deslocamento de
volume, método adaptado de Aquino et al. (2007). A analise de composi¢ao do biogas
pelo método cromatografico foi realizada a partir de um cromatografo de gas
Shimadzu® (GC-2014), equipado com detector de condutividade térmica (DCT) e
coluna Carboxen 1010 PLOT, 30 m x 0,53 mm. O fluxo da coluna foi 5 mL min-' com
argdnio ultrapuro (gas de arraste). As temperaturas do injetor e do detector foram 220
e 230 °C, respectivamente. As temperaturas da coluna foram: 120°C (1 min) 200°C (3
min) 40°C min-' e 230°C (0,5 min) 50°C min-!, com o tempo total da corrida de 7,10
minutos. Hz, CH4, N2 e CO2 foram os gases para os quais a curva no cromatografo foi
realizada. No calculo da porcentagem de cada gas no biogas produzido, a quantidade
de N2 foi desconsiderada, pois essa era a composi¢ao inicial do headspace dos
reatores.

Os AGVs (acético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico e
caproico), alcoois (metanol, etanol e n-butanol) e acetona foram determinados através
de cromatografia gasosa (CG), de acordo com Adorno, Hirasawa e Varesche (2014).
A determinacdo foi realizada em um cromatografo gasoso Shimadzu GC-2030,
equipado com detector de ionizacdo de chama, amostrador automatico para
headspace AOC 6000 Plus e coluna HP INNOWAX (Agilent Technologies), de 30 m x
0,25 mm x 0,25 pm de espessura de filme. As condi¢bes cromatograficas foram: 35
°C (0 min) 2 °C min-* 38 °C (0 min) 10 °C min' 75 °C (0 min) 35 °C min™' 120°C (1
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min) 10 °C min' 170 °C (2 min), com aumento da temperatura final da rampa de
aquecimento até 230°C por 2 minutos, totalizando aproximadamente 17 minutos de
tempo de corrida. O fluxo da coluna foi de 1,5 mL min-' com nitrogénio (N2) como gas
de arraste. O detector usou hidrogénio (H2) a 30 mL min-' com ar sintético a 300 mL
min' e N2 a 30 mL min"' como gases de chama e auxiliar, respectivamente. A
temperatura do detector foi de 280 °C. As condicbes do amostrador automatico
utilizando seringa de 2,5 mL foram: 13 minutos de incubagc&o da amostra, a 100°C,
injecdo de 400 yL de amostra com a seringa a 100 °C e, 3 minutos de lavagem da
seringa com N2 apdés cada injegdo. O software LabSolutions de solugdo do
cromatégrafo foi usado para o tratamento dos dados.

As concentragcbes de etanol e AGV determinadas pela cromatografia foram
expressas em equivalente de DQO, calculadas com base na completa oxidagao a CO2
e H20. Os valores, expressos em g DQO g metabdlito, foram: etanol, 2,087; acido
aceético, 1,066; acido propidnico, 1,512; acido butirico e isobutirico, 1,816; acido
valérico e isovalérico, 2,036; e acido caproico, 2,204 (CARRILLO-REYES et al.,
2020).

Amostras de lodo dos estagios acidogénico e metanogénico (RA e RM,
respectivamente) foram coletadas ao final da operagdo dos quatro ensaios para
identificacdo do consorcio microbiano, a partir da mistura de cada uma das réplicas
(triplicata). Em seguida, as amostras foram armazenadas a -80 °C numa solugéo de
glicerina (50%). A identificagdo do consorcio microbiano advindo do inéculo in natura
também foi realizada. Dessa forma, foram realizadas identificacdes de trés amostras,

conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6 — Amostras, nome e fonte dos inéculos para identificagao.

Amostra Nome Fonte
1 Inéculo Inéculo in natura
) Reator acidogénico Lodo granular do final da operagao da triplicata dos
(RA) reatores acidogénicos

Reator metanogénico Lodo granular do final da operagao da triplicata dos
(RM) reatores metanogénicos
Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
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A extracao de DNA (acido desoxirribonucleico) foi realizada em solugao fenol-
cloroférmio, como proposto por GRIFFITHS et al. (2000), com modificagées. Utilizou-
se fenol tamponado com Tris e cloroférmio (1:1 v/v). A quantificacdo de DNA apos
extracao foi realizada em espectrofotémetro de microvolumes (ND-2000, Nanodrop,
Inc., Wilmington, Estados Unidos, DEA). Valores maiores que 1,8 para a razao entre
a absor¢cdo nos comprimentos de onda 260 e 280 nm (260/280 nm) foram
considerados indicativos de DNA com qualidade suficiente para realizacédo das etapas
seguintes.

As amostras foram armazenadas a -20°C até o seu envio a empresa
GENONE® (Rio de Janeiro-RJ, Brasil) para a realizacdo sequenciamento em
plataforma NGS (Next Generation Sequencing) lllumina MiSeq.

A identificacdo foi realizada através da avaliacdo das sequéncias de
nucleotideos dos genes marcadores filogenéticos rRNA 16S, para procariotos, rRNA
18S e ITS (Internal Transcribed Spacer), para eucariotos. As regides genéticas
sequenciadas foram as regides hipervariaveis V3, V4, V3-V4 e V4-V5 do rRNA 16S e
as regides hipervariaveis V4 e V9 do rRNA 18S e as regides intergénicas ITS1 e ITS2.
As reacgdes de PCR (Polymerase chain reaction) para amplificacdo dos fragmentos
génicos de interesse foram realizadas com o kit enzimatico completo Phusion® High-
Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs) e primers especificos para cada
regiao amplificada e barcodes para identificagdo das amostras. Os produtos das PCR
(amplicons) foram avaliados em gel de agarose (2% p/v) e os fragmentos contendo
entre 400-450 pares seguiram para as etapas posteriores.

Os amplicons foram misturados em propor¢cbes de densidade iguais e
purificados com o kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen, Alemanha). As bibliotecas foram
preparadas com o kit NEBNext® UltraTM DNA Library Prep quantificadas por
fluorescéncia com o Qubit e Q-PCR (Quantitative PCR).

O sequenciamento em plataforma /lllumina MiSeq foi realizado de forma
bidirecional (paired-end) e gerou fragmentos (reads) de 250 pb. As amostras foram
separadas pelas sequéncias barcode identificadoras. Os read forward e reverse foram
pareados utilizando o software FLASH (V1.2.7, http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/)
(MAGOC; SALZBERG, 2011). As sequéncias passaram por andlise de qualidade com
o software Qiime (V1.7.0, http://qgiime.org/scripts/split_libraries_fastq.html) para a
remogao de sequéncias com indice Phred score insatisfatorio (CAPORASO et al.,

2010). A remogao de quimeras foi realizada com o algoritmo UCHIME (algoritmo
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UCHIME, http: //lwww.drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html) utilizando como
referéncia o banco de dados Silva database (EDGAR et al., 2011; HAAS et al., 2011).

A analise taxonbmica das sequéncias foi realizada pelo software Uparse®
(Uparse v7.0.1001, http://drive5.com/uparse/) (EDGAR, 2013). A analise foi feita ao
nivel de espécie, sendo que sequéncias com similaridade 297% foram agrupadas na
mesma OTU (Operational Taxonomic Unit). A classificagdo taxdnomica das OTU foi
realizada de acordo com o banco de dados Silva database (http://www.arb-silva.de/)
pelo método Mothur implementado dentro do software Qiime (Version 1.7.0,
http://giime.org/scripts/assign_taxonomy.html) (ALTSCHUL et al., 1990; QUAST et al.,
2013; WANG et al., 2007).

A relagao filogenética entre as OTU representativas foi determinada pela
ferramenta MUSCLE (Version 3.8.31, http://www.drive5.com/muscle/) (EDGAR, 2004)
foi utilizada.

As sequéncias obtidas foram depositadas no banco de dados publico GenBank
do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), Bioproject PRJNA643936, Inéculo: Biosample
SAMN19023544 (SRA:SRR14459439); RAF: Biosample @ SAMN19024281
(SRA:SRR14459463); e RMF: Biosample SAMN19024300 (SRA:SRR14459477).

Os dados experimentais obtidos da produgdo acumulada de hidrogénio e de
metano foram ajustados utilizando os valores meédios obtidos das triplicatas dos
reatores operados em batelada por meio do software Statistica® (vers&o 8.0). A taxa
maxima de producao de biogas foi obtida por ajuste sigmoidal ndo linear da fungao
Gompertz modificada (LAY et al., 1998), indicada pela Equacédo 1, onde: P é o
potencial de produgéo de Hz2 ou CH4 (mL biogas Lr'), Rm € a taxa maxima de produgéo
de H2 ou CH4 (mL biogas Lr' d'), A é a duragéo da fase de inicio da produgéo de H2

ou CHa4 (dia), t € o periodo de operacgao (dia) e e € o numero de Euler (2,71).

Rm X e
P

B (t) =P Xxexp {—exp[ A-t)+ 1]} (1)

A porcentagem de solubilizagdo da DQO (Sol) durante a operagéo dos reatores
acidogénicos foi calculada de acordo com a Equagdo 2, onde as letras i e f
correspondem aos valores iniciais e finais, respectivamente, e s e t equivalem as
fracOes soluvel e total da DQO (ALZATE et al., 2012).
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Solpgo = ([(DQos)f - (DQos)l-]) 100 2

DQO: — (DQOy);

Foram realizadas analises estatisticas dos valores médios obtidos por meio do
Anova e Teste de Tukey a 5%, considerando-se o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos para as condi¢gdes testadas na secéo 4.2, sendo
os Ensaios 1, 2, 3 e 4 e dois tratamentos para a se¢ao 4.3, sendo os resultados do
Ensaio 2 e do Ensaio M1, de modo a comparar a produ¢cdo de metano e a remocéao
de matéria organica entre a digestao anaerdbia em dois estagios e em unico estagio.

Taxas de rendimento de hidrogénio e metano foram obtidas, em mL H2 g' SV
e mL CHas g SV, respectivamente. O tempo requerido para produzir 80% do CHs total
- T80 - durante todo o periodo de incubagado do segundo estagio foi calculado de
acordo com Camarena-Martinez et al. (2020), como um tempo técnico de digestao. O
T80 é definido ao verificar o tempo de operagao dos reatores no qual se atingiu 80%
da producéo total de metano. Uma estimativa do potencial energético do biogas obtido
foi calculada, considerando o valor energético de 12,7 kJ L' para o hidrogénio e de

37,4 kJ L' para o metano, de acordo com Mateus et al. (2020).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao do substrato e inéculo

Os resultados obtidos a partir da caracterizagao fisico-quimica do residuo do

processamento industrial da goiaba (substrato) e do in6culo estdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas do substrato e inéculos utilizados nos ensaios

Parametro Substrato Indculo In6eulo Unidade
in natura pré-tratado

DQO total 1,27 - - g02/gSV
Carboidratos 334,25 - - mg/gSV
Nitrogénio Total 4,85 - - mgNT/gSV
Sélidos Totais 288,11 74,20 65,51 mgST/g
Solidos Volateis Totais 282,41 63,37 55,61 mgSV/g
pH 4,03 - - -

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

A DQO total obtida do residuo do processamento industrial da goiaba (1,27 g
02 g’ SV) esta préxima a outros residuos industriais do processamento de frutas,
como o de polpa de pera, polpa de tdmara e polpa de macga (1,33; 1,32 e 1,64 g O2g°
1 8V, respectivamente) (PERIMENIS et al., 2018). Entretanto, a concentragdo de
carboidratos (334,25 mg g' SV) foi mais elevada que a de outros residuos
agroindustriais, como o de aguas residuarias do processamento da azeitona (30,33 g
L-"). O resultado da concentragdo reduzida de nitrogénio (4,85 mg NT g-' SV) também
indicou uma biomassa rica em carboidratos e deficitaria em nutrientes, o que justificou
a necessidade adicao de nutrientes e elementos-trago por meio da codigestdo com
esgoto sanitario.

A concentragdo de nitrogénio total do esgoto sanitario foi de 4,02 g NT L.
Ademais, os solidos foram de 0,32 g ST L' e 0,24 g SV L-'. A DQO total foi de 252,72
mg Oz L™, valor abaixo da média esperada porque a coleta se deu em um periodo
chuvoso.

O indculo in natura possuia 63,37 mg SV g'. Apds o pré-tratamento térmico

aplicado foram verificados valores de 55,61 mg SV g, ou seja, parte da matéria



49

organica foi volatilizada no processo, o que pode sugerir a inativacéo de parte dos

consorcios microbianos advindos do lodo granular metanogénico (inéculo in natura).

5.2 Operagao dos reatores anaerdobios em batelada para codigestao anaerébia

em dois estagios

5.2.1 Acidogénese

Na Figura 6 estdao apresentados os resultados de produgcdo acumulada de
hidrogénio no primeiro estagio. Em todas as condig¢des testadas houve H2 no biogas.
A produgéo total acumulada de H2 aumentou com a relagao S/I e, por isso, foi maior
no Ensaio 4 (S/I de 3,0), com 124 + 6 mL H2Lr', 0 que ja era esperado por ser a
condigao com quantidades mais elevadas do residuo agroindustrial. Verificou-se que
a producgao se deu principalmente em até 0,8 dia de operagao dos reatores. No Ensaio
1 (S/l de 0,67), foram verificadas produgdes de hidrogénio mais reduzidas, em 0,3 dia
de operagao. Quando as relagbes S/l foram mais elevadas (S/l de 1,0 e S/l de 2,0) foi
verificada fase de inicio de produgao de hidrogénio de 0,9 e 1,6 dias, respectivamente.
Tal fato correspondeu a adaptacédo do inéculo ao aumento de carga do substrato.
Contrariamente, no Ensaio 4 (S/I de 3,0), a producao de H2 foi imediata, o que indicou
adaptacao por parte dos microrganismos nos consumos de substrato e consequente
producao de H2. Nos Ensaios 3 e 4 foram observadas geragdes crescentes de H: até
2,9 dias.

Os resultados indicaram estabilizagcdo da producido provavelmente por
esgotamento do substrato, que ocorreu aproximadamente 1 dia apds o inicio de
producao de hidrogénio. Provavelmente, de acordo com as condigdes experimentais
adotadas, novos testes com concentracbes mais elevadas de substrato ndo
causariam inibi¢cao a fonte de microrganismos adicionada aos reatores, em fungéo dos

resultados obtidos com o Ensaio 4 (S/I de 3,0).
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Figura 6 — Produgédo acumulada de hidrogénio durante operagao dos reatores acidogénicos.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Na Tabela 8 estdo apresentadas as porcentagens maximas de H2 no biogas
produzido nos reatores acidogénicos. Foi verificado que em todos os ensaios o perfil
de porcentagem foi similar, com maior concentracdo de hidrogénio nas primeiras
horas em que se inicia produgéo, com posterior diminuigdo da porcentagem ao final
do ensaio. A porcentagem maxima obtida foi no Ensaio 3 (relagdo S/l de 2,0), de 28,6
* 2,2 %Hz2, e nos demais ensaios, nos pontos de maxima produgao, ficou entre de 15
a 20%, resultados superiores ao encontrado por Mateus et al. (2020), de 10 e 12%.
Os autores testaram residuo de polpa de goiaba branca a cargas organicas de 11,9 e
10,7 g DQO L', em pH de 5,0 e 4,5, respectivamente, com lodo anaerobio floculado
de reator acidogénico e lodo anaerdbio ndo aclimatado e sem pré-tratamento.
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Tabela 8 — Porcentagem maxima de hidrogénio no biogas produzido nos reatores acidogénicos

Ensaio o
(relagéo S/1) Porcentagem méaxima (%H.)

1

(0,67) 17,0+ 2,0
2

(1,0) 21,8+1,5
3

(2,0) 28,6 +2,2

(340) 19,2430

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Nao foi detectado metano no headspace dos reatores acidogénicos
comprovando a inibigdo da metanogénese com o pré-tratamento térmico do lodo
granular.

Os rendimentos de H2 obtidos foram inversamente proporcionais as elevacoes

nas taxas de S/l (Figura 7).

Figura 7 — Rendimento de hidrogénio em fun¢éo da quantidade de substrato aplicada.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Sendo assim, o rendimento mais elevado de H2 observado foi de 5,26 + 0,45
mL H2 g' SV com a relagdo mais reduzida, S/I de 0,67 (p<0,01). Decaimento no

rendimento, de 21%, foi observado ao se aumentar a relagado S/I de 0,67 para 1,0.
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Nos Ensaios de 2 a 4 nao foi verificada diferenga significativa do rendimento obtido,
de acordo com o teste estatistico realizado para comparagao entre os ensaios. Além
disso, foi verificado que a produ¢édo acumulada nos Ensaios 1 e 2 ndo houve diferenca
significativa, provavelmente pela baixa adicdo de matéria organica, de 10 para 15 g
DQO L' (Tabela 9).

Tabela 9 — Valores médios de producédo acumulada e rendimento de Ha.
Produgdo Rendimento

Anélise de variancia de Hz de H>
Teste F 230,50** 27,16**
c.v. (%) 5,77 6,42
Teste de Tukey a 5%
Ensaio 1
(S/l de 0,67) 4143 c 5,26 a
Ensaio 2
(S/l de 1,0) 48,92 ¢ 414 Db
Ensaio 3
(S/l de 2.0) 85,91b 3,64b
Ensaio 4
(S/l de 3.0) 124,02 a 3,50b

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: c.v. — coeficiente de variagcéo; Letras iguais na mesma coluna indicam que, no nivel de 5% de
significancia, ndo ha diferenga entre as médias. ** - Significativo a 1% de probabilidade
(p<0,01); * - Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05); ns - n&o significativo (p>0,05).

O pH final de 5,6 + 0,2 no Ensaio 1 (S/I de 0,67), de 5,0 + 0,0 no Ensaio 2 (S/I
de 1,0) e de 4,8 £ 0,1 nos Ensaios 3 (S/I de 2,0) e 4 (S/I de 3,0) foram considerados
ainda dentro da faixa 6tima esperada, como observado para sacarose em reatores
acidogénicos (GHIMIRE et al., 2015).

A producdo e o rendimento de hidrogénio foram reduzidos nos ensaios
realizados. Apesar do pré-tratamento térmico aplicado ser amplamente utilizado com
sucesso no aumento da produgao de hidrogénio e diminuicdo da fase de adaptacéo,
ha estudos que reportaram os seus efeitos negativos, causados pela diminuicdo da
diversidade da comunidade microbiana, principalmente devido a inibigcdo de algumas
bactérias produtoras de H2, ndo formadoras de esporos, o que desestabiliza as
principais vias de produgcdo (KRAEMER; BAGLEY, 2007). Entretanto, a conversao
reduzida do substrato em hidrogénio pode estar relacionada com a presenga de outros

metabolitos, como etanol e propionato, indicando que outras rotas metabdlicas
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estavam ativas. Ademais, provavelmente o pH inicial utilizado nido foi adequado,
influenciando assim negativamente na producgéo de Hz, além de haver a influéncia da
composicao do substrato. Dependendo da composi¢ao quimica do residuo, pH mais
proximo de 7,0 é desejado para que a fermentagdo escura acontega com eficiéncias
elevadas na geracao de Hz2 (CAPPAI et al., 2014). Mazareli et al. (2020) obtiveram
producao de Hz2 mais elevada em pH 7,5 (entre 31,01 a 38,08 mL) do que em pH entre
5,5 e 6,5 (entre 6,32 a 29 mL), na fermentacao de residuo de banana, com bactérias
autoctones.

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados de metabdlitos gerados na fase
liquida nos reatores do estagio acidogénico. A comunidade microbiana foi capaz de
produzir bioprodutos de valor agregado a partir do residuo da goiaba em codigestao
com esgoto sanitario, alcangando concentragdes de metabdlitos de 2,05 g DQO L,
para o Ensaio 1 (S/I de 0,67) a 6,62 g DQO L' para o Ensaio 4 (S/I de 3,0). O aumento
da producéo total de metabdlitos entre os Ensaios 2 (S/l de 1,0), 3 (S/l de 2,0) e 4 (S/I
de 3,0) foi baixa em relagdo a produgéo entre o Ensaios 1 (S/l de 0,67) e 2 (S/l de
1,0), indicando que houve diminui¢do do rendimento de metabdlitos, ou seja, uma
limitagdo da atividade dos microrganismos com o acréscimo de substrato foi

observada.
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Tabela 10 — Metabdlitos gerados na fase liquida dos reatores e presentes nos efluentes do estagio

acidogénico.

Concentragdo, em g DQO L™

(Conteudo relativo, em %)

Produtos da Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
Acidogénese (S/l de 0,67) (S/1 de 1,0) (S/1 de 2,0) (S/I de 3,0)
] 0,96 £ 0,12 1,34 £ 0,06 1,32 £ 0,11 1,30+ 0,10
Acido acético
(46,74 + 2,05) (26,44 + 0,24) (22,58 + 0,40) (19,58 + 1,13)
i 0,41 + 0,00 1,64 + 0,22 1,92 +0,18 2,31+0,17
Acido propibnico
(19,95 £ 1,05) (32,30 £ 1,69) (32,80 + 0,90) (34,94 £ 0,81)
i 0,15+ 0,00 0,10 £ 0,01 0,11 +£0,03 0,08 £ 0,00
Acido isobutirico
(7,09 £ 0,14) (1,99 £ 0,15) (1,84 £ 0,30) (1,22 £ 0,03)
) 0,27 + 0,01 0,96 + 0,02 0,86 + 0,13 1,06 £ 0,12
Acido butirico
(13,03 £ 0,75) (18,93 £ 1,17) (14,78 £ 1,94) (16,10 £ 0,35)
Acido 0,17 £ 0,01 0,14 £ 0,02 0,08 + 0,04 L
<|.d.
isovalérico (8,31 £0,16) (2,69 +£0,43) (1,37 £ 0,55)
i 0,56 + 0,00 0,71+ 0,09 1,12+ 0,19
Acido valérico <l|.d.
(11,00 £ 0,51) (12,17 £ 1,11) (16,89 + 0,38)
, 0,16 + 0,01
Acido caproico <l.d. <l.d. <l.d.
(3,19 £ 0,02)
Etanol 0,04 + 0,01 0,10 £ 0,05 0,70 + 0,01 0,56 £ 0,10
ano
(2,00 = 0,28) (2,01 £0,61) (12,01 £ 0,46) (8,39 + 1,07)
0,06 £ 0,00 0,07 + 0,01 0,14 £ 0,02 0,19 £ 0,01
Metanol
(2,88 + 0,04) (1,45 £ 0,07) (2,45 £ 0,14) (2,88 £ 0,17)
TOTAL 2,05+ 0,09 5,07 £ 0,21 5,85+0,25 6,62 + 0,02

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Notas: |.d. — limite de detecgdo da curva: 10 mg L-".

A producéo total de metabdlitos aumentou com o incremento da relagao S/I.
Entretanto, as rotas metabdlicas foram alteradas. A Figura 8 ilustra a distribuicdo dos
produtos da acidogénese, em porcentagem (%). A maior propor¢ao de acido acético
ocorreu no Ensaio 1 (S/I de 0,67). Entdo, com o aumento da relagdo S/I, um
decaimento na proporcao desse metabdlito foi observado. Consequentemente, houve
acréscimo na producédo e proporgao de outros metabdlitos, principalmente os acidos
propiénico, butirico e valérico, além de etanol, demonstrando as mudancgas das rotas
metabdlicas. O acido propidnico foi o principal metabdlito gerado para os Ensaios 2
(S/1de 1,0), 3 (S/lI de 2,0) e 4 (S/I de 3,0).
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Figura 8 — Metabdlitos presentes nos efluentes do estagio acidogénico para as diferentes relagdes
S/l testadas.

100 T
11%
80 13% 12% 17%
_ | | 19%
X 15% 16%
; 60 6  E— S Metanol
2 20% ] 5 ey
= [ 1Acido caproico
6 %ic!go lva\éri;:_o‘
Q 3 Cldo Isovalerico,
[1 32(%3 :li}t:!du lbuﬁric'ol
+ 40+ 0, ] Acido isobutirico
o 2 N =
0,
ol 47%
0
26% S o
0 T Y T ¥ T ! T
S/10.67 S/11.0 S/12.0 S/13.0

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

A produgao de H2 a partir da glicose tem diferentes rendimentos dependendo
se ocorre a fermentacao do tipo acetato e butirato, sendo que o rendimento tedrico
estequiomeétrico via butirato € inferior ao rendimento via acetato, conforme pode ser
verificado nas Equacdes 3 e 4 da Tabela 11, onde estao descritas as reacdes quimicas
para a producado, ou consumo, de H2 e demais metabdlitos. Dessa forma, quando o
principal metabdlito é o acido acético, maiores produgdes de H2 sdo observadas.
Também é possivel que haja o consumo do H2 produzido, quando metabdlitos que
sdo de interesse pelo valor agregado, como propiénico (Equacédo 5) e valérico
(Equacéo 7), estdo presentes nas rotas metabdlicas da fermentagdo. Seguindo outro
caminho, o acido acético e propiénico também podem ser produzidos juntamente a
partir da glicose, sem que haja geragao de Hz (Equacgéao 8). Etanol também pode ser
produzido em conjunto com acido acético com um rendimento de Hz2 menor do que

quando ha somente a produgao desse acido (Equacgao 6).
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Tabela 11 — Reagbes bioquimicas ocorridas para os diferentes metabdlitos produzidos.

Metabdlitos Reacao n° Referéncia
Acetato CeH,,0¢ + 2H,0 - 2CH;COOH + 2CO0, + 4H, (3) (SAADY, 2013)
Butirato CoHy20 - CHyCH,CH,COOH + 2C0, + 2H, 4) (GH"\Q'&E)Q al,

Propionato CoH1,0¢ + 2Hy = 2CH;CHy,COOH + 2H,0 5) (CASTZEOLZLOO) etal,
Et;r][g'tg CoHyp04 + 2H,0 — CHyCH,OH + CHyCOOH + 2C0, + 2H,  (6) (GH"\Q'OFiE)et al,

Valérico CH,CH,COOH + 2C0, + 6H, - CH;(CH,);CO0H + 4H,0  (7)  (SAADY, 2013)

Acetato e (LUO; KAUR;
oropionato 3C¢H,,05 = 2CH3;COOH + 4CH5CH,COOH + 2C0, + 2H,0  (8) WONG, 2019)

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Apesar de o acido propibnico ser reportado como metabdlito em alguns
sistemas de fermentacdo escura, principalmente com substratos complexos, essa
elevada porcentagem encontrada pode sugerir que houve um desequilibrio das rotas
metabdlicas, além de também influenciar negativamente a producgéo hidrogénio, pois
0 processo consome o Hz, conforme discutido acima (CASTELLO et al., 2020).

Entretanto, a produc&o de propionato € mais favoravel energeticamente e tal
metabalito possui valor agregado, principalmente devido a sua aplicagao industrial em
herbicidas, intermediarios quimicos e como conservantes para alimentos, racao
animal e graos (ZHOU et al., 2018).

O acido butirico também teve produgdes consideraveis, acima de 13% em
todas as relacdes testadas. Producao de acido butirico a partir de residuos de frutas
também foi observada por Perimenis et al. (2018), em que foram alcangadas
concentragdes de 5,5 g DQO L', para polpa de tamara numa relagdo S/I de 4,0;
resultado superior ao encontrado no Ensaio 4 (S/I de 3,0) (1,06 g DQO L-"). Entretanto,
os autores obtiveram como principais metabdlitos produzidos os acidos butirico e
acético, enquanto no presente estudo, com o residuo da goiaba, para as relagdes S/I
mais elevadas, acido propidnico foi predominante.

Concentragdes dos acidos acético e butirico estdo associadas a
microrganismos que produzem H2 via fermentagéo dos tipos acetato e butirato, e sdo

os principais metabdlitos esperados. Entretanto, no presente estudo, foi observada
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uma maior quantidade de acido butirico, provavelmente em fungdo da condicéo
operacional imposta de pH mais acido, que favorece a via de butirato, em condicbes
mesofilicas (GHIMIRE et al., 2015), com rendimento estequiométrico de produgao de
H2 inferior (Tabela 11, Equacdes 3 e 4).

No Ensaio 3 (S/l de 2,0) foi observada uma producao de etanol de 12% (Figura
8). De acordo com Ghimire et al. (2015), producédo de etanol também pode estar
associada a reducdo do rendimento de H2 pois ha a diminuicdo dos redutores
equivalentes disponiveis. Isto €, as vias metabdlicas que levam a producgao de etanol
diminuem o rendimento estequiométrico de hidrogénio conforme a Equagao 6 da
Tabela 11.

Com excecgao do Ensaio 1 (S/I de 0,67), foi observada a formacgéo de acido
valérico, em que seu acumulo pode estar relacionado a uma sobrecarga nos reatores,
sendo que para sua producao ha o consumo de acido propiénico e de Hz, conforme a
Equagdo 7 da Tabela 11 (GRESES, TOMAS-PEJO; GONZALEZ-FERNANDEZ,
2020).

O perfil de produgao de metabdlitos foi amplo e isso pode ocorrer durante a
acidogénese de carboidratos complexos, como o residuo da goiaba, dependendo dos
parametros operacionais (GHIMIRE et al., 2015). Acidos carboxilicos possuem valor
agregado para a industria quimica, e sua produgao é economicamente atraente. Além
disso, como discutido, a producdo dos produtos intermediarios na acidogénese
também proporciona uma maior producdo de CHs4 no estagio metanogénico
(GRESES, TOMAS-PEJO; GONZALEZ-FERNANDEZ, 2020).

No Ensaio 2 (S/I de 2,0) foi observada reduzida variagdo no pH durante a
operacgao dos reatores acidogénicos (Figura 9). Provavelmente, a manutencéo do pH
foi um dos fatores que favoreceu a geragao de Hz observada no Ensaio 2. A adigéo
de fosfato de potassio e bicarbonato de potassio, garantiram a manutencéo do pH,
sobretudo nas primeiras horas de operacao, periodo em que ocorre acumulo elevado
de AGVs, provenientes da etapa de acidogénese, que faz com que haja um
decréscimo significativo e acelerado no pH, como verificado pH de 5,52 para 4,71 em
13 horas de operacdo. Mesmo que momentanea, essa diminuigcdo de pH pode ter
inibido parcialmente a atividade hidrolitica e acidogénica, impedindo a conversédo do
substrato em AGVs. Dessa forma, a instabilidade do pH nos reatores acidogénicos
pode ter sido o efeito negativo na producdo de hidrogénio, sendo essencial a sua

corregao, como reportado por Alibardi e Cossu (2016).
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Diversos motivos foram apresentados para a baixa produgao de Hz, possiveis
solugdes e sugestdes seriam testar em pH mais neutro para o residuo estudado, pois,
para alguns residuos lignoceluldsicos, o pH ideal esteve entre 6,5 e 7,0. O aumento
da temperatura também pode ser interessante, pois além de favorecer a via do tipo
acetato, que tem um maior rendimento de hidrogénio, proporciona uma melhor
hidrolise dos compostos lignoceluldsicos (GHIMIRE et al., 2015). Dessa forma, a
hidrolise do material lignoceluldsico pode ter sido um fator limitante para a produgao
de Ha.

Figura 9 — Valores de pH durante operagao dos reatores acidogénicos no Ensaio 2 (S/I de 1,0).
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Na Figura 10 estdo apresentadas as concentragdes de carboidratos totais em
diferentes tempos de operagao dos biorreatores do Ensaio 2 (S/l de 1,0). Observou-
se que o consumo mais elevado de carboidratos se deu, principalmente, nas 13
primeiras horas, diretamente proporcional a produgcdo de hidrogénio (Figura 6) e
variagao do pH (Figura 9).

A eficiéncia de remocao de carboidratos foi de 94%, em relagdo as suas
concentragodes iniciais. Tais resultados foram superiores a de outros estudos, como o
de Dareioti e Kornaros (2014) que obtiveram 85% de remocgéo de carboidratos no
estagio acidogénico com residuo do processamento de azeitona codigerido com soro
de queijo e esterco. As concentragbes elevadas de carboidratos no residuo do

processamento da goiaba, principalmente os agucares adicionados na produgao de
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goiabada, podem ter sido a fonte de substrato altamente assimilavel pelos

microrganismos, durante a operacao desses reatores acidogénicos.

Figura 10 — Valores de carboidratos totais durante operacéo dos reatores acidogénicos no Ensaio 2
(S/l de 1,0).
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados das analises de DQO para o
estagio acidogénico. A DQO total teve pouca variagdo nesse estagio, com a remogao
maxima de 14,3% no Ensaio 3 (S/l de 2,0). A remocao reduzida de matéria organica,
representada pela DQO total, é esperada em reatores acidogénicos, estagio da
digestdo anaerdobia no qual ocorre consumos mais elevados de agucares e a
transformacado de matéria organica complexa, ocasionando o acumulo de demais
coprodutos na fase liquida, como AGVs e alcoois. Resultados semelhantes foram
verificados por Mari et al. (2020), com remog¢des de DQO no estagio acidogénico de
25% com efluentes agroindustriais do processamento da mandioca. A composigéo
quimica do residuo do processamento industrial da goiaba possui quantidades
elevadas de fibras e, provavelmente, ocorreu solubilizagdo de parte da matéria

organica, com excec¢ao do Ensaio 3 (S/l de 2,0), como calculado pela Equagéao 2.
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Tabela 12 — Resultados de DQO e carboidratos para o estagio acidogénico.

DQOt (gO2/L) DQOs (gO2/L) Carboidratos (mg/L)
(reigze(‘,'osn) Inicial ~ Final R€M. nicial Final SOl Inicial  Final ~ Rem.
(%) (%) (%)
7 9.30 8,04 473 502 1117.41 176,83
067) %048 2070 3° 1016 2015 ©3 1503 583 OH18
2 1136 10,44 565 5,57 1783.40 100,28
(1,0) 1023 007 &1 1001 2005 % 16974 10925 o+38
3 2512 21,53 ., 961 882 367086 26844 )
(2,0) £159 0,00 43 4034 0,07 +15498 898 0%
4 38,51 3522 1028 10,52 6399,05 161,16
(3,0) £123 2066 ©° 1017 2046 02 18636 277 04

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: DQOt: Demanda Quimica de Oxigénio total; DQOs: Demanda Quimica de Oxigénio da fragéo
soluvel; Sol.: Solubilizagdo da DQO; e Rem.: remogao.

5.2.2Metanogénese

Na Figura 11 estdo apresentados os resultados de produgcdo acumulada de
metano, atingidos no segundo estagio da digestdo anaerdbia do residuo do
processamento da goiaba, durante os ensaios de codigestdo em dois estagios.

Figura 11 — Produgao acumulada de metano durante operagéo dos reatores metanogénicos.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
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A produgao acumulada foi maior no Ensaio 3 (S/l de 2,0), 4263 £ 124 mLCHa4/Lr
com um T80 de 19,6 dias. Além disso, foi verificado nesse Ensaio 3 (S/I de 2,0) maior
tempo de inicio da geragdo de CHa4, de aproximadamente 4 dias, quando comparado
aos Ensaios 1 (S/l de 0,67) e 2 (S/I de 1,0), que continham menores quantidades de
residuo. Entretanto, para relagées S/I mais elevadas, como no Ensaio 4 (S/I de 3,0),
houve uma producido acumulada mais reduzida do que a relagao precedente. Tal fato
sugeriu alguma inibigdo da atividade dos microrganismos com essa elevagéo, apesar
de ter sido verificado um T80 menor, de 6,9 dias. No Ensaio 1 (S/I de 0,67) foi
verificada geragcdo de metano mais reduzida, com inicio de produgdo em
aproximadamente 1 dia. Além disso, o T80 para essa condi¢ao foi de 10,8 dias,
superior ao observado no Ensaio 2 (S/I de 1,0), que foi de 5,1 dias, indicando
adaptacao do indculo in natura a essa condigao imposta.

As porcentagens de metano obtidas no biogas durante a operagao dos reatores
metanogénicos estdo apresentadas na Figura 12. Constatou-se que as porcentagens
se mantiveram majoritariamente acima dos 60%, com excegéo dos Ensaios 1 (S/l de
0,67) e 3 (S/l de 2,0), que no inicio apresentaram porcentagens inferiores a 40%; com
T80 mais elevados e que foram, respectivamente 10,8 e 19,6 dias, confirmando, mais
uma vez, a adaptacdo da comunidade metanogénica ao residuo. Conforme o
processo entrou em fase exponencial, um crescente aumento da porcentagem de CHas
foi observado. Apesar de o Ensaio 3 (S/I de 2,0) ter apresentado menores
porcentagens na geragcdo de biogas no inicio da operagdo dos reatores, foram
verificadas porcentagens de metano mais elevadas na composi¢ao do biogas, sendo
de 77,9 £ 1,7% com 10,7 dias de operagéo. O Ensaio 3 (S/I de 2,0) também foi o
ensaio no qual foi observado a menor porcentagem obtida, de 16,2 + 0,9% em 0,63
dia, ainda na fase de inicio de producido. Nao foram detectadas concentracdes de Hz
no biogas.

Conteudo similar de CH4 foi observado por Mari et al. (2020) (69-78%) com
efluente do processamento da mandioca, portanto, de acordo com o desempenho de

um sistema anaerobio em dois estagios.
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Figura 12 — Porcentagem de metano no biogas produzido durante operagao dos reatores
metanogénicos.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

O maior rendimento de metano obtido foi de 266,27 + 10,19 mL CHs g' SV
(p<0,01), para o Ensaio 1 (S/l de 0,67) (

Figura 13). Para o Ensaio 2 (S/l de 1,0), houve uma redug¢do nos rendimentos
de metano em apenas 3,5%, mas ao se considerar o desvio observado em ambos o0s
ensaios, nao houve diferenga, conforme analise estatistica (Tabela 13). Por isso, em
ambas as condi¢des testadas, foi verificado aproveitamento energético similar nas
produgdes do metano. A diferenca entre ambos os ensaios se deu, deste modo, na
fase de inicio de geragao de CH4 e, consequentemente, no T80; embora a tendéncia
seja que, em aumento de escala, essa dificuldade seja superada. Entretanto, redugéo
acentuada de 31% no rendimento de metano foi observada entre os Ensaios 2 (S/I de
1,0) e 3 (S/l de 2,0). No Ensaio 4 (S/l de 3,0) foi obtido o menor rendimento de metano,
de 104,67 + 6,84 mL CH4 g' SV e, portanto, ineficiente quando comparado as demais

condi¢des experimentais testadas.
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Figura 13 — Rendimentos de metano obtidos no segundo estagio (metanogénico).
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Tabela 13 — Valores médios de produgdo acumulada e rendimento de CHa.
Producao Rendimento

Anélise de variancia de CH,4 de CH4
Teste F 95,05** 339,16
CV (%) 4,94 3,54
Teste de Tukey a 5%
Ensaio 1
(S/l de 0,67) 2142,55d 26627 a
Ensaio 2 3034.86 ¢ 256,88 4
(S/l de 1,0) , :
Ensaio 3
(S/I de 2,0) 4262,59 a 177,37 b
Ensaio 4
(S/I de 3,0) 370840b 104,67 ¢

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: c.v. — coeficiente de variagcéo; Letras iguais na mesma coluna indicam que, no nivel de 5% de
significancia, nao ha diferenga entre as médias. ** - Significativo a 1% de probabilidade
(p<0,01); * - Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05); ns - ndo significativo (p>0,05).
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Os rendimentos mais elevados verificados neste estudo estdo dentro do
esperado e foram semelhantes a outros residuos agroindustriais documentados na
literatura, assim como a meédia de porcentagem de CH4 alcangada em todos os
ensaios. Dareioti e Kornaros (2014) obtiveram produgdo de metano mais reduzida
com efluentes do processamento de azeitona que o presente estudo, 250,75 mL CHas
g SV com 59% de CHa no biogas, em 20 dias de TDH e 203,11 mL CHa4 g SV com
65% de CH4 no biogas produzido em 25 dias de TDH, indicando que os residuos
industriais de frutas, como o da goiaba, podem ser aplicados para produgédo de CHa.

No segundo estagio foram obtidas eficiéncias de remocgéao de DQO total entre
71,2% e 86,9%, (Tabela 14). A DQO final para os Ensaios de 1 a 3 ficaram em
concentragdes proximas, em torno de 2,39 g Oz L, e a eficiéncia de remocao foi
crescente com o aumento da DQO nos ensaios realizados. Contudo, houve uma
diminuicdo da eficiéncia de remog¢ao da matéria organica no Ensaio 4, o que indica
um menor rendimento de produgao de metano também em termos de DQO removida.
As porcentagens de remoc&o encontradas nesse estudo foram inferiores as
encontradas por Carvalheira et al. (2018), em estagio metanogénico, com reator de
manta de lodo granular expandida alimentado com residuos do processamento de
péssego e maga, em que foram obtidas remogdes em torno de 93% nas diferentes
condigdes. Tais resultados obtidos pelos autores sugeriram que o residuo do
processamento da goiaba & matéria organica de mais dificil biodegradacdo. Pelos
resultados de DQO soluvel (Tabela 14), foi possivel verificar crescente remogao da

matéria organica solubilizada.

Tabela 14 — Remogdes de DQO no segundo estagio (metanogénico).

Ensaio DQOt (gO2/L) DQOs (gO/L)
(relagao S/1) Inicial Final Rem. Inicial Final Rem.
(%) (%)
(0 137) 801+041 231+017 712 441+019 097+012 78,0
(120) 10,00+1,69 227+005 77.3 549+008 0,70+ 0,00 87,2
(230) 1968+ 033 258+020 869 836+002 1,14+0,08 86,4
(340) 3346+ 147 466+038 861 852+031 0,99+0,02 88,4

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: DQOt: Demanda Quimica de Oxigénio total; DQOs: Demanda Quimica de Oxigénio da fragéo
soluvel; e Rem.: remogéo.
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Na Tabela 15 estdo apresentados os resultados temporais de valores da DQO
total do Ensaio 2 (S/I de 1,0). Nas primeiras horas de operagédo foram verificadas
remogdes elevadas da DQO total. Em 3,0 dias (73 horas) de operagdo foram
verificadas remogdes de 63% da DQO, o que € compativel e esperado quando se
considera o T80, que foi de 5,1 dias, periodo no qual se obteve a maior taxa de
producdo de metano. Essa relagdo esta dentro do esperado, pois € justamente
durante o consumo da DQO que se obtém o metano.

Foi verificada variacdo temporal reduzida no pH durante a operagao do Ensaio
2 (S/l de 1,0) (Tabela 15), permanecendo dentro da faixa ideal para o crescimento das
arqueias metanogénicas. A variagdo reduzida no pH ocorreu, provavelmente, pela
adicdo da solugédo tampao. Além disso, os AGVs contidos nos efluentes do primeiro
estagio foram totalmente consumidos durante a operagao do segundo estagio. Nos
demais Ensaios (1,3 e 4) o pH final ficou na faixa desejada e apresentou valores entre
77e71.

Tabela 15 — Valores de DQOt e de pH durante a operagéo dos reatores metanogénicos no Ensaio 2

(Sl de 1,0).
Tempo (dias) DQO (g Oz L) Tempo (dias) pH

0,0 10,0+ 1,7 0,0 7,12 £ 0,04

0,9 6,3+0,7 0,9 7,57 £ 0,03

3,0 3,7+0,3 3,0 7,67 £0,05

6,0 24+0,7 6,0 7,64 £ 0,02

39,9 2,3+£0,1 20,0 7,74 £ 0,01

39,9 7,69 +£0,03

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Dessa forma, por ser possivel tratar maior quantidade de substrato, o Ensaio 2
(S/I de 1,0) apresentou o melhor resultado de rendimento.

5.2.3 Sistema integrado (acidogénese + metanogénese)

As remogdes para DQO total, DQO soluvel e carboidratos, considerando o
sistema integrado, estdo apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Resultados das analises e remogdes no sistema integrado (acidogénico +
metanogénico).

Ensaio DQOt (gO2/L) DQOs (gO2/L) Carboidratos (mg/L)
(relag@o  |picial Final ReM.  |njcial Final Rem. Inicial  Final Rem.
s/l (%) (%) (%)
1 9,30 2,31 75,15 4,73 0,97 79.48 117,41 23,30 97,91
(0,67) 1048 +0,17 +0,16  +0,12 +5,03 16,10
2 1136 227 565 070 1783,40 40,27
100 023 005 9992 4001 000 8703  ie974 252 9774
3 2512 258 961 114 367086 65,04
(20) +159 020 8273 4034 1008 8814 115498 1209 923
4 3851 4,66 1028 0,99 6399505 44.10
30) #1123 038 979 4017 x002 03 118636 104 993

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: DQOt: Demanda Quimica de Oxigénio total; DQOs: Demanda Quimica de Oxigénio da fragéo
soluvel; e Rem.: remogéo.

Os resultados indicaram que a separagdo da digestdo anaerdbia em dois
estagios permitiu remogéao de matéria organica, com remogdes de DQO total acima
de 75% e de carboidratos acima de 97%, o que comprova a capacidade da
comunidade microbiana de ambos os reatores tratar o residuo, diminuindo assim,
possiveis impactos ao meio ambiente.

Na Tabela 17 estdo apresentados os resultados de rendimento de hidrogénio e
de metano por quilograma de sdlidos volateis do residuo da goiaba, bem como a
producao energética obtida em cada um dos dois estagios por grama de solidos
volateis para os ensaios realizados. O Ensaio 1 (S/I de 0,67) apresentou a condigéo
em que se obtiveram os melhores resultados para rendimento. Foi observado, que
mesmo com a produgdo reduzida de H2, no estagio acidogénico, a formagédo dos
demais acidos e alcoois favoreceu produgdes mais elevadas de CHs4 no estagio
metanogénico. Os resultados indicaram que o sistema em dois estagios permitiu
recuperacgéo de biogas a partir do residuo.

Foi verificado que o primeiro estagio (acidogénico) foi pouco responsavel pela
recuperacao energética total, ou seja, foi de apenas 0,69% no Ensaio 1 (S/I de 0,67).
Tal fato também foi observado por Schievano et al. (2014), com 3,9% da producéao
total de 12,6 MJ kg™ SV na primeira etapa, utilizando residuos de frutas e vegetais em
codigestdao com estrume de suinos. De Gioannis et al. (2017), obtiveram 5% no
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primeiro estagio de uma produgao total de 14,5 MJ kg'', com residuos alimentares.
Contribui¢cdes energéticas do primeiro estagio mais elevadas ja foram observadas por
Mari et al. (2020), que atingiu 11%, porém foram aplicadas cargas organicas mais
elevadas. Além disso, o residuo usado no presente estudo & de origem industrial e
pode apresentar componentes que dificultem o processo. Outros testes precisam ser
realizados para otimizar a producao de hidrogénio, com possiveis pré-tratamentos a

serem aplicados no residuo ou diferentes condi¢des.

Tabela 17 — Rendimento de biogas e recuperagéo energética no sistema integrado (acidogénico +
metanogénico).

. ) o Recuperagao B
Ensaio o Rendimento de biogas . Recuperacao total
. Estagio energética
(relagéo S/1) (mLH2ou CH4/gSV) (MJ/kgSV)
(J/gSV)
1 1° 5,26 66,80 10.03
(0,67) 2° 266,27 9958,50 '
2 1° 4,14 56,01 9.66
(1,0) 2° 256,88 9607,31 ’
3 1° 3,64 46,23 6.68
(2,0) 20 177,37 6633,64 ’
4 1° 3,50 44,45 3.96
(3,0) 2° 104,67 3914,66 ’

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Na Tabela 18 estao apresentados os parametros obtidos por meio do ajuste da
equacao de Gompertz modificada. A taxa maxima mais elevada de producido de
hidrogénio foi 270,74 mL H2 Lr" d-!, obtida no Ensaio 4 (S/I de 3,0), e de metano foi
774,21 270,74 mL CHsLr" d"', para o Ensaio 2 (S/I de 1,0). Apesar de que, no Ensaio
4 (S/l de 3,0), o Rm de metano também foi elevado, 587,49 mL CHas Lr™' d*!, quando
comparado aos dos Ensaios 1 (S/I de 0,67) e 3 (S/I de 2,0), que foram 288,79 e 291,80
mL CH4Lr' d-', respectivamente. Além disso, foi verificado que o potencial de
producao de metano (P) foi mais reduzido no Ensaio 4 (S/I de 3,0), que foi de 3586,58
mL CHas Lr", do que no Ensaio 3 (S/I de 2,0) com valor de 4172,61 mL CH4Lr™, com
quantidades mais reduzidas de residuo aplicado. Portanto, mesmo com a taxa
maxima de produgdo elevada do Ensaio 4 (S/I de 3,0), o rendimento de metano
observado foi reduzido, ndo sendo obtido, para essa condi¢do, um aproveitamento
energético satisfatorio na digestdo anaerdbia do residuo.
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Tabela 18 — Par&metros obtidos pelo ajuste da Equacéo de Gompertz (Equacéo 1).

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
(S/l de 0,67) (S/l de 1,0) (S/l de 2,0) (S/l de 3,0)

A o 2° o 2° 1° 2° ° 2°
Parametro est1égio estagio estggio estagio estagio estagio estggio estagio

.P, 4 40,92 199548 48,93 2847,61 8591 4172,61 123,12 3586,58
(mLbiogasLr™")

Rwm
(mLbiogasLr™ 173,07 288,79 262,80 774,21 255,93 291,80 270,74 587,49

d)

(g‘) 0,08 0,81 0,63 0,01 1,30 4,69 0,08 0,00

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: P: potencial de producéo de Hz ou CHas; Rm: taxa maxima de produgéo de Hz ou CH4; A: duragéo
da fase de inicio da produgao de Hz ou CHa.

Dessa forma, os resultados obtidos a partir do ajuste da funcdo de Gompertz
sugerem que as condi¢cdes impostas no Ensaio 2 (S/l de 1,0) sdo recomendadas para
aumento de escala.

O sequenciamento das amostras para identificagdo dos microrganismos
presentes nos reatores permitiu uma avaliagdo da abundancia relativa destes nos
reatores do estagio acidogénico e metanogénico do sistema integrado, partidos do
in6culo. O lodo granular anaerobio (indculo in natura), adicionado aos reatores,
apresentou um porcentual de abundancia relativa para os dominios Bacteria e
Archaea de 41 e 59%, respectivamente (Figura 14). Na amostra dos reatores
acidogénicos (RA), foi observada porcentagem reduzida na abundéncia para o
Dominio Archaea de 8% e consequente aumento para 92% do Dominio Bacteria. Tal
fato confirmou que o pré-tratamento térmico aplicado ao indculo e as condigcbes
operacionais impostas favorecerem o crescimento de comunidade microbiana
responsavel pelos processos fermentativos de produgdo de AGVs, alcoois e H2
(GHIMIRE et al., 2015). Nos reatores metanogénicos (RM) foi observada diminui¢ao
da abundancia relativa do Dominio Bacteria para 83% e aumento do Dominio Archaea
para 17%, com relagcdo ao reator acidogénico. Esse aumento das arqueias
proporcionou a geragao de CHas. Provavelmente, o efluente do reator acidogénico, rico
em acidos organicos volateis e alcoois contribuiu para aumento arqueias e para o

favorecimento de bactérias fermentativas mais resistentes.
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Figura 14 — Abundancia relativa dos dominios Bacteria e Archaea presentes no inéculo € no final da
operagao dos reatores acidogénicos (RA) e dos reatores metanogénicos (RM).

RA RM

41%

In6culo

92% 83%

Bacteria = Archaea
Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

No inéculo in natura foi verificado predominio na abundancia relativa do filo
Euryarchaeota (59%) (Figura 15). Tal fato era esperado por ser lodo proveniente de
reator anaerdbio do tipo UASB, que favorece a predominancia de filos do Dominio
Archaea, seguido do filo Preoteobacteria (15%), advindos do residuo do abate de aves
(XU et al., 2018).

Ao final da operagao dos reatores acidogénicos (RA), foi verificada abundancia
relativa mais elevada para o filo Firmicutes (72%), que é constituido por bactérias
anaerobias fermentativas, além de incluir os principais microrganismos envolvidos nas
etapas de hidrolise e acidogénese, nas quais diversos substratos s&o utilizados para
a produgao de hidrogénio e demais metabdlitos e solventes. Ademais, a elevada
abundancia de Firmicutes pode estar associada ao conteudo elevado de carboidratos
do residuo, além de serem capazes de solubilizar substratos lignoceluldsicos
(GRESES; TOMAS-PEJO; GONZALEZ-FERNANDEZ, 2020). O pré-tratamento
aplicado no inoculo selecionou microrganismos produtores de hidrogénio (YANG; YIN;
WANG, 2019).

No final da operagdo dos reatores metanogénicos (RM) foi observada
abundancia relativa mais reduzida do filo Firmicutes (37%), ou seja, provavelmente
carboidratos e demais agucares contidos no efluente dos reatores acidogénicos foram
consumidos com producgao de produtos intermediarios, para posterior conversao a
metano. O filo Euryarchaeota foi o segundo com abundancia relativa mais elevada

(17%), seguido dos filos Bacteroidetes e Chloroflexi, ambos com 15%. O
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enriquecimento seletivo de Bacteroidetes pode promover a degradagdo de matéria
organica macromolecular complexa, provavelmente envolvido na degradacdo de
proteina e exercendo um papel importante na degradacéo de celulose, tendo acetato
e propionato como produtos, o que foi verificado no presente estudo. Normalmente, o
filo Bacteroidetes esta relacionado as etapas hidrolitica e acidogénica quando a
atividade acetogénica é limitada. Bactérias pertencentes ao filo Chloroflexi séo
tolerantes a elevadas cargas orgénicas em processos de acidogénese, além de
participarem de processos sinérgicos com as metanogénicas hidrogenotroficas. Além
disso, tais microrganismos sao favorecidos quando o pH é mais proximo da
neutralidade. Dessa forma, a elevada abundancia de tais filos pode significar que,
apesar da separagdo em dois estagios, a etapa de acidogénese continuou ocorrendo
no segundo estagio (XU et al., 2020).

Figura 15 — Abundancia relativa de filos presentes no indculo in natura e no final da operagao dos
reatores acidogénicos (RA) e reatores metanogénicos (RM).
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

Foi observado que nos reatores acidogénicos (RA) houve predominio do
género Paraclostridium (38%), seguido de Clostridium (23%) (Figura 16 (b)). Tal fato
era esperado, pois as bactérias produtoras de H2 desses géneros podem resistir ao
pré-tratamento térmico aplicado, formando esporos, e contribuir para a producéo de
hidrogénio e demais coprodutos de valor agregado, além de serem capazes de

degradar celulose. Conforme verificado, a produgdo dos acidos acético, butirico e
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propiénico podem ter ocorrido pelo género Clostridium (CASTELLO et al., 2020).
Algumas bactérias do género Clostridium podem apresentar rendimentos reduzidos
de H2 ao converter hexose diretamente a acetato com substratos lignocelulésicos,
como residuos da goiaba. Nao foi detectado CH4 nos reatores acidogénicos, apesar
de ser verificada abundéancia relatvia do género Methanosaeta (7%).

O género Paraclostridium é conhecido como eficiente produtor de hidrogénio e
provavelmente a sua manutengao foi favorecida no tratamento térmico do inéculo, por
possuir a capacidade de formar endodsporos, frente a essa condigdo ambiental
adversa. Sao obrigatoriamente anaerdbios e reportados como eficientes produtores
de Hz. Entretanto, em concentragdes elevadas de celulose, devido ao aumento da
cadeia de carbono, a produgéo de Hz por esse género pode ser afetada. Uma solugéo
possivel seria a hidrolise prévia por meio da aplicacao de pré-tratamento ao substrato.
Yang, Yin e Wang (2019), ao utilizarem diferentes pré-tratamentos, encontraram
elevada producéo de hidrogénio e abundéncia relativa de Paraclostridium (61%) no
tratamento térmico de lodo anaerdbio de estacao de tratamento de esgoto sanitario.

Entretanto, € mais provavel que as bactérias desse género tenham vindo do
préprio residuo, pois suas diferentes enzimas celuloliticas bacterianas ja foram
isoladas da autofermentacéao de material celuldsico. Rabelo et al. (2020) identificaram
0 Paraclostridium como bactéria autéctone do bagago de cana-de-agucar que foi
capaz de produzir H2 a partir de glicose, celulose e do préprio bagago. Em celulose, o
Paraclostridium teve um crescimento lento e produgéo atrasada de acidos organicos,
com acido propiénico e butirico observados como produtos predominantes, o que esta
de acordo com os resultados de AGVs obtidos e discutidos anteriormente. Em suma,
€ possivel que o género Paraclostridium, identificado nos reatores acidogénicos, tenha
origem no residuo da goiaba e/ou do inoculo in natura, além de atuar na hidrolise da
celulose, favorecendo dessa forma, a producdo de metano verificada no segundo
estagio.

Foi observada abundéncia relativa mais elevada de arqueias metanogénicas
no segundo estagio (reatores metanogénicos (RM)) (Figura 16 (c)), o que pode ter
favorecido o elevado rendimento de metano verificado e descrito anteriormente. Ou
seja, a manutengao da abundancia relativa de microrganismos anaerobios do inéculo
in natura foi mantida na presenca do efluente rico em AGVs. Nesses reatores foi
observada a abundancia relativa do género Methanoregula (5%), que juntamente com

Methanolinea (4%), indicaram a predominéancia de rota metabdlica hidrogenotréfica.
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Entretanto, também foi verificada a ocorréncia dos géneros Methanosaeta (4%) e
Methanosarcina (2%), metanogénicas que utilizam o acetato. Resultado compativel
com a produgao reduzida de acido acético, em propor¢ao, no estagio acidogénico. Os
géneros Petrimonas (12%) e Syntrophomonas (9%) identificados, podem ter atuado
na degradacao de acidos graxos intermediarios, como o propidnico (encontrado em
grande proporgao nas analises do estagio acidogénico), butirico, além de etanol. A
presenca dessas bactérias foi fundamental para oxidagdo do acido propiénico
produzido no primeiro estagio e a produgao elevada de metano obtida no segundo
estagio, desempenhando, portanto, um papel importante na digestdo do residuo
(SCHMIDT et al., 2016) (MERLINO et al., 2012). A presenca de Clostridium (20%) e
Paraclostridium (12%) no segundo estagio também favoreceu a continuidade da
degradagao do substrato e a consequente producdo de metano (RABELO et al.,
2020). Além disso, Aminobacterium (3%) foi encontrada no RM e € um tipo de bactéria

que consome proteina para producao de acetato e propionato.
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Figura 16 — Abundancia relativa dos géneros para (a)indculo in natura; (b) reatores acidogénicos
(RA); e (c) reatores metanogénicos (RM).
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
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Com os resultados das analises dos AGVs formados durante o estagio
acidogénico e analise biomolecular, ja discutidos anteriormente, foi possivel propor as
principais rotas metabdlicas e os microrganismos envolvidos nas respectivas
conversodes. A rota proposta se baseou na celulose (presente nas cascas, sementes
e fibras da goiaba) e nos principais agucares presentes na goiaba, principalmente
glicose e frutose. Também foi levado em consideragédo que a etapa de acetogénese
foi limitada no primeiro estagio, com conversdo dos principais metabdlitos
intermediarios encontrados (acidos propidnico, butirico e valérico, e etanol) a acetato
e hidrogénio. Posteriormente tais metabdlitos foram usados como substrato para a
producado de metano, que ocorreu no segundo estagio. Nesse sentido, foi inferido que
ocorreu um processo de oxidacdo sintrofica para produgcdo de acetato a partir do
etanol e dos acidos propidnico e butirico, com posterior utilizacdo dos produtos pelas
metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotréficas. Normalmente, o valerato nao é
estavel e pode ser facilmente convertido a acido propiénico. Apesar das analises
cromatograficas dos reatores metanogénicos nao terem indicado a presenca de H2 no
biogas, a presenga das metanogénicas hidrogenotroficas indicou que houve a sua
producao e o seu rapido consumo ainda na fase liquida (Figura 17) (CARVALHEIRA
et al., 2018; GHIMIRE et al., 2015; LENS et al., 1996; LUO; KAUR; WONG, 2019;
OCHOA et al., 2021; SCHMIDT et al., 2016; ZHOU et al., 2018).

Dessa forma, bactérias dos géneros Paraclostridium e Clostridium participaram
da conversao dos residuos industriais da goiaba com consumos de agucares a etanol,
acidos aceético, butirico, propiénico, valérico e hidrogénio (RABELO et al., 2020). Além
disso, ha a versatilidade de bactérias fermentativas do género Clostridium, que podem
estar envolvidas em possiveis consumos de hidrogénio a acido acético, pela
homoacetogénese (CASTELLO et al., 2020). Bactérias fermentativas produziram
acido acético, incluindo as pertencentes ao género Petrimonas, que consumiram acido
propidnico e as do género Syntrophomonas, provavelmente envolvidas na
degradagao de etanol e acido butirico (LUO; KAUR; WONG, 2019). A seguir, arqueias
metanogénicas dos géneros Methanosaeta e Methanosarcina estiveram envolvidas
nas geragbes de metano a partir de acido acético, além de Methanoregula e
Methanolinea a partir de H2 e COz2 (Figura 17) (SCHMIDT et al., 2016).
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Figura 17 — Fluxograma simplificado com possiveis rotas metabdlicas e principais microrganismos
envolvidos na digestdo anaerdbia do residuo do processamento da goiaba em dois estagios.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

5.3 Operagao dos reatores anaerdébios em batelada para codigestao anaerébia

em unico estagio

Na Figura 18 estdo apresentados os resultados da produgcdo acumulada de
metano no Ensaio M1 da digestdo anaerdbia em estagio unico com relagéo S/l de 1,0.
A producao total acumulada foi de 2395 + 60 mL CH4 Lr" em 12,6 dias de operacao.
Pelos resultados obtidos do ajuste sigmoidal da fungdo de Gompertz modificada, a
produgao acumulada se estabilizou em 6,8 dias, sendo o valor de P de 2277 mL CHa4
Lr'. O T80 foi de aproximadamente 3 dias. A taxa Rwm foi de 1228,2 mL CHas Lr" d-.
Quantidade consideravel de metano foi produzido ja nas primeiras horas de operagao
(0,6 dia) e, portanto, ndo foi observada fase de inicio de produgao de metano (A=0), o
que indica a adaptagao dos microrganismos ao substrato na relagao indicada.

A porcentagem de metano no biogas, teve média de 58,1%. A composigao

maxima de metano foi atingida em 1,9 dias de operagao, com 62,1 + 1,9%, periodo
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no qual também se tem a maior producdo. Apds a estabilizagcdo, periodo com
producdes mais baixas, a concentragdo abaixou para 57,2 + 0,3% (4,6 dias) e se

manteve aproximadamente com o mesmo valor até o final da operagao (Figura 18).

Figura 18 — Produgédo acumulada de metano por volume de reator no Ensaio M1 (S/I de 1,0).
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

O rendimento de metano obtido em unico estagio com o residuo da goiaba foi
de 189,2 mL CH4g" SV e foi comparado com outros estudos na literatura utilizando
residuos agroindustriais de frutos (Tabela 19).

A geragao de metano obtida em unico estagio foi a mesma encontrada por
Camarena-Martinez et al. (2020) na digestao anaerodbia de residuo de tomate, todavia
na relagdo S/l de 0,79 (189 mL CHs g™ SV). Valor superior (230 mL CHa g SV) foi
encontrado por Perimenis et al. (2018) com residuos do aproveitamento industrial da
pera, processo de extragcdo de suco e a agua de lavagem para produgao de xarope,
entretanto com uma relagéo S/I menor, de 0,34.

Resultado de rendimento menor (64 mL CH4 g' SV) do que o do presente estudo foi
encontrado por dos Santos et al. (2020) ao realizar o teste de potencial bioquimico de
metano (PBM) do residuo de caju, sendo a polpa apds a extragéo do suco. Os autores
inferiram que o rendimento reduzido foi devido a composi¢cado da fibra do substrato,
com 34,5% de lignina e 16,2% de hemicelulose, n&o obstante nenhuma solugéo de

nutrientes foi adicionada.
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Tabela 19 — Rendimento obtido no Ensaio M1 e comparagao com a literatura.

Substrato Relacdo S/I  Temperatura Rendimento
Fonte
(Residuo) (gDQO/gSV) (°C) (mLCH,/gSV)
Pera 0,34 (1) 35 230 Perimenis et al. (2018)
Caju 0,40 (1) 37 64 Dos Santos et al. (2020)
Camarena-Martinez et
Tomate 0,79 (1) 39 189
al. (2020)
Goiaba 1,00 37 189 Este trabalho

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
(1) Calculado com dados fornecidos no artigo.

Na Tabela 20 estdo apresentados os resultados de DQO e carboidratos, bem
como as eficiéncias de remog¢ao encontradas para o Ensaio M1. Elevada eficiéncia de

remogao de carboidratos foi encontrada, de 98%. A remogao de DQO total foi de 73%.

Tabela 20 — Resultados de DQO e carboidratos para o Ensaio M1.
DQOt DQOs Carboidratos
(gO2/L) (gO2/L) (mg/L)

micial 15,94 4,06 2707
+0,42 +0,17 + 247
Final 436 0,37 60
+0,07 +0,02 +9
Rem. (%) 73 91 98

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: DQOt: Demanda Quimica de Oxigénio total; DQOs: Demanda Quimica de Oxigénio da fragéo
soluvel; e Rem.: remogao.

Numa comparacdo por meio de teste estatistico da produgdo acumulada
(Tabela 21), porcentagem no biogas e taxa maxima de produgdo de metano entre o
estagio metanogénico do Ensaio 2 (S/I de 1,0) e o Ensaio M1 (S/I de 1,0) foram
observadas diferencgas significativas. A produgéo e a porcentagem de metano foram
maiores no Ensaio 2 (p<0,01). Entretanto a taxa de produgao foi maior no Ensaio M1,
com Unico estagio. A vista disso, a digestdo anaerdbia em dois estagios do residuo
industrial da goiaba, quando comparado com unico estagio, foi vantajosa pois
proporcionou uma producdo acumulada de metano 21% maior do que em unico

estagio, assim como uma maior concentragdo de metano no biogas (Figura 19).
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Tabela 21 — Valores médios de produgédo acumulada, porcentagem e taxa de produgao de metano
para o Ensaio 2 (S/l de 1,0) e Ensaio M1 (S/l de 1,0).

Andlise de variancia Producdo Acumulada %CHs Rwm
Teste F 111,75 57,16**  523,53**
c.v. (%) 2,73 3,59 2,15
Teste de Tukey a 5%
Ensaio 2 3035 a 77,6 a 817,0b
Ensaio M1 2395 b 62,1b 12282 a

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: c.v. — coeficiente de variagao; Letras iguais na mesma coluna indicam que, no nivel de 5% de
significancia, nao ha diferenga entre as médias. ** - Significativo a 1% de probabilidade
(p<0,01); * - Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05); ns - ndo significativo (p>0,05).

Figura 19 — Comparacao da produgédo acumulada e porcentagem de CHs entre o estagio
metanogénico do Ensaio 2 e o Ensaio M1.
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5.4 Otimizagao das condi¢gdes operacionais na fermentagao para remogoes de

carboidratos, rendimentos de H:z e geragoes de metabdlitos

O desenho experimental foi utilizado no presente estudo para avaliar os efeitos
da temperatura, pH e relacdo S/I na remocao de carboidratos e nos rendimentos de
H2 e metabdlitos. Apds a realizacédo dos ensaios preditos, foi entdo obtida a superficie
de resposta para a remogédo de carboidratos, em porcentagem. Foram verificadas
remocgdes mais elevadas de carboidratos e superiores a 90% a temperaturas préximas
de 46°C, para as relagbes S/I maiores do que 1,4, e pH entre 6,0 e 7,7 (Figura 20 B).

A 55°C também foram encontradas remogdes satisfatorias para as regides com
pH acima de 6,2 e relagcbes S/I maiores que 2,0. Possivelmente, a atividade
microbioldgica foi favorecida com o aumento da temperatura, maior disponibilidade de
substrato e pH proximo a neutralidade. Contrariamente, para relagées S/l inferiores a
1,4 e pH menor que 6,4 foram verificadas remogdes inferiores a 67% (Figura 20 C).

Remocdes de carboidratos acima de 86% né&o foram verificadas a 37°C (Figura
20 A). Entretanto, ndo foram observadas remogdes inferiores a 67%, como observado
a 55°C. A 37 °C, nas regides com pH inferior a 6,0 e acima de 7,3 foram observadas
menores remogdes de carboidratos (abaixo de 85%). O efeito negativo do pH acido
no consumo de carboidratos, de modo similar ao presente estudo, foi observado por
Zhou et al. (2017) na degradagéo da glicose a 37°C, com lodo de estacdo de
tratamento pré-tratado termicamente. Os autores inferiram que a diminuigdo do pH
inibiu a atividade fermentativa das bactérias.

Em pH préximo a neutralidade (Figura 20 D), foi verificado que as condi¢bes
operacionais que proporcionaram elevadas remocgdes de carboidratos (acima de 80%)
foram em temperaturas acima de 40°C e relacdo S/l entre 1,4 e 3,8. Observou-se que
as melhores remoc¢des de carboidratos ocorreram com maior relacdo S/I. De modo
semelhante ao presente estudo, Camargo et al. (2021a) obtiveram remogdes
reduzidas de carboidratos (17%) com 1,5 g L' de residuo citricola (casca) e maximas
remogdes de carboidratos (67%) foram verificadas para 28,5 g L' do residuo, o que
pode ser atribuido aos monémeros de carboidratos prontamente disponiveis, devido
as maiores concentragdes impostas. Os autores inferiram que com a elevacao das
concentragbes do residuo citricola nos testes, os seus diferentes carboidratos
presentes, como glicose, xilose, sucralose, celulose e lignina também aumentaram,

dificultando dessa forma os seus consumos totais, como verificado no presente estudo
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com o residuo da goiaba. Assim, os carboidratos dissolvidos s&o consumidos

prontamente, o que n&o ocorre com a biomassa lignoceluldsica presente na forma de
lignina, por exemplo.

Figura 20 — Curvas de contorno da remocgéo de carboidratos a 37°C (A), a 46°C (B), a 55°C (C) e
superficie de resposta em pH inicial de 6,8 (D).
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

As curvas de contorno obtidas para o rendimento de Hz estdo apresentadas na
Figura 21. Pode-se observar que com a elevagao da relagao S/l houve redugao no

rendimento de H2. Entretanto, na relagcéo S/l de 0,2 (Figura 21 A) houve uma maior
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variagdo do rendimento obtido, com valores (mmol H2 mmol-' Carb) acima de 0,3 e
menores do que 0,1. Dessa forma, para essa condi¢cao S/l de 0,2 a temperatura e o
pH influenciaram no rendimento, sendo que os valores maximos de H2 foram obtidos
para temperaturas superiores a 52 °C e em pH inferior a 7,0. Os valores minimos de
rendimento nessa relagdo S/l de 0,2 foram encontrados nas regides de pH acima de
7,0 e temperaturas menores do que 43°C.

Na relagdo S/l de 2,6 (Figura 21 B) ndo foi verificada consideravel variagdo do
rendimento de H2 com a mudanca de pH e da temperatura. Entretanto, a performance
dos reatores a temperatura elevada, acima de 52°C, e pH inicial abaixo de 7,0
demonstrou melhores resultados de rendimento. Provavelmente, a temperatura
elevada também beneficiou a hidrdlise facilitando a biodisponibilidade do residuo na
fase liquida. Na relagdo S/I de 5,0 (Figura 21 C) o rendimento foi mais elevado a
temperaturas mais reduzidas e em pH mais basico. A atividade microbiolégica foi
favorecida para quantidades mais elevadas de substrato, a temperaturas mais
reduzidas e pH inicial mais elevado. Tais condi¢des impostas ndo causaram a queda
brusca no pH, o que favoreceu a produg¢ao de Ha.

O rendimento de H2 em pH inicial de 8,0 (Figura 21 F) apresentou rendimentos
mais reduzidos e inferiores a 0,05 mmol H2 mmol-! Carb, nas regiées com relagdes S/l
menores que 1,0 e a temperaturas inferiores a 46°C. Provavelmente, a reduzida
quantidade de residuo aplicada fez com que o pH n&o fosse muito alterado e se
mantivesse com valor neutro ou mais acido, valores esses que favoreceram as rotas
metabdlicas para geragao de Hz, conforme discutido anteriormente. Essa afirmagéao
pode ser confirmada com o que foi observado na condi¢gao C6 (relagao S/l de 0,2, pH
inicial de 8 e temperatura de 37°C), na qual o pH final foi proximo a neutralidade, em
7,26 £ 0,02. Contrariamente, com o pH inicial em 5,5 (Figura 21 D), as regides com
relacdo S/I mais elevadas nao apresentaram resultados satisfatorios para o
rendimento de H2, inferiores a 0,1 mmol H2 mmol' Carb, quando comparada aos
rendimentos nas relagdes S/l inferiores a 2,6.

Para pH préximo da neutralidade (6,8) (Figura 21 E) foram verificados os
melhores rendimentos de H2 a temperaturas mais elevadas, acima de 52°C.
Rendimentos de H2 mais reduzidos, inferiores a 0,15 mmol H2 mmol' Carb, foram
obtidos nas regiées com relagao S/I menor que 1,4 e temperaturas inferiores a 46°C
e; e relagao S/l superiores a 4,0 e temperaturas superiores a 45°C.
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Na Figura 22 esta apresentada a superficie de resposta para o rendimento de
H2 a faixa termofilica de 55°C. Foi possivel verificar que o rendimento de H2 foi
inversamente proporcional a relagéo S/l, ou seja, com a elevagao da relagao S/l houve
sua redugdo. Igualmente, a elevacdo do pH inicial também foi inversamente
proporcional até relagdes S/l proximas a 4,0. Como discutido anteriormente, a
excegao ocorreu nas relacdes S/l superiores.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos, as condi¢gdes que
proporcionam maior rendimento de Hz, superiores a 0,35 mmol H2 mmol-' Carb, foram
para temperaturas de 55°C, pH inicial inferior a 6,0 e relacdo S/I menor do que 0,55.
Rendimentos satisfatorios (acima de 0,30 mmol H2 mmol' Carb) também foram
encontrados para pH menor que 6,9 e relagdo S/l de até 1,6. Semelhantemente ao
presente estudo, Montoya et al. (2020) obtiveram melhores resultados de produg¢ao
de H2 a partir de residuo citricola (cascas) em pH 7,0 e inferiram que o pH préximo a
neutralidade estimulou maior diversidade de microrganismos, elevando a sinergia

entre bactérias com capacidade hidrolitica e fermentativa.



83

Figura 21 — Curvas de contorno para o rendimento de Hz em relagbes S/l de 0,2 (A), 2,6 (B) e 5,0 (C),
e a pH inicial de 5,5 (D), 6,8 (E) e 8,0 (F).
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Figura 22 — Superficie de resposta para o rendimento de Hz a 55°C.
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O rendimento de metabdlitos (Figura 23) foi baixo para relagdes S/I superiores
a 1,4 (Figura 23 A e Figura 23 B), mesmo com a variagédo do pH e temperatura,
indicando que a quantidade de substrato foi o fator mais limitante na producéo de
metabdlitos. Dessa forma, a influéncia da temperatura e do pH inicial foi mais
significativa na relagéo S/I de 0,2, na qual os melhores rendimentos de metabdlitos
foram observados e superiores a 800 mg DQO g' SV, na faixa de 42°C a 48°C e pH
entre 6,4 e 7,5 (Figura 23 C). O pH acima de 7,0 proporcionou maior recuperagao de
metabadlitos, principalmente acidos acético e butirico, como verificado por Camargo et
al. (2021a) a partir de residuo citricola, descrito a seguir.

Apesar de ndo ser recomendada a avaliagdo das condigdes individualmente,
as distribuicbes de metabdlitos para cada condicido testada estdo apresentadas na
Figura 24, evidenciando as rotas metabdlicas predominantes. Foi verificado que a

distribuicdo dos metabdlitos gerados ficou semelhante em todas as condigbes, com
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producdes mais elevadas de acido butirico, seguido de acido acético. Camargo et al.
(2021a) a partir de residuo citricola (cascas) também encontraram produgdes
principais dos acidos butirico e acético, atingindo maximos de 3731 e 3516 mg L™,
respectivamente, na condicdo otimizada, conforme descrito anteriormente. Esses
resultados foram proximos aos verificados no presente estudo, principalmente na
condigdo C5, em que se alcangaram concentragées de acido butirico de 4424 mg L'
e de acido acético de 2011,24 mg L.

As condi¢des nas quais ocorreram exceg¢oes nas distribuicbes de metabdlitos
foram para as condi¢gdes C9 e C10; em que foram verificados os rendimentos mais
elevados de H2 (mg DQO g' SV) de 100,43 e 73,39, respectivamente. Nessas
condigbdes houve o predominio de producdo de acido acético (39,49 e 32,32%,
respectivamente); resultado de acordo com o esperado, pois a produgao do acido
acético a partir da glicose é acompanhada com rendimento mais elevado de Ha,
conforme discutido anteriormente.

Na condicdo C6 nio foi observada producédo de Hz, entretanto a producao de
4cido acético foi predominante (41,04%). E provavel que houve o predominio da
homoacetogénese, em que ha o consumo de H2 para formacgéo de acido acético,
conforme a Equacdo 7, bem como para a producdo do acido isovalérico, também
gerado nessa condicao (12,31%) (SAADY, 2013).

4H, + 2C0, » CH;COOH + 2H,0 (7)
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Figura 23 — Curvas de contorno para o rendimento de metabdlitos a 46°C (A), em pH inicial 6,8 (B) e

B: pH inicial (-)
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Figura 24 — Rendimento e distribuigdo dos metabdlitos e rendimento de H2 para cada condigéo

testada.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

O menor rendimento de metabdlitos foi observado na condigdo C11 (74,05 mg
DQO g SV), em que os fatores foram relagao S/l de 5, pH inicial de 5,5 e temperatura
de 37°C. Tais fatos sugeriram que a quantidade elevada de residuo aplicada e pH
mais acido afetaram negativamente a producdo de metabdlitos. O pH é um fator
influente na producdo de metabdlitos, especialmente porque o ATP €& usado para
garantir a neutralidade celular em vez de producéo de bioprodutos (CAMARGO et al.,
2021a). O pH final nessa condigao foi de 4,62 + 0,08. Com excegado das condi¢des
C11 e C14, que o pH final foi de 4,78 + 0,21, as demais condi¢gbes apresentaram pH
final ainda dentro da faixa desejada para a fermentagéao, entre 5,23 (condi¢cao C7) e
7,26 (condicdo C6) (GHIMIRE et al., 2015). A reduc&o de pH ocorreu em todos os
ensaios, provavelmente causada pela produgéo dos alcoois e acidos organicos, fato
comumente observado na fermentagcdo (MONTOYA et al., 2020).

Na condigao C12 (relagdo S/I de 5, pH inicial de 8,0 e temperatura de 55 °C)
houve significativa producdo de etanol (28,92%), indicando o favorecimento da rota

metabolica de produgao desse alcool.
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As porcentagens maximas de H2 medidas para cada condi¢ao testada estéo
apresentadas na Tabela 22. A porcentagem maxima foi encontrada na condigéo C11,
sendo de 53,9% de H2 no biogas, seguida da condi¢do C13, com 51,7%. Ambas as
condigbes foram com relacbes S/I mais elevadas, de 5,0 e 3,06, a 37°C,

respectivamente.

Tabela 22 — Composigdo maxima de Hz no biogas na fermentacéo escura do residuo da goiaba nas
diferentes condigcbes testadas.

Porcentagem maxima de H. no biogas, em %

Condigéo (Tempo em horas)
o 38(,11;2%9
C2 24(’16 3%5?1
C3 28(’18 3%5?’5
c4 32(’22;8()),9
ol 45(14 2%51)’6
C6 -

C7 30(’20%0%6
cs 12’(31:1)0 2
C9 1 1(’510%0?’5
C10 26(,28%8:;),2
C11 53’5 ,3)1 .
c12 29(’350‘;”6
c13 51(’27;81)'4
C14 39(’%:3?’0
c15 24’?51;8?’13

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
Notas: Na C5 néao foi observado Hz na composigéo do biogas.

Na Tabela 23 estdo apresentados os resultados obtidos para as respostas em
cada condigdo testada, com as quais foram obtidas as superficies de resposta e
curvas de contorno discutidas anteriormente. Rendimentos de H2 (mmol H2 mmol’
Carb) foram obtidos entre 0,00 (condi¢cao C6) e 0,36 (condi¢gao C9). Foram verificados
rendimentos de metabolitos (mg DQO g SV) de 74,05 (condicdo C11) a 921,96
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(condicdo C10) e remocéo de carboidratos entre 56% (condigdo C9) e 91% (condicao
C4). Os resultados de carboidratos iniciais (g L"), do inicio da operagao dos reatores,
com os quais foram calculadas as remocgodes para superficie de resposta, foram 0,64
1 0,09 (relagédo S/l de 0,20), 2,03 £ 0,04 (relagcéo S/l de 1,93), 2,59 + 0,12 (relac&o S/I
de 2,02), 3,43 + 0,25 (relacédo S/I de 2,36), 3,83 + 0,13 (relagdo S/l de 2,60), 4,33 +
0,53 (relagéo S/l de 3,06) e 7,05 + 0,92 (relagao S/I de 5,00).

Tabela 23 — Respostas obtidas a partir dos fatores utilizados no estudo de superficie de resposta.

Resposta 1 Resposta 2 Resposta 3
. >SP Rendimento de Remocéao de
Condigao Rendimento de H; - :

(mmol Hz mmol Carb) metabdlitos carboidratos
2 (mg DQO g' sV) (%)
C1 0,17 135,25 72
C2 0,25 109,37 81
C3 0,22 164,30 82
C4 0,17 142,65 91
C5 0,13 192,42 84
C6 0,00 368,42 72
C7 0,14 84,25 82
C8 0,12 556,19 71
C9 0,36 257,56 56
C10 0,18 921,96 81
C11 0,16 74,05 72
C12 0,11 105,25 87
C13 0,23 150,24 85
C14 0,18 98,19 84
C15 0,08 168,72 89

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

O teste ANOVA demonstrou que os trés fatores foram significantes para as trés
respostas obtidas. Os R? foram de 0,95 para ambos os rendimentos e de 0,94 para a
remogao de carboidratos. Soares et al. (2019), em estudo de superficie de resposta
para otimizagdo da geragao de bioprodutos a partir de bagago de cana-de-agucar,
também verificaram que a concentragao de substrato e a temperatura de incubacéao
foram significantes na fermentacdo. Entretanto, os autores mantiveram o pH de todos
os ensaios em 6,0 e ndo avaliaram sua influéncia, como foi realizado no presente
estudo. Entretanto, concluiram que a temperatura afetou nos consumos dos
carboidratos e na geragado dos bioprodutos: acidos acético, butirico, formico e
propidnico.

Na Tabela 24 estdo apresentados os resultados da otimizagao dos rendimentos

e da remocao de carboidratos.
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Tabela 24 — Solugao da otimizagdo das respostas a partir dos fatores estudados.

Valor Unidade
Fator
Relagao S/l 0,30 g DQO g'sVv
pH inicial 6,79 -
Temperatura 49,8 °C
Resposta
Rendimento H2 0,211 mmol H. mmol' Carb
Rendimento metabolitos 715,21 mg DQO g'SV
Remocao de carboidratos 78 %
Desejabilidade 0,676

Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

A condigao que proporcionou a melhor recuperagao a partir do residuo da goiaba
e melhor remocao foi na relacéo S/l de 0,30, pH inicial de 6,79 e temperatura de 49,8°C
(desejabilidade de 0,68), com rendimentos de H2 de 0,21 mmol H2 mmol' Carb,
rendimento de metabélitos de 715,21 mg DQO g' SV e remogéo de carboidratos de
78%. O valor otimizado de pH inicial 6,79 foi préximo a neutralidade, em conformidade
com o pH 7,5 obtido na otimizagao realizada por Hitit, Lazaro e Hallenbeck (2017a) na
foto-fermentagao de efluente de batata com glicose e pH 7,0 encontrado por Montoya
et al. (2020) na fermentacao de residuo de café. A temperatura que proporcionou
melhores resultados no presente estudo foi a 49,8°C e similar aos resultados obtidos
por Mazareli et al. (2020), de 44°C na fermentacao de residuo de banana.

Mazareli et al. (2020) obtiveram produgdées maximas de H2 (mL Hz Lr") 253,9
(calculado com base nos dados fornecidos no artigo), nas condi¢gdes otimizadas
(apresentadas no item de revisao da literatura) e tais resultados foram inferiores a 11
condigdes testadas no presente estudo, com o residuo da goiaba.

Tais resultados indicaram que o residuo da goiaba apresentou potencial de
geragédo de Hz via fermentagado, pela agdo da comunidade microbiana advinda do

in6culo pré-tratado.
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6 CONCLUSOES

O sistema anaerobio em dois estagios foi efetivo para tratar o residuo da goiaba
em codigestdo com esgoto sanitario, com eficiéncias elevadas de remogao de matéria
organica (75-90% para DQO total) e de carboidratos (98-99%) para obtencédo de
bioprodutos de valor agregado (2,05-6,62 g DQO L"), de biohidrogénio (5,26-3,50 mL
Hz2 g' SV) e de biometano (266,27-104,7 mL CHa g™' SV).

Para relacbes S/l de 1,0 e 2,0 foi observada diminuigdo do rendimento de
producao de biogas por quantidade de residuo aplicada. Entretanto, resultados
satisfatérios de remogao de matéria organica foram verificados. Na relagao S/l de 3,0
foi verificado o menor rendimento de CH4 e, portanto, ndo € recomendada para
aplicagdo em aumento de escala.

A codigestao do residuo com esgoto sanitario foi eficiente e evitou limitagéo
para a digestao anaerdbia.

Producgdes mais elevadas dos acidos propidnico, butirico e etanol foram
verificados nos reatores acidogénicos, com o aumento da relagdo S/I. Tal ocorréncia
indicou que outras vias metabdlicas foram favorecidas e diminuiram os rendimentos
de hidrogénio. Ademais, o acumulo de acido valérico observado com o0 aumento da
relacdo S/l indicou sobrecarga no sistema, inibindo assim a atividade microbiana.

Nos reatores acidogénicos a populagdo microbiana foi dominada pelo filo
Firmicutes, caracterizada pelas atividades hidrolitica e acidogénica elevadas. Além
disso, o género Paraclostridium provavelmente teve origem no residuo da goiaba e
atuou na hidrélise da celulose, favorecendo a producdo de metano no segundo
estagio.

Uma diversidade microbiana mais elevada foi verificada nos reatores
metanogénicos do segundo estagio, o que pode ter favorecido o elevado rendimento
de metano.

A digestao anaerobia em dois estagios proporcionou recuperagao energética
21% maior do que em estagio unico, com maior porcentagem de metano no biogas e
maior remogao de matéria organica.

A condicao otimizada de operagao dos reatores para fermentacao do residuo
do processamento da goiaba, obtida por meio de estudo de superficie de resposta, foi
para relagdo S/l de 0,3, temperatura de 49,8°C e pH de 6,79, com remocao de 78%
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de carboidratos, rendimentos de 0,211 mmol H2 mmol-' Carb e de 715,21 mg DQO g
SV. Os principais metabdlitos gerados foram os acidos butirico e acético.

Novas possibilidades foram abertas para a valorizagcdo do residuo do
processamento da goiaba, objetivando sua destinagédo sustentavel.
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7 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO PRESENTE ESTUDO

Avaliar a utilizacdo do residuo do processamento da goiaba em reatores
continuos, em diferentes configuragdes, principalmente em escala piloto, para que se
proceda a implementacdo de reatores anaerdébios nas proprias usinas geradoras
destes residuos e com consequente utilizagdo do biogas para abastecimento
energeético.

Avaliar a codigestao do residuo da goiaba com outros efluentes de diferentes
frutas que sédo gerados na agroindustria.

Realizar testes de pré-tratamento no residuo da goiaba para liberagcao de
agucares objetivando rendimentos mais elevados de biogas e demais produtos de

valor agregado.
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APENDICE A — Curvas de calibracéo

As curvas de calibracdo utilizadas nas analises de carboidratos, DQO, acetona,
alcoois, AGVs e composi¢ao do biogas descritas na metodologia estdo apresentadas
nas Figuras A1, A2, A3, A4, A5 e AGB, respectivamente, assim como as equagdes do

ajuste e R? obtidos.

Figura A1 — Curva de calibragao para analise de carboidratos totais.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
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Figura A2 — Curva de calibragéo para analise de DQO.
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Figura A3 — Curva de calibragéo para analise de acetona.

200 400 600 800 1000
Concentracao (mg/L)

® Acetona

y =6327,09x + 9115,36
R?= 0,999
Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).

1200

103



104

Figura A4 — Curva de calibragéo para analise de alcoois.
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Figura A5 — Curva de calibragédo para analise de AGVs.
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Figura A6 — Curva de calibragéo para analise de composi¢ao de biogas.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2022).
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