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“Uma flor nasceu na rual
Passem de longe, bondes, 6nibus, rio de aco do
trafego.

Uma flor ainda desbotada
ilude a policia, rompe o  asfalto.
Facam completo siléncio, paralisem 0s negécios,

garanto que uma flor nasceu.”

Trecho do poema “A Flor e a Nausea” (1945), de

Carlos Drummond de Andrade






RESUMO

ARRUDA, B. G. Efeitos de elementos traco na producédo de metano a partir de vinhaca da
cana-de-acucar. 2022. Monografia (Graduagdo em Engenharia Ambiental) — Escola de
Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, 2022.

O Brasil é destaque mundial na producéo de etanol como fonte renovavel de energia, utilizando
como principal matéria prima a cana-de-aglcar. Durante a producdo deste combustivel, a
vinhaca é gerada como &gua residudria, sendo majoritariamente disposta no solo. Essa prética,
além de causar impactos ambientais, também é um desperdicio do alto potencial energético da
vinhaca. Como alternativa, a digestdo anaerdbia da vinhaga proporciona a reducgéo da poluigédo
ambiental e a producéo de bioenergia. Entre os fatores decisivos para 0 bom funcionamento dos
sistemas anaerobios, destacam-se 0s micronutrientes, ou elementos trago, que sdo essenciais
para 0s microrganismos, do mesmo modo que podem causar toxicidade conforme sua
concentracdo disponivel. Este estudo analisou o efeito da suplementacdo de cobalto (Co), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni) e selénio (Se) na producédo de metano a partir de
vinhaca de cana-de-acUcar acidificada. Testes de potencial bioquimico de metano foram
aplicados a Delineamento Fatorial Fracionado (DFF) e Delineamento Composto Central
(DCC), seguidos por ensaio de validacdo. Foram consideradas como respostas a producdo
méxima de metano (P), a velocidade méaxima (Rm) e a produtividade. No DFF, os
micronutrientes foram analisados nas seguintes concentrag@es: 0,3 mg.L ™ para o Co, Ni, e Se,
e 5 mg.L? para o Cu, Fe e Mn. Identificou-se que o Co, Ni e Mn tiveram efeito positivo para
as respostas consideradas, sendo escolhidos para comporem o DCC. O Ni teve efeito
significativo positivo para P e para a produtividade no DCC, sendo adicionado na concentracdo
de 0,9 mg.L™? no ensaio de validagdo. Esta suplementagdo ocasionou aumento de 27% na
produtividade do metano, maior velocidade de converséo de acetato durante a fase exponencial
de producdo de metano, e menor acimulo de acido propidnico. Esses resultados sugerem
possiveis ganhos da suplementacdo de Ni em ensaios com reatores continuos, como a reducéo
do tempo de detencdo hidraulica e o aumento da carga organica volumétrica sem provocar

acumulo de metabdlitos.

Palavras-chave: Industria sucroalcooleira. Micronutrientes. Digestdo Anaerdbia. Delineamento

Fatorial Fracionado. Delineamento Composto Central. Biogas.






ABSTRACT

ARRUDA, B. G. Effects of trace elements on the methane production from sugarcane
vinasse. 2022. Monografia (Graduagdo em Engenharia Ambiental) — Escola de Engenharia de
Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, 2022.

Brazil is an international reference in the production of ethanol as a source of renewable energy,
using sugarcane as its main raw material. During the ethanol production, vinasse is generated
as wastewater that is mostly disposed on the soil. This practice, not only causes environmental
impacts, but also represents waste of high energetic potencial of the vinasse. As an alternative,
the anaerobic digestion of vinasse provides the reduction of pollution in the environment and
the production of bioenergy. Among the deciding factors for the good performance of the
anaerobic systems, the micronutrients or trace elements are highlighted. They are essencial to
microorganisms, the same way they can cause toxicity according to the available concentration.
This study analysed the effect of suplementation of cobalt (Co), copper (Cu), iron (Fe),
manganese (Mn), nickel (Ni) and selenium (Se) in the production of methane from acidified
sugarcane vinasse. Biochemical methane potential assays were applied to Fractional Factorial
Design (FFD) and Central Composite Design (CCD), followed by a validation test. The
analysed responses were the maximum production of methane (P), the maximum speed of
production (Rm) and the productivity. In the FFD, the micronutrients were analysed in the
following concentrations: 0,3 mg.L™ for Co, Ni, and Se, and 5 mg.L* for Cu, Fe and Mn. Since
Co, Niand Mn had a positive effect for the considered responses, they were chosen to composse
CCD. Ni had a significant positive effect for P and for the productivity in CCD, therefore it was
added at the concentration of 0,9 mg.L? in the validation test. This supplementation caused a
27% increase in the productivity of methane, higher speed of acetate conversion during the
exponential phase of methane production and lower accumulation of propionic acid. These
results suggest possible gain in the Ni supplementation in assays using continuous reactors,
such as reduction of the hydraulic detention time and the increase of the volumetric organic

load without causing accumulation of metabolites.

Keywords: Sugar-alcohol industry. Micronutrients. Anaerobic digestion. Fractional Factorial

Design. Central Composite Design. Biogas.
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1. INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis sdo a fonte de energia mais utilizada globalmente e, por isso,
movimentam disputas politicas e relacdes diplomaticas entre paises. Ha relevante discussdo
sobre seu esgotamento e 0s impactos ambientais de sua queima, representando uma das

importantes pautas ambientais e econdmicas discutidas em conferéncias internacionais.

Nesse sentido, esfor¢os relacionados a busca por fontes renovaveis de energia ganham
crescente incentivo. No Brasil, o Programa Nacional do Alcool (Pré-Alcool) foi implementado
na década de 70 para reducdo da dependéncia nacional em relacdo ao petrdleo importado. 1sso
impulsionou a producéo de etanol, e atualmente o pais é o segundo maior produtor, utilizando

cana-de-agucar como principal matéria prima.

No processo de producdo de etanol a partir de cana-de-agucar, sdo produzidos dois
principais residuos: o bagaco, gerado na primeira etapa, de extracdo dos agucares; e a vinhaca,
gerada no processo de destilacdo. O bagaco € destinado a queima em caldeiras ou a producdo
de etanol de segunda geracdo. O destino majoritario da vinhaca, por sua vez, é a disposi¢ao no

solo com a justificativa de fertiliza-lo (fertirrigacédo), pratica permitida legalmente.

No entanto, diversos estudos apontam que a fertirrigacao traz prejuizos para o solo, para
ambientes aquaticos, e pode emitir gases de efeito estufa. Além disso, esse residuo liquido
possui alto potencial energético, e poderia ser capaz de suprir a demanda de eletricidade de uma
cidade de aproximadamente 130 mil habitantes (MORAES et al., 2014).

A digestdo anaerobia (DA) da vinhaca € uma alternativa para seu aproveitamento
energético. Ela tem como finalidade reduzir o potencial poluidor da vinhaca e recuperar energia
por meio de biogas. A DA ocorre em quatro etapas: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese, na qual é formado o biogas. De forma geral, as quatro etapas da DA ocorrem
um anico reator. Porém, ha sistemas anaerébios com separacdo das fases, compostos por um
reator acidogénico (hidrélise e acidogénese) e um reator metanogénico (acetogénese e
metanogénese), permitindo o isolamento de dois tipos de biogas: hidrogénio e metano. Esse
tipo de sistema apresenta resultados melhores de biodegradacdo e rendimento energético
(NASR et al., 2012; FERRAS JUNIOR, 2013; FU et al., 2017).

Para a boa operagdo de sistemas anaerobios, deve-se atentar para 0S requisitos

nutricionais dos microrganismos responsaveis pela degradacdo do substrato. Os elementos
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traco, ou micronutrientes, sdo essenciais para o metabolismo dos microrganismos, e sua falta
pode representar o fracasso do biodigestor, do mesmo modo que Seu excesso pode causar
toxicidade. Dessa forma, torna-se importante a determinagdo das concentracdes de elementos
traco que propiciam maximo rendimento energético da degradacdo da vinhaca, a fim de se
analisar sua necessidade de suplementacéo.

O planejamento experimental € uma ferramenta estatistica que possibilita a identificacéo
do efeito de diversos fatores na resposta a ser analisada, como producdo de biogds. Um
Delineamento Fatorial Fracionado (DFF) permite que um grande numero de fatores seja
estudado simultaneamente com o0 minimo nimero de ensaios através da combinacéo dos fatores
escolhidos em 2 niveis (por exemplo, em diferentes concentracdes). Assim, os fatores
estatisticamente significativos (com efeito positivo ou negativo) na resposta séo identificados.
A partir desse resultado, outro tipo de planejamento experimental, o Delineamento Composto
Central (DCC), possibilita a determinagdo de uma superficie de resposta variando os efeitos em
5 niveis. Ao final dessas etapas, conclui-se quais fatores causam efeito na resposta analisada, e

sob que condiges o efeito pode ser maximizado ou minimizado.

Neste estudo, foram analisados os efeitos da suplementacéo de seis elementos traco na
producdo de metano a partir de vinhaca de cana-de-acUcar acidificada, em reator metanogénico,
por meio de DFF. Posteriormente, a partir de DCC, pretendeu-se otimizar os fatores que tiveram
efeito significativo positivo na etapa anterior, com o objetivo de se determinar as concentracdes

a serem adicionadas desses elementos traco que maximizassem a producéo de metano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item sera apresentada uma contextualizagdo dos maiores produtores de etanol e
acucar do mundo, destacando-se o papel do Brasil e, particularmente, do Estado de Sdo Paulo.
A vinhaca de cana-de-acUcar é identificada no processo, e apontam-se suas caracteristicas
fisico-quimicas, discutindo seu impacto ambiental e alto potencial como substrato para
producao de biogas. Assim, os fundamentos da digestédo anaerdbia séo apresentados, e a adocao

do processo com separacao de fases € justificada.

Abordam-se o papel dos elementos traco na digestdo anaerdbia e os delineamentos
experimentais escolhidos para identificar e otimizar os elementos que possuem efeito

significativo positivo de forma a maximizar a producdo de metano.

2.1 Producdo sucroalcooleira a partir de cana-de-agucar

Segundo os dados de 2019 da Renewable Fuels Association (RFA, 2021), os Estados
Unidos da América (EUA) seguem como maiores produtores de etanol do mundo, sendo
responsaveis por 54,4% dos 109,8 bilhdes de litros produzidos. O Brasil ocupa a segunda

posicao (29,6%), seguido da Unido Europeia (4,7%), com notavel diferenca (RFA, 2020).

Embora os EUA ocupem o primeiro lugar na producéo de etanol, a eficiéncia do milho,
matéria prima utilizada pelo pais, &€ muito inferior a eficiéncia da cana-de-agUcar, empregada
no Brasil. De acordo com Shapouri, Duffield e Wang (2002), a relacéo entre a energia produzida
a partir do milho e a energia fossil consumida é de 1,34. Macedo, Seabra e Silva (2008) indicam
que essa relacdo para a cana-de-acucar depende de diversos fatores, como produtividade da
cana-de-agucar, excedentes de eletricidade e de bagaco e aproveitamento do diesel, variando de
8,3 em 2002 a 9,3 em 2006.

Em relacdo ao acgucar, a estimativa da producdo mundial para a safra 2019/20 foi de 166
milhdes de toneladas, aproximadamente, sendo o Brasil responsavel pela producdo de 18,1%
deste total, sequido pela india (17,5%) e Unido Europeia (10,3%) (USDA, 2020). Além de ser
0 maior produtor de agUcar, o pais também é o maior exportador, sendo responsavel por 36,2%
das 53 mil toneladas exportadas, seguido pela Tailandia (13,1%) e india (10,9%) (USDA,
2020).
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No Brasil, foram produzidos 35,6 bilhdes de litros de etanol a partir da safra 2019/20,
divididos entre 34 bilhGes de litros de etanol a partir de cana-de-agucar, e 1,6 bilhdo de litros
de etanol a base de milho. J& a quantidade de agucar produzido foi de 29,8 milhdes de toneladas
(CONAB, 2020) - montante equivalente ao estimado pela USDA (2020), conforme exposto

anteriormente.

Entre os estados brasileiros, o Estado de S&o Paulo € o maior produtor de agucar e etanol,
de acordo com os dados da CONAB (2020). A safra 2019/20 de Séo Paulo produziu 61,7% do
total de agUcar do pais, e 48,5% do total de etanol a partir da cana-de-agtcar (CONAB, 2020).

O processo de producdo de etanol a partir de cana-de-agtcar € composto por diversas
etapas, como mostra a Figura 1. Apos ser realizada a colheita e a limpeza da cana-de-agUcar, €
feita a extracdo dos acucares, gerando como produtos o caldo e o bagaco (DIAS, 2008). O
destino mais frequente do bagaco € sua queima em caldeiras, produzindo vapor e energia
elétrica, 0 que permite que as usinas sejam autossuficientes ou mesmo se tornem fornecedoras
de energia elétrica. Além disso, o0 bagaco ou a palha também podem ser utilizados para a
producdo de etanol celulésico - ou etanol de segunda geracdo — por meio do processo de
hidrolise com &cidos ou enzimas especificas, sendo esta tecnologia presente no pais em trés
empresas privadas do setor sucroenergético e de tecnologia (LORENZI; ANDRADE, 2019).
Porém, mesmo que o Brasil ocupe a quarta posicdo em capacidade instalada para a producéo
de etanol celulésico, apenas 10% do potencial anual é de fato produzido, devido a dificuldades
na etapa de pré-tratamento (LORENZI; ANDRADE, 2019).

A préxima etapa do processo € o tratamento do caldo, composto por tratamentos fisicos
e quimicos, e tem como objetivo a recuperacao da sacarose. Ao final deste processo, é gerado
0 mosto, nome dado ao caldo concentrado e esterilizado, pronto para ser enviado a unidade de
fermentacdo (DIAS, 2008). Segundo a mesma autora, na fermentacdo alcoodlica a levedura
Saccharomyces cerevisiae catalisa uma série de reacdes quimicas a fim de transformar a glicose
em etanol e gas carbdnico. Para o processo de fermentacdo, destaca-se o tratamento do
fermento, que recebe adicdo de acido (Figura 1). O acido utilizado é o sulfarico, e sua adicdo é
0 método mais empregado com a finalidade de controlar a contaminacdo do processo causada
pelo desenvolvimento de bactérias (BARTH et al., 2014). O &cido sulfdrico diminui o pH do
meio para entorno de 2, e as fun¢Ges metabolicas da levedura s&o interrompidas até que o mosto
seja alimentado no tanque de fermento, quando o pH se eleva a 5 e as fungfes das células séo

recuperadas (BARTH et al., 2014). Porém, aponta-se uma influéncia negativa desse método no
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metabolismo da levedura, e consequentemente no tempo de fermentacéo e no rendimento do
etanol (BARTH et al., 2014).

A vinhaga ¢é produzida na etapa subsequente, sendo um dos residuos do processo de
destilacdo, como mostra a Figura 1. Na unidade de destilacdo é produzido o alcool etilico
hidratado combustivel (AEHC) (DIAS, 2008), que possui teor alcodlico entre 92,6 e 93,8% em
massa de etanol (BRASIL, 2005), e pode ser utilizado diretamente em motores movidos a alcool
ou em carros bicombustiveis. Por fim, a Gltima etapa € a de desidratacdo, que tem como produto
0 alcool etilico anidro combustivel (AEAC) (DIAS, 2008), com teor alco6lico de, no minimo,
99,3% em massa (BRASIL, 2005), e é utilizado como aditivo na gasolina.

Figura 1 - Processo de producdo de etanol anidro a partir do caldo e do bagaco da cana-de-agucar
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Segundo Silva, Griebeler e Borges (2007), para cada litro de etanol, sdo produzidos de
dez a dezoito litros de vinhaca. Marques et al. (2013) indicam uma proporcéo de um para treze.
Considerando esta ultima proporcao, foram gerados 442 bilhdes de litros de vinhaca na safra

brasileira 2019/20, aproximadamente.

2.2 Caracteristicas da vinhaga e seu impacto ambiental
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O atual destino da vinhaca é a fertirrigacéo, que consiste no despejo da vinhaca in natura
no solo, com o objetivo de fertiliza-lo e irrigar a cultura de cana-de-agucar (CAMARGO et al.,
2009). Embora a vinhaga possa ser considerada fertilizante pelo seu alto teor de nutrientes como
calcio, nitrogénio, fosforo e potassio (MORAN-SALAZAR et al., 2016), diversos impactos
podem ser causados devido ao seu alto potencial poluidor, sendo a carga orgéanica cem vezes
maior do que a do esgoto doméstico (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

As caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca sdo bastante variaveis, como mostra a
Tabela 1. Emgeral, ela pode ser classificada como &cida, com alta condutividade elétrica devido
a presenca de diversos sais organicos e inorganicos, alto teor de matéria organica, demanda
quimica de oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO), e nutrientes,
(MAHIMARAJA; BOLAN, 2004). Godoi et al. (2019) verificaram a variacdo sazonal da
vinhagca, e atribuiram como principais fatores relacionados a sazonalidade da vinhaca o cultivo
da cana-de-acUcar e todo o processo da cana-de-agucar para etanol, sendo o clima no Brasil um
aspecto menos importante. Santos et al. (2019) analisaram a vinhaca de diferentes tipos de
usina: usina anexada, que produz acucar e etanol, usina autbnoma de etanol, e usina de cachaca,
e verificaram que a vinhaca pode ser eficientemente utilizada como substrato para a geracao de

bioenergia, a despeito de sua origem.

Tabela 1 - Caracterizacao fisico-quimica da vinhaca de cana-de-agUcar segundo diferentes autores

(continua)
Autores
Parametros Conceicdo Godoi et al. Santos et al.
(2016?) Fuess (2017) (2019) (2019)
DBO (g.L?) 8,5 9,7-19,2 4,5 -20 8,8 - 23,2
DQO (g.LY) 18,4 21,7-32,2 27 - 42 17,9 - 58,3
Razdo DBO/DQO - 0,44 - 0,60 0,15 - 0,66 0,49 - 0,54
pH 7,2 4,3-4,7 4,01 - 6,47 3,34 - 4,63
Solidos totais (mg ST.L™) - - 6875-36645 -
Solidos fixos totais
(mg SFT.L?) - - 1719 - 14163 -
Solidos volateis totais
(mg SVT.LY) - - 4720 - 26289 14035 - 21565
Solidos suspensos totais
(mg SST.L?) - - 1200 - 10937 -

Solidos suspensos fixos
(mg SSF.LY) - - 30 - 5275 -
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Autores
Parametros Conceicgéo Godoi et al. Santos et al.
(2015) Fuess (2017) ™ 9019 (2019)
Sélidos suspensos volateis
(mg SSV.L?Y) - 781-1411 1160 - 10240 -
Condutlw_ciade i ) 11600 - 17710 ]
(uS.cm™)
Glicerol (mg.L™) - - 90 - 5440 2598 - 3210
Acido acético (mg.L?) - - 60 - 3800 153 - 1660
Acido propidnico (mg.L™) - - 40 - 2550 0- 64
Acido lactico (mg.L™) - - 610 - 6450 917 - 4200
Acido butirico (mg.L?) - - - 0 - 468
Etanol (mg.L™) - - < LD* - 450 154 - 15848
Metanol (mg.L™) - - 340 - 4550 0 - 594
Carboidratos (g.L™) 1,94 3,9-69 - 39-47
Fenois (mg.L?) 0,768 0,5-35 0,09 - 3,92 361 - 1706
Sulfato (mg.L™?) 320 1044 - 2079 669 - 3298 330 - 2000
NTK (mg.L?) 236,11 598 - 1243 119 - 540 -
P (mg.L?) - 21 - 290 44 - 232 -
Mg (mg.L ™) 180 2,01 - 4,33 343 - 669 -
Ca (mg.L?) 506 812 - 2280 292 - 641 -
K (mg.L™?) 860 2500 - 4175 1542 - 3961 -
Na (mg.L?) 20,7 16,8 - 66,0 27 - 57 -
Co (mg.L?h 0,163 013-026 <LD*-0,035 -
Cu (mg.L?h) 0,298 019-048 <LD*-1,160 -
Fe (mg.L?) 52,7 8,34-993  572-18,6 -
Mn (mg.L?) 5,23 201-433  1,04-462 -
Ni (mg.L?) 0,285 012-0,29 <LD*-0,17 -
Se (mg.L?) - - < LD*-0,076 -

* LD: Limite de deteccao.
Fonte: O Autor.

A aplicacdo da vinhaca no solo aumenta sua condutividade elétrica, favorecendo a
lixiviacdo de nitratos e metais até aquiferos (MORAN-SALAZAR et al., 2016). A alta
concentracdo de sais, como sulfatos, cloretos e nitratos também pode causar a salinizacdo do
solo, reduzindo seu potencial osmético e prejudicando a absorcdo de agua e nutrientes pelas
plantas, além de gerarem toxicidade devido a ions especificos e destruirem a estrutura do solo
(FUESS; GARCIA, 2014). A presenca de ions de sodio no solo, por exemplo, pode causar a

obstrucéo dos poros ao desestruturar os agregados do solo, diminuindo os niveis de oxigénio
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dissolvido e favorecendo a formacao de condi¢des anaerdbias (FUESS; GARCIA, 2014). Além
disso, altas concentracdes de nitrogénio podem estimular o crescimento das plantas acima do
desejado, ocasionando a retencdo excessiva de agua nos seus tecidos, afetando a qualidade e
quantidade da colheita (FUESS; GARCIA, 2014). Os autores também indicam acidificacao
permanente do solo e dos recursos hidricos devido ao baixo pH da vinhaga.

Nos ambientes aquéticos, o alto teor de matéria organica da vinhaca pode causar a
proliferacdo de microrganismos que esgotam o oxigénio dissolvido na dgua, matando a flora e
a fauna aquéticas (CHRISTOFOLETT] et al., 2013). Moran-Salazar et al. (2016) apontam como
principal causa da eutrofizacdo as altas concentraces de nitrogénio e fosforo da vinhaga, e
afirmam que além de ocorrer nos corpos d’agua, esse processo também pode ocorrer no solo.
De fato, Gunkel et al. (2007) revelam altera¢des no rio Ipojuca (PE) a jusante de uma area com
fertirrigacdo de cana-de-agUcar, como 0 aquecimento da agua, acidificagdo, aumento da

turbidez e diminuig&o do oxigénio dissolvido.

Durante o armazenamento, transporte e disposicdo final da vinhaca no solo, também
ocorre a liberagdo de gases de efeito estufa, como gas carbonico, 6xido nitroso e metano,
resultado da decomposicdo do alto teor de matéria organica presente na vinhaca (MORAN-
SALAZAR et al., 2016).

Oliveira et al. (2013) indicam que a emisséo de CO: é triplicada nas &reas em que ocorre
fertirrigacdo da vinhaga no solo. A emissdo de N>O também aumenta substancialmente,
variando de -35,8 a 49,3 ug N2O-N.m?2.h? na area controle em que ha queima da palha,
comparada ao intervalo de 11,8 a 327,0 ug N2O-N.m?.h" na area com fertirrigacdo e mesmo
tipo de colheita, sendo os valores negativos referentes ao consumo do géas pelos microrganismos
do solo (OLIVEIRA et al., 2013). Nas areas em que ndo é realizada a queimada, essa taxa varia
de -0,6 a 169,3 pg N2.O-N.m?.h? na area controle para 47,3 a 592,0 ug N.O-N.m?.h" na area
com fertirrigacdo (OLIVEIRA et al., 2013). No caso do CHs, 0s autores indicam que a

fertirrigacdo ndo altera o fluxo do gas no solo.

Apesar de diversos estudos apontarem o0s impactos ambientais causados pela vinhaca,
ha pouca regulamentacdo federal que estabeleca critérios para sua destinacdo. Encontram-se
apenas as Portarias 323, de 29 de novembro de 1978 (BRASIL, 1978) e 158, de 03 de novembro
de 1980 (BRASIL, 1980), que proibem o langamento direto ou indireto da vinhaga em qualquer
colecéo hidrica, desde a safra de 1979/80.
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No Estado de S&o Paulo, a Norma Técnica P4.231 da CETESB, com sua primeira edi¢éo
homologada em 2005, estabelece critérios e procedimentos para aplicacdo da vinhaga em solo
agricola. Porém, o céalculo da dosagem méxima a ser aplicada se baseia apenas no limite de
saturacdo de potassio no solo, considerando a concentracdo de potéssio presente na vinhaga e
no solo, e a capacidade de troca catiénica do solo (SAO PAULO, 2015), ndo estabelecendo

limites de concentracéo para outros possiveis contaminantes.

Devido ao alto teor de matéria organica presente na vinhaga, esse residuo pode ser
substrato para a digestao anaerdbia, que poderia reduzir suas caracteristicas poluentes por meio
da degradacdo das substdncias organicas toxicas e sua transformacdo em residuos
biodegradaveis (ESPANA-GAMBOA et al., 2011). O efluente de tratamentos anaerébios, além
de possuir niveis baixos de matéria organica, também apresenta pouco sulfato, pois este é
reduzido a sulfeto durante o processo, e mantém os nutrientes importantes para o solo, como
potassio, nitrogénio e fosforo (MORAES et al., 2014).

Ademais, o tratamento anaerdbio da vinhaga tem alto potencial para producéo de biogas.
Nesse sentido, é importante identificar as variagbes sazonais em suas caracteristicas fisico-
quimicas, pois podem prejudicar a estabilidade do processo, mas ndo sdo um impedimento para
sua realizacdo (GODOI et al., 2019). Vinhacas de diferentes tipos de usina também s&o
adequadas como substrato do tratamento anaerébio, como indicam Santos et al. (2019), ndo
afetando a producdo de metano como biogas. A energia potencial elétrica das vinhacas de trés
usinas diferentes poderia substituir 89% do carvao ou 22% do gas natural utilizado no Brasil
(SANTOS et al., 2019).

Moraes et al. (2014) calculam que o potencial anual de energia elétrica da vinhaca
produzida a partir de uma Unica biorrefinaria de cana-de-acucar, sendo autbnoma ou anexa,
poderia suprir a demanda de eletricidade de uma cidade de aproximadamente 130 mil
habitantes, correspondendo a 7,5% da energia elétrica gerada em ltaipu. Para as usinas, a
energia excedente comercializada a partir do bagaco aumentaria em 55% com a biodigestao da
vinhaca (MORAES et al., 2014). Os autores complementam gue se o biogas fosse utilizado nas
caldeiras, ele substituiria 12% do bagaco utilizado, e este poderia ganhar outro destino, como a

producdo de etanol de segunda geracdo ou comercializacéo.

Dessa forma, a fertirrigacdo da vinhaca sem tratamento prévio, alem de causar diversos

prejuizos ambientais, representa um grande desperdicio do seu potencial energético.



34

2.3 Fundamentos da digestdo anaerobia

A digestdo anaerdbia conta com um consércio de microrganismos formado por bactérias
fermentativas, acetogénicas, redutoras de sulfato e arqueas metanogénicas, como mostra a

Figura 2.

Figura 2 - Principais processos e microrganismos envolvidos na digestdo anaerdbia
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Na primeira etapa, os complexos orgéanicos sdo hidrolisados pelas bactérias
quimioheterotrdficas, resultando em aglcares simples, 0s quais podem penetrar a membrana
celular e serem convertidos em &lcoois, &cidos volateis, hidrogénio e didéxido de carbono
(SPEECE, 1983). Depois, os alcoois e &cidos volateis com mais de dois carbonos sdo oxidados
a acetato e hidrogénio pelas bactérias acetogénicas, que devem existir em relacdo simbio6tica
com as arqueas metanogénicas que utilizam hidrogénio (SPEECE, 1983).

Essa relacdo simbidtica deve ocorrer de modo que as arqueas metanogénicas
hidrogenotréficas mantenham a pressdo parcial de hidrogénio extremamente baixa, sendo a
Unica forma de possibilitar as condicdes termodinamicas favordveis para a acetogénese
(SPEECE, 1983). Caso contrario, ocorre o acimulo dos &cidos volateis, como o propi6nico e o
butirico (SPEECE, 1983). De fato, a grande quantidade de hidrogénio formado durante a
acetogénese possui dois destinos: 0 consumo pelas arqueas metanogénicas hidrogenotroficas
ou a formacdo de &cidos organicos, como o propidnico e o butirico, através da reacdo entre
hidrogénio, didéxido de carbono e &cido acético (CHERNICHARO, 2007). A producdo de
acetato no sistema € importante pois garante o fornecimento desse substrato para as arqueas
metanogénicas acetoclasticas, e 72% da DQO e convertida a CH4 por via acetoclastica (Figura
3) (MCCARTY; SMITH, 1986).

Os principais géneros de arqueas metanogénicas acetoclasticas sdo Methanosaeta e
Methanosarcina, embora este Gltimo género contenha espécies que também utilizam hidrogénio
e metilaminas, enquanto apontam-se entre as hidrogenotréficas os géneros Methanobacterium,
Methanospirillum e Methanobrevibacter (CHERNICHARO, 2007).
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Figura 3 - Porcentagens dos produtos formados durante a digestdo anaerobia
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Fonte: O Autor, adaptado de McCarty e Smith (1986).

Como mostra a Figura 2, substratos que contém grande concentracdo de sulfato, como
a vinhaca, quando submetidos a digestdo anaerébia também estimulam o crescimento de
bactérias redutoras de sulfato, que o utilizam como aceptor de elétrons liberados durante a
oxidacao de materiais organicos (CHERNICHARO, 2007).

Esse grupo de microrganismos é considerado muito versatil, pois sdo capazes de usar
diversos substratos, como toda a cadeia de acidos graxos volateis, varios acidos aromaticos,
hidrogénio, metanol, etanol, glicerol, aclcares, aminoacidos e varios compostos fendlicos
(CHERNICHARO, 2007). Como resultado de seu metabolismo, sdo produzidos sulfeto e gas
carbbnico através de oxidacdo completa, ou acetato e sulfeto por oxidacdo incompleta (LENS
et al., 1998). Por essa razdo, as bactérias redutoras de sulfato podem competir com bactérias

acetogénicas e arqueas metanogénicas pelos mesmos substratos (BROWN et al., 2019).

Dessa forma, a metanogénese pode ser afetada por essa competicdo por doadores de
elétrons entre arqueas metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato (LENS et al., 1998).
Ressalta-se que a redugdo de sulfato a sulfeto de hidrogénio é energeticamente favorecida em
relacdo a producédo de metano, considerando como substrato tanto o hidrogénio quanto o acetato

(SPEECE, 1983). Entretanto, a competicdo por hidrogénio deve ganhar maior atengdo do que
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a competicdo por acetato, pois ndo ocorre inibicdo da metanogénese em sistemas anaerébios
cujo doador de elétrons é o acetato, e as metanogénicas podem inclusive se beneficiar com a
producdo de acetato pelas bactérias redutoras de sulfato por meio de oxidacdo incompleta
(COSTA; O’FLAHERTY; LENS, 2020). A prevaléncia de um processo ou outro tem sido
relacionada a diversos fatores, como a relagdo DQO/sulfato presente no meio, a capacidade de
agregacao microbiana e a temperatura (PAULO; STAMS; SOUSA, 2015).

Entre os géneros de bactérias redutoras de sulfato que promovem oxidacdo completa
dos substratos, estdo Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfobacterium e
Desulfonema, enquanto os géneros Desulfobulbus, Desulfomonas, e a maioria das espécies dos
géneros Desulfotomaculum e Desulfovibrio fazem oxidagdo incompleta (CHERNICHARO,
2007).

2.4 Processos anaerobios com separacgao de fases

A separacdo de fases em sistemas anaerobios consiste em separar as reacdes principais
da digestdo anaerdbia entre hidrélise e fermentacdo/acidogénese na primeira fase e acetogénese

e metanogénese na segunda fase (FOX; POHLAND, 1994), como mostra a Figura 4.
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Figura 4 - Processos anaerobios em fase Gnica e com separacao de fases

Sistema Unico Sistema com Separagio de Fases
Substrato Substrato
Hidrolise
Hidrolise T
Acidogénese
4

Acidogénese

H,, CO, Fase 1 - Reator
Acidogénico

Y

Acidos Graxos

Acetogénese ; ;
Volateis
A 4
! Acetogenese
Metanogénese v
l Metanogenese
CHa, CO; CH4., COy
Reator Fase 2 - Reator
Metanogénico Metanogénico

Fonte: O Autor, adaptado de Fox e Pohland (1994).

As vantagens associadas a separacdo de fases sdo o isolamento e a otimizacdo dos
processos que sdo conhecidos como limitantes da taxa de degradacdo - a hidrolise e a
metanogénese; além da melhora da cinética e da estabilidade das reagcdes por meio do controle
do pH de cada fase; melhora da estabilidade dos reatores em relagdo a choques de cargas;
selecdo de microrganismos de crescimento mais rapido; e potencial de desintoxicacdo na
primeira fase (FOX; POHLAND, 1994). Além disso, a maior estabilidade do processo diminui
a guantidade de alcalinizantes necessarios a serem adicionados nos biodigestores (FUESS et
al., 2017). Principalmente, os processos anaerébios em que ocorre a separacdo de fases séo
considerados mais eficientes em termos de taxas de biodegradacdo e produtividade energética
(SCHIEVANO et al., 2012).

Como desvantagens, a necessidade de um segundo reator eleva os custos, e a
aplicabilidade e a configuracdo do reator sdo influenciadas por cada substrato, gerando uma

maior dificuldade de implementacéo e operagdo (FOX; POHLAND, 1994). Além disso, citam-
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se a interrupcdo de relacOes sintroficas entre bactérias acidogénicas e arqueas metanogénicas,

nos casos de substratos em que essas relages sdo necessarias (FOX; POHLAND, 1994).

Nasr et al. (2012) alcancaram um aumento de 18,5% no rendimento de energia na
digestdo anaerdbia da vinhaca filtrada de milho, por meio do aumento no rendimento do metano
e da energia adicional produzida a partir do hidrogénio no sistema com separacdo de fases.
Além disso, nesse sistema a biodegradabilidade da vinhaca foi de 99%, comparada com 88,2%
em sistema unico (NASR et al., 2012).

Fu et al. (2017) realizaram a comparacgdo entre sistemas utilizando como substrato a
vinhaca oriunda da producéao de licor na China, cujos ingredientes principais sdo gréos, como
sorgo, arroz e trigo. No sistema com separagéo de fases, o rendimento cumulativo de metano
foi 10,8% maior do que no sistema Unico, resultando em um tempo de digestdo 4 dias mais
curto, isto é, 0 nimero de dias necessarios para obter 80% do rendimento total de biogas (FU
etal., 2017).

Ferraz Janior (2013), ao estudar a digestdo anaerdbia da vinhaca de cana-de-agucar com
separacao de fases e em sistema unico, mostrou ganhos ambientais e energéticos no tratamento
com separacédo de fases. O autor indicou que as eficiéncias de remoc¢éo da matéria organica total
e solivel passaram de 60,7% e 72,6% no sistema Unico para 74,6% e 96,1% no sistema
combinado, aproximadamente. E a biodegradabilidade da vinhaca aumentou de 66,0% para
87,4% (FERRAZ JUNIOR, 2013). Ademais, embora o rendimento energético do hidrogénio
produzido no reator acidogénico tenha sido muito inferior ao do metano (1,5 W.L " inhaca CONtra
44,2 W.L Yinhaca), NO sistema com separacdo de fases a extracdo de energia aumentou 25,7%
em comparagdo com o sistema Unico, e o hidrogénio pode ser utilizado com um biogés ideal e
é produzido de forma rapida (FERRAZ JUNIOR, 2013).

Também analisando a vinhaca de cana-de-agucar como substrato, Fuess et al. (2017)
concluiram que a adocdo do sistema de separacdo de fases € economicamente viavel para
implantacdo em escala real nas biorrefinarias, pois os custos relacionados a producéo de biogas
e eletricidade sdo equivalentes ou menores do que em sistemas de fase Unica, apesar do maior

custo operacional e de implementacéo.
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2.5 Importancia dos elementos trago na digestdo anaerobia

Além de macronutrientes como carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre, microrganismos
anaerobios também precisam de elementos traco, ou micronutrientes, em concentraces
relativamente baixas para seu metabolismo (CHOONG et al., 2016). Os requisitos nutricionais
dos microrganismos na digestdo anaerdbia representam um fator essencial para a estabilidade
do processo, e a falta dos nutrientes pode resultar em uma degradacdo incompleta dos substratos
e levar o biodigestor ao fracasso (KAYHANIAN; RICH, 1995).

A maioria dos metais pesados sdo elementos de transicdo com o orbital “d”
incompletamente preenchido, dando origem a cations com a capacidade de formar compostos
complexos que podem ser ou ndo redox ativos (NIES, 1999). Entdo, esses cations desempenham
um papel importante como elementos trago em reagdes bioguimicas (NIES, 1999), tendo
fungdes na formacgdo do sitio ativo, do cofator e da propria estrutura de metaloenzimas,
importante grupo de enzimas necessarias para a producdo de metano tanto pela rota
acetoclastica como pela rota hidrogenotrofica (CHOONG et al., 2016). O Quadro 1 sintetiza as

principais funcbes dos elementos trago estudados.

Quadro 1 - Principais fungbes dos elementos traco estudados para a digestdo anaerdbia

Metal Principais fungdes Referéncias Bibliogréficas
. . Ferry (2010);
Cobalto (Co Estrutura do fator 111 (metiltransferase); corrindides.
(Co) ( ) Paulo et al. (2004).
Acetil-coenzima A decarbonilase/sintase em metanogénicas Doukov et al. (2002);
Cobre (Cu) o .
acetoclasticas. Seravalli et al. (2003).

Incentiva a conversdo do propionato para acetato e a
acetogénese; sitio ativo da maioria das hidrogenases em
Ferro (Fe) metanogénicas hidrogenotréficas; acetil-coenzima A
decarbonilase/sintase em metanogénicas acetoclasticas; melhor
desenvolvimento do lodo.

Meng et al. (2013);
Sharma e Singh (2001);
Mulrooney e Hausinger

(2003).

Estabiliza a metiltransferase em metanogénicas;

. ~ Oleszkiewicz e Sharma (1990)
participa de reagbes redox.

Manganés (Mn)

Sitio ativo da maioria das hidrogenases em metanogénicas

Niquel (Ni) hidrogenotréficas; acetil-coenzima A decarbonilase/sintase em Mulrooney e Hausinger
q metanogénicas acetoclasticas; cofator F 43, (metil-coenzima M (2003); Ferry (2010).
reductase).
Selénio (Se) Presente na formato desidrogenase em metanogénicas. Jones e Stadtman (1981)

Fonte: O Autor.
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O cobalto, o ferro e o niquel sdo apontados como 0s elementos traco mais importantes
para a digestdo anaerébia (CHOONG ET AL., 2016; OLESZKIEWICZ; SHARMA, 1990). O
cobalto faz parte da estrutura do fator 111, subunidade da metiltransferase que participa de todas
as rotas metanogénicas (FERRY, 2010). Este metal também esta envolvido com corrindides
necessarios para metanogénicas que utilizam metanol como substrato, podendo ocorrer uma
competicdo por cobalto entre esses microrganismos e homoacetogénicas quando o metal esta
presente em altas concentracdes, apontando-se a adicao de 0,1 uM de cobalto responsavel por
favorecer apenas a metanogénese (PAULO et al., 2004).

A suplementacéo de ferro incentiva a conversdo do propionato para acetato por bactérias
que utilizam propionato, e também aumenta as atividades das enzimas relacionadas a
acetogénese (MENG et al., 2013). Isso pode favorecer a metanogénese pela prevengdo do
acumulo de &cido propibnico e pela formacao de acetato. Sharma e Singh (2001) mostram que
a maior conversdo do propionato a metano foi obtida com a suplementagdo de 50 mg.L? de
ferro na vinhaga de cana-de-agucar. Além disso, o ferro esta relacionado com um melhor
desenvolvimento do lodo, sendo a sua suplementacdo apontada como principal fator para a
maior taxa de sedimentacdo do lodo (SHARMA,; SINGH, 2001).

O niquel é importante tanto para as metanogénicas hidrogenotroficas como para as
acetoclasticas, pois para o primeiro grupo ele estd presente no sitio ativo da maioria das
hidrogenases, assim como o ferro, e para o segundo grupo o niquel faz parte da acetil-coenzima
A decarbonilase/sintase (MULROONEY; HAUSINGER, 2003). Além disso, o niquel esta
presente no cofator Fs3 que compde a metil-coenzima M reductase, que catalisa a etapa final
da formacdo de metano e é exclusiva de metanogénicas (FERRY, 2010; MULROONEY;
HAUSINGER, 2003).

O cobre, juntamente com o ferro e o niquel, faz parte da estrutura da acetil-coenzima A
decarbonilase/sintase (DOUKOQV et al., 2002; SERAVALLI et al., 2003). Essa enzima €
responsavel tanto pela decomposicdo quanto pela formacdo de acetato, portanto além das
metanogénicas acetoclasticas, ela também € necessaria para as bactérias acetogénicas e para as
redutoras de sulfato (MULROONEY; HAUSINGER, 2003).

O manganés estabiliza a metiltransferase em metanogénicas e participa de reacdes redox
(OLESZKIEWICZ; SHARMA, 1990). A caracteristica do manganés de ser doador de elétrons
para a metanogénese a partir do diéxido de carbono (rota hidrogenotroéfica) é apontada por Qiao
et al. (2015) como o motivo pelo qual sua suplementacdo a 4 g.L ! na digestdo anaerébia de

efluente sintético obteve rendimento total de metano 3,4 vezes maior e velocidade de produgéo
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4,4 vezes maior do que no controle. Por sua vez, Pankhania e Robinson (1984) observaram que
a adicdo de manganés a uma concentracdo de 50 uM estimulou a taxa da metanogénese pela
rota hidrogenotrofica da Methanospirillum hungatei. Em condi¢Ges anaerdbias 0 manganés se
separa dos minerais e é reduzido a sua forma mais soluvel, tornando-se bastante disponivel e
bem distribuido entre as fragdes do lodo (BRAGA et al., 2017).

O selénio esta presente em uma das duas formato desidrogenases descritas por Jones e
Stadtman (1981) presentes na Methanococcus vannielii. A primeira € composta por ferro e
molibdénio, e a outra é um complexo formado por uma proteina de selénio e outra proteina
contendo ferro, molibdénio e enxofre (JONES; STADTMAN, 1981). Porém, a enzima que nao
contém selénio esta presente nos microrganismos apenas quando ha uma deficiéncia de selénio
no meio, e nesse cenario a velocidade de crescimento dessas metanogénicas € baixa, sugerindo

que a selenoenzima é uma catalisadora mais eficiente (JONES; STADTMAN, 1981).

Em estudo realizado por Facchin et al. (2013), tendo como substrato residuos de comida,
0 selénio se destacou entre os elementos traco estudados por aumentar a produgdo de metano
com ambos inoculos estudados — um rico e outro com deficiéncia de elementos traco. Para o
indculo com 9,1 mg Se/kgsslidos totais, @ SUplementacéo de 2 mg Se/kgssiidos totais aumentou em 10%
a producdo de metano; e para o indculo com menos de 1 mg Se/Kgsolidos totais, @ SUplementacéo
de 10 mg Se/kgssiidos totais aumentou em 28% a produgdo de metano, aproximadamente
(FACCHIN et al., 2013).

Nota-se que a exigéncia da adicdo de micronutrientes esta relacionada a caracterizacao
do substrato ou agua residuaria. Braga et al. (2018) estimaram uma velocidade de producéo de
metano de 12 mLCH,4.gDQO™.dia? a partir de 4gua negra sintética, ou seja, uma combinagdo
de esgoto e efluente de suinocultura, com a suplementacéo de 3,0 mg.L* de cobre e 0,98 mg.L-
1 de selénio. Takashima e Speece (1989) demonstraram concentracdes minimas de oito
nutrientes a serem adicionadas em acido acético para manter altos consumos volumétricos de
acetato (de 30 a 40 g.L .dia) por arqueas metanogénicas a um baixo tempo de retencéo de
sdlidos de 5 dias. Os autores indicam cargas volumétricas de metais de 0,1 mg.LYvoume do
reator.dia™® para o cobalto, 0,2 mg.L " votume do reator.dia™ para o niquel e 1 mg.L volume do reator.dia™
para o ferro. Ja Sharma e Singh (2001) obtiveram resultados positivos para a remocdo de DQO,
producdo de metano e aumento da sedimentagdo do lodo a partir de vinhaca de cana-de-agucar

com a adicéo de 0,5 mg.L™ de cobalto, 0,1 mg.L* de niquel e 10 mg.L de ferro.

Torna-se necessario estudar as concentracdes requeridas de elementos traco na digestdo

anaerobia pois, além de poder otimizar o processo, deve-se atentar para as concentragdes acima
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das quais os elementos apresentam toxicidade, atuando como inibidores das fungdes
enzimaticas. Segundo Oleszkiewicz e Sharma (1990), os metais traco sdo majoritariamente
inibidores ndo especificos, ndo competitivos e reversiveis, isto é, eles ndo competem com o
substrato, mas ligam-se as enzimas ou ao complexo enzima-substrato. Porém, em alguns casos
eles podem atuar como inibidores competitivos, substituindo o substrato procurado pela
enzima, que pode ser, por exemplo, outro metal (OLESZKIEWICZ; SHARMA, 1990). Esse
segundo caso depende da afinidade do metal com a enzima, assim como as concentragdes
relativas de cada metal que estd competindo (OLESZKIEWICZ; SHARMA, 1990).

A toxicidade dos metais depende de diversos fatores, como descrevem Chen, Cheng e
Creamer (2008). Apontam-se a concentracdo de cada metal, o tipo de substrato e a quantidade
de solidos volateis presentes, assim como 0s géneros de microrganismos; a forma quimica em
que o metal se encontra; e a interacdo dos metais, sendo sinérgica ou antagonista (CHEN;
CHENG; CREAMER, 2008).

2.6 Delineamento de experimentos: Fatorial Fracionado e Composto Central

Um delineamento experimental pode ser entendido como o processo pelo qual alguns
fatores sdo selecionados e variados de forma a analisar seus efeitos na resposta estudada
(WANG; WAN, 2009).

Por muito tempo, os delineamentos experimentais que tinham os elementos traco como
fatores analisados eram do tipo um-fator-por-vez, ou “delineamento de um fator”, como o
utilizado por Takashima e Speece (1989), em que a concentracdo de um nutriente era variada
enquanto a dos outros deveria ser mantida constante. Porém, como o0s préprios autores
reconhecem, o problema desse método é a dificuldade na interpolacdo das interacdes entre 0s
elementos. Além disso, ele ndo é econémico, consome bastante tempo e representa um
desperdicio de recursos (CHAGANTI et al., 2012).

Em contraste, delineamentos fatoriais possibilitam a identificacdo das interacdes entre
os fatores, pois eles estudam os efeitos de mais de um fator em dois ou mais niveis (WANG;
WAN, 2009), sendo os niveis 0 que se esta variando para cada fator, por exemplo sua

concentracdo. O DFF ¢ escolhido ao invés do Delineamento Fatorial Completo quando o
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nimero de fatores e niveis é tdo elevado que representa um impedimento econémico e
operacional (WANG; WAN, 2009).

O DFF é usado para identificar os fatores que apresentam efeito significativo na resposta
estudada, podendo mostrar também as interagdes, como no estudo conduzido por Jiang et al.
(2017). Os autores utilizaram esse delineamento para avaliar os efeitos do cobalto, ferro,
molibdénio, niquel, selénio e tungsténio na degradacdo dos acidos graxos volateis a partir de
residuos de comida. Braga et al. (2018) e Keskin et al. (2018) utilizaram Planejamento Plackett-
Burman, um tipo de DFF, para realizar essa triagem dos elementos. Braga et al. (2018)
avaliaram o efeito do bario, cobalto, cobre, ferro, manganés, niquel, selénio e suas interacdes
na producdo de metano a partir de 4gua negra sintética. Keskin et al. (2018) identificaram os
elementos traco que tinham efeito significativo na producéo de hidrogénio a partir de residuos

de frutas e vegetais, entre onze elementos pesquisados, incluindo os seis do presente estudo.

O DCC é utilizado na metodologia da superficie de resposta para estimar uma
aproximacao polinomial de segunda ordem (WANG; WAN, 2009). Os autores explicam que a
superficie de resposta mostra visualmente os efeitos dos niveis analisados de cada fator sobre a
resposta estudada, e indica interacdes entre fatores. Além disso, por meio da analise de variancia
(ANOVA), diferenciam-se os efeitos significativos dos que ndo sao significativos, e por meio
do modelo de regressao a resposta 6tima pode ser calculada (WANG; WAN, 2009). Esse tipo
de delineamento permite estipular sob quais niveis os fatores possibilitam maxima ou minima
resposta, otimizando o processo. Menon, Wang e Giannis (2017) estudaram a digestdo
anaerdbia em duas fases de residuos de comida, e usaram DCC para maximizar a producdo de
metano por meio da suplementacéo de calcio, cobalto, magnésio e niquel. Thungklin, Sittijunda
e Reungsang (2018) também utilizaram esse delineamento experimental para otimizar a taxa de
producdo de metano com separacdo de fases a partir de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado,

e os fatores analisados foram pH inicial, concentracéo de niquel e concentracéo de ferro.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa consiste em avaliar a influéncia da suplementacdo dos

micronutrientes cobalto (Co), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni) e selénio (Se)

na producdo de metano a partir de vinhaga acidificada, buscando o aumento do aproveitamento

energético da industria sucroalcooleira. Para isso, os seguintes objetivos especificos foram

definidos:

Determinar a cinética de producdo de metano a partir de vinhaca acidificada
utilizando ensaios em modo batelada;

Identificar quais micronutrientes apresentam efeito estatisticamente positivo ou
negativo nas respostas velocidade de producdo, producdo méaxima e
produtividade de metano;

Determinar uma faixa 6Otima de concentracdo para a suplementacdo dos
elementos traco com efeito estatisticamente positivo nas respostas analisadas;
Validar a producdo de metano obtida com suplementacdo de elementos traco
otimizada estimada pelos modelos obtidos utilizando Delineamento Composto
Central.

Identificar o efeito da suplementacdo de elementos traco otimizada nas rotas

metabolicas envolvidas na digestdo anaerobia.



46



47

4. MATERIAIS E METODOS

A Figura 5 indica o delineamento experimental utilizado para identificar e otimizar os
fatores com efeito significativo positivo na producdo de metano a partir de vinhaga de cana-de-

acucar, entre seis elementos traco estudados: Co, Cu, Fe, Mn, Ni e Se.



48

Figura 5 - Atividades do Delineamento Fatorial Fracionado, do Delineamento Composto Central e do

Ensaio de Validagdo

Delineamento Fatorial Fracionado

Construgéo da matriz
do delineamento

Ensaio do Potencial

Bioquimico do Metano

Ajuste dos dados
experimentais para um
modelo (Boltzmann)

experimental

Analise estatistica para identificacdo

v

dos fatores (metais) que afetam a [«
producdo de metano

Obtengdo dos parametros produgdo maxima de
metano (P) em mmol CH4.gDQO'1,
velocidade maxima de produgdo (Rm)

e produtividade em mmol C H-i,.(gDQO.ciia)'I

Delineamento Composto Central

Y

Selegdo dos metais para
analise do composto central

Construgdo dz matriz do
delineamento
experimental utilizando
dois blocos

Ensaio do Potencial
—>{ Bioquimico do Metano
Bloco 1

Ensaio do Potencial

v

Obtengdo dos parametros producdo maxima de
metano (P) em mmol CHy.gDQO"L,

Bioquimico do Metano [«
Bloco 2

A 4

velocidade maxima de produgéo (Rm)

Obtengéo dos parametros produgdo maxima de
metano (P) em mmol CH4.gDQO'1,
velocidade maxima de produgdo (Rm)

e produtividade em mmol C‘H—L(gDQO.dia)'l

e produtividade em mmol CHJ.(gDQO.dia)'l

Analise estatistica para
identificacdo das
concentragdes que podem

-

otimizar a produgédo de metano
com o fatonial completo e
pontos axiais

Ensaio de Validagdo

Obtengdo dos parametros produgdo maxima de
metano (P) em mmol CH4.gDQO’1,
velocidade maxima de produgao (Rm)

e produtividade em mmol CH-'1_(gDQO.dia)'1

Ensaio do Potencial
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Analise estatistica para confirmagao dos
»| fatores e concentragdes que podem
otimizar a produgo de metano

Fonte: O Autor.
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4.1 Teste de potencial bioquimico de metano (PBM)

O teste de potencial bioquimico de metano (PBM) foi utilizado como base para a
avaliacdo dos metais, seguindo as matrizes de delineamentos estatisticos. Os ensaios em modo
batelada utilizaram vinhaca acidificada obtida a partir de efluente de reator anaerdbio de leito
estruturado (do inglés anaerobic structured-bed reactor - AnSTBR) acidogénico operado em
condi¢des termofilicas (55 °C) em modo continuo (PIFFER et al., 2021), e armazenada a -18°C.
Os autores buscavam investigar o estabelecimento da sulfetogénese no reator acidogénico a
partir da vinhaca de cana-de-agUcar proveniente da usina Sdo Martinho de agUcar, etanol e

eletricidade localizada em Praddpolis, SP.

Os ensaios foram feitos em duplicata, com excecéo do ensaio de validacéo, realizado
em triplicata. Foram utilizados frascos de boro-silicato com 100 mL de volume reacional e 200
mL de headspace, mantidos em camera (Multitron, Infors HT, Bottmingen, SUI) com agitacéo
de 100 rpm em temperatura termofilica (55°C). O inéculo foi obtido de um reator anaerébio de
fluxo ascendente e manta de lodo (do inglés upflow anaerobic sludge bed reactor - UASB)
metanogénico. O reator em escala real era operado em condicdes termofilicas e alimentado com
vinhaca na usina S&o Martinho de acgucar, etanol e eletricidade localizada em Pradopolis, SP. O
indculo foi centrifugado por 10 minutos a 6000 rpm. A relacdo biomassa/substrato
(gSVT.gDQO™) foi de 0,3 (KIYUNA, FUESS e ZAIAT, 2017). Bicarbonato de sodio foi
adicionado como agente tamponante do meio, a partir da relacdo bicarbonato/substrato de 0,5
gNaHCO3.gDQO™.

A pressdo foi medida diariamente por meio do transdutor de pressdo TPR-18 acoplado
a uma interface BS 2000 (Design Instruments, Barcelona, ESP). A pressdo, juntamente com o
volume do headspace e a temperatura do ensaio (55°C), foi utilizada para calcular o nimero de
mols do total de biogas produzido por meio da equacdo dos gases ideais. Esse nimero de mols,
aliado a fracdo molar do CH4 obtida por cromatografia gasosa (CG), permitiu o calculo do
namero de mols de CH4 produzido. A producgdo acumulada de metano ao longo do tempo,
dividida pela DQO adicionada, foi ajustada a equacdo sigmoidal de Boltzmann (Equacdo 1),
sendo a produgdo maxima de CH4 (P) obtida de seu parametro que define a assintota da curva.
Em seguida, a curva foi derivada em relacdo ao tempo para se obter a velocidade méaxima (Rm).
A produtividade foi considerada como o maximo valor obtido pela divisdo da producéo de
metano acumulada, ajustada por Boltzmann, pelo tempo de experimento decorrido, sendo

equivalente a uma maxima producéo média.
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Equacdo 1:
(A2 — A1)
y=A1+ T =x0)
1+e dx
Em que:

Al = Assintota inferior;

A2 = Assintota superior;

Xo = Ponto de inflexdo da curva;
dX = Inclinagéo.

Os parametros P, Rm e produtividade foram as respostas consideradas para a analise do
efeito dos metais. Assim, para o DFF, foi ajustada uma equacao linear em funcéo dos fatores
(metais) testados, sem interacOes, a cada resposta utilizando os valores obtidos para as réplicas
individualmente. Para o DCC, foi ajustada uma equacédo quadratica com interacdes para cada
resposta utilizando a média dos valores obtidos para as duplicatas. A ANOVA foi utilizada para

avaliar a significancia do modelo e o efeito dos fatores.

Os reatores em batelada foram operados até que se estabilizasse a producéo de metano,
decorridas aproximadamente seis semanas para cada ensaio. No DFF, foi necessario refazer o
ensaio de 3 condices, pois seus resultados foram inconsistentes no primeiro ensaio. Para isso,
foram utilizados 0 mesmo lodo e a mesma vinhaga acidificada, submetidos a procedimentos e
condicdes idénticos a primeira parte do ensaio. No primeiro bloco do DCC, 3 condic¢Ges também
apresentaram resultados inconsistentes, e por isso foram refeitas junto com as condi¢des do

segundo bloco.

4.2 Estudo dos metais traco na vinhaca utilizando o Delineamento Fatorial Fracionado

O efeito dos metais traco na producdo de metano a partir da vinhaca foi avaliado através
de ensaios com DFF. Para isso, foi construida a matriz experimental de concentragdes testadas
em ensaios de PBM. A matriz apresenta oito condi¢6es, cada uma em duplicata, sendo os pares
de réplicas distribuidos aleatoriamente (Tabela 2). As réplicas foram identificadas com o

prefixo “DFF” seguido de algarismos romanos (1 a 16), distribuidos aleatoriamente pelo
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software Statistica®. Assim, o par de réplicas “DFF-7” ¢ “DFF-15" se referem as duplicatas da

condicdo 2 do ensaio de DFF.

Foram analisados seis fatores, sendo eles os metais Co, Ni, Se, Cu, Fe e Mn. As solucdes
foram preparadas para que os volumes adicionados fosse 0 mesmo para todos os metais, e igual
a 0,7 mL. Ademais, os fatores foram analisados em dois niveis: -1 representando nenhuma
adicdo, além das concentragdes ja originalmente presentes na vinhaga e no lodo, e +1 indicando
adicdo. Para os metais Co, Ni e Se, o nivel +1 correspondeu a uma adicdo de 0,3 mg.L™*; e para
0s metais Cu, Fe e Mn, adicdo de 5 mg.L™ (Tabela 2). Essas concentragdes foram estipuladas
a partir dos valores obtidos para esses metais na caracterizagdo da vinhaga e lodo (Item 5.1).

Tabela 2 - Niveis dos fatores em cada condicao utilizando Delineamento Fatorial Fracionado

Niveis e Concentracdes dos Fatores (mg.L™)

Condi¢Ges Duplicatas

cu Fe Mn Ni Se
1 [[))FFFF'_zlg +1(03) -1(0) -1(0) -1(0) -1(0) +1(0.3)
2 [[))FFFF'_71§ 10  +1(6) +1(G)  -1(0) -1(0) +1(03)
3 [[))FFFF'_?BG 10 10 +1(5) +1(5) -1(0)  -1(0)
4 DDFFFE_lge 40 10 -1(0) +1(5) +1(03) +1(0.3)
5 [[))FFFF‘_i;‘ +1(03) +1(5) -1(0) +1(5) -1(0)  -1(0)
6 [[))FFFF‘_?L: +1(03) -1(0) +1(5) -1(0) +1(03) -1(0)
7 [[))FFFF‘_if 10 +1(5) -1 -1(0) +1(03) -1(0)
8 [[))FFFF‘_?S +1(03) +1(5) +1(5) +1(5) +1(03) +1(0,3)

Fonte: O Autor.

4.3 Estudo dos metais traco na vinhaca utilizando o Delineamento Composto Central

O DCC foi dividido em dois blocos devido ao numero de condic6es (16 condi¢Ges em
duplicata), sendo o primeiro bloco composto por um fatorial completo e o segundo composto
pelos pontos axiais, ambos com pontos centrais. Na matriz do primeiro bloco (Tabela 3),

percebem-se 3 concentracdes diferentes dos metais selecionados que foram aplicadas a cada
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condicdo, representando os niveis -1, 0 e 1. O segundo bloco (Tabela 4) englobou os pontos

axiais, de niveis -1,682 e +1,682, que sdo definidos pelo proprio método.

Com base nos resultados do DFF, foi feita a matriz de concentra¢fes do primeiro bloco
(Tabela 3) e do segundo bloco (Tabela 4). Para os metais Co e Ni, os niveis -1,682, -1, 0, +1 e
+1,682 correspondem, respectivamente, a adicdes de 0,16 mg.L?, 0,3 mg.L?, 0,5 mg.L?, 0,7
mg.L™" e 0,84 mg.L! (Tabelas 3 e 4). Para o Mn, esses niveis correspondem a adicdes de 2,61
mg.L?, 5mg.L?, 8,5mg.L 2, 12 mg.L™ e 14, 39 mg.L* (Tabela 3 e Tabela 4). As réplicas foram
identificadas pelo prefixo “DCC” seguida de algarismos romanos (1 a 32) que remetem as
condicdes testadas. No segundo bloco foram refeitas as condi¢Ges do primeiro bloco cujos
resultados haviam sido inconsistentes (indicadas como condi¢cdes 8 e 9 do segundo bloco,
Tabela 4). A condicao de ponto central — indicada como 7 no primeiro bloco (Tabela 3) e 1 no
segundo bloco (Tabela 4) — é naturalmente repetida de acordo com o metodo, e também havia

apresentado resultados inconsistentes no primeiro bloco.

Tabela 3 - Niveis dos fatores do primeiro bloco do Delineamento Composto Central

CondicBes Duplicatas Niveis e ConcentracOes dos Fatores (mg.L™)
Co Mn Ni
1 BE%’.%X +1(0,7) +1 (12) +1(0,7)
9 [[))(é%‘_zlg -1(0,3) 1(5) +1(0,7)
3 [[))(c::(c::-.%; -1(0,3) 1(5) -1(0,3)
4 [[))%%‘_ig -1(0,3) +1(12) -1(0,3)
5 [[))%%‘_‘;g -1(0,3) +1(12) +1(0,7)
6 [[))%%‘_5216 +1(0.7) -1 (5) -1(0,3)
- [[))%%‘_258 0(0,5) 0(8,5) 0(0,5)
8 g%%_g; +1(0,7) -1 (5) +1(0,7)
9 [[)3((::%-723? +1(0,7) +1(12) 1(0.3)

Fonte: O Autor.
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Niveis e Concentracdes dos Fatores (mg.L™)

Condicdes Duplicatas - N Ni
1 DDCCCé_lfze 0 (0.5) 0 (8.5) 0 (0,5)
2 DDCCCé_l?f‘Oe 0(0,5) 0 (8,5) 11,682 (0,16)
3 DY -1682(0.16) 0 (8.5) 0 (0.5)
4 DDCCCé_lzlf +1,682 (0,84) 0(8,5) 0(0,5)
5 DDCCCé_lzzse 0(0,5) 11,682 (2,61) 0 (0,5)
6 p 0 (0.5) +1,682 (14,39) 0 (0.5)
7 DDCCC(;_l;e 0(0,5) 0 (8,5) +1,682 (0,84)
8 [[))CC‘,:((S:-_Zlg 11(0,3) 1(5) +1(0,7)
9 [[))(c::(c::_-? -1(0,3) -1(5) -1(0,3)

Fonte: O Autor.

4.4 Ensaio de validacéo

O ensaio de validacdo contou com uma triplicata da condicdo controle, sem adicéo de

metais (Val-C), e uma triplicata da condicdo com adicdo de niquel a uma concentracdo de 0,9

mg.L? (Val-Ni+).

4.5 Parametros e dados analisados

Os parametros e a referéncia dos métodos utilizados sdo descritos no Quadro 2. O
Software Statistica 13.3® software (TIBCO Inc., Palo Alto, EUA) foi utilizado para a

construgdo de matrizes de concentraces a serem adicionadas nos ensaios em batelada

utilizando DFF, em seguida, utilizando o DCC, e analise das respostas dos ensaios em modo
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batelada. Para a determinagdo dos pardmetros cinéticos P, Rm e produtividade, foi utilizado o

software Origin 8.0 software (OriginLab®, Northampton, EUA).

Antes do inicio de cada ensaio PBM, foi feita analise de s6lidos totais (ST) e solidos
volateis totais (SVT) do lodo que foi utilizado como indculo (APHA, 2012). Os componentes
da vinhaca acidificada também foram caracterizados (Quadro 2). Os mesmos parametros
descritos no Quadro 2 foram analisados ao longo do ensaio de validagdo, em que no total um
volume inferior a 10% do volume reacional foi retirado para este propdsito.

O monitoramento da composicdo de biogas foi feito por cromatdgrafo gasoso. O
primeiro ensaio do DFF, com 16 bateladas, e os dois blocos do DCC, com 18 bateladas,
utilizaram o cromatégrafo gasoso CG 2010 (Shimadzu, Kioto, JPN) equipado com coluna
capilar Carboxen 1010 plot (30 m x 0,53 mm x 0,30 um), utilizando argonio como gas de arraste
e operando nas condicOes de temperatura inicial do injetor igual a 220°C; temperatura inicial
do detector de 230°C e com vazdo do gas de make up (Ar) de 12 mL.min* (PERNA et al.,
2013). Ja o ensaio com as trés condigdes em duplicata que precisaram ser refeitas do DFF e o
ensaio de validacdo utilizaram cromatégrafo gasoso CG-2014 (Shimadzu, Kioto, JPN),
equipado com detector térmico de condutividade (TCD) e coluna HP-PLOT/Q (30 m x 0.53
mm X 40 um) (ADORNO et al., 2014). Temperatura do injetor: 160 °C; temperatura do detector:
170 °C; temperatura do forno: 35°C (2 min) a 170 (1,0 min), a 60 °C.min (5,25 min de corrida

cromatografica); split: 5 e fluxo de hidrogénio coluna (4 mL.min?).

A analise de acidos graxos volateis e alcoois para a caracterizacdo da vinhaca e na etapa
de validacao foi realizada utilizando um cromatégrafo gasoso CG 2010 (Shimadzu, Kioto, JPN)
com detector de ionizacdo de chama (DIC) e coluna HP- INNOWAX, de 30 m x 0,25 mm
(diametro interno) x 0,25 mm (espessura de filme). O cromatdgrafo era dotado de um
amostrador automatico (COMBI-PAL) cujas condicdes foram: tempo de aquecimento da
amostra (13 min); temperatura do bloco de aquecimento (100°C); volume de amostra injetada
(400 uL); temperatura da seringa (100°C); tempo de lavagem da seringa com N2 (3 min). As
condicdes cromatograficas foram: rampa de temperatura do forno 35°C (0 min) 2°C.min 38°C
(0 min) 10°C.min"t 75°C (0 min) 35°C.min"t 120°C (1 min) 10°C.min! 170°C (2 min);
temperatura do injetor (250°C); temperatura do detector (280°C); razdo de split: 1,0; fluxo do
gas de arraste (Hz) - 1,6 mL.min%; fluxo do make-up ou géas auxiliar (N2) - 30 mL.min*; fluxos
dos gases da chama - ar sintético (300 mL.min%) e Hz (30 mL.mint) (ADORNO; HIRASAWA,
VARESCHE, 2014).
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As andlises de metais totais foram realizadas no lodo utilizado como indculo e na
vinhaca utilizada como substrato iniciais, para quantificar os metais traco sem a suplementacgéo.
Para a validacdo, foram analisados ainda os metais traco dissolvidos e incorporados as
particulas solidas ao final do ensaio. Para isso, as amostras de lodo e as liquidas do final da
validacdo foram previamente centrifugadas a 6000 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante do
lodo descartado e o sobrenadante das amostras liquidas guardados para a determinacdo dos
metais traco dissolvidos. A digestdo de todas as amostras foi realizada em micro-ondas Ethos
Easy (Milestone, Sorisole (BG), ITA), programado com as condi¢des de temperatura e pressao
conforme descrito por Braga et al. (2017), utilizando 5 mL de HNO3 3M + 2mL de H202 30%,
adaptado de Bizzi et al. (2014). Os metais foram determinados por Espectrometria de Emissao
Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES) Optima 8000 (Perkin Elmer,
Waltham, USA) do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da UNESP Bauru. Os
parametros adotados no ICP-OES foram poténcia de radio frequéncia (RF): 1450 W, vazéo do
plasma de argdnio: 8 L.min™, vazdo auxiliar de argénio: 0,5 L min™, vazdo do nebulizador: 0,6

L min* e vazdo da amostra: 0,5 L min. O itrio foi adicionado como padréo interno (1 mg.L"

1)'
Quadro 2 - Parametros analisados na caracterizac¢do da vinhaca acidificada
Parametros Método Referéncia do método utilizado
Demanda qtél[r)ancoa)de oxigento Espectrofotométrico
Série de solidos Gravimétrico APHAJAWWA/WEF (2012)
Sulfato (SO4%) Turbidimétrico
Acido lactico Espectrofotométrico Taylor (1996)
Fendis Espectrofotométrico Buchanan & Nicell (1997)
Acucares totais Espectrofotométrico Dubois et al. (1956)
Glicerol Espectrofotométrico Greenhill (2003)
. . - Ripley, Boyle e Converse
Alcalinidade Titulométrico (1986)

Fonte: O Autor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da vinhaga e do lodo

A caracterizacdo inicial da vinhaca acidificada utilizada para os ensaios é descrita na

Tabela 5, e a caracterizacdo do lodo € indicada na Tabela 6.

Tabela 5 - Caracterizacdo da vinhaca acidificada utilizada nos ensaios com delineamentos fatorial

fracionado e composto central e no ensaio de validacéo.

Caracterizacdo da vinhaca acidificada
DQO amostra bruta (g.L™?) 22,34 +1,84
DQO amostra centrifugada (g.L™) 19,79 £ 2,34
2234,92 + 22,48

Sulfato (S04%) da amostra bruta (mg.L™)

Sulfato (SO4%) da amostra centrifugada (mg.L™) 2167,43 + 129,08
Sulfato (SO4%) da amostra centrifugada - Validagao 1501,32 + 90,47
(mg.LY)
Fendis (mg.L™) 1924,00 + 104,20
Acido latico (mg.L™) 112,81 + 3,52
Aglcares totais (mg.L™) 1250,00 + 101,38
Glicerol (mg.L™) 14,47 + 0,40
Aluminio (Al) (mg.L™) 1,85+ 0,25
Baério (Ba) (mg.L™) 0,42 + 0,00
Cobalto (Co) (mg.L™) 0,06 + 0,00
Cobre (Cu) (mg.L™) 0,18 £ 0,02
Ferro (Fe) (mg.L?) 5,01+0,18
Magnésio (Mg) (mg.L™?) 347,71 + 2,89
Manganés (Mn) (mg.L™) 3,27 £0,01
Niquel (Ni) (mg.L™?) <LD®
Selénio (Se) (mg.L™) 0,34 £ 0,00
0,33 £0,02

Zinco (Zn) (mg.L™?)

(1) Limite de Detecgdo.
Fonte: O Autor.
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Tabela 6 - Caracterizacdo do lodo utilizado nos ensaios com delineamentos fatorial fracionado e
composto central e no ensaio de validag&o.

Ensaio Concentracéo
Sélidos volateis totais (gSVT.g todo 1) 0,20£0,01
Solidos totais (gST.g lodo™) 0,32+ 0,02
Aluminio (Al) (mg.gST?) 2,55 + 0,04
Bario (Ba) (mg.gST™?) 0,27 £ 0,01
Cobalto (Co) (mg.gST?) 0,00 + 0,00
Cobre (Cu) (mg.gST™?) 0,15 + 0,00
Ferro (Fe) (mg.gST™?) 20,44 + 0,09
Magnésio (Mg) (mg.gST™) 12,27 £ 0,10
Manganés (Mn) (mg.gST™?) 2,50 + 0,08
Niquel (Ni) (mg.gST) 0,01 + 0,00

Selénio (Se) (mg.gST™?) <LD®
Zinco (Zn) (mg.gST™?) 0,21 £0,01

(1) Limite de Detecgdo.
Fonte: O Autor.

5.2 Delineamento Fatorial Fracionado

5.2.1 Ensaio do Potencial Bioguimico do Metano do Delineamento Fatorial Fracionado

E possivel observar pela curva de producdo acumulada de metano (Figura 6) que as
diferentes condicGes das duplicatas resultaram em diferentes cinéticas de producéo de metano.
Os pares de réplicas DFF-3 e DFF-11, DFF-5 e DFF-13 e DFF-8 e DFF-16 — condicbes 7, 3 e
8, respectivamente (Tabela 2) - correspondem ao segundo bloco de ensaio, ou seja, sdo as
condicBes refeitas do primeiro bloco por ndo terem apresentado cinéticas semelhantes,
possivelmente devido a vazamento de gas. O pH inicial do ensaio, apds a adi¢do de bicarbonato,
foi medido com fita indicadora pH 0-14, modelo 921 10 (Macherey-Nagel, Diiren, GER) e ficou
entre 7,0 e 8,0 em todas as réplicas. O pH final foi medido com pHmetro e a média foi de 8,0 +
0,1
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Figura 6 - Curva de producdo acumulada de metano para as 16 bateladas do Delineamento Fatorial

Fracionado
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Fonte: O Autor.

O resultado obtido pelo par DFF-7 e DFF-15 (Figura 6) indica que a metanogénese
ocorreu apenas inicialmente na condicdo de suplementagdo de 5,0 mg.L* de Cu, 5,0 mg.L* de
Fe e 0,3 mg.L? de Se (Tabela 2). Desse modo, estudos futuros poderiam analisar as condigGes
em que esses metais inibem a metanogénese, e investigar uma possivel relacdo de
favorecimento da sulfetogénese.

5.2.2 Andlise estatistica do Delineamento Fatorial Fracionado

Os parametros ajustados pelo Origin 8.0 software estdo apresentados na Tabela 7.
Observaram-se para as DFF-7 e DFF-15 — condicdo 2 (Tabela 2) - os valores mais baixos de
maxima produgdo de metano (0,86 mmolCH4.gDQO™) e de velocidade de reacdo (0,07
mmolCH,.gDQO™.dia?), confirmando o padrdo observado pelo grafico dessa duplicata
apresentado na Figura 6. Ademais, destaca-se que DFF-1 e DFF-9 — condicdo 4 (Tabela 2) -
tiveram a maior velocidade de reagdo (0,94 mmolCH..gDQO™.dia™), porém baixo valor de

producdo maxima de metano (5,78 mmoICH4.gDQO™).

A vantagem de se considerar a produtividade € a de que ela aborda de uma forma mais
completa a cinética do processo, ndo havendo a necessidade de escolha entre produgdo maxima

e a velocidade de reacdo, que muitas vezes ndo apresentam o mesmo desempenho para um fator.
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Além disso, para a aplicacdo em reatores continuos, pode ser mais vantajoso analisar a
produtividade do que uma das outras respostas separadamente.

Tabela 7 - Parametros ajustados de velocidade (Rm), producdo maxima (P) e produtividade de metano

no ensaio Delineamento Fatorial Fracionado

Desvio
Produtivida  padréo da
de (mmol  produtivida
CH4.gDQO"  de (mmol

Desvio Desvio
Rm (mmol  padrdo de P (mmol padrdo deP
Bloco Réplicas CH4.gDQO™ Rm (mmol CH4.gDQO™  (mmol

Ldia®) CI—FG%;?O‘ H CH4.%)DQO' Idial)  CH.gDQO"
' ! diat)
I A X7 0,12 5,78 0,26 0,24 0,02
1 2T 007 0,02 0,86 0,14 0,06 0,00
Y 0,03 6,30 0,03 0,22 0,00
1 D om 0,19 6,43 0,10 0,24 0,01
1 2y 05 0,03 5,79 0,64 0,19 0,00
2 DS om 0,05 7,19 0,30 0,21 0,02
2 DS ost 0,07 7,48 0,34 0,20 0,00
2 D o0s6 0,05 6,66 0,67 0,19 0,01

Fonte: O Autor.

O grafico de Pareto (Figura 7) mostra que os metais Cu e Fe foram significativos para a
resposta Rm, com p-valores de 0,0000 e 0,0020 respectivamente (Tabela 8) porém a adicéo
destes teve influéncia negativa. Em contrapartida, Ni, Mn e Co apresentaram resultados
positivos quando adicionados, com p-valores de, respectivamente, 0,0129, 0,0260, e 0,0453. O
Unico dos fatores que ndo teve efeito sobre a velocidade da producéo de metano foi a adi¢do de

Se. Também vale ressaltar que a blocagem do ensaio de DFF ndo foi significativa.
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Figura 7 - Gréfico de Pareto com o efeito dos fatores sobre a resposta Rm no ensaio Delineamento
Fatorial Fracionado

Fe -4,510

Ni 3,183

Mn 2,727

Co 2,369

Bloco 1,886

Se -0,731

p=0,05
Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: O Autor.

Tabela 8 - Tabela ANOVA para parametro velocidade Rm (mmolCH4.DQO™.dia™) no Delineamento

Fatorial Fracionado. Os nimeros em vermelho indicam os fatores significativos a 95% de confianca

ANOVA,; Var.: Rm (mmolCH4.DQO™.dial); R2 = 0,9361; Raj = 0,8801

Fatores MS Erro Puro = 0,0079 DV: Rm (mmoICH,.DQO™.dia?)
SSW df® MS® F® p-valor

Blocos 0,0268 1 0,0268 3,3693 0,1037
(1)Co 0,0446 1 0,0446 5,6118 0,0453
(2)Cu 0,5241 1 0,5241 65,9815 0,0000
(3)Fe 0,1616 1 0,1616 20,3443 0,0020
(49)Mn 0,0591 1 0,0591 7,4355 0,0260
(5)Ni 0,0805 1 0,0805 10,1293 0,0129
(6)Se 0,0042 1 0,0042 0,5344 0,4856

Erro Puro 0,0636 8 0,0079

Total SS 0,9937 15

@
@
@
“

Soma dos quadrados.
Graus de liberdade.
Média dos quadrados.
Razéo F.

Fonte: O Autor.

Os graficos de médias nos niveis extremos apresentados na Figura 8 indicam que no
nivel -1 do Co, ou seja, quando este metal ndo foi adicionado além das concentracdes ja
originalmente presentes na vinhaca e no lodo, o valor de Rm foi estimado em 0,57

mmolCH,.gDQO™.dia?. Quando ocorreu sua adicdo, a resposta passou a ser de 0,66
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mmolCH4.gDQO.dia, aproximadamente, indicando um aumento de 15% na velocidade. De
maneira analoga, no nivel -1 do Mn, o Rm foi de 0,54 mmolCH4.gDQO™.dia?, enquanto no
nivel +1 o valor subiu para 0,69 mmolCH4.gDQO™.dia, 0 que representa um aumento de 29%.
Analisando-se o Ni, os valores de cada extremo foram de 0,53 e 0,70 mmolCH4.gDQO.dia’,

indicando um aumento de 33%.

Figura 8 - Media da resposta Rm nos niveis extremos do Co, Mn e Ni para o ensaio Delineamento

Fatorial Fracionado
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Fonte: O Autor.

Por sua vez, para a resposta P de producdo maxima de metano, Cu, Fe e Se foram
significativos (p-valores de, respectivamente, 0,0000, 0,0000 e 0,0006) com influéncia negativa
(Figura 9 e Tabela 9). Co e Ni foram significativos positivos (p-valores de, respectivamente,
0,0000 e 0,0033). Entretanto, diferentemente dos resultados referentes a resposta Rm, o Mn
apresentou-se ndo significativo (p-valor de 0,1105), e a blocagem teve a maior influéncia entre

todos os fatores, como mostra a Figura 9, com p-valor de 0,0000.

Uma possivel explicacdo para o resultado encontrado sobre a blocagem é a utilizacéo,

no ensaio do segundo bloco, do lodo centrifugado no primeiro ensaio e acondicionado em
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geladeira a 4°C. No primeiro ensaio, com as 16 bateladas, o lodo utilizado foi centrifugado no
dia anterior ao inicial, estando mais fresco. Para evitar essa possivel causa da influéncia da
blocagem, o lodo foi centrifugado no inicio do ensaio do DCC.

Mesmo que o Mn tenha sido significativo a 95% de confianca apenas para a resposta de
Rm, o p-valor de 0,1105 na resposta P é baixo, indicando aproximadamente 89% de confianca.
Desse modo, ele foi selecionado, juntamente com o Co e Ni, para o DCC.

Figura 9 - Gréafico de Pareto com o efeito dos fatores sobre a resposta P para 0 ensaio Delineamento
Fatorial Fracionado

Fe i-&gzg

Co !'8,489
Se 5,444
Ni 4,123
Mn 1,794
p=0,05

Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: O Autor.
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Tabela 9 - Tabela ANOVA para pardmetro produgdo maxima P (mmolCH4.gDQO™) no Delineamento
Fatorial Fracionado. Os numeros em vermelho indicam os fatores significativos a 95% de confianca

ANOVA; Var.: P (mmoICH4.gDQO™); R2 = 0,9815; Raj = 0,9653

Fatores Erro Puro = 0,1437 DV: P (mmoICH4.gDQO™)
ssW Df® MS® F@ p-valor
Blocos 19,2083 1 19,2083 133,6248 0,0000
(1)Co 10,3588 1 10,3588 72,0622 0,0000
(2)Cu 13,8071 1 13,8071 96,0503 0,0000
(3)Fe 11,4606 1 11,4606 79,7266 0,0000
(4)Mn 0,4628 1 0,4628 3,2192 0,1105
(5)Ni 2,4431 1 2,4431 16,9958 0,0033
(6)Se 4,2604 1 4,2604 29,6381 0,0006
Erro Puro 1,1500 8 0,1438
Total SS 62,1945 15

@
@
@
“

Soma dos quadrados.
Graus de liberdade.
Meédia dos quadrados.
Razdo F.

Fonte: O Autor.

A Figura 10 ilustra o comportamento do Co, Mn e Ni sobre a producdo maxima de
metano. No nivel -1 do Co, P foi estimado em 5,3 mmolCH4.gDQO™, enquanto no nivel +1 a
resposta foi de 6,3 mmolCH,.gDQO™, aproximadamente, representando um aumento de 18%
na producdo méaxima de metano. Com resultados parecidos, 0s extremos de -1 e +1 do Mn para
a resposta analisada foram de 5,3 e 6,4 mmolCH4.gDQO, indicando um aumento de 21%. Por
sua vez, os niveis -1 e +1 do Ni variaram de 5,0 a 6,6 mmolCH4.gDQO?, sendo este metal

responsavel pelo aumento em 31% da resposta.
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Figura 10 - Média das respostas P nos niveis extremos do Co, Mn e Ni para o ensaio Delineamento

Fatorial Fracionado
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Fonte: O Autor.

Somada as analises da influéncia dos fatores sobre as respostas P e Rm, mais utilizadas
para avaliar a cinética de producéo de CHg, outra resposta considerada foi a de produtividade

utilizando os dados ajustados pelo modelo de Boltzmann.

O gréfico de Pareto (Figura 11) indica que o Ni, Co e Mn foram significativos positivos,
com p-valores de 0,0001, 0,0002 e 0,0199, respectivamente, como mostra a Tabela 10,
reiterando o0s resultados encontrados para as respostas P e Rm. A blocagem teve efeito,
diferentemente do que aconteceu para a resposta Rm (Figura 7), porém foi baixo, nédo
apresentando o comportamento da analise da resposta P (Figura 9), e seu p-valor foi de 0,0060,
como mostra a Tabela 10. Os metais Cu, Fe e Se foram significativos com influéncia negativa,
e p-valores de, respectivamente, 0,0000, 0,0000 e 0,0029 (Tabela 10).
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Figura 11 - Gréfico de Pareto com o efeito dos fatores sobre a resposta Produtividade no Delineamento
Fatorial Fracionado

Fe!l 8,075

Ni t 6,988

Cot 6,396

Set 4,231

Bloco | 3,707

Mn ¢ 2,898

p=0,05
Estimativa de Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Fonte: O Autor.

Tabela 10 - Tabela ANOVA para parametro Produtividade (mmolCH4.DQO™.dia™*) no Delineamento

Fatorial Fracionado. Os nimeros em vermelho indicam os fatores significativos a 95% de confianca

ANOVA; Var.: Produtividade; Rz = 0,97868; Raj = 0,9600

Fatores MS Erro Puro = 0,0001 DV: Produtividade
SSW Df? MS®) F@ p-valor
Blocos 0,0017 1 0,0017 13,7397 0,0060
(1)Co 0,0050 1 0,0050 40,9147 0,0002
(2)Cu 0,0196 1 0,0196 159,1043 0,0000
(3)Fe 0,0080 1 0,0080 65,2024 0,0000
(4)Mn 0,0010 1 0,0010 8,4001 0,0199
(5)Ni 0,0060 1 0,0060 48,8376 0,0001
(6)Se 0,0022 1 0,0022 17,9033 0,0029

Erro Puro 0,0010 8 0,0001

Total SS 0,0461 15

WSoma dos quadrados.
@Graus de liberdade.
©®Média dos quadrados.
“Razdo F.

Fonte: O Autor.

Os graficos apresentados na Figura 12 indicam que a adicdo de Co provoca um aumento
de 17% na produtividade, que passa de 0,18 mmolCH..gDQO™dia! para 0,21
mmolCH,.gDQO™.dia. A adigdo de Mn é responséavel por um aumento de 13%, sendo o valor
de produtividade no nivel -1 de 0,18 mmolCH..gDQO™dia?, e no nivel +1 de 0,21

mmolCH,.gDQO™.dia. O Ni, por sua vez, aumenta em 28% a resposta analisada, que possui
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valor de 0,17 mmolCH,.gDQO™.dia* no nivel -1, e valor de 0,22 mmolCH4.gDQO™.dia™ no
nivel +1.

Figura 12 - Média das respostas Produtividade nos niveis extremos do Co, Mn e Ni para o ensaio
Delineamento Fatorial Fracionado
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Fonte: O Autor.

Justifica-se a escolha dos metais Co, Mn e Ni para comporem o préximo ensaio, a partir
dos resultados obtidos no DFF (Quadro 3). Desse modo, para que fosse delineado o ensaio de
DCC, mantiveram-se os valores de concentracdo do ensaio de DFF, de 0,3 mg.Lparao Co e
Ni, e de 5 mg.L* para 0 Mn como niveis -1 do planejamento. Os niveis +1 do planejamento

foram de 2 a 3 vezes os valores dos niveis -1, evitando valores negativos no ponto axial -1.68.
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Quadro 3— Efeitos dos fatores no Delineamento Fatorial Fracionado

Velocidade maxima Produgdo maxima  Produtividade de

Fatores (Rm) de metano (P) de metano metano
Co Positivo Positivo Positivo
Cu Negativo Negativo Negativo
Fe Negativo Negativo Negativo
Mn Positivo - Positivo
Ni Positivo Positivo Positivo
Se - Negativo Negativo
Blocagem - Positivo Positivo

Fonte: O Autor.

5.3 Delineamento Composto Central

5.3.1 Ensaio do Potencial Bioguimico do Metano do Delineamento Composto Central

A Figura 13 e a Figura 14 mostram as curvas de producdo acumulada de metano nos
dois blocos do DCC que foram escolhidas para representarem as cinéticas de cada condigdo. O
pH médio final do primeiro bloco do DCC foi de 8,0 £ 0,1, valor igual ao pH medio final obtido

do segundo bloco, medidos com pHmetro.
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Figura 13 - Curva de producdo acumulada de metano para o primeiro bloco do Delineamento
Composto Central
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Fonte: O Autor.

Figura 14 - Curva de producdo acumulada de metano para o segundo bloco do Delineamento

Composto Central
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Fonte: O Autor.

No primeiro bloco do DCC trés duplicatas apresentaram cinéticas diferentes: as
producdes maximas entre DCC-2 e DCC-18; a velocidade entre DCC-1 e a DCC-17; e a curva
da réplica DCC-9, que ficou inconsistente e ndo permitiu comparacéo com sua duplicata (DCC-
25). Esta ultima duplicata é o ponto central, que foi repetido naturalmente no segundo bloco.

As condigdes das outras duas duplicatas foram refeitas no segundo bloco.
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Por sua vez, no segundo bloco do DCC as cinéticas de DCC-1 e DCC-17 apresentaram
comportamentos diferentes e a curva da DCC-12 foi inconsistente. Dessa forma, para ser
realizada a andlise estatistica do DCC (Item 5.3.2), o modelo de Boltzamnn foi ajustado para as
duplicatas, ao invés do ajuste do modelo para cada réplica como no DFF (Item 4.1). Essa
abordagem foi utilizada pois as réplicas DCC-9 (condi¢do 7 do primeiro bloco) e DCC-12
(condicdo 5 do segundo bloco) foram excluidas da andlise, uma vez que suas curvas de
producdo, provavelmente, foram afetadas por problemas técnicos. Assim, para essas condicdes
o modelo foi ajustado utilizando apenas a réplica que ndo apresentou problema (Tabela 3 e
Tabela 4).

Entre as condi¢bes do primeiro bloco que foram refeitas, utilizou-se os resultados de
DCC-2 e DCC-18 segundo bloco, porém para DCC-1 e DCC-17 as curvas cinéticas do primeiro

bloco apresentaram maior similaridade do que no segundo bloco.

5.3.2 Andlise estatistica do Delineamento Composto Central

Para Rm, embora nenhum resultado tenha sido considerado significativo (Tabela 11), a
comparacdo entre valores previstos e observados (Figura 15) foi satisfatoria, e os valores de R2
(0,8663) e R ajustado (0,7492) obtidos indicam um bom ajuste pelo modelo, representado na
Equacdo 2. Além disso, a falta de ajuste ndo foi considerada significativa (Tabela 11). As
superficies de resposta (Figura 16, Figura 17 e Figura 18) sdo a representacdo grafica do

modelo.
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Tabela 11 - Tabela ANOVA para pardmetro valocidade Rm (mmolCH4.DQO™.dia™*) no Delineamento

Composto Central

ANOVA; Var.: Rm; R? = 0,86626; Raj = 0,7492

Fatores MS Erro Puro = 0,0019 DV: Rm
SsW Df® MS®) F@ p-valor
Mn (L) 0,0060 1 0,0060 3,1999 0,3245
Mn (Q) 0,0189 1 0,0189 10,1735 0,1934
Ni (L) 0,0053 1 0,0053 2,8350 0,3412
Ni (Q) 0,0017 1 0,0017 0,9108 0,5149
Co (L) e Mn (L) 0,0025 1 0,0025 1,3320 0,4545
Co (L) e Ni (L) 0,0045 1 0,0045 2,4389 0,3626
Mn (L) e Ni (L) 0,0033 1 0,0033 1,7580 0,4114
Falta de ajuste 0,0044 7 0,0006 0,3366 0,8716
Erro Puro 0,0019 1 0,0019
Total SS 0,0467 15

@
@
@
“

Soma dos quadrados.
Graus de liberdade.

Razéo F.
Fonte: O Autor.

Meédia dos quadrados.

Figura 15 - Valores previstos e observados para a resposta Rm no Delineamento Composto Central

Valores Previstos

Fonte: O Autor.

Equacdo 2:
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Rm = 0,5210 — (0,0522 x Mn) + (0,0033 x Mn2) + (0,2790 x Ni) + (0,3068 x Ni2) +
(0,0314 x Co x Mn) — (0,4838 x Co x Ni) — (0,0289 x Mn x Ni)



72

Apesar dos fatores ndo terem sido significativos, as superficies de resposta foram criadas
como um exercicio. Assim, pela Figura 16, identifica-se uma regido de minimo quando o Mn é
adicionado nas concentragdes entre 5,5 mg.L? e 10,5 mg.L?, aproximadamente, e os valores
de Ni sdo inferiores a 0,3 mg.L?, atingindo uma velocidade de producdo de metano de 0,3
mmolCH4.gDQO™.d. A regido 6tima tem uma tendéncia a ser em concentragdes maiores do

que 0,9 mg.L* para o Ni, e fora da regido minima do Mn, podendo ser atingidas velocidades
maiores do que 0,9 mmolCH,4.gDQO™.d™.

Figura 16 - Superficie de resposta entre Mn e Ni para a resposta Rm no Delineamento Composto

Central
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Fonte: O Autor.

Em relacdo as interacdes entre 0 Co e 0 Mn (Figura 17), identifica-se uma regido de
minimo (Rm de 0,3 mmolCH,.gDQO™.d}) quando o Mn é adicionado nas concentragdes entre
4,0 mg.L? e 10,0 mg.L?, aproximadamente, e a concentracio de Co adicionada ¢ inferior a 0,2
mg.L. As maiores concentrages de ambos os fatores (16,0 mg.L* para o0 Mn e 0,9 mg.L

para o Co) otimizaram a producio de metano, com aumento para 1,0 mmolCH,.gDQO™.d™2.
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Figura 17 - Superficie de resposta entre Co e Mn para a resposta Rm no Delineamento Composto

Central
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Fonte: O Autor.
Por fim, ao analisar as interacGes entre o Ni e Co (Figura 18), quanto maior a
concentracdo adicionada de Co, mais prejudicada foi a resposta. O efeito do niquel foi oposto,

sendo a regido 6tima acima da adigdo de 0,9 mg.L™* deste fator, para concentragdes de cobalto
abaixo de 0,5 mg.L?, atingindo uma velocidade de 1 mmoICH,.gDQO™.d2.



Figura 18 - Superficie de resposta entre Co e Ni para a resposta Rm no Delineamento Composto
Central
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Fonte: O Autor.

A blocagem e o Ni foram significativos para a resposta P, com p-valores de 0,0000 e
0,0362, respectivamente (Tabela 12). Isso significa que algum fator desconhecido, decorrente
do DCC ter sido feito em dois blocos, interferiu na resposta P. De fato, houve diferenca
significativa nos valores da resposta P entre os blocos. Ademais, a interacdo entre 0 Co e 0 Mn

foi significativa a 94% de confianca (p-valor de 0,0609), e o Co foi significativo a 76% de

confiangca (p-valor de 0,2434), de acordo com a Tabela 12. O modelo foi bem ajustado,
conforme a Figura 19, sendo descrito pela Equacéo 3.

74
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Tabela 12 - Tabela ANOVA para pardmetro produgéo maxima P (mmolCH4.gDQO™) no

Delineamento Composto Central. Os nimeros em vermelho indicam os fatores significativos a 95% de

confianga

ANOVA,; Var.: P; R? = 0,8926; Raj = 0,8535

Fatores MS Residual = 0,0422 DV: P
SsW dfi? MS®) F@ p-valor
Blocos 3,2859 1 3,2859 77,8825 0,0000
Co (L) 0,0641 1 0,0641 1,5194 0,2434
Ni (L) 0,2398 1 0,2398 5,6833 0,0362
Co (L) e Mn (L) 0,1838 1 0,1838 4,3566 0,0609
Erro 0,4641 11 0,0422
Total SS 4,3210 15

WSoma dos quadrados.
@Graus de liberdade.
©®)Média dos quadrados.
“Razdo F.

Fonte: O Autor.

Figura 19 - Valores previstos e observados para a resposta P no Delineamento Composto Central
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Equacéo 3:

438 5.0
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Valores Observados
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P = 5,0577 + (0,4493 x Bloco) + (0,3337 x Co) + (0,6837 x Ni) — (0,0003 X Co X

Mn)

Apesar da interagdo negativa entre 0 Co e 0 Mn (Equagdo 3) ser proxima do limite de

significancia (Tabela 12), o coeficiente relativo a esse termo (0,0003) é muito inferior ao
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coeficiente positivo em relacéo ao efeito do Co (0,3337) (Equacéo 3). Por isso, na Figura 20 o
efeito da interacdo com o Mn é quase imperceptivel.

Figura 20 - Superficie de resposta entre Co e Mn para a resposta P no Delineamento Composto Central
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Fonte: O Autor.

A Figura 21 indica que a partir da concentragdo de Ni de 0,9 mg.L™, valores superiores
a 6,4 mmolCH4.gDQO™ para a resposta P podem ser obtidos quando concentrages de Co
superiores a 0,5 mg.L? sdo adicionadas. Por sua vez, quando o Co é adicionado com
concentracio de 0,9 mg.L™, a producio de 6,4 mmolCH4.gDQO™ ¢ atingida para concentragdes

de Ni acima de 0,7 mg.L. Assim, podem-se encontrar as menores concentragdes de Ni e Co
que precisam ser adicionadas para obter essa resposta.
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Figura 21 - Superficie de resposta entre Co e Ni para a resposta P no Delineamento Composto Central
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Fonte: O Autor.

A superficie utilizando os fatores Mn e Ni ndo foi representada pois eles ndo interagem
e 0 Mn ndo tem efeito linear nem quadréatico na resposta.

Para a resposta produtividade, a blocagem, o Mn quadratico e o Ni linear foram
significativos, com p-valores de 0,011, 0,0053 e 0,0017, respectivamente (Tabela 13), e a

interacdo de Co com Ni foi significativa a 88% de confianca (p-valor de 0,1214). A Equacéo 4
descreve 0 modelo, que foi bem ajustado segundo a Figura 22.
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Tabela 13 - Tabela ANOVA para pardmetro Produtividade (mmolCH4.DQO™.dia™*) no Delineamento
Composto Central. Os nimeros em vermelho indicam os fatores significativos a 95% de confianga

ANOVA; Var.: Produtividade; Rz = 0,8547; Raj = 0,7579

Fatores MS Residual = 0,0000 DV: Produtividade
Ss dfi? MS®) F@ p-valor
Blocos 0,0005 1 0,0005 10,2967 0,0107
Mn (L) 0,0001 1 0,0001 1,2283 0,2965
Mn (Q) 0,0007 1 0,0007 13,3569 0,0053
Ni (L) 0,0010 1 0,0010 19,5700 0,0017
Ni (Q) 0,0001 1 0,0001 1,8134 0,2110
Co (L) e Ni (L) 0,0001 1 0,0001 2,9246 0,1214
Erro 0,0004 9 0,0001
Total SS 0,0030 15

(1
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Soma dos quadrados.
Graus de liberdade.
Meédia dos quadrados.
Razéo F.

Fonte: O Autor.

Figura 22 - Valores previstos e observados para a resposta Produtividade no Delineamento Composto
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Fonte: O Autor.
Equacéo 4:

0.17
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Valores Observados
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0.21 0.22

0.23

Produtividade = 0,2141 + (0,0061 x B) — (0,0100 x Mn) + (0,0006 X Mn?2) — (0,0216
x Ni) + (0,0706 x Ni2) — (0,0139 x Co x Ni)
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Pela Figura 23, a adicdo de concentraces de Mn entre 6,5 mg.L™ e 9,5 mg.L?,
aproximadamente, combinadas a adi¢io de menos de 0,3 mg.L™ para o Ni obtém-se a regido de
minimo para a resposta produtividade, atingindo 0,18 mmolCH,.gDQO™.d. A adicdo de Ni
com concentragdo maior do que a aplicada (0,9 mg.L?) e fora da faixa de concentragdes do Mn
que definem a regido minima pode colaborar para se atingir a regido 6tima, com uma
produtividade de 0,26 mmoICH4.gDQO™.d™.

Figura 23 - Superficie de resposta entre Mn e Ni para a resposta Produtividade no Delineamento

Composto Central

B - 024
B <024
C1<022
<02
B < 0.18

Fonte: O Autor.

A Figura 24 mostra a superficie de resposta da interacéo negativa entre o0 Co e o Ni. O
maior valor de produtividade (0,26 mmolCH,4.gDQO™.d?) é atingido com concentragdes acima

de 0,9 mg.L* para o Ni e abaixo de 0,6 mg.L* para o Co.



Figura 24 - Superficie de resposta entre Co e Ni para a resposta Produtividade no Delineamento

Composto Central
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Fonte: O Autor.

A superficie de resposta entre Co e Mn ndo foi construida pois ndo ocorre interacdo
entre esses fatores e o Co, isoladamente, ndo tem efeito sobre a resposta produtividade. A partir

dos resultados do DCC, foi determinado que apenas o Ni na concentragdo de 0,9 mg.L™ seria
avaliado no ensaio de validacéo.

5.4 Ensaio de Validacéo

A Tabela 14 mostra uma comparacao dos resultados obtidos no ensaio de validacdo para

a condicdo controle (Val-C) e para a condicdo com adicao de Ni (Val-Ni+) na concentracédo de
0,9 mg.Lt. Apesar de P ter ficado 3% menor na Val-Ni+ em comparagéo com a Val-C, os
parametros de Rm e produtividade apresentaram aumentos de 7% e 27%, respectivamente
(Tabela 14). Ressalta-se que a produtividade é a producdo de metano acumulada pelo tempo
experimental decorrido, por substrato adicionado, portanto esse parametro indica uma
velocidade média, enquanto a velocidade Rm € o valor maximo, obtido de forma pontual. Desse

modo, a Val-Ni+ possibilitou as arqueas metanogénicas permanecerem por um tempo maior
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com velocidade de produgdo de metano superior a da Val-C (Figura 25). Esse resultado pode
permitir a reducéo do tempo de detencdo hidraulica (TDH) em ensaios com reatores continuos.

Tabela 14 - Resultados do ensaio de validacdo e caracterizacao das fases sélida e liquida ao final do

experimento

Condigdes
Controle Adicdo de Nia 0,9 mg.L?
Respostas R2 = 0,9903; R = 0.9266;
Raj = 0,9899 Raj = 0,9230
P (mmoICH4.gDQO™) 5,86 5,69
Rm (mmoICH..gDQO™.dia™) 0,46 0,49
Produtividade (mmolCH4.gDQO™.dia™) 17,11 21,77
Ni (mg.L™?) - vinhaca e lodo 0,00 = 0,00 0,09 + 0,00
Ni (mg.L™) - fragdo dissolvida <LD® 0,47 +0,00
Ni (mg.L™?) - fracdo particulada <LD® 0,17 £ 0,01
DQO (mg.L™) 5888,9 + 256,2 5722,22 +107,2
Fendis (mg.L™) 2170,2 + 84,1 2246,7 + 78,4
Acido latico (mg.L™) 22,1+53 17,1+1,0
Aclcares totais (mg.L™) 230,0 £ 8,7 228,3+ 12,6
Sulfato (mg.L™) 63,5+ 13,2 79,8+8,2
Sulfeto (mg.L™?) 156,8 £ 8,1 142,30 + 31,9
Alcalinidade parcial (mgCaCOzeq.L™) 7271,3 £157,0 7198,2 £ 248,0
Solidos volateis totais (gSVT.L?) 2,30 £ 0,22 2,79 £0,54
Sélidos fixos totais (QSFT.L™?) 2,24 £ 0,24 2,59 £ 0,37
Solidos totais (gST.L™?) 4,54 + 0,45 5,38 £ 0,89

(1) Limite de Detecgdo.
Fonte: O Autor.

A concentragdo de Ni na vinhaga e no lodo da Val-C era de 0,00 + 0,00 mg.L?, e ficou
abaixo do limite de deteccdo nas fracfes dissolvida e particulada, ao final do ensaio (Tabela
14). Por sua vez, na condicdo com adicéo de 0,90 + 0,00 mg.L* de Ni, obteve-se 0,64 + 0,01
mg.L? de Ni nas frages dissolvida e particulada (Tabela 14), sendo 0,47 + 0,00 mg.L? na
fracéo dissolvida e 0,17 + 0,01 mg.L™ na fracdo particulada. Assume-se que a recuperagio de
75 * 2% do Ni adicionado nas fracdes dissolvida e particulada ocorreu devido a amostragem,

pois a vinhaca e o lodo sdo heterogéneos.

O pH final das réplicas da Val-C do ensaio de validacao foi de 8,0 + 0,0, valor igual ao
das réplicas da Val-Ni+. Em relacdo as analises do substrato, a relagdo DQO/sulfato inicial foi
de 11,01, e os valores finais de remocdo de DQO e sulfato nas duas condi¢des foram préximos.
Na Val-C, a remocao de DQO foi de 64,4 + 1,6% e a remoc&o de sulfato foi de 95,8 + 0,9%. Ja
para a Val-Ni+, a eficiéncia de remocdo foi de 65,4 + 0,7% para DQO e 94,7 £ 0,5% para o

sulfato (Figura 25 e Figura 26). Entretanto, ao longo do ensaio houve um consumo maior de
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DQO entre os dias 20 e 28 na Val-Ni+, indicando maior velocidade de conversao (Figura 26).
Durante esse periodo ocorreu a producéo exponencial de metano (Figura 25), o que corrobora

com o maior valor de produtividade dessa condigéo.

Como apontado no Item 2.3, deve-se atentar para a competicdo por doadores de elétrons
entre arqueas metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato em sistemas anaer6bios cujos
substratos contém grande concentracao de sulfato. Resultados obtidos por Kiyuna, Fuess e Zaiat
(2017) utilizando vinhaga bruta e relagdes de DQO/sulfato de 10 e 12 corroboraram a
prevaléncia da sulfetogénese no inicio do processo, sendo necessarios 50 dias para a completa
conversao do sulfato na relagdo DQO/sulfato de 10, e 35 dias na relacdo DQO/sulfato de 12,
aproximadamente. No presente estudo, com relacdo DQO/sulfato de 11, a completa conversao
do sulfato foi obtida antes do décimo dia de experimento (Figura 25). Ademais, 0s autores
obtiveram produgdo maxima de metano de 452,9 + 4,4 L.kgSV* e velocidade de producéo de
8,8 +0,2 L.kgSV1.dia’ com a relacdo DQO/sulfato de 10, e 541,4 + 15,4 L.kgSV' e 6,3+ 0,5
L.kgSV™1.dia comarelagdo DQO/sulfato de 12. Os valores de P e Rm (Tabela 14) na condigdo
Val-Ni+ indicam 381,56 L.kgSV™* e 32,86 L.kgSV*.dia?, respectivamente, indicando maior
proximidade dos resultados da condicao cuja relagdo DQO/sulfato era de 10 para Kiyuna, Fuess
e Zaiat (2017). Justifica-se que o valor de Rm obtido no presente estudo seja bastante superior
aos valores encontrados pelos autores devido a vinhaca ja ter passado pelo processo de
acidificacdo, em contraste com a vinhaga bruta utilizada por Kiyuna, Fuess e Zaiat (2017). Por
sua vez, indica-se que, entre outros fatores, o valor de P foi menor no presente estudo devido
ao hidrogénio que poderia ser utilizado pelas arqueas metanogénicas hidrogenotréficas ja ter

sido liberado no reator acidogénico.



Figura 25 - Producdo de metano e remocéo de sulfato na Val-C e na Val-Ni+
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Figura 26 - Concentracbes médias de DQO na Val-C e na Val-Ni+
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As diferencas também ndo foram significativas nas concentracfes de fendis, havendo
um aumento de 27,2 + 4,9% na Val-C, e um aumento de 31,6 £ 4,6% na Val-Ni+ (Figura 27),

indicando que durante a metanogénese pode ter ocorrido hidrélise de particulas solidas ou

solubilizacdo de polifendis.
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Figura 27 - Concentracfes médias de fendis na Val-C e na Val-Ni+

2.500
2.400
2.300
2.200
2.100
2.000
1.900
1.800
1.700
1.600
1.500

Fendis (mg.L?)

0 1 3 6 7 10 14 17 21 24 28 31 34
Tempo (dias)

H Controle m Adicdo de Ni

Fonte: O Autor.

Analisando-se o perfil temporal das concentragdes medias de metabolitos entre as duas
condicdes (Figura 28 e Figura 29), nota-se que o &cido butirico estava presente em maior
concentraco no inicio, com 4701,08 mg.L?, sendo consumido progressivamente. Os valores
desse metabdlito ficaram um pouco menores na Val-C ao longo do experimento, com excecao
dos dias 6, 24 e 31. Ressalta-se 0 menor valor de acido butirico no dia 24 da Val-Ni+, pois
houve uma reducédo de 67,4% entre os dias 17 e 24 (Figura 29), enquanto essa reducao foi de
43,2% na Val-C (Figura 28).

O éacido acético foi produzido até o dia 14 nas duas condicGes, porém foi consumido
mais rapido entre os dias 20 e 28 na Val-Ni+. Houve uma reducdo de 46,3% de acido acético
entre os dias 17 e 24 na Val-C (Figura 28), enquanto essa reducdo foi de 80,4% na Val-Ni+
(Figura 29). Isso revela uma velocidade maior de conversdo de acetato para metano durante a
producdo exponencial de metano (Figura 25), em que ocorre maior producdo de metano e maior
consumo de DQO (Figura 26).

O maior consumo de acetato na Val-Ni+ pode ter ocorrido devido ao metal fazer parte
da acetil-coenzima A decarbonilase/sintase, enzima presente em arqueas metanogénicas
acetoclasticas (MULROONEY; HAUSINGER, 2003), como apresentado no Item 2.5. Além
disso, o niquel também esta presente em enzimas de arqueas metanogénicas hidrogenotroficas
(MULROONEY; HAUSINGER, 2003), e faz parte do cofator F30 de metanogénicas, essencial
para a formacdo de metano (FERRY, 2010; MULROONEY; HAUSINGER, 2003).
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Figura 28 - Perfil temporal das concentracdes médias dos metabdlitos na Val-C (colunas empilhadas)
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Observa-se também menor acumulo de &cido propiénico na Val-Ni+. Ao final do

experimento, a concentracio de acido propidnico obtida na Val-C foi de 1715,49 mg.L* (Figura
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28), enquanto o valor na Val-Ni+ foi de 1386,78 mg.L* (Figura 29). Assim, outra hipétese para
a maior produtividade de metano nessa condicdo é uma influéncia desse metal na degradacao

do &cido propibnico.

Em relacdo aos outros metabodlitos, ndo houve muita diferenca entre os perfis de
consumo e producdo nas duas condigdes. O etanol, inicialmente na concentracdo de
283,53 mg.L?, foi consumido completamente até o sexto dia de experimento. Os acidos
isobutirico e isovalérico foram produzidos até o dia 6, consumidos até o dia 10, quando
voltaram a ser produzidos até o dia 17 e consumidos progressivamente. J& os acidos valérico e
caproico foram consumidos até o dia 10, produzidos até o dia 17, e consumidos

progressivamente.
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6. CONCLUSOES

Os metais Co, Mn e Ni tiveram efeito significativo positivo nas respostas de velocidade
maxima de producdo de metano, producdo maxima e produtividade no Delineamento Fatorial
Fracionado. No Delineamento Composto Central, o Ni teve efeito significativo positivo para a
producdo méaxima e para a produtividade de metano, sendo avaliado no ensaio de validag&o.

O impacto da suplementacédo de niquel no ensaio de validagéo foi da ordem de 5% para
0s parametros de producdo maxima (P) e velocidade maxima de producdo (Rm), sugerindo
baixa relevancia. No entanto, a adicdo de 0,9 mg L™ de Ni levou a um ganho de 27% na
produtividade do metano, o que indica que velocidades mais altas de producdo foram mantidas
por mais tempo. Foi observada maior velocidade de conversdo de acetato durante a fase
exponencial de producdo de metano, assim como um menor acumulo de &cido propidnico na
condigdo com suplementacdo de Ni. Desse modo, em ensaios com reatores continuos, a adi¢éo
de Ni pode permitir a reducdo do tempo de detencdo hidraulica (TDH) e aumento da carga

organica volumétrica sem provocar acimulo de metabolitos.
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7. PERSPECTIVAS E POSSIBILIDADES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados do presente estudo, os efeitos da adigdo de Ni na producdo de
metano a partir da digestdo anaerdbia da vinhaga acidificada podem ser analisados em ensaios
com reatores continuos. Como exposto no Item 6, formula-se a hipdtese de que essa
suplementacdo possibilita a reducdo do tempo de detencdo hidraulica (TDH) e o aumento da

carga organica volumétrica sem provocar acumulo de metabdlitos.

Ademais, trabalhos futuros podem abordar a codigestdo da vinhaca com efluentes que
contenham Ni. Desse modo, evitam-se 0 gasto econdmico e 0s aspectos ambientais relacionados
a suplementacdo do metal. Além disso, a diminui¢do da concentracdo de Ni no efluente final

da codigestdo também poderia ser interessante sob a perspectiva ambiental.
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