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RESUMO

O objetivo da presente dissertacdo consistiu na avaliacdo da producao de biogas e metano a partir
da codigestdo anaerobia de hidrolisado de uma Fracdo Orgéanica de Residuos Solidos Urbanos
(FORSU) e Carolo de Milho (CM), em condigdes terméfilas.

O CM, inicialmente sem qualquer pré-tratamento, foi adicionado como co-substrato ao
hidrolisado de FORSU (ensaio FORSU + Pre0). Posteriormente, 0 CM foi submetido a pré-
tratamentos por via quimica, com diferentes concentra¢fes de solidos: 2% (ensaio FORSU +
Prel) e 10% (ensaio FORSU + Pre2).

Os pré-tratamentos do CM compreenderam um processo mecanico e processos quimicos, com o
objetivo de se aumentar a sua biodegrabilidade. O pré-tratamento mecanico consistiu na redugdo
granulometrica para um tamanho de particulas <1 mm. O pré-tratamento quimico consistiu na

oxidagdo com H,O,, a temperatura ambiente.

O tratamento oxidativo Prel (H.0,/0,5/2%CM/pH9,8/4h/23°C) foi 0 que apresentou os melhores
resultados em termos de remocdo de celulose (11,3%), mas sem remoc¢do da hemicelulose e
lenhina. Por sua vez, o pré-tratamento oxidativo Pre2 (H.0,/0,5/10%CM/pH9,8/4h/23°C)
apresentou os melhores resultados em termos de solubilizacdo de agucares (654 mg frutose/L e

751 mg glucose/L), e de remocéo de lenhina e hemicelulose (5,7 e 5,6%, respetivamente).

As concentragcbes mais elevadas de compostos fenolicos foram obtidas no ensaio Pre2,
nomeadamente para os acidos cafeico e p-cumarico (3,75 mg/L e 5,30 mg/L, respetivamente). O
pré-tratamento Pre2 apresentou uma maior producdo de compostos fenolicos do que o pré-

tratamento Prel.

A codigestdo anaerdbia do hidrolisado de FORSU + CM pré-tratado permitiu aumentar os
rendimentos em biogas e CH4. Os melhores resultados foram obtidos no ensaio de FORSU + Pre2,
com 1012 Lbiogés/kg SVapIicados e 635 Lmetanolkg SVapIicados-

Palavras-chave: Carolo de milho; Codigestao anaerdbia; Fracdo organica de residuos solidos

urbanos; Pré-tratamento
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ABSTRACT
The aim of the present MSc dissertation was to evaluate biogas and methane productions from
the anaerobic codigestion of a hydrolysed Organic Fraction of Municipal Solid Wastes (OFMSW)

and Maize Cob (MC), under thermophilic conditions.

MC, initially without any pretreatment was added as co-substrate to the hydrolysed OFMSW
(assay OFMSW + Pre0). Subsequently, MC was subjected to chemical pre-treatments with
different solid concentrations: 2% (assay OFMSW + Prel) and 10% (assay OFMSW + Pre2).

The MC pre-treatments comprised mechanical and chemical processes, aiming to increase its
biodegradability. The mechanical pre-treatment consisted in the granulometry reduction to a
particle size <1 mm. The chemical pre-treatments consisted in the oxidation with H,O,, at room

temperature.

The oxidative pre-treatment Prel (H.0,/0.5/2%MC/pH9.8/4h/23°C) presented the best results in
terms of cellulose removal (11.3%), but without any removal of hemicellulose and lignin. On the
other hand, the oxidative pre-treatment Pre2 (H202/0.5/10%MC/pH9.8/4h/23°C) presented the
best results in terms of sugars’ solubilization (654 mg fructose/L and 751 mg glucose/L), and

removal of lignin and hemicellulose (5.7 and 5.6%, respectively).

The highest concentrations of phenolic compounds were obtained in Pre2 assay, namely for
caffeic and cumaric acids (3.75 mg/L and 5.30 mg/L, respectively). Pre-treatment Pre2 presented

a greater production of phenolic compounds than pre-treatment Prel.

The anaerobic codigestion of hydrolysed OFMSW + pre-treated MC allowed increasing biogas
and CHjy yields. The best results were obtained in the assay OFMSW + Pre2, with 1012 Lpiogas/Kg
Vsapplied and 635 Lmethane/kg Vsapplied-

Keywords: Anaerobic co-digestion; Maize Cob; Organic fraction of municipal solid wastes; Pre-
treatments






INDICE DE MATERIAS

1  ENQUADRAMENTO ...ttt ettt bbbt sb e sb e snne e 1
72 | N =00 ] 010 107N SO 3
2.1 Objetivos e caracter inovador da presente diSSErtagao ...........oceevrervreresereeienisesieeneans 5
2.2 Cultura do MilN0.......cociiiice e 6
221 Importancia do milho no Mundo, na Europa e Portugal ...........cc.cccoeveiiiiiinnne 6
2.2.2 Residuos produzidos na cultura do milho ..........ccccovieiiiiicic 6

2.3 Pré-tratamentos de materiais CElUIOSICOS ..........cooeiiieiiiiiiiiiiie 7
231 Pré-tratamentos FiSICOS .........oiviiriiiiiieiiee e 8
2.3.2 Pré-tratamentos QUIMICoSs AICAlINOS..........cccovvviiciiiiiecceccec e 9
2.3.3 Pré-tratamentos OXIJatiVOS .........cccoeiiiiiiinieiee s 10

2.4 DigeStdo ANGEIODIA .......ccoiiiiiiiiiiree e 12
241 Etapas da DA ..o e 13
24.2 Fatores que influenciam a DA ........coooiiii e 14
2,421 TEMPEIATUIA ..ecuveeieiiriieiee ettt re e nre e s 14
S | = IO 15
2.4.2.3 Tempo de Retengdo HidrAulico (TRH) ....oocveiiiiiiieeeeee e 15
2,424 Carga OFQANICA....cueveuieiesiete et sieieee ettt seebe e testeseeneeseeseenenrens 16
2.4.2.5 MaCro € MICrONULIIENTES ......cviviiiiiieiiieie et 16
2426 AGITAGAD ..ottt 17
2427  POENCIAl REUOX......cuiiiiiiiiiiitiiieie et 17
2.4.2.8 Inibicdo por Acidos Organicos VOIAiS (AOVS).........ccovvereevveieeeveresrneenenees 18
2,429  INIDIGAO POI AMONIA. .....uiiiiiieieieie et 19

2.5  Biogas e sua ValorizaGao ENErgeétiCa .........ccocuereireirniieiseie e 20

3 MATERIAS E METODOS........cooiieieieeeteeieeeeieessestsssseessss s s isses s s s s senas s s 25
3.1  Substratos Organicos utilizados cOmo Matérias-pPrimas. .........cc.ceeerceeiererererereareannns 25
3.11 TIPOS € PrOVENIEINCIAS ... ..veiveieieierieriee e ee sttt steste st et e e eneeneereanas 25
3.1.2 Caracterizacao das mMatériaS-Primas .........ccceecererereriereereneseseseseeseeseeseseseasens 26

Xi



3.1.3 Determinacgao dos teores de SOlId0S ST € SV ....vcvvvvvviiicierecesese e 27
3.14 Determinacdo da Caréncia Quimica de Oxigénio total (CQOt) e dissolvida (CQOs)
28
3.15 Determinagdo dos teores de Azoto Kjeldahl, Amoniacal e Organico.................. 29
3.1.6 Determinagdo do FOSFOro total ...........ccooviiiiiiiiiiee s 30
3.1.7 Determinacio da concentracio de Acidos Organicos Volateis e Analise Elementar
32

3.2 Pré-tratamento do Carolo de Milno (CM) ......ccooeiiiiiiiiiiiieseeee e 32
3.2.1 Determinagdo da fibra total ...........cccooeeiiiiiiiiie e 33
3.2.2 Determinagdo da concentragdo de compostos inibidores e agucares .................. 36
3.3 Unidade Laboratorial de Digestdo Anaerobia e CondicGes de Operagao ................... 36
3.4  Ensaios de coDigestdo Anaerobia (CODA)......ccoceviieieiii i e 40
34.1 Alimentacéo do Digestor ANAErODI0...........ccveiiiiieie s 40
3.4.2 Pardmetros da CaraCterizagao ..........c.cevvevririresesiere e 41
343 Anélise quantitativa e qualitativa de biOgas ..........ccoervreriinneinie e 41
3.4.4 Cargas aplicadas, eficiéncia de remogéo e rendimentos de produgéo................. 41
3.5 ANALISE SLALISTICA. . .vevvveieieieieee e 43
4 RESULTADOS E DISCUSSAQD .....oouirereereseerseessesesiessessessessesessassssssssessessssssesesssssensensons 45
4.1 Pré-tratamentos d0 CIM ..ot 45
4.2  Cargas organicas aplicadas ao digestor anaerébio ...........cccccevvvvieviiiecc e, 47
4.3 Parmetros de CONIOI0..........ouiiiiiiiieiiieiie et 48
4.4  Caracterizag8o dos afluentes € eflUBNTES .........cccoviiiiiiieiee e 49
441 ANALISE IEMENTAI ........ciiiieicieie et re s 49
4.4.2 ST B SV e 50
443 CQOLE CQOS.....coieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeessesesseeeeseees s ees e seseees e ees e e eeseeseend 52
444 N-Kjeldahl, N-NHa € N-O ....c.ocoiiiiiie e 54
4.4.5 FOSTOI0 TOTAl ......ecveciec s 56
446 AADV Sttt b bttt e b e nb e e nane e 56
4.4.7 Anélise quantitativa e qualitativa do DIOgAS..........ccocvrereieiiice e 59
4438 Rendimentos de producdo de biogés e CH, relativamente a carga de SV .......... 61

Xii



5

6

CONCLUSAOD ...ttt sttt
SUGESTOES DE TRABALHO FUTURO ......ccciiiii

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooieieieeeieveetee et

Xiii



Xiv



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 — Etapas da Digestdo anaerobia. ...........cccceviiieiiiieiie e 12
Figura 2.2 — Taxas de crescimento das bactérias metanogénicas nos regimes psicréfilo, meséfilo
B EEIMOTIIO. .t 15

Figura 2.3 — Taxa de degradacéo de diferentes substratos e producdo de biogas em funcédo do TRH

..................................................................................................................................................... 16
Figura 2.4 — Percentagem de amonia livre para diferentes temperaturas de DA com variacao do
0] PSSP 20
Figura 3.1 — FORSU proveniente do tanque de hidrdlise da ETVO, Valorsul. ..........c.ccccoeueneee. 25
Figura 3.2 — Trituragdo do CM num moinho marca Retsch Sigma SM 300, com granulometria
T 1 I (I U 1 ' PSSR 26
Figura 3.3 — Exemplo da reta de quantificacdo de Fosforo do ensaio de FORSU + Prel........... 31

Figura 3.4 — Fermentador New Brunswick Scientific, modelo BIOFLO 1000. (1) Vaso de
fermentacdo com cinta de aquecimento e poliéster de isolamento; (2) Tubagem de entrada do
afluente; (3) Tubagem de saida do efluente; (4) Bomba peristéltica para remogéo do efluente; (5)
Sistema de agitacdo com motor externo, eixo de transmisséao e pas no interior do fermentador (pas
ndo visiveis na imagem); (6) Tubagem de saida do biogas com condensador de vapores.......... 37
Figura 3.5 — Sistema de armazenamento de biogas. (1) Tubo de condugdo do biogas do digestor
para as colunas; (C1 e C2) Colunas de aCriliCO..........ccccvveeiiiii e 38
Figura 3.6 — Armazenamento do biogas em sacos: (1) Tubo de condugdo de biogés do digestor
para 0s sacos; (2) Sacos de 10 L (SKC, Tedlar Sample Bag). .......ccccovevvvveievecicce e 39
Figura 3.7 — Esquema da unidade laboratorial de digestdo anaer6bia. Acrénimos: D — Digestor;
PABH# - Ponto de amostragem de Biogas; C# - Colunas de AgUa..........cccceevvevvieerieieeiesieeieinens 39
Figura 4.1 — Concentragdo de compostos fendlicos na fracdo liquida de cada um dos pré-
tratamentos FEAIIZAUOS. ........ocueieieieiee ettt ere s 45
Figura 4.2 — Concentracdo de aguUcares na fracdo liquida de cada um dos pré-tratamentos
=T 2 To 0L USROS RSPRORN 46
Figura 4.3 — Percentagem de remogdo de lenhina, celulose e hemicelulose nos pré-tratamentos do
(081 oo 1T o L T PP RUSPR 47
Figura 4.4 — Carga volumica de SV aplicada ao digestor anaerébio nos ensaios de coDA. ....... 48
Figura 4.5 — Teores médios e desvios-padrdo de ST, nos afluente e efluente do digestor anaerébio,
NOS ENSAIOS CODAL ...ttt e et e e s aeese e tease et e sbeenbesaeaneesbesseesaenteeneenes 50
Figura 4.6 — Teores médios e desvios-padrao de SV, nos afluente e efluente do digestor anaerébio,
NOS ENSAIOS CODAL ...ttt ettt et e e s bt s e e bease e b e sbeenbesbeateestesseeseenreeneenes 50
Figura 4.7 — Eficiéncias médias de remoc&o e respectivos desvios-padréo de ST e SV, nos ensaios
(0l0] I 7 TR R TP UPOUR PR 51

XV



Figura 4.8 — Teores médios e desvios-padrdo de CQOt, nos afluentes e efluentes do digestor
anaerobio, durante 0S eNSAI0S AE CODA. .....oiiviiee ittt et e e e re e e e s rera e e e s arees 52
Figura 4.9 — Teores médios e desvios-padrdo de CQQOs, nos afluentes e efluentes do digestor
anaerobio, durante 0S eNSAI0S A8 CODA. .....oiiiuiii ittt r e e e r e e e s rerre e e s rrees 53
Figura 4.10 — Eficiéncias médias e desvio-padrao da remocao de CQOt e CQOs, nos ensaios de
CODD A . e bRt R et b e nre e 54

Figura 4.11 — Teores médios e desvios-padrdo de fosforo total nos afluente e efluente do digestor

anaerobio, durante 0S ENSAIOS CODA. ......ovviiiirie ettt e st e e e st e e s rbe e e s s rbeeessaares 56
Figura 4.12 — Concentracdo de AOVs no afluente dos ensaios CODA. .........ccccccveveiveieieciennens 57
Figura 4.13 — Concentragdo de AOVs no efluente dos ensaios CODA. ..........ccocvvvrenereiennene. 57

Figura 4.14 — Eficiéncia de remocéo de AOVs entre os afluentes e efluentes dos ensaios coDA.

..................................................................................................................................................... 58
Figura 4.15 — Curvas de biogés acumulado nos ensaios de CODA............ccccerrieeinneierinnnennns 59
Figura 4.16 - Curvas de CHs acumulados nos ensaios de CODA............cocuverninninsineinceee 60

Figura 4.17 — Percentagens médias e desvios-padrdo de CH4, CO; e H2S no biogas produzido nos
ENSANOS U8 CODA. ... ettt te st e e e steere et e steene e benreeaenreeneenen 60
Figura 4.18 — Rendimentos de producdo de biogas e CH4 relativamente a carga de SV aplicada ao
digestor anaerdbio, em fungdo dos ensaios de CODAL. ........c.cvieieiererieieeee e 61

XVi



INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1 — Caracteristicas quimicas e contetido energético do carolo de milho. ....................... 7
Tabela 2.2 — Os principais grupos de microrganismos metanogénicos............cccceevvviververeeeenne. 14
Tabela 2.3 — Potencial redox nos diferentes tipos de respiragao. .........cccevvevevieevvesesieeseseereene. 18

Tabela 2.4 — Limites de concentracdo de AOVs para diferentes niveis de estabilidade da DA.. 19
Tabela 2.5 — Composi¢do quimica do Biogas em comparacdo com o Gas Natural. ................... 21

Tabela 2.6 — Poder calorifico de varios combustiveis e respetivas emissGes de GEE expressas em

(O @ PN T U N7 1< ] ST 22
Tabela 3.1 — *Caracterizacdo Quimica do hidrolisado de FORSU .........cccccoevvivvinvercrienieiennnn, 26
Tabela 3.2 — Condigdes dos pré-tratamentos aplicados 80 CM..........ccccooveiniininniincniceeenes 33
Tabela 4.1 — Valores médios de temperatura, pH e potencial redox nos ensaios coDA. ............ 48

Tabela 4.2 — Média e desvios-padréo da analise elementar ao afluente dos ensaios coDA. ....... 49
Tabela 4.3 — Razdo CQOs/CQOt obtida nos diferentes ensaios .........ccccvvevveiiveeieeneeseesee e 53
Tabela 4.4 — ConcentragGes médias de N-Kjeldahl, N-NH. e N-O e percentagens de N-NH4 e N-
O relativamente ao N-Kjeldahl obtidas nos afluentes e efluentes do digestor anaerobio durante os
ENSANOS U8 CODA. ... ettt sttt ee st e e e ste et e e tesaeene e benreeeenreeneennn 55
Tabela 4.5 — Rendimentos de produgdo de biogés e CH, relativamente a carga de SV aplicada,

obtidos em diferentes trabalhos de codigestdo anaerdbia com residuos de milho. ..................... 63

XVii



xviii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOGIA

AOVs — Acidos Organicos Volateis

CM — Carolo de Milho

CQO - Caréncia Quimica de Oxigénio

coDA — Codigestdo Anaerdbia

DA — Digestdo Anaerdbia

ETAR — Estacéo de Tratamento de Aguas Residuais

ETVO - Estacdo de Tratamento e Valorizagcdo Organica

EUA — Estados Unidos da América

FER — Fonte de Energias Renovaveis

FORSU - Fracgéao Orgénica de Residuos Sélidos Urbanos

FORSU + Pre0 — hidrolisado de FORSU + carolo de milho sem pré-tratamento
FORSU + Prel — hidrolisado de FORSU + carolo de milho pré-tratado (2%)
FORSU + Pre2 — hidrolisado de FORSU + carolo de milho pré-tratado (10%)
GEE — Gases de Efeito de Estufa

GN — Gés Natural

PNAEE - Plano Nacional de Acéo de Energias Renovaveis

PTAN — Pressdo e Temperatura Ambiente Normais

ST — Sdlidos Totais

SV - Sélidos Volateis

SF — Solidos Fixos

TRH — Tempo de Reten¢do Hidraulico

UE — Unido Europeia

RSU — Residuos Sélidos Urbanos

XiX



XX



1 ENQUADRAMENTO

A presente dissertacéo insere-se no projeto ERA.NET-LAC ELAC2014/BEE0367, designado por
“Bio-FESS” — “Biorefinery for the Production of Low- and High-Grade Activated Carbon from
forestry wastes, maize resideus and biogas digestate”, financiado pela Unido Europeia e pela

Fundacdo para a Ciéncia e a Tecnologia do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior.

Este projeto é desenvolvido por um consoércio formado pela Universitat Hohenheim (Alemanha)
(coordenador), pela FCT-UNL através da NOVA.ID.FCT (Portugal), pelo Instituito Tecnolégico
de Estudios Superiores de Monterrey (México) e pela Universidade de Los Andes (Colémbia).

A presente dissertacdo € a continuagdo do trabalho anterior de codigestao anaerdbia de hidrolisado
de FORSU e CM de Lancinha (2016) e insere-se no trabalho de doutoramento da doutoranda
Elena Surra, tendo sido utilizados alguns dos seus resultados para poderem complementar o0s

resultados contidos na presente dissertagao.






2 INTRODUCAO

A exigéncia energética, bem como a sua importancia e necessidade, tem vindo a aumentar ao
longo dos anos com a crescente urbanizacdo, desenvolvimento tecnolégico e populacional. A
necessidade de satisfazer estas condi¢cdes promove a constante procura por uma energia limpa,
sendo as energias renovaveis uma solucdo aos combustiveis fésseis, responsaveis pelas elevadas
emissdes de gases de efeito de estufa (GEE) e altera¢Ges climaticas no planeta (Torney et al.,
2007).

No ambito do Roteiro das Energias Renovaveis 2020, da Unido Europeia (UE), estdo previstos
objetivos no que diz respeito a reducdo da dependéncia das importacdes de combustiveis fosseis
e de se promover a utilizacdo de novas tecnologias energéticas. As metas estabelecidas pela
Diretiva 2009/28/CE consistem em assegurar que todos os Estados Membros da UE, em 2020,
contribuam com uma quota de 20% de energia renovavel no consumo bruto final de energia e

uma quota de 10% de energia renovavel no sector dos transportes.

Desta forma, a bioenergia é uma das fontes de energias renovaveis que devera desempenhar um
papel importante para atingir os objetivos pretendidos pela politica energética da UE, através, por
exemplo, da producdo do biogés por digestdo anaerdbia (DA) (Strzalka et al., 2017).

A DA é uma das tecnologias mais utilizadas e implementadas a nivel mundial na gestdo de
biomassa e residuos, uma vez que oferece a oportunidade de produzir um gas constituido
essencialmente por metano (CH4 em torno de 60% v/v) e didxido de carbono (CO; em torno de
40% v/v), bem como um efluente rico em nutrientes (Samun et al., 2017). Por sua vez, o biogas
produzido, quando melhorado a um ponto de apresentar uma constitui¢éo superior a 97% de CHy,
pode ser utilizado como fonte de energia para a producdo de calor, geracao de energia elétrica e

uso como combustivel de veiculos (Hakawati et al., 2017).

O biogas resulta da decomposicao bioldgica da biomassa na auséncia de oxigénio (O2). Dois tipos
de residuos tém um elevado interesse em serem utilizados no processo de DA, devido a sua
extensa abundancia a nivel mundial. Estes residuos sdo a fracdo organica de residuos sélidos
urbanos (FORSU) e residuos de milho (Ariunbaatar et al., 2014).

Os Residuos Solidos Urbanos (RSU) representam um dos maiores problemas ambientais da
atualidade, uma vez que a sua producdo tem vindo a aumentar com o crescimento da populagéo
mundial (Akindele and Majid, 2018). Por sua vez, a FORSU resulta da separagdo mecanica da
fracdo orgénica dos RSU, sendo constituida essencialmente por residuos domesticos,
provenientes de cantinas escolares, restaurantes, mercados, habitacdes particulares, entre outras

origens.



Por outro lado, 0 excesso de residuos produzidos a partir da cultura do milho, pode trazer
consequéncias ambientais para a fertilizacdo dos solos devido a reduzida biodegradacéo destes

residuos no solo.

O processo da DA, a partir de FORSU, é caracterizado por ndo possuir uma razdo C/N adequada,
devido ao seu elevado teor em azoto (Zarkadas et al., 2015). Por sua vez, a codigestdo anaerdbia
(coDA) de FORSU e residuos agricolas, permite otimizar a estabilidade e eficiéncia da DA,
equilibrando assim a razdo C/N, uma vez que os residuos lenho-celulésicos séo ricos em elevados
teores de carbono (C), compensando assim o défice de carbono existente na FORSU (Samun et
al., 2017).

Os residuos do milho apresentam na sua constituicdo lenhina, celulose e hemicelulose, sendo
importante que sejam submetidos a pré-tratamentos (fisico, quimico ou biolégico), de modo a
remover a lenhina e tornar acessivel a hemicelulose e celulose para a sua conversao em biogas
(Hendriks and Zeeman, 2009).

A presente dissertacao apresenta o estudo da codigestdo de hidrolisado de FORSU e residuos da
cultura do milho, nomeadamente o carolo do milho (CM).



2.1 Objetivos e caracter inovador da presente dissertacao

A presente dissertacdo teve como objetivo estudar a coDigestdo Anaerdbia (coDA), entre
hidrolisado de FORSU e residuos de CM. Estes Gltimos, foram submetidos a diferentes condicoes
de pré-tratamentos. Sendo assim, procurou-se estudar e comparar os efeitos dos diferentes pré-

tratamentos nos residuos de CM, nomeadamente:

e Na solubilizagdo de agucares e produgdo de inibidores;
¢ Na quantidade e qualidade de biogas produzido na coDA de CM, pré-tratado, com
hidrolisado de FORSU e coDA de CM, sem pré-tratamento, com hidrolisado de FORSU.

O carécter inovador da presente dissertacdo, consiste no estudo do efeito sinérgico dos residuos
de FORSU e CM na producéo de biogas e CHs bem como a realizacdo do trabalho em regime
terméfilo. O CM representa uma significativa porcao dos residuos do milho deixados no campo
e devido as suas caracteristicas fisico-quimicas torna-se necessario encontrar solugdes vidveis

para a sua valorizagéao sustentavel.



2.2 Cultura do milho

2.2.1 Importancia do milho no Mundo, na Europa e Portugal

O milho (Zea mays L.) € uma espécie que pertence & familia Poaceae. Apesar de ser nativa do
Brasil, o milho tem como origem o México e a Guatemala. O milho é cultivado ha mais de 8000
anos em muitas partes do Mundo (Estados Unidos da América, Republica Popular da China, india,
Brasil, Franca, Indonésia, Africa, entre muitos outros paises) e esta entre as plantas de maior
eficiéncia comercial (Barros and José, 2014).

A cultura do milho é das que ocupa maior area mundial na producdo de cereais, aproximadamente
15% (Dhiman et al., 2017), sendo um alimento relacionado com a pratica de atividades pecuarias,
como a avicultura e suinicultura, onde o milho pode ser diretamente consumido pelos animais ou

entdo utilizado para a producao de ragdes (Marchi 2008).

A nivel mundial, os maiores produtores de milho, em 2016, foram os Estados Unidos da América
(EUA) e a China, com producdes anuais de 384 Mt e 232 Mt, respetivamente. A producdo mundial
do milho, em 2016, atingiu cerca de 1 milhar de milh&o de toneladas, numa area de cultivo de 188
milhGes de hectares (FAOSTAT, 2018).

Na Europa, os maiores produtores de milho, em 2016, foram a Ucrania, Roménia, Russia, Hungria
e Italia, numa producéo global que atingiu aproximadamente os 112 milhdes de toneladas, numa
area de cultivo de aproximadamente de 18 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2018).

Em Portugal, o milho é uma das culturas avenses mais importantes, sendo a que mais exploracdes
agricolas envolve. A cultura do milho, em Portugal, esta associada a producao de silagem e gréo,
sendo uma cultura com enorme potencial de producdo em regime de regadio e muito importante
para as economias regionais e nacional (Barros and José, 2014). Em 2016, a produgdo de milho,
em Portugal, foi de 710634 toneladas, numa area de cultivo de 88614 hectares (FAOSTAT, 2018).

2.2.2 Residuos produzidos na cultura do milho

Durante a colheita do milho, vérios residuos como a palha do milho, as folhas, os caules e o carolo
de milho (CM) sdo produzidos e geralmente deixados no campo, devido a sua importancia
organica e mineral para a fertilizagdo dos solos (Avila-Segura et al., 2011). No entanto, estes
residuos, quando em excesso, provocam problemas tais como, desequilibrio nutricional e excesso

de carbono orgénico no solo (Tan et al. 2012).

Por sua vez, 0 CM representa uma das fragGes mais dificeis de biodegradar na palha do milho,
sendo de particular interesse o seu aproveitamento. O Departamento de Energia, dos EUA,
desenvolveu um projeto com o objetivo de se avaliar a viabilidade da produgédo de etanol
celulosico, utilizando apenas CM. Segundo este trabalho, é mais econémico transportar-se uma

carga de residuos de CM do que, os restantes residuos resultantes da cultura do milho, uma vez



que o CM é mais denso que os restantes residuos, apresentando uma estrutura e forma uniformes
(Avila-Segura et al., 2011). Devido as suas caracteristicas quimicas (Tabela 2.1), 0 CM, pode ser
utilizado para a producdo de energia, de biocombustiveis de segunda geracdo e compostos

quimicos, tais como, furfurais, carvdo ativado e xilitol (Kaliyan and Morey, 2010).

Tabela 2.1 — Caracteristicas quimicas e contetdo energético do carolo de milho (Kaliyan e Morey 2010).

Parametro ( matéria seca) Concentracdo e valor energético
Humidade (%) 20-55
Sélidos Volateis (%) 80,10
Cinzas (%) 1,36
C (%) 46,58
H (%) 5,87
O (%) 45,46
N (%) 0,47
S (%) 0,01
PCS (MJ / kg) 18,3-18,8

A disponibilidade de residuos a partir da cultura do milho, a nivel mundial, é de aproximadamente
de 128-377 Mt, com um potencial energético de 5-60 EJ (Paudel et al., 2017). Por cada 100 kg de
milho séo produzidos aproximadamente 18 kg de CM (Torre et al., 2008).

Nos EUA, os residuos da cultura do milho sdo uma das principais biomassas com maior interesse
e potencial para a producdo de etanol celuldsico, uma vez que mais de 95% dos residuos sdo
deixados no campo (Avila-Segura et al., 2011). Se o valor econémico dos residuos do milho for
assumido como tendo um custo zero e o custo da recolha de residuos for igual ou um pouco
superior a 33 euros, 0s agricultores, teriam um incentivo para armazenar os residuos da producao

de milho para a conversdo em biocombustiveis (Erickson et al., 2011).

O carolo do milho é uma biomassa resistente a degradacdo bioldgica, sendo constituido
essencialmente por celulose (32,3-45,6 % m/m), hemicelulose (39,8 % m/m) e lenhina (6,7-13,9
% m/m) (Nasr et al., 2014). A celulose é um polissacérido constituido por moléculas de glucose,
que se encontram unidas por ligacGes glicosidicas B-1,4, enquanto que a hemicelulose é um
polimero formado de pentoses, hexoses e acidos urénicos e, por fim, a lenhina é constituida por

heteropolimeros complexos de &lcoois (Lee et al., 2017).

2.3 Pré-tratamentos de materiais celuldsicos
O pré-tratamento da biomassa tem como objetivo quebrar a estrutura lenho-celulésica, permitindo
assim a solubilizacdo de acUcares fermentaveis a partir da hemicelulose e celulose, e a sua

disponibilidade para o processo da hidrélise. Devido a complexidade e variabilidade das



estruturas quimicas da biomassa lenho-celulosica, existem diversos pré-tratamentos com
diferentes efeitos e rendimentos, sendo que a escolha do mais adequado, depende do tipo de
biomassa selecionada. Estes podem ser classificados como fisicos, quimicos, biol6gicos e

combinagdes destes diferentes tipos de pré-tratamentos (Neshat et al., 2017).

Cada pré-tratamento altera de forma diferente a estrutura da biomassa, nomeadamente: (i) a sua
area superficial; (ii) a cristalinidade da celulose; (iii) solubilizacdo da celulose e lenhina; (iv)
alteracdo da estrutura da lenhina; (v) formagdo de furfurais. Porém, compostos inibidores, tais
como: (i) &cidos fracos, respetivamente &cido acético, formico e levulinicos, (ii) derivados de
furano e furfurais e (iii) compostos fenolicos, podem ser produzidos durante os diferentes tipos
de pré-tratamentos e influenciam a atividade dos microrganismos na fase hidrolitica (Haghighi
Mood et al., 2013).

Os residuos celulésicos, como 0 CM, limitam o processo da DA, pelo facto de apresentarem na
sua constituicdo lenhina, dificultando assim o acesso & celulose e hemicelulose por parte dos
microrganismos anaerébios. A moagem e extrusdo, utilizacdo de enzimas, compostagem, e
tratamentos com utilizagdo de microrganismos especificos, como por exemplo os fungos , séo os
pré-tratamentos mais comuns para biomassas que apresentam elevados teores de compostos

lenho-celul6sicos (Carrere et al., 2016) .

O pré-tratamento ideal para a biomassa lenho-celulésica deve satisfazer aos seguintes requisitos:
(i) tornar a celulose acessivel; (ii) evitar a degradacdo da celulose e hemicelulose; (iii) evitar a
formacdo de compostos que sejam inibidores para o processo de DA; (iv) minimizar o uso de
energia; (v) gerar poucos residuos; (vi) apresentar baixos custos de operacdo; (vii) utilizar
reagentes quimicos de baixo custo e quantidades reduzidas. O pré-tratamento da biomassa é
essencial uma vez que a taxa de sucesso da hidrélise enzimatica pode aumentar para 90% (Balat,
2011).

2.3.1 Pré-tratamentos Fisicos

A finalidade dos pré-tratamentos fisicos de biomassas lenho-celuldsicas, consiste em reduzir a
granulometria das particulas e a cristalinidade do material, de modo a aumentar a sua area
superficial e melhorar a sua digestibilidade enzimatica por parte das bactérias envolvidas na DA.
Este pré-tratamento é essencial para um desempenho eficiente da DA, porque a reducdo da
biomassa em particulas de menor dimensdo aumenta a disponibilidade de substrato utilizado pelas
bactérias hidroliticas (Paudel et al., 2017).

Os pré-tratamentos fisicos podem ser classificados em reducdo mecénica e micro-ondas, sendo

gue a sua escolha depende da biomassa utilizada e da granulometria final pretendida (Balat, 2011).



Segundo Amin et al. (2017), é possivel obter-se um aumento na producéao de biogés de 11% para
13% quando se reduz o tamanho das particulas de 33 mm para 6 mm. Paudel et al. (2017)
verificaram um aumento da producdo de CH4 em 38,7%, quando reduziram o tamanho da palha
de trigo para 0,75 mm. Por sua vez, Ren et al. (2017), obtiveram um aumento de 28% na producao
de biogas, com uma reducdo do tamanho das particulas da palha de trigo de 0,843 mm para 0,391

mm.

O pré-tratamento fisico é considerado o mais adequado para a producao de bioetanol e CH., uma
vez que nao existe a formacgdo de compostos inibidores tais como furfurais e hidroximetilfurfurais,

0s quais podem inibir o processo da DA (Amin et al. 2017).

Porém, com o aumento sucessivo do custo da energia ao longo dos anos, estes pré-tratamentos
apresentam desvantagens na sua utilizagdo, tais como: (i) elevadas quantidades de energia
requeridas e (ii) incapacidade de remover a lenhina (Amin et al., 2017). Por exemplo, para reduzir
a granulometria da farinha de milho até a 1,6 mm é necesséaria uma quantidade de energia de 14
kWh (Balat, 2011).

2.3.2 Pré-tratamentos Quimicos Alcalinos

Os pré-tratamentos alcalinos sdo métodos quimicos amplamente estudados em materiais lenho-
celuldsicos. Nestes pré-tratamentos utilizam-se compostos quimicos alcalinos, como por exemplo
hidroxido de sédio (NaOH), hidroxido de potassio (KOH) e, hidréxido de célcio (Ca(OH).), sendo

0 NaOH a base mais estudada no tratamento de materiais lenho-celuldsicos (Balat, 2011).

A finalidade dos pré-tratamentos alcalinos consiste na remocdo da lenhina, grupo acetil e
diferentes acidos urénicos, facilitando assim a acessibilidade das enzimas hidroliticas a
hemicelulose e celulose (Haghighi Mood et al., 2013). O tratamento com NaOH causa a dilatagdo
interna da estrutura celulésica e, consequente, 0 aumento da area superficial. Este aumento de
volume reduz a interacdo que existe entre a lenhina e os glacidos, causando o rompimento da

estrutura da lenhina, a qual se torna solUvel nestas condigdes (Amin et al., 2017).

Estes pré-tratamentos sdo realizados a temperaturas e pressfes baixas, sendo que os tempos de
pré-tratamento variam entre horas e dias (Maurya et al., 2015). Por outro lado, a sua eficacia,

depende do contetido de lenhina presente na biomassa (Amin et al., 2017).

Amin et al. (2017) obtiveram um aumento da producdo de biogas de 220 mL/gVS com um pré-

tratamento da palha do milho com 2% (m/m) de NaOH, durante 3 dias.

De acordo com Neshat et al. (2017), a palha do milho colocada em contacto com NaOH a 2%
(m/m), a temperatura ambiente, durante 3 dias, permite obter uma diminuicéo do teor da lenhina
de 8,4% para 7,5%.



O pré-tratamento com NaOH mostrou ser mais eficaz no aumento da area da superficie interna da
celulose, na diminuicdo do seu grau de polimerizacdo e cristalinidade, bem como na remocéo de
lenhina (Maurya et al., 2015).

Contudo, o pré-tratamento de biomassa lenho-celuldsica com compostos alcalinos apresenta
desvantagens, tais como: (i) elevado custo dos reagentes quimicos e (ii) riscos ambientais
associados ao uso de bases fortes (Hamelinck et al., 2005).

2.3.3 Pré-tratamentos Oxidativos

Os pré-tratamentos por oxidacao consistem na adi¢do de um agente oxidante, como o peréxido
de hidrogénio ou &cido peracético, a biomassa suspensa em agua; o H20- é o0 agente oxidante mais
utilizado (Maurya et al., 2015). Estes pré-tratamentos tém como objetivo remover a lenhina, de
modo a aumentar a acessibilidade a celulose e hemicelulose, por parte dos microrganismos

anaerdbios (Hendriks and Zeeman, 2009).

Devido ao seu elevado custo, os pré-tratamentos oxidativos, sdo utilizados com outros pré-
tratamentos, nomeadamente, os pré-tratamentos alcalinos, com o objetivo de remover a lenhina

de materiais lenho-celulésicos (S. Sun et al., 2016).

A adigdo do NaOH ao H,0. permite que a solugdo se torne num agente efetivo na remocéo de
lenhina e solubilizagdo da hemicelulose. Isto €, em condigdes alcalinas (pH 11,5), o H.O; torna-
se instavel, decompondo-se em radicais oxidantes fortes, hidroxilo (OH") e superédxidos (O,

responsaveis pela remogao da lenhina (Dutra et al., 2017).

Segundo Gould (1985), a remocdo maxima de lenhina com o pré-tratamento com H,O; alcalino
ocorre aum pH de 11,5, sendo que ndo existe qualquer diferenca na remocéo de lenhina com pH
inferior a 10,0 ou superior a 12,5. Ainda de acordo com este autor, a concentracdo de H.O, deve
ser de apenas 1% e a razdo massa H,Oz/massa biomassa deve ser de 0,25 g/g, de modo a obter-se

um processo eficiente na remocéo de lenhina.

R. C. Sun, Fang, e Tomkinson (2000), com um pré-tratamento de 2% (m/m) de H.O, da palha de
centeio, a um pH 11,5, durante 12 h, observaram que a remocdo de lenhina e hemicelulose
aumentava significativamente com o aumento da temperatura, obtendo-se a maior remoc¢&o a uma

temperatura de 70 °C.

A partir de um pré-tratamento de 2% (m/m) de H,O,, a temperatura de 30 °C, ocorre uma
dissolugdo de lenhina de 50% e um aumento da hidrélise enzimatica superior a 95% (Harmsen et
al., 2010)
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Correia et al. (2013) obtiveram um rendimento na hidrolise enzimética de 87% e uma remocao
de lenhina de 80%, com um pré-tratamento da cana-de-agUcar, com 4,3% (m/m) de H,O,, durante

24 h, a temperatura de 35 °C e uma concentracdo de sélidos de 5% (m/v).

C. Sun et al. (2015) estudaram o pré-tratamento alcalino com H,O; de culturas monocotiled6neas
e dicotiledéneas. Com um pré-tratamento de 2% (m/m) H,O,, com um pH 11,5, temperatura a 35
°C e uma concentracdo de sélidos de 10% (m/v), obtiveram uma solubilizag&o de glicose e xilose
de 90% e 80%, respetivamente, e uma remocéo de lenhina de 50% e 30-40%, respetivamente para

as culturas monocotileddneas e dicotiledoneas.

De acordo com Croce et al. (2016), um pré-tratamento alcalino com 2% (m/m) de H.O. da palha
do milho, durante 24 h, com um pH 11,5, a temperatura de 35 °C, é possivel obter-se um aumento

da producéo de biogas de 171 m3.

Mittal et al. (2017) estudaram os pré-tratamentos alcalinos com H»O, com diferentes razdes
H2O./biomassa na remog&o de lenhina da palha do milho. Nas diferentes razdes utilizadas (0,03;
0,06; 0,125; 0,250; 0,500 g H.O/g biomassa), com um pré-tratamento a temperatura de 50 °C,
durante 3 h, verificaram que a maior remocdo de lenhina ocorreu nas razdes 0,25 e 0,5 g/g,
respetivamente de 80% e 90%. A solubilizacdo mais acentuada de agucares ocorreu na razdo 0,25,
tendo sido de 90%.

De acordo com Sari e Budiyono (2014), uma concentragdo superior a 4% (m/m) de H,O, inibe a
fase metanogénica, devido ao excesso de ides hidroxilo que sdo toxicos para as bactérias

metanogénicas.

A eficéacia do pré-tratamento da biomassa lenho-celulsica com H,0O; alcalino, varia consoante as
seguintes variaveis: (i) concentracdo de solidos no pré-tratamento; (ii) tempo de pré-tratamento;
(iii) concentracdo de H.O, no pré-tratamento; (iv) temperatura do pré-tratamento; (v) pH do pré-
tratamento (Dutra et al., 2017).

A concentragdo de solidos no pré-tratamento reflete a quantidade de biomassa pré-tratada ou o
volume de reacdo de pré-tratamento. Um aumento da concentracdo de sélidos totais resulta numa
maior solubilizagdo de aglcares mas, uma elevada concentragdo de biomassa num baixo volume
de pré-tratamento, aumenta a viscosidade da solucéo, dificultando, assim, o processo de mistura

e um maior gasto de energia para a agitacdo da solucéo (Dutra et al., 2017).

A solubilizacdo da hemicelulose e a remocédo da lenhina a partir do pré-tratamento com H,O,,
depende fortemente do pH da solucdo. O pH da solugdo deve ser elevado o suficiente (11,5), de
modo a garantir a dissociagdo do H.O2, nos radicais hidréxilo (OH") e superoxido (O-°). A reagdo
entre estes dois radicais € essencial porque permite um aumento da alcalinidade da solug&o,

acelerando assim o processo de dissolucdo da lenhina e hemicelulose (Cong et al., 2015).
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A temperatura no pré-tratamento com H,O, varia entre 25 a 70 °C, enquanto que, o seu efeito
depende da biomassa lenho-celulésica utilizada. Um aumento da temperatura, conduz a uma

maior solubilizacdo da lenhina e hemicelulose na fracdo liquida (Dutra et al., 2017).

O Hy0;, tem um papel fundamental, na quebra da ligacdo do hidrogénio intracelular e
intermolecular, da celulose e dos polissacarideos. A sua concentracao, deve variar entre 0-10 %
(v/v), sendo que a maior solubilizac&o, ocorre com elevadas concentragdes de H.O, (Cong et al.,
2015).

2.4 Digestdo Anaerobia

A DA é um processo fermentativo da matéria organica na auséncia de Oz, que ocorre em quatro
etapas (Fig. 2.1): Hidrolise, Acidogénese, Acetogénese e Metanogénese. Os produtos finais da
DA consistem em biogas, constituido maioritariamente por CH4, CO2 e outros gases em
concentragdes muito inferiores as destes dois gases, e um efluente (digerido), rico em nutrientes
gue pode ser utilizado como fertilizante (Vasco-Correa et al., 2017). O biogas produzido € uma
fonte de energia renovavel que pode ser utilizado para a producéo de energia térmica, elétrica e
como combustivel para automoveis, quando sofre um processo de melhoramento para biometano
(CH4 > 97% v/v) (Arizzi et al., 2016). O processo da DA é complexo e sdo varios 0s parametros
que influenciam o seu desempenho e a composicdo quimica do biogas, tais como: pH,
temperatura, presenca de inibidores (azoto e &cidos gordos volateis), carga organica e tempo de
retencdo hidraulico (TRH) (Mirzoyan et al., 2010).

Proteinas, Lipidos e Glucidos

|

aminoacidos, acidos gordos e
v acucares
Acidos gordos volateis
.
Acetogénese H,, CO,
Acido acético H,,CO,
- prd b -
maliglanoginese,, < 7 e SLANORENESE

> cmeco, &

Figura 2.1 — Etapas da Digestao anaerdbia (adaptado de Sari e Budiyono 2014).
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2.4.1 Etapasda DA
Como ja foi referido anteriormente, o processo da DA ocorre em quatro fases (hidrélise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese), durante as quais ocorre a transformacao da matéria

organica biodegradavel em biogas.

A hidrdlise é a primeira etapa da DA, onde os compostos complexos, tais como proteinas, lipidos
e glucidos sdo convertidos em compostos mais simples como aminoécidos, acidos organicos
volateis de cadeia longa e agucares (Neshat et al., 2017). Nesta etapa, a degradacdo da matéria
organica complexa € importante para facilitar a adsorcdo direta do substrato por parte dos
microrganismos anaerdébios. A hidrélise torna-se limitante quando a matéria orgénica é
constituida por lenhina, celulose e hemicelulose. Estes compostos insolUveis dificultam o
processo das bactérias hidroliticas, tornando assim o processo mais lento (Adekunle and Jude,
2015). Fatores como a granulometria do residuo, pH, tempo de retencdo hidraulico (TRH),
temperatura e concentracfes de compostos inibidores, afetam a velocidade e o grau de hidrolise

da matéria organica (Chernicharo 2007).

Na acidogénese, 0s compostos provenientes da hidrolise sofrem um processo de fermentag&o por
parte das bactérias acidogénicas/fermentativas, originando hidrogénio (H,), CO; e &cidos gordos
volateis (AOVs), tais como &cido acético, propidnico, butirico e formico. Nesta etapa, a
concentracdo de H, é um bom indicador de estabilidade e equilibrio do sistema, uma vez que
influencia a qualidade do produto final durante o processo de fermentagdo. A producdo dos
compostos essenciais para a producdo de CH, diminui com o aumento da presséo parcial de H.
(Adekunle and Jude, 2015). Segundo Drosg (2013), a concentracdo de H. deve ser inferior a 100
ppm, de modo a ndo inibir a producdo de AOVs, principalmente o acido acético, percursor
essencial para a producdo de CHa. O H; e 0 acetato produzidos nesta fase podem ser diretamente

metabolizados pelas bactérias metanogénicas (Chernicharo 2007).

Na acetogénese, 0s compostos provenientes da fase da hidrélise e acidogénese sdo convertidos a
acido acético, H, e CO,, substratos essenciais para a producdo de CH., por acdo das bactérias
sintroficas e homoacetogénicas. Nesta fase, as conversdes bioldgicas dos diferentes grupos de
microrganismos dependem da concentracdo parcial de H, que se deve manter baixa (Adekunle
and Jude, 2015).

Na udltima fase da DA, a metanogénese, 0s microrganismos metanogénicos, estritamente
anaerobios, sao responsaveis pela producéo de CH,, a partir dos produtos H,, CO- e acetato. Os
microrganismos metanogénicos dividem-se em trés grupos tréficos principais (Tabela 2.2): (i) as
bactérias acetoclasticas, convertem o acetato em CHa4 e COy; (ii) as bactérias hidrogenotrdficas,
convertem o0 H, e CO, em CHy; (iii) as bactérias metilotréficas convertem o metanol em CHse
agua (H-0) (Aslanzadeh, 2014).
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Tabela 2.2 — Os principais grupos de microrganismos metanogénicos (Aslanzadeh 2014).

Bactérias Reacao

Metanogeénicas Acetoclasticas Acetato > CH4 + CO»
Metanogénicas Hidrogenotroéficas Hz + CO; > CH4

Metanogénicas Metilotréficas Metanol = CH4 + H,0

2.4.2 Fatores que influenciam a DA
A estabilidade do processo da DA ndo depende apenas da interacdo entre a comunidade biologica
presente no digestor anaerdbio, mas também de outros fatores ambientais tais como temperatura,

pH, razdo C/N, TRH, carga organica e compostos inibidores (Neshat et al., 2017).

2.4.2.1 Temperatura

A temperatura é um dos pardmetros que mais influencia a estabilidade e o desempenho do
processo da DA, uma vez que 0S microrganismos sao bastantes sensiveis as variaces de
temperatura (Neshat et al., 2017). A DA é um processo que pode ocorrer em gamas de temperatura
diferentes, tais como: gama termdfila (45-65 °C), gama mesofila (25-45 °C) e gama psicréfila (10-
25 °C) (Mirzoyan et al., 2010). A temperatura 6tima para o desenvolvimento dos microrganismos
termdfilos situa-se nos 55 °C, enquanto que para as bactérias mesdéfilas encontra-se nos 35 °C
(Matheri et al., 2017). Como se pode verificar na Figura 2.2, a DA é um processo mais eficiente
em regime termofilo do que em regime mesofilo, porque a taxa de crescimento das bactérias
metanogénicas é superior em temperaturas mais elevadas. Isto é, em regime terméfilo, a taxa de
conversdo da carga organica afluente ao digestor € superior, permitindo assim uma maior
producdo de biogas. Porém, as bactérias termofilas sdo mais sensiveis aos seguintes parametros:
(i) presenga de inibidores, (ii) alteracdo do pH do meio, (iii) variagdo da carga organica aplicada
ao digestor e (iv) alteracdo da temperatura, o que contribui globalmente para uma diminuigéo da
estabilidade do processo de DA (Mao et al., 2015).
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Figura 2.2 — Taxas de crescimento das bactérias metanogénicas nos regimes psicroéfilo, meséfilo e
terméfilo (Sch 2009).

2422 pH

O pH esta relacionado com o caréater &cido e alcalino do meio em que o consércio de bactérias
funciona. Sendo assim, para se conseguir um processo estavel na producéo de biogas, é necessario
manter-se o pH global num intervalo 6timo entre 7 e 8. A etapa da acidogénese prevalece quando
o valor de pH se encontra abaixo do intervalo 6timo, contribuindo assim com uma maior produgdo
de AOVs e consequente inibi¢do da fase metanogénica (Raposo et al., 2011). A DA apresenta
diferentes valores de pH 6timos para as diferentes etapas. As bactérias hidroliticas e acidogénicas
apresentam um pH étimo entre 0s 5,5 € 6,5 (Khalid et al., 2011). O intervalo étimo de pH indicado
anteriormente corresponde ao intervalo 6timo para o desenvolvimento das bactérias
metanogénicas (Khalid et al., 2011), uma vez que a sua atividade é inibida quando o pH é inferior
a 5,5 (Mao et al., 2015).

2.4.2.3 Tempo de Retencao Hidraulico (TRH)

O TRH consiste no tempo médio em que a matéria organica fica retida no interior do digestor
anaerobio. O TRH a ser selecionado no funcionamento de um digestor anaerdbio ¢ influenciado
por fatores tais como: (i) temperatura selecionada, (ii) tipo de substrato e (iii) tipo de sistema
utilizado no processo da DA. Para o regime mesofilo, o TRH varia habitualmente entre 15-40
dias, enquanto que para o regime terméfilo, o THR varia entre 12-14 dias (Matheri et al., 2017).
Como se pode observar pela Figura 2.3, quanto mais complexa for a matéria organica a ser
degradada, maior deverd ser o TRH. Por sua vez, a medida que o TRH aumenta, a taxa de

producdo de biogés diminui, bem como a velocidade das reagdes metabdlicas (Sch, 2009).
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Figura 2.3 — Taxa de degradacéo de diferentes substratos e producéo de biogas em funcdo do TRH (Sch
2009).

O calculo do TRH, em sistemas sem recirculagdo de lamas, pode ser calculado pela equagéo 2.1
(Neshat et al., 2017):

2.1)

l <

Onde,

TRH — Tempo de retencdo hidraulico (d);
V — Volume do digestor (m°);

Q — Caudal do afluente ao digestor (m?/d).

O TRH é um dos pardmetros mais importantes na opera¢do de um digestor anaerébio, porque
afeta a taxa de producdo de CH. e a converséo de solidos volateis em produtos gasosos (Gerardi,
2003).

2.4.2.4 Carga Organica

A carga organica esté relacionada com a quantidade de sélidos volateis alimentados a um digestor,
por unidade de volume, por unidade de tempo. Uma elevada carga orgéanica pode prejudicar a
estabilidade do processo da DA, uma vez que existe uma maior atividade das bactérias hidroliticas
e acidogenicas, resultando numa maior produgdo de AOVs e, consequente, na acidificacdo do
meio bacteriano, inibindo assim a fase metanogénica (Neshat et al., 2017). Segundo Baweja,
Baredar, e Lal (2018), a quantidade de carga orgénica utilizada varia consoante os diferentes

digestores, sendo que se deve situar entre os 2,4-2,51 g SV/(L.dia).

2.4.2.,5 Macro e Micronutrientes
A matéria organica utilizada no processo da DA, deve conter 0s nutrientes, macro e

micronutrientes, necessarios para satisfazer o desenvolvimento dos microrganismos anaerébios
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(Weiland, 2010). Os macronutrientes de maior importancia no processo da DA séo o carbono (C),
azoto (N2), fosforo (P) e enxofre (S) (Raposo et al., 2011). O azoto é essencial para sintese de
proteinas, enquanto que o carbono funciona como fonte de energia e como elemento para a sintese
de inameras estruturas celulares (Matheri et al., 2017). Por outro lado, os micronutrientes, como
Fe, Ni, Mo, Co, Se e Cu também sdo essenciais para 0 seu desenvolvimento porque sao

necessarios para atividade enzimética (Weiland, 2010).

A raz8o C/N é um parametro de estabilidade muito importante, porque permite avaliar se algum
destes macronutrientes é limitante durante o processo da DA. Segundo a literatura, uma razéo
C/N entre 20/1 a 30/1 é considerada como 6tima para se obter um processo estavel na DA (Li et
al., 2011). Substratos com elevada raz&o C/N indicam, deficiéncia em azoto, colocando em causa
o desenvolvimento microbiano, devido a dificuldade de produgdo de proteinas e consequente
reducdo da producdo de biogas. Por outro lado, uma razdo C/N baixa limita o crescimento
bacteriano por falta de carbono, promovendo assim a produ¢do de aménia e acumulagao de AOV,
inibindo assim a atividade das bactérias metanogénicas (Neshat et al., 2017). Para além do C e do
N, pode-se também considerar os nutrientes P e S. A razdo 6tima C/N/P/S de 600/15/5/1 é

suficiente para se obter um processo estavel na DA (Weiland, 2010).

A codigestdo anaerdbia é uma boa solucao para se equilibrar a razdo C/N, quando os substratos
organicos, a serem submetidos a DA, ndo apresentam os valores aconselhados pela literatura. A
FORSU é um substrato que se caracteriza por uma razdo C/N baixa (Zarkadas et al., 2015). Assim,
a codigestdo anaerdbia de FORSU com residuos ricos em C apresenta vantagens, tais como: (i)
estabilizacdo da razdo C/N, (ii) aumento da producdo de CHy, (iii) diminui¢do da concentragdo

de comp+ostos inibidores (Ren et al., 2017).

2.4.2.6 Agitacdo

A agitacdo do digestor anaerdbio deve ser realizada de forma lenta e suave, de modo a permitir
uma homogeneizacao da temperatura e melhorar o contacto entre 0s microrganismos e a matéria
orgénica no interior digestor. Uma agitagdo demasiada rapida provoca distdrbios no meio

bacteriano e consequantemente uma redugdo da producéao de biogas (Ward et al., 2008).

Para além disso, a agitacdo € essencial para evitar a formacao de lamas no fundo do reator, que
diminuem o volume atil do digestor, e camadas de espuma superficiais, que dificultam a

libertacdo do biogas (Appels et al., 2008).

2.4.2.7 Potencial Redox

O potencial redox esta relacionado com a capacidade que uma molécula, ou um meio de cultura,
tem em receber ou doar eletrfes. Para 0s microrganismos metanogénicos, o potencial redox 6timo
deve ser inferior a -300 mV (Gerardi, 2003).
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Segundo Gerardi (2003), a partir do valor do potencial redox é possivel identificar-se quais sdo

0s tipos de reagdes que ocorrem no interior do digestor anaerébio (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 — Potencial redox nos diferentes tipos de respiracdo (Gerardi 2003).

Tipo de Respiracao Recetor final de eletrdes Eh (mV)
Aerdbia O >50
Anaerobia NOz +50 a 50
Anaeroébia com fermentacdo de acidos ou alcoois CH:0 <-100
Anaerdbia com producdo de metano CO; (ou carbonatos) <-300
Anaeroébia com reducdo do sulfato SO <-400

2.4.2.8 Inibicdo por Acidos Organicos Volateis (AOVs)

Os AOVs sdo produtos resultantes da fase fermentativa do processo da DA a partir dos compostos
provenientes da hidrélise. Estes acidos, tais como acido acético, formico, butirico e propionico,
sdo precursores importantes para a produgdo do CH4 (Neshat et al., 2017). No entanto, quando a
atividade das bactérias homoacetogénicas € superior a atividade das bactérias metanogénicas,
ocorre uma acumulacdo de AOVs no meio bacteriano, uma vez que a taxa de utilizacdo de acetato,
por parte das bactérias metanogénicas, é inferior a taxa de producdo de acetato pelas bactérias
homoacetogénicas (Ward et al., 2008). Os AOVs tornam-se tdxicos para 0s microrganismos em
elevadas concentragdes, uma vez que tém a capacidade de atravessar a membrana celular das
bactérias, causando uma descida do pH intracelular e uma reducdo no seu processo metabdlico.
Os AOVs séo indicadores de estabilidade e desempenho do processo da DA, porque uma razao
de acido propionico e acido acético superior a 1,4, indica uma possivel falha no processo da DA
(Xie et al., 2016). Segundo Drosg (2013), concentracGes de acido acético, propidnico e butirico
superiores a 4000 mg/L, 1000 mg/L e 50 mg/L, respetivamente, indicam elevada probabilidade

de instabilidade no sistema (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4 — Limites de concentracdo de AOVs para diferentes niveis de estabilidade da DA (Drosg,

2013).
AOV Concentragdo Interpretacéo
<1000 mg/L Processo estavel
Acido acético 1000 — 4000 mg/L Inicio de instabilidade
>4000 mg/L Elevada probabilidade de instabilidade
<250 mg/L Processo estavel
Acido propidnico 250 -1000 mg/L Inicio de instabilidade
>1000 mg/L Elevada probabilidade de instabilidade
<50 mg/L Processo estavel
Acido butirico >50 mg/L Acumulacdo deste AOV provoca graves problemas

de instabilidade

2.4.2.9 Inibicdo por Amonia

A amédnia resulta da degradacdo da matéria organica azotada, sendo que aparece sob a forma de
amonia livre (NH3) e ido amoénio (NH4*) no liquido em digestdo (Chen et al., 2008). E um
macronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento metabolico dos microrganismos,
mas em elevadas concentragdes inibe a fase metanogénica, provocando uma acumulagdo de AOV,
com a consequente diminuig¢do da producéo de CHa (Shi et al., 2017). A aménia na forma livre
(NHs), é mais toxica para as bactérias metanogénicas do que o ido amonio (NH4"), visto que tém
a capacidade de penetrar na célula através da membrana celular, originando numa reducéo do pH

interno e uma deficiéncia em potéassio (K) (Xie et al., 2016).

Segundo McCarty (1964), a partir de concentracdes superiores a 1500 mg/L e para valores de pH
alcalinos, a aménia torna-se inibidora dos microrganismos que participam na DA. Concentracdes

superiores a 3000 mg/L, causam toxicidade irreversivel dos microrganismos anaerobios.

Akindele e Sartaj (2018) estudaram o efeito da amonia em diferentes concentracdes
(respetivamente 2500, 5000, 7500 e 10000 mg/L), para diferentes valores de pH (7,5 ; 8,0 ; 8,5),
no processo da DA com FORSU. Estes autores observaram que com uma concentragéo total de
amonia de 2500 mg/L, a producéo acumulada de biogés foi reduzida em 10% em todos os valores
de pH. Para uma concentracdo de 10000 mg/L, a producdo acumulada de biogas sofreu uma

reducgéo superior a 80%, para todos os valores de pH.
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Como se pode observar na Figura 2.4, para qualquer temperatura a que a DA ocorre, existe um
aumento da amonia livre no processo da digestdo anaerdbia com o aumento do pH. O aumento
da amoénia livre ocorre mais cedo nos processos com temperaturas mais elevadas (regimes

mesofilos e terméfilos).
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Figura 2.4 — Percentagem de amonia livre para diferentes temperaturas de DA com variagéo do pH
(Rajagopal, Massé, e Singh 2013).

Os limites de tolerancia para a quantidade total de aménia, para a fase metanogénica, variam
consoante as condi¢des ambientais (pH e temperatura), o tipo de substrato e indculo utilizados no
processo e diferentes periodos de aclimatagdo (Zhang et al., 2014). Substratos ricos em proteinas,
como estrume de animal, FORSU e aguas residuais, produzem elevados teores de amdnia durante
a sua digestdo que em elevadas concentrac@es acidificam o pH do meio anaerébio, provocando
uma degradacdo inadequada da matéria organica e consequente redugdo da producdo de CH4
(Rajagopal et al., 2013).

2.5 Biogas e sua Valorizacdo Energética

O biogas é uma mistura gasosa combustivel, resultante da decomposicéo da matéria organica, na
auséncia de O, por consorcios de bactérias facultativas e anaerébias. A sua composi¢do quimica
varia com o tipo de biomassa e com os varios parametros de operacao utilizados no processo da
DA (Weiland, 2010). O biogas é constituido essencialmente por CH., CO; e, por outros gases em
concentracdes mais baixas, tais como hidrogénio (H.), azoto (N), mondéxido de carbono (CO) e
sulfureto de hidrogénio (HS) (Tabela 2.5).
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Tabela 2.5 — Composigao quimica do Biogas em comparagdo com o Gas Natural (Kadam e Panwar

2017).
Constituigdo (% v/v) Biogas Gaés natural

CH, 40-75 87-97
CO; 25-55 0,1-1
H.S 50-5000 N/D
NH,4 0-1 N/D
H.0 0-10 N/D

P 0-5 0,2-5,5

(07) 0-2 0,01-0,1

H> 0-1 0,02

N/D: Néao Detetado

No biogas, quanto maior for a concentragdo de CH4 em relag@o aos outros constituintes, maior
interesse terd este recurso energético (Gerardi, 2003). No entanto, para se obter biometano é
necessario que o biogas seja sujeito a um processo de “up-grading”, de modo a remover-se 0 COx.
O teor de CHa, apos “up-grading”, aumenta para 95-97% (v/v) (Matheri et al., 2017).

O biogas podera também ter que ser submetido a um tratamento de remogao de H.S, uma vez que
na presenca de vapor de agua, forma-se o &cido sulfdrico (H.SOs). Este &cido é extremamente
perigoso e corrosivo para motores convencionais, compressores e outros materiais mecanicos
(Neshat et al., 2017).

O biogés pode ser utilizado diretamente na producéo de energia elétrica e energia térmica ou, tal
como se referiu acima, ser submetido a um processo de “up-grading” por forma a ser utilizado
como combustivel gasoso no setor dos transportes, ou ser injetado na rede de gas natural. As
vantagens associadas a producédo de biogas como fonte de energia renovavel sdo as seguintes: (i)
biocombustivel de alta qualidade, com um poder calorifico préximo do valor de gas natural ap6s
“up-grading” (Tabela 2.6); (ii) reducéo da emissdo de CH, a partir de aterros sanitarios; (iii)
reducdo de residuos; (iv) aproveitamento do efluente resultante da DA como fertilizante,

reduzindo assim o uso de fertilizantes minerais (Vasco-Correa et al., 2017).
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Tabela 2.6 — Poder calorifico de varios combustiveis e respetivas emissdes de GEE expressas em CO;
equivalente (adaptado Abbasi, Tauseef, e Abbasi 2012).

Combustivel PCI (kwWh/kg) Fator de emisséo (kg
CO2-¢/GJ, base PCI)

Petroleo 12,6 12,51
Gés Natural 10,0 5,55
GN liquefeito 15,3 20,00
Querosene 12,0 13,34
Diesel 12,4 14,13

GN comprimido 10,0 8,36
Biogas 5,8 0,25

Na UE, em 2016, a produc¢do de energia primaria e elétrica, obtidas a partir de biogas, foram de
16,1 Mtep e 62,5 TWh, respetivamente (Eurobserver, 2018). Por sua vez, 77% do total de biogas
produzido na UE, em 2016, esteve concentrado em trés paises, com a Alemanha a destacar-se
como o maior produtor de biogas com 7,956 Mtep, seguida do Reino Unido com 2,406 Mtep e
Itdlia com 2,029 Mtep (Eurobserver, 2018).

A producéo de biogas a partir da DA pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento
do mercado de energia renovavel, face a crescente preocupacdo com problemas ambientais,
relacionados com as elevadas emissdes de GEE a partir da utilizacdo de combustiveis fosseis.
Estima-se que, em 2020, a energia priméria obtida a partir da producéo de biogas, na UE, seja de
23 Mtep, com a consequente reducdo em 60% GEE, considerando-se de 2017 como ano de
referéncia (Ullah Khan et al. 2017).

Em 2016, a producdo de energia primaria obtida através do biogas, em Portugal, foi de 0,080
Mtep, representando um decréscimo de 2,7% em relacdo ao ano de 2015, dado que a energia
primaria, obtida nesse ano a partir do biogas, foi de 0,083 Mtep (Eurobserver, 2018). As principais
areas de producdo de biogds, em Portugal, sdo as do sector agropecudrio, da industria
agroalimentar, das Estaces de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) e dos Residuos Sélidos
Urbanos (RSU) (Ferreira et al., 2012).

No entanto, apesar da ampla diversidade de residuos provenientes de atividades como
suiniculturas, aviculturas, bovinoculturas, efluentes orgénicos, FORSU, entre muitos outros, e
apesar da implementagdo das novas tarifas “Feed — In”, a valorizacdo do biogas em Portugal,

encontra-se ainda numa fase prematura. Porém, a producdo de biogas pode tornar-se numa fonte
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de energia relevante para o desenvolvimento do pais e para atingir os objetivos estimados pelo
Plano Nacional de Acdo para as Energias Renovaveis 2020 (PNAER 2020) (Ferreira et al., 2017).

A producdo de energia elétrica obtida a partir do biogas, em Portugal, em 2017, foi de 287 GWh
(DGEG, 2018). Estima-se que, em 2020, este valor atinja os 413 GWh. E importante investir na
implantacdo de centrais de biogas em Portugal, porque o potencial é elevado e encontra sub-
explorado. Por outro lado, esta prevista a instalacdo, até 2020, de uma poténcia de 60 MW, para
a producdo de energia elétrica a partir do biogas (PNAER 2020).

Por sua vez, a injecdo de biometano, na rede de GN ¢é regulada pelo Decreto-Lei n° 231/2012, de
26 de outubro (CH4 > 96% v/v; CO; < 2,5% v/v; H:S < 3,3 ppmv; Stotal < 33 ppmv) (ERSE,
2015). Este Decreto-Lei estabelece as regras gerais para o funcionamento e organiza¢do do
Sistema Nacional de GN, bem como as bases gerais aplicaveis ao exercicio das atividades de
rececdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e comercializacdo de GN e a organizagéo dos

mercados de GN.

Por fim, aremuneracdo dos produtores de energia elétrica a partir de fontes de energias renovaveis
(FER), é regulada pelo Decreto-Lei n°® 225/2007 de 31 de maio. Este Decreto-Lei tem como
objetivo abranger os custos evitados pelo sistema elétrico com a entrada em funcionamento de
produtores em regime especial e pelos beneficios ambientais proporcionados pelo uso de fontes

de energia renovavel (FER).
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3 MATERIAS E METODOS
3.1 Substratos Organicos utilizados como matérias-primas.

3.1.1 Tipos e proveniéncias

O digestor anaerébio foi alimentado com um pré-hidrolisado da FORSU e CM. A FORSU (Fig.
3.1) era proveniente do tanque de hidrélise da Estacdo de Tratamento e Valorizacdo Organica
(ETVO) da empresa Valorsul, localizada no concelho de Amadora (Lisboa, Portugal). Os residuos
de FORSU sdo restos alimentares, provenientes de restaurantes, cantinas, mercados
abastecedores, entre outras fontes. Estes residuos sdo submetidos a processos de separacao de
materiais ndao bioldgicos, como sejam os plasticos, metais e vidro, antes de serem submetidos ao
processo de hidrolise. A hidrélise ocorre por via biolégica, através de bactérias acidogénicas, num
tanque que se encontra a temperatura ambiente, com um TRH de 2 dias.

Figura 3.1 — FORSU proveniente do tanque de hidrélise da ETVO, Valorsul.

A recolha do hidrolisado de FORSU foi realizada em garrafdes de vidro (Schott) de 2 L, sendo
transportado em malas térmicas com termoacumuladores, de modo a reduzir-se a sua degradacdo
bioldgica. As amostras foram depois submetidas a um processo de crivagem, através de um crivo
(marca Retsch) com uma malha de 1 mm, obtendo-se um substrato liquido contendo particulas
com uma granulometria <I mm. ApoOs a sua crivagem, as amostras foram armazenadas a
temperatura de 4 °C, em frascos de vidro, até ao seu uso. No entanto, para se garantir a estabilidade
e um bom funcionamento do processo da DA, as amostras de hidrolisado de FORSU foram

recolhidas com frequéncia trissemanal.

No presente trabalho, utilizou-se o hidrolisado de FORSU como substrato orgénico de base para
0s ensaios da coDA, tendo-se utilizado os pardmetros de funcionamento similares aos digestores
metanogénicos da ETVO. Na tabela 3.1, apresenta-se a caracterizag¢do quimica do hidrolisado de

FORSU, que ja foi realizado num trabalho anterior de coDA (Lancinha, 2016).
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Tabela 3.1 — *Caracterizagdo Quimica do hidrolisado de FORSU (Lancinha, 2016)

Parametro Valor
ST (% miv) 56+0,5
SV (% miv) 45+0,3
SF (% m/v) 1,1+0,1
CQOt (g O2/L) 87,7+4,4
CQOs (g O/L) 32,7+19
N-Kjeldahl (g N/L) 2,87 £0,07
N-NHa (g N/L) 1,50 + 0,09
N-organico (g N/L) 1,37+£0,13
P-total (mg P/L) 494 £ 75

O CM (Fig. 3.2), utilizado nos ensaios da coDA, foi colhido durante uma ceifa do milho numa
quinta em Coruche (Ribatejo, Portugal). O CM foi triturado num moinho Retsch Sigma SM 300

e peneirado através de um crivo com malha de dimensdo <1 mm.

Processo
mecanico

CM <1 mm

Figura 3.2 — Trituragdo do CM num moinho marca Retsch Sigma SM 300, com granulometria final de <1
mm.

3.1.2 Caracterizacdo das matérias-primas

A caracterizagcdo da FORSU compreendeu a quantificacdo dos seguintes parametros: Solidos
totais (ST), Sélidos fixos (SF), Solidos volateis (SV), Caréncia Quimica de Oxigénio total (CQOt)
e solivel (CQOs), Azoto Kjeldahl (N-Kjeldahl), Azoto Amoniacal (NH4-N) e Azoto Organico
(por diferenca entre o N-Kjeldahl e o NH4-N), Fosforo total (P total), analise elementar (C, H, N,

S) e acidos organicos volateis (acido acético, acido férmico, acido propidnico e acido butirico).

O CM foi caracterizado relativamente os seguintes pardmetros: ST, SF, SV, N-Kjeldahl, P total,
andlise elementar (C, H, N, S) e contetdo em fibras (lenhina, celulose e hemicelulose).
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A caracterizacdo quimica destas matérias-primas ja foi realizada num trabalho anterior de coDA
(Lancinha, 2016).

3.1.3 Determinacao dos teores de s6lidos ST e SV

Para a determinacdo dos ST e SV, procedeu-se a determinacgdo da tara de cadinhos de porcelana,
numa mufla micro-ondas (marca CEM, modelo, MAS 7000), a uma temperatura de 103 £ 2°C e
550 + 10 °C. Os cadinhos foram depois colocados em exsicadores, com silica-gel, para arrefecer
em ambiente sem humidade, e mais tarde foram pesados numa balanga analitica (Denver
Instrument Company, modelo TR-204, precisdo: + 0,1 mg). Estas determinagfes foram sempre
realizadas em duplicados.

Na determinagdo dos ST, os cadinhos com 20 mL de amostra, previamente desidrata em banho
de &gua, foram colocados a uma temperatura de 103 + 2 °C numa mufla micro-ondas (marca
CEM, modelo, MAS 7000). Apo6s o arrefecimento dos cadinhos no exsicador, a sua pesagem foi
realizada numa balanca analitica (Denver Instrument Company, modelo TR-204, precisdo: + 0,1

mg), obtendo-se assim o0 seu peso da tara com a amostra seca a 103 + 2 °C.

Para a determinacéo do teor de SV, levou-se os sélidos resultantes da secagem a 103 + 2 °C (ST),
a uma temperatura de 550 £ 10 °C, numa mufla micro-ondas (marca CEM, modelo, MAS 7000).
Os cadinhos foram posteriormente pesados numa balanca analitica (Denver Instrument Company,
modelo TR-204, precisdo: + 0,1 mg), obtendo-se assim 0 peso da tara com as cinzas a 550 + 10
°C.

A quantificacdo dos ST e SV foi realizada de acordo com os métodos gravimétricos 2540B da
APHA/AWWA/WPCF (2005) e 2540E da APHA/AWWA/WPCF (2005), respetivamente. Os
ciclos de secagem ou volatilizagdo foram repetidos até se obter um peso com uma variagdo

inferior a 5% (M/m) em duas pesagens consecutivas.

Os teores de ST, SF e ST foram calculados pelas equacdes 3.1, 3.2 e 3.3, respetivamente:

PP,

ST= x1000 (3.1)

a
Onde,

ST: Teor de Sélidos Totais (g/L);

Po: Tara do cadinho a 103 + 2 °C (g);

P,: Tara do cadinho + amostra seca a 103 £ 2 °C (g);

Va: Volume da amostra (mL).

1000: Fator de conversao de mL para L.
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P;-P
Q=32

x1000 (3.2)
Onde,

SF: Teor de Sélidos Fixos (g/L);

P,: Tara do cadinho a 550 + 10 °C (g);

P3: Tara do cadinho + cinzas a 550 £ 10 °C (g);

Va: Volume amostra (mL).

1000: Fator de conversao de mL para L.

SV=ST-SF 3.3)
Onde,
SV: Teor de Sélidos Volateis (g/L);
ST: Teor de Sélidos Totais (g/L);
SF: Teor de Solidos Fixos (g/L).

3.1.4 Determinacéo da Caréncia Quimica de Oxigénio total (CQOt) e dissolvida (CQOs)
A determinacdo da CQOt foi realizada pelo método volumétrico 1ISO 15705:2002. Diluiram-se as
amostras dos afluente e efluente do biodigestor numa razdo de 1:50. Para se efectuar a
quantificagdo de CQOs, as amostras foram centrifugadas numa centrifuga refrigerada (marca
Sigma, Modelo 4K15). A centrifugagdo ocorreu em dois ciclos consecutivos (1000 g, durante 20
minutos e 5000 g , durante 30 minutos), a uma temperatura de 20 °C, de modo a remover-se a
maior quantidade de particulas sélidas em suspensdo. As amostras foram depois diluidas na razdo

de 1:10, tanto o afluente como para o efluente.

A matéria orgénica e inorganica presente nas amostras, foi oxidada por acdo do dicromato de
potéssio (0.5 N) (Panreac), em meio &cido (15 mL de H.SO. > 95% v/v) (Fisher Scientific), na
presenca de sulfato de mercirio em po (Riede-de-Haén) para a reducdo do efeito dos iBes
interferentes, como por exemplo os cloretos. A digestdo ocorreu durante 60 minutos, a uma

temperatura de 160 °C, num termo-reator Behr (Labor-Technick).

O excesso de dicromato de potassio presente em solucdo apds reacdo de oxidacgdo, foi titulado

com uma solucdo sulfato ferroso amoniacal (0.5 N) (Panreac), na presenca do indicador ferroina.

As concentracdes de CQOt e CQOs foram calculadas pela equacéo 3.4:
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CQO _ (Vt—branco\'lvt—amostra ><8000><T><Fd) (34)
a

Onde,

CQO: Caréncia Quimica Oxigénio (mg O2/L);

Vtbranco: VOlUume de titulante consumido no branco (mL);
Vtamostra: VOlUmMe de titulante consumido na amostra (mL);
Va: Volume de amostra (mL);

T: Titulo (N);

Fq: Fator de diluicéo;

8000: Fator de conversdo de miliequivalente de Cr (V1) para massa de oxigénio, expressa em mg

e de conversdo do volume de mL para L.

3.1.5 Determinacao dos teores de Azoto Kjeldahl, Amoniacal e Orgénico
Nas determinacfes dos teores de azoto, o azoto Kjeldahl (N-Kjeldahl) representa a soma das
fragdes de azoto amoniacal (N-NH4) e azoto organico (N-Orgénico) presentes nas amostras.

O azoto Kjeldahl foi determinado segundo o método ISO 5663:1984. As amostras com um
volume de 1 mL para o afluente e 1,5 mL para o efluente, foram submetidas a uma digestao acida,
com 4&cido sulfdrico (H.S0s > 95% v/v) (Fisher Scientific), na presenca de uma mistura
catalisadora de Zn. A digestdo ocorreu a uma temperatura de 360 °C, tendo sido considerada como

completada quando os digeridos acidos se apresentavam translicidos.

Os digeridos acidos depois foram filtrados através de um filtro de fibra de vidro (Schleicher &
Schuell, modelo GF/C), com uma porosidade inferior a 2 um, para bal6es de 100 mL.
Posteriormente, 10 mL de digerido acido eram alcalinizados com NaOH (6N) (Panreac), na
presenca de fenolftaleina (pH > 8,2). O digerido alcalino era depois destilado num destilador
Tecator Kjeltec System 1002 Distilling Unit, através de uma corrente de vapor. O condensado,
rico em NHjs, era depois recolhido numa solugéo indicadora de acido borico. As solugdes de acido
borico, contendo i6es NH4*, eram depois tituladas com H.SO4 (0,02 N) (Fisher Scientific), até

ocorrer nova alteracdo de cor de verde para roxo.

O N-NH; foi quantificado por um processo idéntico ao azoto Kjeldahl, com excecéo do passo
prévio de digestdo acida (H.S04> 95% v/v) (Fisher Scientific). Na quantificacdo do N-NHs, foi

utilizado um volume de 4 mL do afluente e do efluente.

A quantidade de N-Kjeldahl, N-NH4, N-Orgénico foram calculados pelas equacdes 3.5, 3.6 € 3.7:
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N-Kjeldahl _Q02ABVEMs | 1000 (3.5)
V,xV,
Onde,
N-Kjeldahl: Azoto Kjeldahl (mg N/L);
Vi Volume de titulante consumido na titulagdo da solugéo indicadora de &cido bérico (mL);
Va: Volume de digerido acido utilizado na destilagdo (mL);
Vp: Volume do baldo contendo o digerido acido (mL);
V¢: Volume de amostra inicial submetido a digestao acida (mL);
0,02: Concentracao do titulante;
14: Fator de conversdo de massa de N-Kjeldahl em massa de N;

1000: Fator de conversdo de mL para L.

V%280

N-NH, (3.6)

a
Onde,
N-NH.: Azoto Amoniacal (mg N/L);
Ve: Volume de titulante consumido na titulacdo da solugéo indicadora de acido bérico (mL);

Va: Volume de amostra submetida a destilagédo (mL);

280: Fator de conversdo de massa de NH, em massa de N e de mL para L.

N—Orgénico = N—Kjeldahl - N-NH,4 (3.7)
Onde,
N-Organico: Azoto organico (mg N/L);
N-Kjeldahl: Azoto Kjeldahl (mg N/L);
N-NH4: Azoto Amoniacal (mg N/L).

3.1.6 Determinacdo do Fosforo total
A quantificacdo do fosforo total baseou-se no método ISO 6878:2004. Foram utilizadas as

amostras provenientes da digestao acida que foi realizada para a quantificacdo do N-Kjeldahl.

Preparou-se inicialmente uma solugéo redutora com um volume de 200 mL, contendo 100 mL de
H>SO4 (5 N) (> 95% v/v) (Fisher Scientific), 30 mL molibato de aménio (0,032 mol/L) (Riedel-
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de-Haén), 1,056 g acido ascorbico (176,12 M) (Fisher Chemical),10 mL de tartarato de potassio
(0,0090 mol/L) (Merck). Foi preparada uma solucdo padréo de fosforo, num baldo volumétrico
de 100 mL, contendo 2 mL de solucéo stock de fosfato (50 pg P/mL). O volume das solugdes foi

completado com &gua ultrapura (Milipore, modelo Elix 10).

Construiu-se uma reta de calibracdo (Fig. 3.3) para cada ensaio de quantificacdo do fésforo
constituida por sete padrfes com concentracoes de 0; 2,5; 5; 10; 15; 20 e 25 pg P/100 mL. Foram
adicionados 8 mL de solucdo redutora a todos os padroes.

03 -
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0,25 1 RE=0994 @
g 927 '
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& [ 2
S 0,15 -
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Figura 3.3 — Exemplo da reta de quantificacdo de Fosforo do ensaio de FORSU + Prel.

Nas amostras provenientes da digestdo &cida para a quantificacdo do teor de fosforo, foi utilizado
um volume de amostra de 1 mL para o afluente e de 1,5 mL para o efluente. Os volumes das
amostras foram colocados em balGes de 100 mL, com 8 mL de solucéo redutora, ao qual foi
adicionado NaOH (6 N), na presenca de fenolftaleina, até pH > 8,2. O volume das solugdes foi

completado com &gua ultrapura (Milipore, modelo Elix 10).

Os valores de absorvancias das amostras e das solugdes padrdo foram determinadas num
espectrofotometro de marca Shimadzu, modelo UV-120-11, com uma luz de comprimento de
onda de 880 nm.

Através da equacgdo 3.8 calculou-se a concentracdo de fosforo presente nas amostras:

(3.8)

Onde,

P: Concentracéo de fosforo (mg P/mL);
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x: Massa de fosforo obtido na reta de calibracéo (mg P);

Va: Volume de digerido acido (mL);

Vp: Volume do baldo contendo o digerido acido (mL);

Ve: Volume de amostra inicial submetido a digestéo acida (mL).

3.1.7 Determinacdo da concentracéo de Acidos Organicos Volateis e Analise Elementar
Anadlise elementar e a quantificacio das concentracfes de acidos organicos volateis (AOV) nos
ensaios de coDA foram realizadas no Laboratorio de Analises do REQUIMTE, do Departamento
de Quimica, da FCT-NOVA.

Os AQV (acido acetico, acido formico, acido propidnico e acido butirico) foram quantificados
por HPLC, nos equipamentos Thermo Surveyor ou Dionex 1CS3000, com uma coluna Biorad
Aminex 87H, a uma temperatura de 30 °C, e um detetor UV 210 nm. Foi utilizada como eluente
uma solugdo 10 mN de H>SO4 e um caudal de 0,6 ml/min.

A analise elementar (C, H, N, S) foi realizada num termo-analisador elementar (CE Instruments,
modelo Flash EA 1112 CHNS series).

3.2 Pré-tratamento do Carolo de Milho (CM)

O CM é um residuo agricola constituido essencialmente, por celulose, lenhina e hemicelulose,
sendo a sua bio-digestibilidade complexa, devido a sua estrutura lenho-celul6sica. De modo a
superar esta limitacdo, o CM foi submetido a diferentes pré-tratamentos (mecanico e quimicos),
com o objetivo de aumentar a sua biodegrabilidade e estudar-se o efeito dos mesmos em termos
da (i) eficiéncia de remocédo de celulose, lenhina e hemicelulose; (ii) producdo de compostos
inibidores para os microrganismos anaerobios; (iii) solubilizacdo de aglcares. O CM foi
submetido um processo mecénico, por moagem, num moinho Retsch Sigma SM 300, com um
crivo de 1 mm, de modo a obterem-se particulas com uma granulometria <1 mm. ApGds a moagem,
0 CM foi submetido a um pré-tratamento oxidativo, com um de pH 9,8, durante 4 h, a uma
temperatura de 23 °C e com diferentes concentracfes de solidos, 2%, Pre 1, e 10%, Pre2 (tabela
3.2). No final dos pré-tratamentos, obteve-se uma fragdo liquida e uma frac&o solida, tendo sido
ambas utilizadas nos ensaios da coDA. Nos pré-tratamentos realizados utilizaram-se 122,77 mL
de NaOH e 4,23 mL de H,0; no Prel, e 21,77 mL de NaOH e 4,23 mL de H,O; no Pre2. A
utilizagdo de um pH de 9,8 teve como objectivo reduzir o volume de NaOH habitualmente
utilizado nos pre-tratamentos alcalinos, 0s quais recorrem a valores de pH de cerca de 11,2,

tornando o processo mais benéfico em termos econémicos e ambientais.
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Tabela 3.2 — Condigdes dos pré-tratamentos aplicados ao CM.

Pré-tratamento  Reagente Cddigo do Condicoes de pré-tratamento T t
ensaio (°C) (min)
Raz&o H,0,/CM =
0,5 Mu202/mem + &gua alcalina
Prel (pH 9,8);
Percentagem CM/&gua alcalina =

2% mCM/Végua alcalina

Oxidagdo H20, Razéo H20./CM = 23 240

0,5 Mz02/Mem + dgua alcalina
Pre2 (pH 9,8);
Percentagem CM/agua alcalina =

10% Mcm/Vagua alcatina

3.2.1 Determinacéo da fibra total

Na determinacéo da fibra total, realizada pelo método de Van Soest (Goering e Van Soest, 1970),
comegou-se por colocar quatro cadinhos de goosh (dois para colocagdo de CM sem pré-tratamento
e dois para as amostras de CM pré-tratado) numa mufla micro-ondas (marca CEM, modelo MAS
7000), durante 2 h, a uma temperatura de 103 = 2 °C e 550 * 10 °C. Os cadinhos foram depois
arrefecidos num exsicador e pesados obtendo a sua tara (Po a 103 £ 2 °Ce P;a 550 £ 10 °C).

Pesou-se, 1,0 + 0,1 g de amostra seca e triturada de milho sem pré-tratamento e pré-tratado, para
tubos de digestdo. Adicionou-se 100 mL de detergente neutro (30 g de n-dodecilsulfato de sodio
-Riedel-de-Haen, 10 mL de etilenoglicol - Riedel-de-Haén, 18,61 g de Na,.EDTA.2H-0 - Himedia
e 6,81 g de tetraborato de sodio decahidratado - Riedel-de-Haén) e 800 mL de agua
desmineralizada (marca Milipore, modelo Elix 5) fervente, na presenca de sulfito de sodio
(Riedel-de-Haén) e reguladores de ebuligdo. Procedeu-se a digestdo das amostras num termo-
reator Behr (Labor-Technick), durante 60 minutos, a uma temperatura de 140 °C. Apo6s a digestao,
as amostras foram filtradas pelos cadinhos de goosh, com &gua destilada quente e com a ajuda de
uma bomba de vacuo (Vacuubrand). As amostras foram secas numa estufa (Memmert), durante a
noite, a uma temperatura de 103 + 2 °C, tendo sido posteriormente pesadas (peso P, = fibra total
+ cinzas + tara do cadinho). A partir da equacdo 3.9 foi possivel calcular-se a fibra total.
Fibra total —%ﬁinm % 100 (3.9)

Onde,

Fibra Total - Percentagem de fibra total na amostra (% m/m);
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Po: Tara do cadinho a 103 + 2 °C (g);

P,: Tara do cadinho + amostra ap6s a digestdo com detergente neutro e seca a 103 + 2 °C (g);
Cinzas: Massa de cinzas na amostra (g);

mo: Massa inicial de amostra seca (g).

As massas das amostras retidas nos cadinhos de goosh foram transferidas para tubos de digestéo,
as quais se adicionou 50 mL de detergente acido (constituido por 20 g de brometo de n-acetil-
n,n,n-trimetil aménio - Acros Organics, e H,SO4 1N - Fisher Scientific, num volume de 1 L), com
reguladores de ebulicdo, sendo digeridas durante 60 minutos, a uma temperatura de 140 °C. As
amostras foram filtradas para os cadinhos de goosh, sob vacuo (Vacuubrand) com lavagem
posterior com agua desionizada quente. As amostras retidas nos cadinhos de goosh foram secas
em estufa (Memmert), durante a noite, a uma temperatura de 103 £ 2 °C. Posteriormente, as
amostras foram pesadas, obtendo-se 0 peso Ps (celulose + lenhina + cinzas + tara do cadinho). A
celulose foi calculada através da equagao 3.10.
P3-Lenhinha-P(-Cinzas

Celulose = x 100 (3.10)
my

Onde,

Celulose: Percentagem de celulose na amostra (% m/m);

Po: Tara do cadinho a 103 + 2 °C (g);

P3: Tara do cadinho + amostra ap6s a digestdo com detergente acido e seca a 103 + 2 °C (g);
Cinzas: Massa de cinzas na amostra (g);

Lenhina: Massa de lenhina na amostra (g);

mo: Massa inicial de amostra seca (g).

As amostras presentes nos cadinhos de goosh foram transferidas para os tubos de digestéo, tendo-
se adicionado 10 mL de H,SO4 (72% v/v) (Fisher Scientific). As amostras foram digeridas em
duas fases: numa primeira fase, a digestdo das amostras ocorreu durante 60 minutos, a uma
temperatura de 30 °C; na segunda fase, as amostras foram digeridas durante 60 minutos, a uma
temperatura de 121 °C. Apos a digestdo, filtraram-se as amostras com agua desionizada quente,
sob vacuo (Vacuubrand) para os cadinhos de goosh. Posteriormente, as amostras foram secas em
estufa (Memmert), a uma temperatura de 103 + 2 °C, durante a noite, e posteriormente pesadas,
tendo-se obtido o peso P4 (lenhina + cinzas + tara do cadinho). A lenhina foi quantificada através

da equacéo 3.11.
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. P4—P0—Cinzas
Lenhina :T x 100 (3.11)

Onde,

Lenhina: Percentagem de lenhina na amostra (% m/m);

Po. Tara do Cadinho a 103 £ 2 °C (g);

P4: Tara do cadinho + amostra ap6s a digestdo com H,SO4 (72% v/v) e seca a 103 + 2 °C (g);
Cinzas: Massa de cinzas na amostra (Q);

mo: Massa inicial de amostra seca (g).

Os cadinhos de goosh, contendo a restante massa de amostra, foram calcinados numa mufla
micro-ondas (CEM, modelo MAS 7000), durante 3 h, a uma temperatura de 550 £ 10 °C. Foram
posteriormente arrefecidos e pesados, tendo-se obtido sendo o0 peso Ps (tara do cadinho + cinzas).

O caélculo das cinzas foi obtido através da equagdo 3.12.

'Pl

) Ps
Cinzas =

o < 100 (3.12)

Onde,
Cinzas: Massa de cinzas na amostra (g);
P,: Tara do cadinho a 550 + 10 °C (g);

Ps: Tara do cadinho + amostra apds a digestdo com H,SO4 (72% v/v) e calcinada a 550 + 10 °C

9);

mo: Massa inicial da amostra seca (g).
A hemicelulose foi quantificada a partir da diferenga entre a Fibra total, celulose e lenhina a partir
da equacdo 3.13.
Hemicelulose = Fibra total-Lenhina-Celulose (3.13)
Onde,
Hemicelulose: Percentagem de hemicelulose na amostra (% m/m);
Fibra Total: Percentagem de fibra total na amostra (% m/m);
Celulose: Percentagem de celulose na amostra (% m/m);

Lenhina: Percentagem de lenhina na amostra (% m/m).
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A percentagem de remocéo de celulose, lenhina e hemicelulose foram determinadas pela equacéo
3.14:

% o CM apds pré—tratamento
X

a remogao (%) = (1- 100) (3.14)

% a CM sem pré—tratamento

Onde,
a: Percentagem de lenhina, celulose e hemicelulose no CM (%).

3.2.2 Determinagéo da concentracdo de compostos inibidores e aglicares

As concentragdes dos compostos inibidores e acglcares foram determinadas no laboratério de
Anélises do REQUIMTE-DQ, FCT-NOVA. Os acUcares analisados compreenderam a arabinose,
xilose, glucose e frutose. A sua determinagdo foi realizada por cromotografia liquida, num
equipamento Dionex 1CS3000, constituido por uma coluna Dionex Carbopac PA10 250x4 mm e
um detetor PAD-Pulsed Amperometric Detection, a uma temperatura de 30 °C. O eluente utilizado
foi 0 NaOH (18 mN).

Os compostos fendlicos, acido feralico, acido p-cumaérico, acido p-hidroxibenzoico, acido
vanilico, &cido galico, acido tanico, &cido clorogénico, acido cafeico e &cido salicilico foram
determinados por cromatografia liquida, num equipamento Dionex 1CS3000, constituido por
coluna Waters Novapak C 18 e um detetor de fotodiodos a 280 nm, 320 nm e 365 nm.

Os furfurais foram determinados por cromatografia liquida num equipamento Thermo Surveyor
ou Dionex 1CS3000, com uma coluna Biorad Aminex 87H, por cromatografia liquida, a uma
temperatura de 30 °C, e um detetor UV 280 nm. Utilizou-se com eluente H.SO4 10 mN, com um

caudal de 0,6 ml/min.

3.3 Unidade Laboratorial de Digestdo Anaerdbia e Condi¢des de Operacao
Os diferentes ensaios de codigestdo anaerdébia foram realizados, num fermentador de bancada
(New Brunswick Scientific, modelo Bioflo 1000), com um fluxo semi-continuo (Fig. 3.4) e

operado a uma temperatura de 50 £ 1 °C e um pH de 8,1 + 0,1.
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Figura 3.4 — Fermentador New Brunswick Scientific, modelo BIOFLO 1000. (1) Vaso de fermentacéo
com cinta de aquecimento e poliéster de isolamento; (2) Tubagem de entrada do afluente; (3) Tubagem de
saida do efluente; (4) Bomba peristaltica para remocéo do efluente; (5) Sistema de agitacdo com motor
externo, eixo de transmissao e pas no interior do fermentador (pas nao visiveis na imagem); (6) Tubagem

de saida do biogas com condensador de vapores.

O fermentador era constituido por um recipiente cilindrico em vidro, com um volume de 2,1 L,
apresentando em seu redor uma cinta de aquecimento, que se encontrava ligada a um termopar
instalado na tampa do fermentador, para a medicdo da temperatura do liquido presente no
bioreator. A entrada do afluente e a saida do efluente era controlada por uma bomba peristéaltica,
operada manualmente, de modo a garantir-se que o volume de entrada era semelhante ao volume
de saida. Na parte superior do digestor encontrava-se ainda instalados um elétrodo de pH e um
elétrodo de medicdo de potencial de redox. O fermentador era equipado com um sistema de
agitacdo, apresentando uma velocidade muito reduzida (cerca de 10 rpm), de modo a garantir a

homogeneizagdo do meio no interior do bioreator.
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Para a realizacdo dos diferentes ensaios de coDA entre FORSU e CM, utilizou-se como inéculo
um volume de 525 mL lama anaerdbia, proveniente dos reatores metanogénicos da ETVO —

Valorsul.

A medicdo do volume de biogas produzido durante os ensaios de coDA foi determinada em duas
colunas de acrilico (Fig. 3.5), preenchidas com agua desmineralizada (Millipore, modelo Elix 5)
acidificada. As colunas de medicéo de biogés continham um volume total de 6720 mL. Devido a
pressao exercida pelo biogés produzido no interior do digestor anaerdbio, este era enviado para a
linha de biogéas que ligava o digestor a coluna de biogés. Deste modo, o biogés ocupava o volume
de liquido no interior das colunas, sendo possivel quantificar-se o volume de biogas produzido

nos ensaios através da altura de biogas armazenado.

Figura 3.5 — Sistema de armazenamento de biogas. (1) Tubo de condugdo do biogas do digestor para as

colunas; (C1 e C2) Colunas de acrilico.

Para a determinacdo da composi¢cdo do biogas produzido durante os ensaios coDA, este era
armazenado em sacos de 10 L (Fig 3.6) (SKC, Tedlar Sample Bag), sendo a sua composicao
analisada através de uma sonda Gas Data, marca Séries GFM 410.
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Figura 3.6 — Armazenamento do biogas em sacos: (1) Tubo de conducéo de biogas do digestor para os
sacos; (2) Sacos de 10 L (SKC, Tedlar Sample Bag).

A figura 3.7, mostra o diagrama geral da unidade laboratorial de digestdo anaerdbia utilizada no

presente trabalho.

PAB2

| Afluente >

Cl C2

Figura 3.7 — Esquema da unidade laboratorial de digestdo anaerdbia. Acrénimos: D — Digestor; PAB# -

Ponto de amostragem de Biogas; C# - Colunas de agua.
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3.4 Ensaios de coDigestdo Anaerobia (coDA)

Com o objetivo de se avaliar o efeito entre a FORSU e 0 CM durante a coDA, nomeadamente no
que se refere ao aumento do rendimento de CH, e biogas, foram realizados ensaios de coDA entre
hidrolisado de FORSU e CM preé-tratado, bem como ensaios de coDA entre hidrolisado de

FORSU e CM sem pré-tratamento, para efeitos de comparacao.

3.4.1 Alimentacao do Digestor Anaerdbio

Como ja foi referido anteriormente, nos diferentes ensaios realizados da coDA, a alimentag&o do
digestor era feita trés vezes por semana, respetivamente, a segunda, quarta e sexta-feira. A entrada
do afluente no digestor era realizada com a ajuda de um funil ligado ao tubo, encontrando-se este
devidamente cheio, de modo a evitar a entrada de ar no digestor. Com o tubo totalmente
preenchido e as pingas devidamente abertas, a alimentacéo era realizada com a ajuda de uma
bomba peristaltica (marca Watson Marlow, modelo 315S). O liquido presente no tubo (afluente)
entrava no digestor enguanto que ao mesmo tempo, o liquido digerido (efluente) saia por outro
tubo, em volumes completamente iguais. Apds a alimentacéo estar completa, a linha de biogas
era aberta para as colunas ou para os sacos. Nos ensaios coDA de FORSU com CM, o digestor
anaeradbio foi alimentado com uma carga organica de 2,48 g SV/(L.d). O volume dos afluentes
dos ensaios de coDA eram diferentes, uma vez que nos ensaios de FORSU + Prel e FORSU +
Pre2 foi necessério realizar o pré-tratamento do CM, de acordo com as condi¢des anteriormente
referidas na tabela 3.2. No ensaio de FORSU + Pre0, o digestor anaerébio foi alimentado com um
volume de 233 mL de hidrolisado de FORSU e como a alimentagdo do digestor se realizava trés
vezes por semana, o volume do substrato adicionado ao digestor por dia nesta alimentacdo era de
100 mL/dia ((233 mL/dia x 3 dias/semana) / (7dias)). O TRH do ensaio de FORSU + Pre0 foi de
21 dias. Por sua vez, 0 TRH do ensaio de coDA de FORSU + Prel foi de 13,6 dias, uma vez que
ocorreu um aumento do volume do afluente de alimentacdo devido ao pré-tratamento realizado
ao CM. Isto é, o volume total de afluente na alimentacdo do digestor era de 360 mL durante trés
vezes/semana (233 mL de hidrolisado de FORSU + 122,77 mL de NaOH + 4,23 mL de H,0,).
Por fim, no ensaio de FORSU + Pre2, o TRH foi de 18,9 dias, uma vez que o volume total de
afluente na alimentacdo do digestor foi de 259 mL durante trés vezes/semana (233 mL de
hidrolisado de FORSU + 21,77 mL de NaOH + 4,23 mL H;0).

O afluente foi aquecido em banho de 4gua (marca P Selecta, modelo Precisdig), até atingir a
temperatura de 50 + 1 °C. Deste modo, foi possivel manter a temperatura interior do digestor
durante a alimentagdo, evitando-se assim a submissdo do consdrcio de bactérias anaerdbias a
choques térmicos no interior do bioreator. Diariamente foi efectuado o registo dos valores

referentes de temperatura, pH, potencial redox e volume do biogas.
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3.4.2 Parametros da Caracterizacéo

Em cada ensaio de coDA, procedeu-se a recolha das amostras do afluente e efluente, de modo a
avaliar-se a eficiéncia do processo em termos de rendimento de biogéas, rendimento em metano,
concentracdo de AOV e remocdo de ST, SV, CQOt, CQOs, teores de azoto Kjeldahl e amoniacal,

fosforo total. Todos as analises foram realizadas pelo menos em duplicado.

3.4.3 Analise quantitativa e qualitativa de biogas

Como j& foi referido anteriormente, a determinacdo quantitativa da producdo de biogés nos

diferentes ensaios coDA, foi efetuada a partir das dimens@es das colunas de armazenamento de

biogas. O volume de biogas foi determinado pela medicdo da altura do biogas no interior das

colunas e pela area interna das colunas. O biogés foi calculado a partir da equacéao 3.15:
VBiogés: T X I'2>< h (315)

Onde,

Vbiogas: Volume de biogas (cm?3);

r: Raio da seccdo interna das colunas de armazenamento do biogas (cm);

h: Altura do biogas nas colunas de armazenamento (cm);

Por sua vez, para a analise qualitativa do biogas, este era armazenado em sacos Tedlar 10 L (marca
SKC, Tedlar Sample Bag). A sua caracterizagdo foi efetuada a partir de uma sonda de Gas Data,
modelo GFM Series 410, sendo possivel quantificar os principais constituintes do biogas como
CHs4 (% viv ), CO; (% VIVv), Oz (% viv), CO (ppm v/v) Ha (ppm v/v) e HzS (ppm v/v) e Lower
Explosive Limit (LEL%). O volume de CH. produzido foi calculado a partir da equacéo 3.16:

CH, ><VBiogzis

_ 3.16
Vens 100 (3.16)

Onde,

Vcna: Volume de metano produzido (cm?);
%chHa: Percentagem de metano no biogas (%);
Vaiogas: Volume de biogas (cm?).

3.4.4 Cargas aplicadas, eficiéncia de remocéao e rendimentos de producéo

As cargas volumicas de SV introduzidas no digestor foram calculadas pela equacéo 3.17:

SV,xV,
Vi

Carga SV= (3.17)
Onde,
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Carga SV: Carga volumica de SV aplicada no digestor (g SV/ (L/dia));
SVa: Concentracdo de SV no afluente (g SV/L);

Va: Volume de afluente diariamente introduzido no digestor (L/dia);
Vr: Volume atil do digestor (L).

A eficiéncia de remocdo de ST e SV foi calculada, em todos os ensaios, através das equacdes 3.18
e 3.19:

. ST,- ST,
Eficiéncia ST= ————— x100 (3.18)
ST,
Onde,
Eficiéncia ST: Eficiéncia de remocéo ST (%);
STa: Concentracdo dos ST no afluente (g ST/L);
STe: Concentragdo dos ST no efluente (g ST/L).

o SV,- SV,
Eficiéncia SV= ————— x100 (3.19)
SV,
Onde,
Eficiéncia SV: Eficiéncia de remocéo SV (%);
SVa: Concentragdo dos SV no afluente (g SV/L);
SVe: Concentracéo dos SV no efluente (g SV/L).

A eficiéncia de remocdo de CQOt e CQOs foi calculada, em todos os ensaios, atraves das

equacOes 3.20 e 3.21:

CQOt,- CQOt,

Eficiéncia CQOt = cqor,

x100 (3.20)
Onde,

Eficiéncia CQOt: Eficiéncia de remocdo CQOt (%);

CQOt,: Concentracdo de CQOt no afluente (mg O-/L);

CQOt.: Concentracdo de CQOt no efluente (mg Oo/L).

CQOs,- CQOs,

Eficiéncia CQOs = CQOs,

%100 (3.21)
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Onde,

Eficiéncia CQOs: Eficiéncia de remocdo CQOs (%);
CQOsa: Concentragdo de CQOs no afluente (mg O»/L);
CQOs.: Concentracdo de COQs no efluente (mg O-/L).

Os rendimentos de producéo de biogas e CH., foram calculados em relacdo a carga volimica de
SV aplicada no digestor anaerdbio. Os rendimentos de producdo de biogas e CHa, foram
calculados pelas equacgfes 3.22 e 3.23:

Vbiogés

nbiogés/SV - CargaSVX V, *x100 (322)

Onde,

7 Biogas/sv: Rendimento de producéo de biogéas em relagdo a carga de SV (Lbiogas/g SV);
VBiogas: Volume de biogas produzido por dia (Liogas/dia);

Carga SV: Carga volumica de SV aplicada no digestor (g SV/(L dia));

Vr: Volume atil do digestor (L).

Vcha

= —— x100
Nena Cargag, < V, (3.23)

Onde,

ncracoor - Rendimento de producdo de CH4 em relacgdo a carga SV (Lcra/g SV);
Vcha: Volume de CH. produzido por dia (Lcna/dia);

Carga SV: Carga Volumica de SV aplicada no digestor (g SV/(L dia));

V:: Volume util do digestor (L).

3.5 Andlise estatistica

A significancia estatisticas das diferencas entre os pardmetros avaliados nos pré-tratamentos
realizados (remocéo de celulose, hemicelulose e lenhina, concentragdo de compostos inibidores e
concentracdo de agucares), bem a anélise qualitativa e quantitativa do biogés foi realizada através

da analise da variancia (ANOVA) a um fator , com um nivel de significancia p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Pre-tratamentos do CM

As figuras 4.1 a 4.3 apresentam as concentragcfes dos compostos fenolicos, aglcares e
percentagens de remocéo de lenhina, hemicelulose e celulose obtidos ap6s a realizagdo dos pre-
tratamentos.

A partir da andlise da figura 4.1, verifica-se que os acidos cafeico e p-cumarico foram os principais
compostos fenolicos produzidos durante os pré-tratamentos com H,O,, a temperatura ambiente.
As concentracfes mais elevadas dos acido cafeico e p-cumarico, de 3,75 mg/L e 5,30 mg/L,
respetivamente foram obtidas no pré-tratamento Pre2 (H.02/0,5/10%CM/pH 9,8/4h/23°C). Pelo
contrario, em menores concentracdes, foram obtidos os acidos clorogénico e ferdlico, ambos com
0,35 mg/L, no pré-tratamento Prel (H.02/0,5/2%CM/pH 9,8/4h/23°C), e os acidos siringico e
vanilina com 0,525 mg/L e 0,35 mg/L, respetivamente, no pré-tratamento Pre2. Por sua vez,
observa-se uma maior producdo de compostos fendlicos (&cido galico, siringico, vanilico, vanilina

e protocatecuico) no pré-tratamento Pre2 em comparagdo com o pré-tratamento com Prel.

6 -
-
= 51
=)
S
~— 4 -
o
g
© 3 A
=
o
S 24
<)
(@] 1
0 m I I [
o o o o o o > N
S X9 X9 X9 < & < RN X9
Q?\\ ‘z?\ %@\ VQQS ‘I;Q ,&X\ Q\\\ Q\\\ c}g'\
o NG d S K @ & & &
> & & 0‘5 9 X
D\ > rb,o v ¥ &0\0
® R
®
mPrel ®mPre2

Figura 4.1 — Concentracdo de compostos fendlicos na fracdo liquida de cada um dos pré-tratamentos
realizados.

De acordo com Akassou et al. (2010), uma concentracao de &cido cumarico superior a 50 mg/L,
inibe a fase metanogénica, enquanto que concentracdes de acido galico e cafeico de 1,0 g/L,
inibem a DA. Por sua vez, Battista, Fino, & Ruggeri (2014), estudaram a coDA, entre bagaco de
azeitona e aguas residuais provenientes da producédo de azeite, obtendo uma reducéo de 50% de
CH,4, com uma concentracdo de acido galico de 53,78 mg/L. Segundo Behera et al. (2014), os

compostos fendlicos vanilico e siringico, afetam o crescimento das bactérias.
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Deste modo, pode-se concluir que os valores dos compostos fendlicos obtidos nos pré-
tratamentros com H»0-, a temperatura ambiente, foram inferiores aos valores citados por estes

autores como possiveis concentrac@es de inibigcdo para o processo da DA.

A partir da figura 4.2, observa-se que os principais aguUcares produzidos, durante os pré-
tratamentos, foram a glucose e a frutose. O pré-tratamento Pre2, apresentou as concentragdes mais
elevadas de glucose e frutose com 653 mg/L e 710 mg/L, respetivamente. Por sua vez, em
concentragcdes menores foram obtidos os agucares arabinose, xilose e galactose. Em relacéo a
outros compostos inibidores para além dos compostos fenolicos, ndo foram detedados furfurais,
nem 5-hidroximetil-2-furfural nas amostras analisadas (limite de detecéo <3,5 mg/L e <3,9 mg/L,
respetivamente). Segundo Belay, Boopathy, & Voskuilen (1997), concentracfes superiores a 20
mM de furfural (1,92 g/L) inibem fortemente o crescimento de Methanococcus deltae. De acordo
com Behera et al. (2014), os furfurais e o 5-hidroximetil-2-furfural, formados a partir da
decomposicao de pentoses e hexoses, aumentam a fase de laténcia e abrandam o desenvolvimento
da populagdo microbiana anaerdbia.
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Figura 4.2 — Concentracdo de agucares na fracdo liquida de cada um dos pré-tratamentos realizados.

Banerjee et al. (2011), a partir do pré-tratamento de H-O: da palha do milho, com uma raz&o de
0,25 g biomassa /g H>O. e uma concentracdo de sélidos 10% (m/v), a temperatura ambiente,
durante 24 h, com um pH 11,5, obtiveram uma solubilizacdo de 95% de glucose. Por sua vez,
Mittal et al. (2017), com o pré-tratamento da palha do milho numa razdo de 0,125 g biomassa/g
H.0,, a temperatura de 50 °C, durante 3 h, obtiveram concentragdes de glucose, xilose e arabinose
de 0,55, 0,10 e 0,09 g/L, respetivamente. Deste modo, pode-se concluir que os valores de glucose

e frutose obtidos no presente trabalho foram superiores aos resultados citados pelos autores.
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A figura 4.3 apresenta os resultados de remogéo de lenhina, celulose e hemicelulose durante o

pré-tratamento do CM.

Observando-se a figura 4.3 verifica-se que o pré-tratamento Prel apresentou uma solubilizacéo
de 11,3% de celulose, mas ndo ocorreu remoc¢do de lenhina e hemicelulose. Por outro lado, no
pré-tratamento Pre2, registou-se remocgOes de lenhina e hemicelulose de 5,7% e 5,6%,

respetivamente, mas né&o ocorreu solubilizacdo de celulose.
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Figura 4.3 — Percentagem de remocao de lenhina, celulose e hemicelulose nos pré-tratamentos do CM
com H20o.

Shawky et al. (2011), com um pré-tratamento do caule de milho com H.0, 1% (m/v), a
temperatura de 60 °C, durante 6 h, e uma razdo de concentracéo de 0,02 g/mL de caule de milho/
H0, obtiveram uma remog¢do maxima de lenhina de 81%. Num estudo de pré-tratamento do
carolo de milho com H>0, 2% (m/m) e uma razdo de concentragdo 0,05 g/mL de milho/H.0,,
durante 6 h, a um pH de 11,5, os autores obtiveram remocGes de lenhina e hemicelulose de 75,4
% e 38,7 %, respetivamente (Su et al., 2015). Em termos de eficiéncia de remocéo de lenhina,
celulose e hemicelulose, conclui-se que, os resultados obtidos, ndo estdo de acordo com os valores

encontrados na literatura.

4.2  Cargas organicas aplicadas ao digestor anaerobio

A figura 4.4 apresenta as cargas organicas voltmicas aplicadas ao digestor anaerdbio durante os
ensaios de coDA realizados com hidrolisado de FORSU + CM (FORSU+ Pre0, FORSU + Prel e
FORSU + Pre2).
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Figura 4.4 — Carga volumica de SV aplicada ao digestor anaer6bio nos ensaios de coDA.

Em todos os ensaios coDA, a carga organica aplicada foi semelhante entre si, correspondendo a
cerca de 2,48 g SV/(L.dia). Um aumento da carga SV conduz a uma maior producéo de biogas e
CH4 mas, sendo muito elevada, pode também potenciar uma possivel falha do processo da DA
devido ao aumento da acidez do meio, o qual se encontra relacionado com a elevada producéo de
AQV.

4.3 Parametros de controlo
A tabela 4.1 apresenta os valores medios e os desvios padrdo dos parametros de controlo

monitorizados ao longo dos ensaios CoDA.

A partir da analise da tabela 4.1 conclui-se que o ambiente no interior do digestor anaerdbio foi
fortemente redutor para a produgdo de CH, e para reducdo do sulfato (SO, a H2S, uma vez que
o valor de potencial redox foi inferior a -400 mV, em todos os ensaios coDA (Gerardi, 2003). No
entanto, também existiu condi¢des para a reducdo do sulfato Por sua vez, a temperatura e o pH
mantiveram-se estaveis, verificando-se que as flutuacdes ocorridas ndo foram suficientemente

bruscas de modo a influenciar a atividade microbiana.

Tabela 4.1 — Valores médios de temperatura, pH e potencial redox nos ensaios coDA.

Ensaios coDA  Temperatura (°C) pH Potencial Redox (mV)
FORSU + Pre0 49,83+ 0,12 8,19 + 0,06 -429 £ 6,79
FORSU + Prel 49,90 + 0,08 8,22+ 0,08 -440 £ 9,78
FORSU + Pre2 49,99 + 0,10 8,16 + 0,07 -430 £ 6,33

O valor de pH aumenta da fase acidogénica para a metanogénica com a producdo do azoto

proveniente da digestdo das proteinas, durante o processo da DA, situando-se entre 7,6 e 8,2,
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quando a producgdo de biogas estabiliza (Abbasi et al. 2012). Segundo Drosg (2013), para uma
producdo otimizada de biogas, os microrganismos metanogénicos necessitam de um meio
fortemente redutor, com um potencial redox inferior a -300 mV. Por outro lado, a temperatura,
durante todo o processo da producdo de biogas, deve-se manter estavel, uma vez que alteracBes
bruscas e frequentes afetam a taxa de crescimento, o desenvolvimento e o metabolismo das

bactérias anaeroébias (Appels et al., 2008).

4.4  Caracterizacao dos afluentes e efluentes

A andlise da eficiéncia da codigestdo anaerobia foi efetuada a partir da caracterizagdo dos
afluentes e efluentes do digestor anaerdbio. Foi realizada uma comparacédo, para cada um dos
pardmetros analisados, dos ensaios de codigestdo FORSU + Pre0 com os ensaios de codigestao
FORSU + Prel e Pre2.

4.4.1 Analise elementar
Na tabela 4.2 apresentam-se as médias e os desvios-padrdo da analise elementar do afluente do

digestor anaerdbio durante os ensaios coDA.

Tabela 4.2 — Média e desvios-padrdo da analise elementar ao afluente dos ensaios coDA.

Parametro Unidades FORSU + Pre0 FORSU + Prel FORSU + Pre2

C % m/v 2,82 +0,04 3,10+£0,71 4,75+ 0,48
N % miv 0,38+ 0,00 0,38+0,10 0,53+0,01
H % m/v 7,81+£0,81 7,20 £ 3,20 9,18 +0,19
S % miv 0,05+ 0,06 0,05+ 0,06 <0,01
C/N adimensional 7,42 8,16 8,96

A partir da analise da tabela 4.3 verifica-se que as concentragdes mais elevadas de N e C foram
obtidas no ensaio de FORSU + Pre2, com valores de 0,53 % m/v e 4,75 % m/v, respetivamente.
Por sua vez, o ensaio de FORSU + Pre0 obteve a menor concentracdo de N e C, nomeadamente
de 0,38 % m/v e 2,82 % m/v, respetivamente. Deste modo, o0 ensaio de FORSU + Pre2 obteve a
razdo C/N mais elevada (8,96), enquanto que o ensaio de FORSU + Pre0, obteve a razdo C/N
mais baixa (7,42).

O CM é um residuo que apresenta um elevado teor de C e um baixo teor de N, sendo importante
ser codigerido com outra biomassa biodegradavel com um maior teor de N, como a FORSU.
Deste modo, pode-se concluir que, apesar da nistura que foi realizada, no presente trabalho, destes
dois residuos organicos com o objetivo de se melhorar a razdo C/N, as razdes obtidas nos ensaios
coDA foram inferiores ao intervalo 6timo da razdo C/N e C/N/P indicado por Matheri et al. (entre
15:1 e 30.1 e de 600/15/5) (Matheri et al., 2017).

49



442 STeSV
Nas figuras 4.5 e 4.6 apresentam-se 0s teores médios e os desvios-padrdo dos ST e SV obtidos

nos afluente e efluente do digestor anaerébio, durante os ensaios de coDA.
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Figura 4.5 — Teores médios e desvios-padrdo de ST, nos afluente e efluente do digestor anaerébio, nos

ensaios coDA.
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Figura 4.6 — Teores médios e desvios-padrdo de SV, nos afluente e efluente do digestor anaerébio, nos

ensaios CoDA.

O afluente do ensaio de FORSU + Pre2 apresentou as concentragdes mais elevadas de ST e SV,
com 60,6 ST g/L e 50,3 SV ¢/L, respetivamente. Por sua vez, os menores teores de ST e SV,
foram obtidos no afluente do ensaio de FORSU + Prel, nomeadamente de 38,2 ST g/L e 31,8 SV
g/L. A menor concentracdo de ST e SV obtida no afluente do ensaio de FORSU + Prel, quando
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comparada com 0s restantes ensaios, esta relacionada com a utilizagdo de um maior volume dos
reagentes no pré-tratamento do CM, provocando assim, uma maior diluicdo quando este foi
adicionado ao hidrolisado de FORSU.

Na figura 4.7 apresentam-se as eficiéncias de remocao de ST e SV nos ensaios coDA, 0s quais

foram calculados com base nos resultados apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6.
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Figura 4.7 — Eficiéncias médias de remoc&o e respectivos desvios-padrdo de ST e SV, nos ensaios coDA.

Em termos de eficiéncia de remocédo de ST e SV, verifica-se que o ensaio de FORSU + Pre0,
apresentou os melhores resultados, nomeadamente de 56% e 66% de ST e SV, enquanto que 0
ensaio de FORSU + Prel, apresentou os valores mais baixos, respetivamente de 43% e 56% para
STeSV.

Lietal. (2009) estudaram a coDA de estrume de bovino e palha de milho, em condi¢6es mesdfilas,
com um pré-tratamento da palha do milho com NaOH 2% (m/m), numa razdo de massa de 1:3.
Estes autores obtiveram remog6es maximas de 45% e 53% de ST e SV, respetivamente. Num
estudo da coDA de residuos organicos domésticos e palha do milho, tendo sido a palha do milho
colocada em diferentes concentragdes de NaOH (2%, 4%, 6%, 8% e 10 m/m), em condi¢bes de
DA mesofila, obtiveram-se remocdes maximas de SV entre os 30 e 45% (Song et al., 2014). Por
sua vez, Arici e Kogar (2015) estudaram a coDA de silagem de milho e diferentes estrumes de

animais, na gama mesofila, obtendo uma remoc¢do maxima de 46,86% de SV.

Deste modo pode-se concluir que os valores citados por todos estes autores sdo inferiores aos
resultados obtidos na presente dissertagdo com o hidrolisado de FORSU + CM pré-tratado, o que
indica que as condig¢des utilizadas na presente dissertacdo sdo mais favoraveis a degradacéo
anaerobia dos solidos presentes no substrato (hidrolisado de FORSU) e no co-substrato (CM pré-
tratado).
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443 CQOte CQOs
Nas figuras 4.8 e 4.9 apresentam-se as concentracbes médias e 0s desvios-padrdo da CQOt e

CQOs nos afluente e efluente do digestor anaerdbio, durante os ensaios coDA.

A concentracdo mais elevada de CQOt foi obtida no afluente do ensaio de FORSU + Pre2, com
63,8 g O./L, enquanto que o afluente do ensaio de FORSU + Prel apresentou 0 menor teor de
CQOt, nomeadamente de 54,3 g O./L. Relativamente a concentracdo de CQOs, o afluente do
ensaio de FORSU + Pre0 apresentou o valor mais elevado, com 35 g O-/L. Pelo contréario, a menor
concentracdo de CQOt foi obtida no afluente do ensaio de FORSU + Prel, com 20,9 g O2/L.

Por sua vez, o efluente do ensaio de FORSU + Pre2, foi 0 que apresentou o valor mais elevado
de CQOt, com 17 O/L, enquanto que o efluente do ensaio de FORSU + Pre0Q apresentou o menor
teor de CQOt, com 15,6 g O2/L. A concentracdo mais elevada de CQOs foi obtida no efluente do
ensaio de FORSU + Pre0, com 9 g O2/L, enguanto que o ensaio de FORSU + Prel obteve a
concentragdo mais baixa, de 6,2 g O2/L.
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Figura 4.8 — Teores médios e desvios-padrdo de CQOt, nos afluentes e efluentes do digestor anaerébio,

durante os ensaios de coDA.

52



45

CQOs (g 0,/L)

FORSU + Pre0 FORSU + Prel FORSU + Pre2

B Afluente ® Efluente

Figura 4.9 — Teores médios e desvios-padrdo de CQOs, nos afluentes e efluentes do digestor anaerobio,

durante os ensaios de coDA.

A partir da andlise da tabela 4.3, verifica-se que a adicdo do CM ao hidrolisado de FORSU,
aumenta significativamente a razao de CQOs/CQOt, enquanto que 0 seu pré-tratamento mostrou
ndo ser eficaz na melhoria desta razdo. No entanto, as menores razdes de CQOs/CQOt obtidas
nos ensaios de FORSU + Prel e Pre2, podem estar relacionadas com a utilizacdo de um maior
volume devido ao pré-tratamento do CM, provocando assim uma maior diluicdo quando este é
adicionado ao hidrolisado de FORSU.

Tabela 4.3 — Razdo CQOs/CQOt obtida nos diferentes ensaios

Razdo CQOs/CQOt
Ensaios Afluente Efluente
hidrolisado de FORSU* 37% 52%
FORSU + Pre0 57% 58%
FORSU + Prel 38% 39%
FORSU + Pre2 45% 50%

*Lancinha (2016).

A Figura 4.10 apresenta as eficiéncias médias de remogdo de CQOt e CQOs obtidas nos ensaios
de coDA.

A partir da andlise da figura 4.10 conclui-se que em termos de eficiéncia de remocdo de CQOt e
CQOs, os ensaios de coDA apresentaram valores muito semelhantes entre si. O ensaio de FORSU
+ Pre0, foi 0 que obteve os melhores resultados com 75% e 74%, respetivamente. Pelo contrério,

0 ensaio de FORSU + Prel, foi o que apresentou resultados inferiores de CQOt e CQOs,
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nomeadamente de 71% e 70%, embora estes valores sejam muito semelhantes aos que foram
obtidos no ensaio de FORSU + Pre2.
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Figura 4.10 — Eficiéncias médias e desvio-padréo da remogdo de CQOt e CQOs, nos ensaios de coDA.

Pan-In & Sukasem (2017) estudaram a producdo de CHs a partir da coDA de diferentes estrumes
de animais e residuos da producdo de milho doce, numa razdo de mistura de 1:1, em condicdes
mesofilas. Os residuos de milho foram pré-tratados com NaOH 2% (m/v), durante 48 h, a
temperatura ambiente. Estes autores obtiveram uma remocéo de CQOt de 63,89 % na coDA de
estrume de vaca e carolo do milho, correspondendo a um valor muito inferior as remocdes de
CQOt alcancgadas na presente dissertacdo. Esta diferenca de resultados ser devida a diferentes
fatores, entre 0s quais se encontra a gama de temperatura em que os ensaios foram realizados:
aqueles autores trabalharam na gama mesofila, enquanto que a presente dissertacdo se trabalhou

na gama termdfila.

444 N-Kjeldahl, N-NH4 e N-O
A tabela 4.3 apresenta as concentragc6es de azoto N-Kjeldahl, N-NH4 e N-O obtidas nos afluentes

e efluentes do digestor anaerébio, durante os ensaios de coDA.

Verifica-se (tabela 4.4) que o afluente do ensaio de FORSU + PreQ foi 0 que apresentou a
concentragdo mais elevada de N-Kjeldahl, nomeadamente de 2240 mg N/L. Por outro lado, o
ensaio de FORSU + Prel apresentou o menor teor de N-Kjeldahl (1587 mg N/L). Por sua vez,
registou-se um aumento da concentracéo de N-Kjeldahl entre os afluentes e efluentes dos ensaios
de coDA. O efluente do ensaio de FORSU + PreQ apresentou o valor mais elevado de N-Kjeldahl,
com 3640 mg N/L, enquanto que o efluente do ensaio de FORSU + Prel, registou o menor teor
de N-Kjeldahl, de 2007 mg N/L. As elevadas concentraces de azoto produzidas durantes os
ensaios de coDA aumentaram a capacidade tamp&o da DA, permitindo, assim, a estabilizacdo do
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pH e evitando a acumulacdo de AOV. No entanto, verifica-se que, nos afluentes dos ensaios de
coDA, a concentracdo de N-NH, variou entre os 59% e 85%, engquanto que a concentracdo de N-
O se situou entre 0s 26% e 41%. A elevada concentracdo de N-NHj, reflete a elevada concentracao

de proteinas presentes essencialmente no hidrolisado de FORSU.

Tabela 4.4 — Concentragdes médias de N-Kjeldahl, N-NHs e N-O e percentagens de N-NH4 e N-O relativamente ao
N-Kjeldahl obtidas nos afluentes e efluentes do digestor anaerébio durante os ensaios de coDA.

N-
N_
N-NH. ani o N- N-O (% N-
Amostra Kjeldhal organico  NHz (% N - (Id "
i elda
(mg N/L) (mg N/L) (mg N/L) Kjeldhal) J
Afluente (FORSU +
Pre0) 2240+132 1661+12 579 +130 74% 26%
Efluente (FORSU +
Pre0) 3640+ 280 2545+95 1095+374  70% 30%
Afluente (FORSU +
Pre1) 1587 £93  940+72 647+119  5%% 41%
Efluente (FORSU +
Pred) 2007 +155 1610+108 397+228  80% 20%
+
Afluente (FORSU + 0 g8 1750453 3034123  85% 15%
Pre2)
Efl FORSU +
vente (FORSU + 104152 2142+126 98+ 313 96% 4%

Pre2)

De acordo com Hadj et al. (2009), uma concentracdo de N-NH, superior a 5,600 mg N/L, na DA
termofila, reduz em 50% a atividade metanogénica. Khalid et al. (2011) verificaram que com
concentragdes de NH. superiores a 6000 mg N/L ocorre a inibicdo total da fase metanogénica.
Por sua vez, C. Sun et al. (2016), num estudo de coDA com estrume de galinha e silagem do
milho, em condic¢Bes mesofilas, registaram a acumulacdo de AOV, com uma concentracdo de N-
NH. de 7 g N/L, e que a fase metanogénica foi totalmente inibida com uma concentracéo de N-
NHa4 de 9 g N/L. Estes autores, observaram que, entre estes dois intervalos de N-NHa4, no meio
anaerobio, predominou as bactérias metanogénicas hidrogenotréficas. Segundo Shi et al. (2017),
concentragdes de N-NH. entre 1500-7000 mg N/L inibem a fase metanogénica; variagdo do
intervalo de inibicdo depende do substrato, do indculo, da temperatura, do pH e da adaptacdo da

populagdo microbiana.

Deste modo, pode-se concluir que as concentragfes médias obtidas nos efluentes dos ensaios de
coDA (2007 mg N/L no ensaio de FORSU + Prel, 2240 mg N/L no ensaio de FORSU + Pre2 e
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de 3640 mg N/L no ensaio de FORSU + Pre0Q), foram inferiores aos valores referidos pelos

autores, como possiveis concentragcfes de inibicdo para o processo da DA.

445 Fosforo total
A figura 4.11 apresenta os teores médios e os desvios-padrdo de fosforo total, nos afluente e

efluente do digestor anaerdbio, nos ensaios de coDA realizados.

A concentracdo mais elevada de fésforo foi obtida no afluente do ensaio de FORSU + Prel, com
527 mg P/L, enquanto que o afluente do ensaio de FORSU + Pre2 apresentou a menor
concentragdo de fosforo, nomeadamente de 466 mg P/L. Registou-se uma diminui¢cdo da
concentragdo de fdsforo entre os afluente e efluente dos ensaios coDA. A maior remogao de
fosforo foi obtida no ensaio de FORSU + Prel, com 33% (572 mg P/L para 354 mg P/L), enquanto
que o ensaio de FORSU + Pre0, obteve a menor reducdo, com 14% (490 mg P/L para 422 mg
P/L).
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Figura 4.11 — Teores médios e desvios-padrédo de fdsforo total nos afluente e efluente do digestor
anaerobio, durante os ensaios coDA.

446 AOVs
As figuras 4.12 e 4.13 apresentam a variacdo da concentracdo dos AOVs analisados nos afluente

e efluente dos ensaios da coDA, respetivamente.

A partir da andlise da figura 4.12, observa-se que o afluente do ensaio de FORSU + PreQ obteve
a concentracdo mais elevada de 4cido acético (4014 mg/L), enquanto que a menor concentracao
de &cido acético foi obtida no afluente do ensaio de FORSU + Prel (3009 mg/L). Por sua vez, as
concentragdes mais elevadas de &cido butirico e propidnico foram obtidas no afluente do ensaio
de FORSU + Pre0 (5856 mg/L e 1796 mg/L, respetivamente). Pelo contrério, as menores
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concentragoes de &cido butirico e propidnico foram obtidas no afluente do ensaio de FORSU +

Pre2, com concentracdes de 3512 e 316 mg/L, respetivamente.

O 4cido férmico nao foi detetado em nenhum dos afluentes dos ensaios coDA.
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Figura 4.12 — Concentracdo de AOVs no afluente dos ensaios coDA.
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Figura 4.13 — Concentracdo de AOVs no efluente dos ensaios coDA.

Registou-se uma diminuigdo muito significativa da concentragdo de AOVs entre os afluentes e
efluentes dos ensaios coDA, o que indica que o digestor anaer6bio apresentou uma elevada
eficiéncia na conversdo dos AOVs. O efluente do ensaio de FORSU + Prel, obteve a concentragdo
mais elevada de &cido butirico, com 871 mg/L. Por sua vez, em nenhum dos efluentes dos ensaios

coDA, foram detectadas concentragdes de &cido formico.
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Figura 4.14 — Eficiéncia de remocéo de AOVs entre os afluentes e efluentes dos ensaios coDA.

A partir da figura 4.14, verifica-se que a eficiéncia de remocéo de acido acético, propionico e
butirico entre os afluentes e os efluentes dos ensaios coDA foi muito significativa, com valores
entre os 98,6-99,9%, respetivamente. No entanto, o ensaio de FORSU + Pre0 obteve uma
eficiéncia de remocdo de &cido butirico inferior aos ensaios de FORSU + Prel e Pre2,
nomeadamente de 75,7% (de 3593 mg/L para 871 mg/L).

De acordo com Inanc, Matsui, & Ide (1999), uma concentracdo de 1 g/L de &cido propidnico inibe
a atividade metanogénica. No que diz respeito aos acidos acético e butirico, as bactérias
metanogénicas toleram concentracGes de acido acético e butirico de 10 g/L. Por sua vez, Wang et
al. (2009) observaram que com concentragdes de &cido &cetico e butirico de 2400 mg/L e 1800
mg/L, respetivamente, ndo ocorreu inibicdo da fase metanogénica, enquanto que uma
concentragdo de acido propionico de 900 mg/L afetou a atividade da populagdo metanogeénica.
Segundo Yuan e Zhu (2016), uma concentragao de &cido propionico superior a 5000 mg/L, com

um pH de 7, afeta a producéo de CHa.

Verifica-se assim que as concentracdes de AOV obtidas foram muito inferiores as concentragdes
relatadas pelos autores como inibidoras para o processo da DA, registando-se apenas, uma elevada
concentracdo de acido butirico, no efluente, do ensaio de FORSU + Prel, acima do limite de
estabilidade.

Relativamente a razdo &cido acético/acido propiodnico, o ensaio de FORSU + Pre2, foi o que
obteve a razdo mais elevada, com um valor de 11, em comparagdo com os ensaios de FORSU +
Pre0 e de FORSU + Prel, que apresentaram razdes muito inferiores, respetivamente de 2,23 e
2,85. No entanto, os ensaios de coDA ocorrem dentro dos limites de estabilidade, uma vez que
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uma razdo de &cido acético/propionico inferior a 2 representa uma elevada instabilidade do
processo de DA (Drosg, 2013).

4.4.7  Andlise quantitativa e qualitativa do biogas

A figura 4.15 e 4.16 apresenta 0s volumes acumulados de biogas e CH4 durante 25 dias, para cada
um dos ensaios de coDA, apés terem sido atingidas condi¢des de estado-estacionario. Os volumes
de biogéds e CH. encontram-se expressos nas condi¢cGes de Pressdo e Temperatura Ambiente
Normais (PTAN) (25 °C e 1 atm).

A partir da analise da figura 4.15, verifica-se que o maior volume de biogas acumulado foi obtido
no ensaio de FORSU + Pre2, com 121258 cm?, seguido do ensaio de FORSU + Pre0 com 116886
cmd. Por sua vez, 0 menor volume de biogas acumulado foi obtido no ensaio de FORSU + Prel,

com um valor de 105296 cm3.
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Figura 4.15 — Curvas de biogas acumulado nos ensaios de coDA.

A partir da figura 4.16, verifica-se que néo existe diferengas significativas entre os volumes de
CHsacumulados obtidos nos ensaios de coDA. No entanto, o ensaio de FORSU + Pre2 foi aquele
gue obteve um volume de CH, acumulado ligeiramente superior aos restantes ensaios, com 77889

cm?.
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Figura 4.16 - Curvas de CH4 acumulados nos ensaios de coDA.

Na figura 4.17 apresentam-se as percentagens médias e os desvios-padrao dos teores de CHa4, CO>
e H.,S presentes no biogas produzido nos ensaios de coDA.
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Figura 4.17 — Percentagens médias e desvios-padrao de CH., CO; e H2S no biogas produzido nos ensaios
de coDA.

O ensaio de FORSU + Prel foi o que apresentou a concentracdo mais elevada de CH4 (69,6 %
v/v), enquanto que o ensaio de FORSU + PreQ foi 0 que apresentou a menor concentracao de CHa
(60% v/v). Relativamente aos teores de H,S e CO,, 0 ensaio de FORSU + Pre0, foi o que
apresentou as concentracdes mais elevadas, com 820 ppmv de HzS e 39,6 % (v/v) de CO,,
enquanto que o ensaio de FORSU + Prel, apresentou as concentragfes mais baixas de H.S e CO»,
com valores de 625 ppmv de H,S e 29,0 % (v/v) de CO,, respetivamente.
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Song et al. (2016) estudaram a coDA de estrume de porco e palha de milho seca, em condig¢des
mesofilas, com uma carga organica de 3 g SV/(L.dia), tendo obtido uma concentra¢cdo maxima
de CH.de 50,0 £ 1,33 % (v/v) no biogés. Por sua vez, Pan-In & Sukasem (2017), num estudo de
coDA de estrume de vaca e carolo de milho, em DA mesofila, obtiveram concentragdes de CO-
e CH. de 36,97% e 63,03% (v/v), respetivamente. Os resultados obtidos na presente dissertacao
sdo superiores aos valores citados pelos autores acima, sendo que a diferenca de resultados esta
relacionada com o pré-tratamento do CM realizado no presente trabalho e pela diferente gama de
temperatura. Os autores trabalharam na gama mesofila, enquanto que na presente dissertacao se

trabalhou na gama termofila.

4.4.8 Rendimentos de producdo de biogas e CH4 relativamente a carga de SV
A figura 4.18 apresenta os valores médios da producédo de biogas e CH, relativamente a carga de
SV aplicada ao digestor anaer6bio, em funcdo dos os ensaios de coDA.
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Figura 4.18 — Rendimentos de producgdo de biogéas e CH4 relativamente a carga de SV aplicada ao
digestor anaerdbio, em fun¢do dos ensaios de coDA.

A partir da analise da figura 4.18 verifica-se que o rendimento da producao de biogas foi superior
no ensaio de FORSU + Pre2, com 1012 Lbiogas/Kg SV aplicados ao digestor , S€QUI0 dO ensaio de FORSU
+ Pre0, com 898 Lbiogas/Kg SV aplicados ao digestor- POI SUa vez, o ensaio de FORSU + Prel foi o que
obteve 0 menor rendimento de producdo de biogas, com 809 Lupiogss/KQ SVaplicados a0 digestor-
Relativamente ao rendimento da produgdo de CHa4, 0 ensaio de FORSU + Pre2, foi o que
apresentou 0 melhor resultado, com 635 Lmetano/Kg SVaplicados ao digestor, €M COMparacdo com 0s
ensaios de FORSU + Prel e de FORSU + Pre2, que obtiveram rendimentos inferiores, com 562

Lmetano/KQ SV aplicados ao digestor € 542 Lmetano/KY SV aplicados ao digestor, FeSpetivamente.

Na tabela 4.5 apresentam-se os rendimentos de producdo e CH. obtidos em diferentes trabalhos

de codigestdo anaerdbia com residuos de milho.

61



Li et al. (2013), a partir da coDA de residuos alimentares, palha do milho e estrume de galinha,
misturados numa razédo de 1:1:1, com uma carga de SV de 3 g SV/(L.dia), em regime meséfilo,
obtiveram um rendimento de producdo de CHs de 432 Lmeano/kg SV, 0 qual representa um
decréscimo de 23% e 32% quando comparado com os valores obtidos nos ensaios de FORSU +
Prel e Pre2.

Miodrag Belosevic (2014) estudou a coDA de residuos de milho e estrume de vaca, em condi¢Ges
mesofilas, com uma razédo de 2:1, tendo obtido um rendimento de producédo de biogas e CHa4 de
480 Lbiogas/ kg SV € 300 Lmetano/ kg SV. Os resultados obtidos na presente dissertagao representam
um aumento de 41% e 47% nas producdes de biogas e CHa, para o ensaio de FORSU + Prel (809
Lbiogss/KQ SV aplicados € 562 Limetano/KY SVaplicados) € de 53%, ambos, para o ensaio de FORSU + Pre2
(1012 Lbiogss/Kg SVaplicados € 635 Lmetano/KQ SVaplicados), respetivamente, em comparagdo com 0s
valores obtidos pelo autor.

Owamah e lIzinyon (2015), a partir de mistura de 75% (m/m) de residuos alimentares e 25%
(m/m) de residuos da casca do milho, com uma carga de SV de 2,5 SV/(L.dia), em regime
mesofilo, obtiveram uma producéo de biogés e CHa de 640 Lbiogss/ kg SV € 408 Lietano/kg SV. Os
valores obtidos no presente trabalho representam um aumento de 20% e 27% nas producdes de
biogés e CH., respetivamente, para o ensaio de FORSU + Prel e de 37% e 36%, respetivamente,

para o ensaio de FORSU + Pre2, em comparac¢ao com os valores obtidos pelo autor.

Li et al. (2018), com uma mistura de 36% (m/m) palha do milho, 24% (m/m) estrume de animal
e 40% (m/m) de tomate, em regime mesofilo, obtiveram uma producdo de CHade 379 Lmetano/Kg
SV, o qual é inferior a 32% do resultado obtido no ensaio de FORSU + Prel e de 42% no ensaio
de FORSU + Pre2.

A diferenca de resultados obtidos no presente trabalho quando comparados com os valores na
tabela 4.5, esta relacionado com diferentes fatores, entre 0s quais se encontram as diferentes
condicOes de operagdes tais como, temperatura terméfila e pré-tratamento do CM. Os autores
acima referidos, trabalharam na gama meséfila e sem qualquer pré-tratamento do milho, enquanto

que na presente dissertacdo se trabalhou na gama terméfila e com o pré-tratamento do CM.
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Tabela 4.5 — Rendimentos de producéo de biogas e CH, relativamente a carga de SV aplicada, obtidos em

diferentes trabalhos de codigestdo anaerébia com residuos de milho.

. ) Condicbes de Rendimentos  Rendimento em Referéncia
Matérias Primas L L
Operacao em biogas CHa Bibliogréfica
Residuos alimentares,  Carga SV =3 g SV/
palha do milho e (L.dia) )
. 432 Lepal (Lietal.,
estrume de galinha T=37°C+1 N/D
] kg SV 2013)
misturados numa pH=74
razdo de 1:1:1 C/IN=16,8
Estrume de vaca e T=37°C+1 (Miodrag
. . 480 Lpiogas/ ]
milho misturados TRH=28d Ka SV 300 Lcha/ kg SV Belosevic,
numa razdo 2:1 CIN = 24,49 - 26,65 J 2014)

CargadeSV=25¢g

75% m/m residuos SV/ (L.dia)
alimentares T=37°C+1 640 Lpiogas'kg (Owamah and
408 Lcra/ kg SV ]
25% m/m casca de pH =6,8 sV Izinyon, 2015)
milho C/IN=23,4
TRH=44d
36% m/m palha do
milho T=35°C+1 )
(Lietal.,
24% m/m estrume de T=35d N/D 379 Lcha/ kg SV 2018)
animal Estado sélido
40% m/m tomate
Cargade SV =2,48¢
Hidrolisado de SV/ (L.dia)
] 809 Luiogss'kg Presente
FORSU e CM pre- T=50°C+1 562 Lcha/ kg SV
sV trabalho
tratado (2% CM) C/IN=8
TRH: 13d
Cargade SV =2,48¢
Hidrolisado de SV/ (L.dia)
) 1012 Lpiogas’kg Presente
FORSU e CM pré- T=50°C+1 635 Lchal kg SV
sV trabalho
tratado (10% CM) CIN=9
TRH: 19d

N/D: Néo disponivel
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5 CONCLUSAO

Nos pré-tratamentos do CM realizados com H;0,, a temperatura ambiente, obtiveram-se
resultados diferentes. A maior percentagem de remocao de celulose, foi obtida no pré-tratamento
Prel (H20,/0,5/2%CM/pH 9,8/4h/23°C), nomeadamente de 11,3%, enquanto gque a percentagem
mais elevada de remocdo de hemicelulose e lenhina, ocorreu no pré-tratamento Pre2
(H202/0,5/10%CM/pH 9,8/4h/23°C), respetivamente de 5,7 e 5,6 %. Ndo ocorreu remocao de
hemicelulose e lenhina no pré-tratamento Prel, enquanto que no pré-tratamento com Pre2, ndo se

registou solubilizag&o de hemicelulose.

Relativamente a concentracdo de compostos fendlicos, esta foi mais elevada no pré-tratamento
com Pre2, com valores de 3,5 mg/L e 5,3 mg/L de &cido cafeico e &cido p-cumarico. No pré-
tratamento Pre2 registou-se uma maior producdo de compostos fendlicos, nomeadamente os
acidos galico, siringico, vanilico, vanilina e protocatecuico, quando comparado com o pré-

tratamento Prel.

A maior solubilizacdo de agucares ocorreu no pré-tratamento Pre2, com concentracfes médias de
653 mg/L de frutose e 751 mg/L de glucose. Por sua vez, o pré-tratamento Prel, apresentou as
menores concentracdes de agUcares, nomeadamente de 144 mg/L de glucose e 173 mg/L de

frutose.

O ensaio de FORSU + Pre2 foi 0 que apresentou 0 maior volume de biogas acumulado, nas
condicdes PTAN, apés 25 dias (121258 cm®), enquanto que, o ensaio de FORSU + Prel, durante
0 mesmo periodo, obteve 0 menor volume de biogas acumulado (105296 cm?), o que representa

um aumento de 13% na producdo de biogas entre os ensaios de FORSU + Pre2 e FORSU + Prel.

A concentracdo de CH. foi mais elevada no ensaio de FORSU + Prel com 69,6% (v/v), enquanto
que o ensaio de FORSU + Pre0 obteve o menor teor de CH4 (60% v/v), representando um aumento

de 13,7%, do segundo para o primeiro dos ensaios referidos.

O rendimento de producdo de biogés foi mais elevado no ensaio de FORSU + Pre2, com 1012
Lbiogas/KQ SV aplicados, €Nquanto que o ensaio de FORSU + Prel obteve o menor rendimento com
809 Luiogas/Kg SV aplicados, O qUE representa um aumento de 20,5%. Por outro lado, o rendimento de
producdo de CH. foi mais elevado no ensaio de FORSU + Pre2, com Lmetano/Kg SVapiicados,
enguanto que, 0 ensaio de FORSU + Pre0, obteve o rendimento mais baixo, com 542 Lmetano/Kg

SV aplicados, representando um aumento de 17%.

O ensaio de coDA de FORSU + Pre2, foi o melhor ensaio, quer em termos de volume de biogas
acumulado, quer em termos de rendimento de producdo de CHa4, quando comparado com 0s
ensaios de FORSU + Pre0 e FORSU + Prel.

65



De uma forma geral, conclui-se que, o pré-tratamento do CM e a sua codigestdo anaerdbia com
hidrolisado de FORSU é uma alternativa interessante e com potencial. Permite, desta forma, a

valorizacéo bioldgica do CM, bem como o aumento da producéo e qualidade do biogés.
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6 SUGESTOES DE TRABALHO FUTURO
Apbs a realizacdo da presente dissertacdo é importante realcar trés tdpicos interessantes como

sugestdes para trabalhos futuros:

e Otimizacdo do pré-tratamento Pre2 efetuado ao CM de modo a melhorar a sua eficiéncia
na remocao de celulose, lenhina e hemicelulose. A otimizacéo pode ser realizada através
do aumento do tempo de pré-tratamento, bem como um aumento da concentracao de H.O;
e do pH;

e Analise do contetido energético do biogas produzido nos ensaios coDA realizados;

e Avaliagdo econémica da codigestdo anaerdbia de hidrolisado de FORSU + Pre2.
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