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I. Resumo

A digestdo anaerdbia é um processo industrial associado ao tratamento de
residuos e efluentes organicos com diversas vantagens ambientais e energéticas
face a outras formas de tratamento. Esta tecnologia tem vindo a adquirir outra
finalidade que ndo visa somente o tratamento desses residuos mas sobretudo o
interesse na producdo de biometano como biocombustivel. E com esta finalidade

que surge a digestdo anaerdbia de biomassa e/ou culturas energéticas.

A Cynara cardunculus L. € uma cultura de elevada produtividade biomassica
actualmente utilizada na produgao de bioenergia - as sementes na producgao de
biodiesel e o restante da biomassa aérea como combustivel sélido em centrais de
biomassa. Contudo, o interesse da sua utilizagdao na produgao de biometano

nunca foi investigado.

Este trabalho tem o objectivo de apresentar os primeiros resultados de
produtividade especifica de biogas e metano obtidos com os caules desta cultura.
Com este objectivo foram realizados diversos ensaios de digestdao anaerdbia em
regime descontinuo de modo a estudar a influéncia da razdo indéculo/substrato
(I/S) expressa em (ml I/ gSV S) e de diversos tipos de pré-tratamentos
(mecénicos, térmicos, quimicos e enzimaticos) na produtividade de biogas e
metano. Verificou-se que a produtividade minima de metano é de
aproximadamente 0,3 I/g SV, contudo é possivel de aumentar esta produtividade

dependendo do pré-tratamento seleccionado.






II. Abstract

Anaerobic digestion is an industrial process applied to organic wastes treatment
with several environmental and energetic advantages over other forms of
treatment. In addition to the organic wastes treatment there is an emerging
interest in the production of biomethane as a biocombustible through anaerobic

digestion of biomass and / or energy crops.

Cynara cardunculus L. is a crop whith high biomass yields used in the production
of bioenergy- seeds for biodiesel production and the remaining biomass as a solid
fuel in biomass plants. However, the interest in their use in the production of
biomethane has never been investigated. This work aims to present the first
results of specific biogas and methane yield of Cynara stalks. For this purpose
several batch anaerobic digestion experiments were performed to study the
influence of the ratio inoculums/substrate (I/S) expressed in (I ml/ g SV S) and
different pre-treatments (mechanical, thermal, chemical and enzymatic) on
specific biogas and methane yields. It was found that the minimum of methane
yield achieved is at least 0,3 | / g SV but it is possible to increase this

productivity depending on the pretreatment selected.
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AFEX- Explosdo da Fibra com Amodnio

AGV/Alk - Relagdo entre Acidos Gordos Volateis e Alcalinidade
AGVs - Acidos Gordos Volateis

ARP- Recirculagdo com Amonio

ATP - Adenosina Trifosfato

C/N - Relagao entre Carbono (C) e Azoto (N)

C/P - Relacdo entre Carbono (C) e Fésforo (P)

CBM- Centro activo de ligagao ao Hidratos de carbono
CBO - Caréncia Bioldgica em Oxigénio

CQO - Caréncia Quimica em Oxigénio

CSTR - Reactor Continuo de Mistura completa

DA - Digestdao Anaerdbia

DDGS- Graos secos de destilaria com soluveis

ETAR- Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais
GEE- Gases de Efeito de Estufa

I/S- Razdo entre Indculo (em unidades de volume) e Substrato (em unidades de

massa relativo ao conteido em Sélidos Volateis)
ISA- Instituto Superior de Agronomia

LCC- Complexo Lenhina-Hidratos de carbono
LNEG- Laboratério Nacional de Energia e Geologia
MF- Matéria Fresca

MS- Matéria Seca

NAD+ e NADH - Dinucleétido de nicotinamida-adenina (estado oxidado e

reduzido respectivamente)

ST- Solidos Totais

SV- Sélidos Volateis

TRH - Tempo de Retencao Hidraulico
TRS - Tempo de Retencdo de Sdlidos
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1 Introducao

Este capitulo encontra-se dividido em 3 subcapitulos principais: 1.1- Digestao
Anaerdbia, 1.2- Digestao Anaerdbia de Biomassa e 1.3- Caracteristicas da cultura

Cynara cardunculus L.

O objectivo desta primeira parte do trabalho é apresentar o estado da arte
relacionado com cada um dos subcapitulos referidos e realgar os conhecimentos
tedricos subjacentes a realizacdao do trabalho pratico. Como se indica pelo titulo
do trabalho este baseia-se na utilizagdo da biomassa do cardo como substrato da
digestdo anaerdbia (DA) para a producdo de biogads. Este capitulo permite
resumir a maioria dos conceitos tedricos em que se baseia o processo da
digestdo anaerdbia e, em particular, o estado da arte no que se refere a
utilizagao deste processo como fonte de energia utilizando biomassa
lenhocelulosica como substrato. No ultimo capitulo é dado énfase a cultura de
Cynara cardunculus L. nomeadamente no que se refere a suas caracteristicas

como cultura e importancia na regiao do Mediterraneo.
1.1 Digestao Anaerdbia

Normalmente a tecnologia da digestao anaerdbia, com a subsequente producgao
de biogds, estd associada ao tratamento de residuos apresentando diversas
vantagens relativamente a outro tipo de tecnologias de tratamentos como é o

caso do tratamento aerdbio, Figura 1.1 (Chynoweth, 1987).

o
Fotossintese

e

l Respiracéo
Carbono organico ——-———_ﬁ______q\t_m
Processo Aerébio | co, + H,0

I
( Processo anaerébio

j Carbono Organico \

\ Acidos Organicos, Alcoois, etc
CH, + CO, =————H, + co

x CH;COOH =—

Figura 1.1- Esquema genérico do ciclo do carbono (Adaptado de Chynoweth, 1987)
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Durante o metabolismo das bactérias anaerdbias a maior parte da energia
guimica contida nos substratos é convertida em metano e didoxido de carbono,
pelo contrario no metabolismo das bactérias e organismos aerdbios a maior parte
da energia contida nestes substratos é perdida na respiracao através da oxidacdo
formando didxido de carbono e &agua, verificando-se igualmente uma maior
producdao de células de bactérias ou seja maior producao de biomassa (lama)
(Chynoweth, 1987).

Como complemento ao ciclo de carbono a digestdo anaerdbia surge também
como uma tecnologia bastante importante na regulacdo e equilibrio do ciclo de
outros nutrientes nomeadamente o ciclo do azoto (N). O ciclo do azoto que
aparece também interligado com o ciclo do carbono, por exemplo, de modo a
aumentar a capacidade de fotossintese das plantas e consequente captura ou
sequestro de carbono (CO,) é necessaria uma maior a quantidade de azoto. No
entanto apesar de o azoto ser o principal elemento na atmosfera este apenas é
assimilado pelas plantas sob a forma de nitratos (NOs’) ou ido amoénia (NH4*),
formas que apenas sao produzidas a partir de processos como: a fixacao e a
nitrificagao.

Na agricultura, dependendo da qualidade do solo, diversos métodos sao
utilizados de modo a aumentar esta disponibilidade de N para as plantas tais
como a incorporacao de matéria organica, como chorumes, ureia e fertilizantes
sintéticos. Contudo ndo havendo um balanco prévio das caracteristicas do solo
em termos de capacidade de fixagdo de azoto e qual o seu limite, na maior parte
das situagdes ocorre uma incorporacdo de matéria organica/fertilizantes em
excesso que leva consequentemente a uma maior perda por lixiviagao,
volatilizagao e desnitrificagdo. A volatilizagdo e lixiviagao contribuem para a
contaminacdo das 4dguas subterrdaneas podendo levar a fendmenos de
eutrofizacao (em lagos, rios e zonas costeiras), a desnitrificacdo contribui para a
contaminacdo da atmosfera por N,O (gas de efeito de estufa - GEE). Por
exemplo, na Alemanha verificou-se que a agricultura contribui com cerca de 67,4
% de N,O e 95,4% de NH,* em termos de carga poluente (Mdller, 2009).

De acordo com Mdéller (2009) e Prochnow (2009) verifica-se que a tecnologia da
digestdo anaerdbia, com a aplicacdo do digerido como fertilizante dos solos, tem
o potencial de influenciar directamente ou indirectamente os processos de

desnitrificacdo, volatilizacdo do amoniaco e lixiviagdo de nitratos e amodnia,
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conduzindo a um maior equilibrio e maior disponibilizacdo de azoto para a planta,

face a aplicacao de chorume e de outros fertilizantes.

A digestao anaerdbia apresenta assim algumas vantagens ambientais quando se
associa esta tecnologia a outras actividades como é o caso da Agricultura. Os
subprodutos do processo da digestdo anaerdbia (lama e efluentes digeridos)
podem substituir os fertilizantes de sintese com vantagens econdmicas e

energéticas e ambientais (Yiridoe, 2009).

Verifica-se que o investimento nesta tecnologia tem crescido consideravelmente
em alguns paises devido a sua versatilidade, como é o caso de sistemas
aplicados em paises subdesenvolvidos como a India e China ou mais
recentemente de sistemas utilizados por paises desenvolvidos como a Alemanha

e Suécia.

Mais de metade da populacdo mundial vive em paises subdesenvolvidos e pelo
menos metade vive em zonas rurais onde o PIB (Produto Interno Bruto) pode
alcancar os 100$ EUA por ano (Seiffert, 2008). A importancia e o interesse da
tecnologia de biogds neste tipo de paises é claro em diversas publicacdes. Por
exemplo Seiffert (2008) salienta a importancia da substituicdo das importagoes
de gas natural no Chile, proveniente da Argentina, pela producao de biometano.
A perspectiva de Jingura (2009) e Misi (2001) é a da utilizacdo da digestdo
anaerdbia e producdo de biogas através da co-digestdo de diferentes residuos no

Zimbabwe.

A utilizagdo do biogds é uma realidade bastante presente na India,
contabilizando-se cerca de 4 milhdes de digestores familiares de biogas
(Chanakya, 2009). Prevé-se que este numero venha a aumentar
consideravelmente, por exemplo Yadvika (2004) refere a possibilidade de
construcdo de mais de 12 milhdes de plantas de biogas se se utilizar apenas 1/3
do chorume proveniente da criagao de gado, ou recentemente Urban (2009) que
analisa diferentes cendrios para o sistema de electrificacdo rural na india para o
periodo 2005-2030, e conclui que os sistemas de electrificacdo rural, com base
na adopcdo de sistemas de energia renovavel (forno de biogas, forno solar, etc.)
podem reduzir cerca de 99% das emissOes totais de CO, das habitagbes que
utilizam a lenha normalmente como combustivel. Katuwal (2009) da énfase ao
beneficio na saude humana e os impactes econdmicos com essa mesma

substituicdo. SituacOes idénticas verificam-se também pelo continente africano
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em particular na Africa do Sul onde aproximadamente 310 mil casas rurais entre

2007 e 2008 comecaram a utilizar energia proveniente do biogas (Austin, 2007).

Na Europa a producdo de biogas estd localizada sobretudo em 4 paises:
Alemanha, Suécia, Dinamarca e Austria, contudo verifica-se a sua producdao um
pouco por toda a Europa. Na Tabela 1-1 é apresentado o numero de instalagdes e
a energia produzida e contabilizada no final do ano de 2006, nos principais
paises Europeus.

Tabela 1-1-NUmero de instalagdes de digestores e energia produzida em alguns paises da Europa,
adaptado (IEA, 2007; Barométre du biogaz, 2006; add-nett, 2005)

Paises N° de Instalagoes Energia
em operacao produzida (GWh)

Alemanha 3500 > 5564
Reino Unido 1052 > 4783
Italia >67 > 1313
Dinamarca 80 > 911
Austria 524 > 1706
Suécia 163 > 1300
Franca 203 ~ 657
Holanda 40 > 281

No caso da Alemanha a digestdo anaerdbia ocupa de momento 10,9 % da
producao de energia renovavel, contra 4,2 % da fotovoltaica e 11,5 % relativa as
centrais de biomassa, sendo que a maior quota provem de energia edlica 45,2%
(Weiland, 2009). Em 2009, contabilizam-se 4000 instalacdes de biogas com uma
capacidade eléctrica de 1400 MW (Weiland, 2009). Entre os anos de 2005 -2006
foram construidas 1450 instalacbes de biogads, contudo de momento verifica-se
um forte investimento no tratamento do biogas e a respectiva injeccdo na rede
de gas natural. Weiland (2009) refere que em 2009 cerca de 16 estacdes de
tratamento do biogds estdo em operacao existindo ainda em fase de projecto ou

em fase de construgao mais 20 instalagoes.

Outro caso interessante de utilizacdo da digestdo anaerdbia na producdo de
metano ocorre na Suécia, onde a producdo de biometano como combustivel para
veiculos tem vindo a crescer (Figura 1.2). Em 2005 a Suécia produzia cerca de
160 GWh (20000 Nm?®) de biogas como biocombustivel para veiculos e em 2006
alcangou os 230 GWh (proximo dos 25000 Nm?) ultrapassando a utilizagdo de
gas natural como combustivel para veiculos, permitindo substituir cerca de 25

milhdes de litros de petréleo em unidades equivalentes (Persson, 2007).
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Figura 1.2- Evolugdo do consumo dos combustiveis gasosos na rede de transportes da Suécia

(adaptado de IEA, 2007)
Na Suécia o biogas é utilizado na sua maioria em aquecimento (56%) e
combustivel para veiculos (19%) e o restante é utilizado nas necessidades
energéticas das centrais. Em 2009 totalizam-se cerca de 120 estacbes de
combustivel com biometano e um pouco mais de 16 mil veiculos movidos a
biometano na sua maioria (mais de 15 mil) veiculos particulares. Prevé-se um
investimento entre 2009-2013 para a producao descentralizada (em centrais
agricolas) utilizando pelo menos 50 % de chorume como substrato (Petersson,
2009).

Outro exemplo em Franca, na cidade de Lille foi construida a maior central de
biogds como biocombustivel de veiculos. Baseada no tratamento da fraccao
organica dos residuos sélidos urbanos permite produzir cerca de 4 milhdes de
Nm?® de biogds por ano que sdo convertidos em biometano. A central com
capacidade para tratar os residuos organicos gerados pela cidade de Lille com
1,1 milhdes de habitantes produz um combustivel para veiculos utilizado na rede
de autocarros e de camides associados a recolha do lixo, totalizando-se cerca de
150 veiculos (Tilche, 2008).

Verifica-se pois que a digestao anaerdbia, a par da importéncia no tratamento de
residuos organicos, tem vindo a ganhar relevo no sector energético
nomeadamente na producdo de biometano como substituto do gdas natural.
Apesar de ser considerado um dos biocombustiveis mais caros, considerando a
substituicdo da infra-estrutura existente de veiculos, o biometano apresenta-se
contudo como o menos poluente e mais eficiente (CONCAWE, 2007; CONCAWE
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2008) podendo igualmente ser considerado como uma forte alternativa a
substituicdo de combustiveis fosseis para veiculos, especialmente em veiculos
pesados associados a recolha de residuos bem como veiculos pertencentes a

rede de transportes rodoviarios (Tilche, 2008).

1.1.1 Processo bioldgico

Em meios onde outros receptores de electroes tais como o oxigénio, ou sulfatos
e nitratos ndo estejam facilmente disponiveis e onde comparativamente a
concentracdo de Matéria organica e nutrientes é elevada, menor serd o potencial
redox desse meio. Considera-se um valor adequado de potencial redox menor ou
igual a -300 mV para que ocorra a digestdo anaerdbia com a consequente

producao de metano (Duarte, 1991).

Em 1776 o fisico Italiano Alessandro Volta verificou que o gas gerado da
decomposicdo de material bioldgico, existente nos sedimentos aquiferos
constituidos essencialmente por ervas e plantas, era um gas combustivel. Desde
entdo surgirdo diversas constatacdoes e desenvolvimentos tecnoldgicos que tém
permitido, desde os finais do séc. XIX até aos dias de hoje, despertar o interesse
cientifico sobre o processo propriamente dito (Santino, 2006). Contudo apenas
em 1981 surgiu o primeiro esquema quantificado da digestdo anaerdbia em
termos de percentagem do fluxo de Caréncia Quimica em Oxigénio (CQO) e de
energia consumida em cada uma das fases elaborado por Mc Carty (Santino,
2006). Ainda que apresentado duma forma simplificada o esquema permite em

tragos gerais resumir o processo em 3 fases sequenciais:

« Hidrdlise e fermentacdo originando compostos mais simples tais
como acidos gordos volateis (AGV), acucares, hidrogénio e CO;;
« Oxidacao dos compostos a acido acético e hidrogénio;

+ Metanogénese.

A digestdo anaerdbia metanogénica resulta do crescimento equilibrado e
simbidtico dos microrganismos intervenientes nestas fases. As bactérias
anaerdbias e as facultativas, que intervém na fermentacdao &acida, tornam os
substratos orgéanicos quimicamente disponiveis para a etapa seguinte,
eliminando ao mesmo tempo, todo o oxigénio, presente que é tdéxico para as
bactérias metanogénicas (Santino, 2006; Chynoweth, 1977). Em contrapartida,

durante a metanogénese os acidos volateis e o hidrogénio sdo convertidos em
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subprodutos gasosos (CH4 e CO,) evitando assim o aumento da acidez do meio,
por parte do CO,, e reduzindo a pressdo parcial do hidrogénio permitindo a

continuidade do processo de degradagao.

A relacao de simbiose e sintropia (Santino, 2006; Duarte, 1991; Chynoweth,

1987) pode ser esquematizada de um modo simples através da Figura 1.3:

Proteinas, Hidratos de carbono, Lipidos

[ Matéria Organica complexa ]
Hidrodlise I

Monomeros _
Aminoacidos Acgucares Gliceral Acidos Gordos

Fermentacéio Eq1).2e3

=5
Acidogénica { Acidos Gordos Volateis }

{compostos intermedios reduzidos)
Acefogénica FPropianato, Butirato, Lactato, Alcool Etilico

Eg. 4} e 5}

Hidrogénio Acetato

Metanogénese

Hidrogenotroficas

Acetoclasticas
Eg. 7)e8) 9)

Eq.

Figura 1.3- Esquema genérico da degradacdao da Matéria Orgéanica por digestdao anaerdbia
(adaptado de Santino, 2006; Duarte, 1991; Chynoweth, 1987)!

1.1.1.1 Hidrdlise e Fermentacao

A hidrélise da matéria organica complexa a mondmeros é uma fase levada a
cabo por microrganismos anaerdbios que degradam as moléculas principais tais

como: proteinas, glucidos e lipidos a mondémeros ou compostos mais simples.

Para muitos autores (Hendriks, 2009; Ward, 2008; Lehtomaki, 2006; Santino,
2006; Mladenovska, 2006; Siegert, 2005; Wyman, 2005; Mosier, 2005b;
Alvarez, 2000;Palmowski, 2000; Boone, 1993; Mata-Alvarez, 1987; Chynoweth,
1987) é esta a fase limitante de todo o processo de digestdo anaerdbia uma vez

gue ndo ocorrendo a hidrdlise destes compostos a mondmeros ou a compostos

! As equacBes apresentadas estdo descritas no ponto 1.1.1.1, 1.1.1.2 e 1.1.1.3.
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de cadeias mais simples o processo fica bloqueado ndo ocorrendo producao de
biogas. Sendo esta a situacao quando se utilizam substratos lenhocelulosicos
como é caso da fraccao fibrosa dos chorumes de vaca ou suinos, residuos

florestais ou culturas energéticas.

A hidrélise é levada a cabo por organismos estritamente anaerdbios e bactérias
facultativas pertencentes aos grupos Clostridium, Bacillus e Peptococcus no caso
da degradacao das proteinas, Clostridium, Staphilococcus e Proteus no caso da
degradacao de glucidos e Clostridium, Micrococcus e Staphilococcus no caso da
degradacao de lipidos (Santino, 2006; Chynoweth, 1987).

Da fase da hidrdlise originam-se compostos de cadeia mais curta que serao
degradados através do caminho mais conhecido designado por Glicdlise ou via
Embden Meyerhoff caminho este caracteristico dos eucariotas e de muitas

eubacterias anaerdbias.

A glicdlise é um processo de degradacao que envolve 9 reaccdes intermédias, a

seguinte equagao permite simplificar o processo apenas numa reacgao:
Glicose + 2NAD™ + 2ADP + 2Pi — 2NADH + 2piruvato + 2ATP + 2H,0 + 2H* (Eq.1)

Neste processo apesar de serem investidos 2 mol de ATP (adenosina trifosfato)
durante a conversao da glicose (gliceraldeido-3-fosfato) a piruvato ocorre a
formacao de 4 mol de ATP pelo que no balancgo final produzem-se 2 mol de ATP.
A co-enzima do tipo NAD* é o transportador de electrdes (e) utilizado durante a
glicdlise na conversdo do gliceraldeido-3-fosfato a piruvato (Voet, 1999). Neste

caso a molécula organica é oxidada e a molécula NAD* é reduzida a NADH.
RH, + NAD* + 2H* + 2e” —— NADH + H* + R (EQ.2)

Para que o processo degradativo se mantenha indefinitivamente é necessario que
ocorra uma continua reoxidacdo do NADH formado para que o NAD' seja

regenerado. Esta regeneracao é efectuada através da oxidacdo do NADH:

AG
NADH + H* = NAD* + H,, AG) = +4,3== (Eq.3)

Trata-se pois de uma reaccao pouco favoravel energeticamente e que depende

de uma remogao constante de H, (Duarte, 1991).

Em condicdes anaerdbias e na auséncia de oxigénio o piruvato tem de ser
convertido em compostos reduzidos tais como acidos organicos ou alcoois (Voet,

1999). Neste caso formam-se uma série de moléculas no estado reduzido e de
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acordo com o tipo de molécula formada a fermentagdo assume um caminho

especifico (Santino, 2006).

Dentro das mais citadas destacam-se a fermentacdao acidogénica, em que se
forma propianato e butirato, e a fermentacao acetogénica em que o piruvato
forma o acetil CoA, a qual é depois degradada em acetato, didxido de carbono e

H, com formacdo adicional de ATP a partir do acetil fosfato (Santino, 2006).

A fermentacao acetogénica que leva apenas a formacdo de acetato ndo contribui
para a regeneracao do NADH devido ao acumular de hidrogénio (Tabela 1-2),
pelo que com o acumular do hidrogénio a fermentacdo normalmente assume a

via acidogénica formando-se sobretudo propianato e butirato (Duarte, 1991).

Tabela 1-2- Energia libertada versus hidrogénio produzido (adaptado de Santino, 2006)

Produto final N©° de ATP/mole de glicose geradas hidrogénio produzido (moles)

Acetato 4 4
Propianato 1 1
Butirato 2 2
Etanol 2 2
Lactato 2 2

Outra razao pela qual a fermentacdo normalmente segue a via acidogénica esta
relacionada com o facto de as bactérias acidogénicas possuirem maior taxa de
crescimento e catalisarem reacgdes do ponto de vista energético mais favoraveis
(Santino, 2006).

Verifica-se que a fermentacdo das proteinas, glucidos e lipidos leva a producao
de acetato por via da fermentacdo acetogénica (cerca de 30%) (Duarte, 1991) e
propianato e butirato por via acidogénica (praticamente 100 %) (Duarte, 1991).
A producdo de biogas e neste caso de metano depende da produgdao de
hidrogénio, formiato e sobretudo de acetato, compostos estes que apenas sao
formados inicialmente pela fermentacdo acetogénica e posteriormente pela

degradacao do propianato e butirato (Santino, 2006).

Surge portanto um outro grupo de bactérias bastante importantes no desenrolar
do processo, designadas por bactérias hidrogenogénicas (Duarte, 1991) ou
também designadas por bactérias acetogénicas produtoras obrigatérias de
hidrogénio (Santino, 2006).

31



1.1.1.2 Oxidacao de compostos organicos intermédios

A oxidacdo de compostos organicos intermédios de cadeia comprida tais como
propianato e butirato é levada a cabo pelas bactérias hidrogenogénicas. Estas
bactérias degradam os acidos organicos volateis com mais do que dois atomos
de carbono (em numero par) em acetato e hidrogénio e, no caso destes
compostos apresentarem numero impar de atomos de carbono ocorre a producdo
também de didxido de carbono (Santino, 2006). Estas bactérias podem contribuir

para a producao de cerca de 60% de acetato (Duarte, 1991).

Do ponto de vista energético estas reaccdes sdao muito desfavoraveis em
condicdes padrdo, verificando-se a necessidade significativa da existéncia de
relacdes de sintropia, como é possivel verificar pelas seguintes reacgdes de

degradacao do propianato e butirato respectivamente (Duarte, 1991):

AG}
CH3CH,CO0~ + 3H,0 < CH;C00~ + HCO3 + H* + 3H, AG) = +76,15% (Eq.4)
(Adaptado de Duarte, 1991)

AG|
CH3CH,CH,CO0™ + 3H,0 < CH,C00~ + HCO3 + H* 4+ 3H, AG) = +48,12% (Eq.5)
(Adaptado de Duarte, 1991)

O desenrolar destas reaccdes depende pois da simbiose entre estas bactérias e
as bactérias metanogénicas consumidoras de hidrogénio e formiato (archea-
hidrogenotroficas) e consumidoras de acetato (archea-acetoclasticas). Contudo o
papel do hidrogénio no desenrolar destas reaccdes parece revelar-se mais
importante, sendo que muitos autores referenciam que, para estas reacgodes
serem exotérmicas e portanto favoraveis é necessario que a pressdo parcial do
H, seja mantida entre 1,6 x 10° e 5,8 x 10 atm (Santino, 2006; Duarte, 1991;
Chynoweth, 1987). Os microrganismos responsaveis por esta degradacao sao
pertencentes aos grupos Bacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Clostridium,

Syntrophomonas wofei, Syntrophobacter wolinii (Santino, 2006).

Durante a fermentacdao intervém ainda outro tipo de bactérias anaerdbias
designadas por homoacetogénicas que competem com as bactérias
metanogénicas na utilizacdo do hidrogénio. Estas bactérias utilizam o hidrogénio
de modo a reduzir o didxido de carbono e formiato gerando essencialmente
acetato (Santino, 2006).

ield.
4H, + 2HCO3 + H* *— CH;C00™ + 4H,0, 4Gy = —104,6—L (Eq.6) (Santino, 2006)

le
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E referido que pequenas quantidades de acetato podem ainda ser utilizadas para
sintetizar propianato e butirato (Chynoweth, 1987). Estas reaccdes levadas a
cabo por estes microrganismos nao sao mais do que o inverso das reacgdes
catalisadas pelas bactérias acetogénicas e hidrogenogénicas (Chynoweth, 1991).
Aparentemente, estas reacgdes nao podem ser levadas a cabo ao mesmo tempo,
ou seja, ndao podem ser exotérmicas no mesmo instante. Contudo, devido ao
facto de o hidrogénio possuir uma constante de difusao elevada é possivel que a
sua concentracao varie significativamente a escala microbiobiolégica. Nestas
condigdes € possivel que as duas reacgdes possam ser exotérmicas para a
mesma vizinhanga microespacial (Chynoweth, 1987). Apesar de este processo
nunca ter sido demonstrado e o seu papel ainda ndao ser suficientemente
conhecido (Santino, 2006; Chynoweth, 1987), é referido que estas colaboram na
manutencdo de valores baixos de pressao parcial de hidrogénio (Santino, 2006)

contribuindo para a produgao de 10 % da totalidade do acetato (Duarte, 1991).

Os organismos responsaveis pela sintese de acidos organicos tais como
propianato e butirato a partir de compostos C1 sao Peptostreptococcus productus
e Acetobacterium woodii e Desulfobulbus propionicus (Chynoweth, 1987). Outros
organismos que sintetizam o acetato a partir do hidrogénio sdo Clostridium

aceticum e Acetobacterium sp. (Santino, 2006).

1.1.1.3 Metanogénese

Como foi referido nos pontos anteriores o desenrolar da degradagdao dos
compostos organicos, designadamente propianato e butirato, depende sobretudo
da remocao constante de hidrogénio Os organismos responsaveis pela remocgao
do hidrogénio sao designados por bactérias metanogénicas hidrogenotroficas ou

archea-hidrogenotroficas (Santino, 2006).
4H, + HCO3 + H* 2% CH, + 3H,0 AG} = —135,6%(Eq.7) (Santino, 2006)

yields , kJ )
€0, + 4H, — CH, + 2H,0, AG) = —135 (Eq.8) (Santino, 2006)

mole

Dentro deste grupo de bactérias surgem as bactérias mais importantes no que se
refere a producdo de metano, designadas por bactérias metanogénicas

acetoclasticas ou archea-acetoclasticas (Santino, 2006).

CH,COOH 28 CH, + €0, 4G} = —31,0=. (Eq.9) (Santino, 2006)

mole
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Estas bactérias obtém energia a partir da reaccao de descarboxilacdo do acetato
formando metano e diéxido de carbono, este ultimo por sua vez em fase aquosa
forma bicarbonato contribuindo para o equilibrio do pH do meio. Estima-se que
cerca de 70 % do metano provem da descarboxilacao do acetato e 30 %
provenham da remocao de hidrogénio por parte das bactérias archea-

hidrogenotroficas (Santino, 2006).

As bactérias archea-acetoclasticas comummente referenciadas sao Methanothrix
s6hngenii, Methanosarcina barkeri, Methanococus mazei, Methanothrix concilii e

Methanosarcina acetivorans (Santino, 2006; Chynoweth, 1987).

No caso das bactérias archea-hidrogenotréficas normalmente as mais citadas sao
Methanobrevibacter arboriphilus, Methanosarcina barkeri, Methanobacterium
formicium, Methanothermus fervidus, Methanobacterium bryantii,
Methanobacterium  alcaliphilum, Methanogenium cariaci, Methanogenium

marisnigri e Methanogenium bourgense (Santino, 2006; Chynoweth, 1987).

Em termos de representatividade as bactérias pertencentes ao grupo
Methanosarcinas encontram-se na maior parte dos substratos e efluentes devido
ao facto de possuirem elevadas velocidades de crescimento e por serem muito
versateis relativamente a utilizacdo de substratos: acetato, hidrogénio, didxido
de carbono e metanol. No caso das Methanotrix estas sao bactérias que crescem
muito lentamente (Santino, 2006; Chynoweth, 1987).

As Methanotrix soehngenii tém um pH o6ptimo de actividade entre 7,4 e 7,8
sendo pouco activas abaixo de 6,8. As Methanosarcinas possuem um campo de
variagao mais amplo, por exemplo (Boone, 1993) verificou-se que certas estirpes
sao geralmente acidéfilas com um pH 6ptimo proximo de 5 durante o seu
crescimento em determinados meios. Contudo todas as bactérias sdo sensiveis a
temperatura aumentando a velocidade de crescimento de um factor de
aproximadamente igual a 2 por cada 10° C de variacao de temperatura na gama

de valores mesofilicos (15-35° C).

A metanogénese pode ainda ser levada a cabo na presenca de metanol,
trimetilaminas, dimetilaminas e metilaminas (Chynoweth, 1992). Contudo a
producdo de metano a partir de acetato, formiato e hidrogénio sdo as reaccoes

mais importantes na natureza.
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1.1.1.4 Importancia do hidrogénio no equilibrio da digestao

anaerobia

Parece ser claro para a maioria dos autores que o controlo da pressao parcial de
hidrogénio é preponderante na prevencao de uma eventual inibicdo do processo
de digestdo anaerodbia devido ao desiquilibrio do potencial redox (Chynoweth,
1987). No primeiro caso devido ao facto da ndao remocdo de hidrogénio poder
desestabilizar a regeneracdo do NAD" e portanto impedir a degradagdo via
piruvato que permite originar acidos gordos volateis (acetato ou propianato e
butirato) que serao importantes para os organismos seguintes. No segundo caso
devido ao facto da ndo remocao do hidrogénio contribuir para um acumular de
acidos gordos volateis (AGVs) uma vez que as reaccdes catalisadas pelas
bactérias hidrogenogénicas apenas sao favoraveis quando ocorre a remocgao de

hidrogénio.

Contudo outros autores (Boone, 1993) verificaram que, para culturas suspensas
de microrganismos acidogénicos produtores de propianato e butirato, o gradiente
existente de hidrogénio e a sua difusdo pela membrana das bactérias
metanogénicas nao é suficientemente rapido pelo que as bactérias utilizam outro
componente, o formiato. Os mesmos autores referem ainda a presenca de

bactérias acetogénicas que em vez de produzirem consomem hidrogénio.

Outros autores (Voolapalli, 2000) referem inclusive que a monitorizagao do H,
tem sido tomada em conta, erroneamente, como um método de controlo do

inicio de uma inibicao e falha do sistema.

Apesar de na bibliografia ser referenciado um valor limite de pressao parcial de
hidrogénio igual a 6,5 x 10 atm (Voolapalli 2000) ou 5,8 x 10> atm
(Chynoweth, 1987) a partir do qual a digestdo anaerdbia deixa de ocorrer em
equilibrio, a verdade é que na pratica se observam no espago gasoso pressoes
parciais que podem variar entre 1,50 x 10> a 19,96 x 10 atm (Voolapalli,
2000).

Verifica-se por outro lado que durante choques de carga a producao de formiato
€ mais importante, uma vez que a solubilidade do H, é baixa na fase liquida
difundindo-se muito rapidamente (Voolapalli, 2000). Tém sido também sugerido
como um transportador de electrdoes alternativo durante as reacgdes de sintropia

e ainda mais importante que o H, em meios suspensos (Boone, 1993).
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Zoetemeyer referiu em 1982 uma elevada producdao de formiato para pHs

elevados durante a fermentacao dos hidratos de carbono (Voolapalli, 2000).

Verifica-se que em reactores que tratam efluentes provenientes do fabrico de
gueijo (soro do leite) o formiato € o principal transportador de electroes (Bok,
2003). Foi calculado que para as culturas em suspensao, que degradam o
propianato e butirato, o formiato é o principal transportador de electrdes sendo

100 vezes mais importante que o hidrogénio (Bok, 2003).

Verifica-se que a razao entre formiato e hidrogénio varia exponencialmente com
o pH e linearmente com a concentracao do CO,. Deste modo, para pHs acidos a
producao de H, é predominante enquanto para pHs neutros a produgdao do

formiato é predominante (Voolapalli, 2000).

Em resumo, o transportador de electroes pode ndao ser preferencialmente o
hidrogénio e, portanto, o seu papel como regulador da digestao anaerdbia deixa
de ser tao importante como tem sido referenciado. Verifica-se pois que outros
factores tais como a distdncia entre consumidores e produtores (Bok, 2003),
actividade metanogénica do in6culo e a alcalinidade versus concentracdo de
AGVs (Voolapalli, 2000) sdo parametros preponderantes na avaliacdo e

manutencdo do equilibrio sintréfico na DA.

Estes factores podem ser controlados ou minimizados pela tecnologia do reactor.
De um modo geral, em biomassa agregada (UASB ou filtros), a alta conversao
destes sistemas é devida sobretudo a pequena distancia entre as bactérias
permitindo uma maior transferéncia de electroes entre espécies através de
hidrogénio e formiato (Bok, 2003).

1.1.2 Factores de inibicao versus optimizacao do processo

bioldgico da digestdo anaerdbia

A digestdo anaerdbica é um processo simbidtico e sintréfico em que as bactérias
dependem de outras e vice-versa na producao constante de determinados
compostos que garantam a sua subsisténcia, pelo que a variacdao de alguns
parametros, como a qualidade e a quantidade do substrato, pH, temperatura e a
presenca de outros receptores de electroes podem provocar o desequilibrio do

sistema levando a inibicdo de todo o processo.
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Diversos autores (Wang, 2009; Ward, 2008; Mladenovska, 2006; Siegert. 2005;
Alvarez, 2000; Boone, 1993;Chynoweth, 1987; Chynoweth, 1977) confirmam e
reforcam a tese de que a produtividade da DA é condicionada por duas fases

limitantes, a hidrdlise e a metanogénese.

A hidrdlise, como foi ja referido, limita a globalidade do processo pelo simples
facto de ser nesta fase que ocorre a solubilizagdo da matéria organica complexa
disponibilizando carbono, azoto e outros nutrientes na forma de mondémeros que
sao importantes para o arranque e desencadear das restantes fases
degradativas. E no caso da metanogénese a limitacdo estd directamente
relacionada com o facto das bactérias metanogénicas normalmente
apresentarem taxas de crescimento menores que as restantes bactérias
fermentativas. Neste caso, em condicOes favoraveis de hidrélise verifica-se um
aumento da actividade das bactérias fermentativas que por sua vez
disponibilizam rapidamente acetato e outros acidos organicos, contudo no caso
de ndo existirem bactérias metanogénicas suficientes para degradar rapidamente

0 acetato pode ocorrer a inibicao do processo.

Deste modo, garantindo condicdes ideais de hidrélise e metanogénese, maior
sera a produtividade especifica de biogas e eficiéncia de degradacdo da digestao

anaerobia.

Contudo as fases de hidrdlise e fermentacdao possuem condicdes O6ptimas
distintas da metanogénese. Garantir as condicdes Optimas para todas as
bactérias num Unico reactor torna-se praticamente impossivel, pelo que alguns
autores consideram este processo demasiado lento e instavel (Jegannathan,
2009).

Considerando factores abidticos como o pH verifica-se que o intervalo 6ptimo é
muito limitado (pH entre 6.8 e 7.2), no caso das bactérias metanogénicas (Ward,
2008), outros autores consideram ainda outro intervalo referindo que a produgao
de metano apenas se efectua para pH entre 7,5 a 8,5 (Gunaseelan, 1995).
Contrariamente, no caso da hidrélise e fermentacdo estas fases processam-se a

pH acido entre 5,5 a 6,5.

A parte do pH, existem outros factores que sao necessarios considerar de forma
a optimizar o processo, seja em reactores a escala de laboratério, piloto ou
industrial, tais como: presenca e disponibilidade de macro e micro-nutrientes

para as bactérias de crescimento lento (bactérias metanogénicas), temperatura
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do processo, concentracdao de AGVs, relagcao C/N, concentragao do azoto

amoniacal e conteddo em metais pesados (Siegert, 2005; Chynoweth, 1987).

Todos estes factores poderao ser controlados de diversas maneiras, dependendo
do tipo de substrato utilizado, através da tecnologia e desenho do reactor,
volume de indculo ou utilizando determinadas proporcoes de diferentes
substratos como é o caso da co-digestdao (Ward, 2008; Yadvika, 2004;
Chynoweth, 1987).

1.1.2.1 Macro e micro-nutrientes

A presenca de micro e macro nutrientes, necessarios para o desenvolvimento das
bactérias de crescimento lento, neste caso bactérias metanogénicas, como é o
caso de niquel (Ni) e Ferro (Fe) parecem ser essenciais devido a incorporacao no
factor 420 que é responsavel pelo transporte de electrdes e metabolismo do
hidrogénio durante a producao de metano (Chynoweth, 1987). Por outro lado,
dependendo da espécie e género das bactérias metanogénicas presentes verifica-
se a necessidade de incorporar determinados macro-nutrientes em quantidades
vestigiais: azoto, enxofre, fésforo, cobalto, molibdénio, selénio, coenzima M,
acidos gordos do tipo 2-metil butirato e acetato, aminoacidos, vitaminas
(tiamina, piridoxina e p-aminobenzoico) (Chynoweth, 1987). Um exemplo do
efeito da adicdo de micro-nutrientes é referido por (Boone, 1993) na digestao
anaerobia de pasto (Napiergrass), onde se verifica que a eficiéncia da
degradacao dos AGVs (principalmente de acetato) aumenta consideravelmente

num curto espaco de tempo com a adicao de micro-nutrientes (Figura 1.4.).
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Figura 1.4- Efeito da adicao de micro-nutrientes na degradacao dos AGVs provenientes da
fermentacao do Pasto (Napiergrass) (Adaptado de Boone, 1993)
Em sistemas continuos verifica-se que normalmente 20% dos hidratos de
carbono e 7% das proteinas sdo necessarios para a manutencao celular das
bactérias. E também referido que cerca de 10% dos SV presentes sdo

necessarios para as necessidades celulares (Chynoweth, 1987).

O efeito dos micro-nutrientes e macro-nutrientes normalmente é referido como
sendo necessario em ensaios a escala de laboratério, utilizando os métodos para
avaliar a biodegradabilidade de um dado substrato, como é o caso do método
desenvolvido por Owen designado por BMP (biochemical methane potential test)
(Chynoweth, 1987) ou como referido nas normas internacionais para a avaliagao
da biodegradabilidade de compostos organicos em lamas digeridas (ISO
11734:1995).

Contudo apesar de se verificar um estimulo no desenvolvimento de culturas
puras quando se utilizam culturas mistas que é o caso das culturas existentes na
generalidade dos digestores anaerébios o mesmo efeito pode ndo ocorrer
(Chynoweth, 1987).

Na generalidade dos métodos utilizados para avaliar a biodegradabilidade de um
substrato o indculo é diluido a concentracdes inferiores a 20% (v/v)
(Gunaseelan, 2009) ou 1 a 3 g/l de ST (Sdlidos Totais) (ISO 11734:1995) pelo
que faz todo o sentido a utilizagao de solugdes contendo micro e macro-

nutrientes. E também referido que o volume de indculo tem variado entre 2-72%
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do volume Uutil de reactor, provavelmente dependendo das necessidades de micro

e macro nutrientes (Gunaseelan, 1995).

Ao nivel de digestores continuos é referido que as caréncias de nutrientes podem
ser superadas através da tecnologia do reactor (Chynoweth, 1987), tendo em
conta que as bactérias metanogénicas sdao as mais afectadas pelo facto de
possuirem taxas de crescimento inferiores as outras bactérias. Para assegurar
uma maior colonizagdo por parte das bactérias metanogénicas maior tera que ser
o tempo de retencdo hidraulico e tempo de retencao de sdlidos em sistemas
continuos. A adopgao de sistemas de biomassa ou biofilme fixo possibilita
assegurar e garantir uma fixacao da biomassa a um meio de suporte (Duarte,
1991) (Chynoweth, 1987) (Yadvika, 2004) (Ward, 2008) garantindo maior
tempo de retencdo e consequentemente de colonizacdo das bactérias,
melhorando a eficiéncia do processo. Por sua vez Yadvika (2004) e Ward (2008)
referem ainda que o meio de suporte, dependendo do material, pode aumentar a
eficiéncia do processo, como é o caso por exemplo da utilizacdo de materiais de
suporte com maior porosidade. Revelam que utilizando meios de suporte como o
vidro (com 75 % de porosidade) e PVC (com 90 % de porosidade) obtém-se
eficiéncias de remocdo de CQO de 77% contra 57% para a utilizacdo de PVC com
porosidade de 75%. E ainda referido que se obtém eficiéncias de remocdo de
CQO superiores quando se utiliza argila como meio de suporte (Yadvika, 2004),
sugere-se que este resultado deva-se ao facto de a argila libertar para o meio
minerais de Fe**, Ni** e Co** (Ward, 2008).

1.1.2.2 Relacao C/N

A adicao de nutrientes, referido no ponto anterior, pode ser também efectuada
com o objectivo de acertar a razao C/N de determinados substratos.
Normalmente referem-se razdes de C/N entre 25 a 30 como sendo ideais
(Santino, 2006) contudo esta razao pode ser diferente consoante o substrato
utilizado (Ward, 2008). Para substratos dificilmente degradaveis, tendo em conta
o conteldo em lenhina, sdo referidas como ideais razoes de C/N situadas entre
16-19 (Mshandete, 2004). Gunaseelan (1995) refere razdoes de 11 para
Parthenium e, por exemplo, outros autores registam razdoes de 6:1 e 9:1 para
efluentes de avicultura, bovinicultura e suinicultura (Mshandete, 2004) ou de
lamas de ETAR urbanas de 9:1 (Ward, 2008).
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No caso da digestao da alga Kelp, pertencente ao grupo das algas castanhas,
verificou-se uma produtividade de metano de 0,31-0,34 m3/kg SV utilizando uma
razdo C/N de 15 e uma razdo C/P (carbono/fésforo) igual a 70 para reactores
CSTR (reactores de mistura completa) com 18 dias de tempo de retencdao de
solidos (TRS) (Chynoweth, 1987). Contudo outros investigadores referem como
razoes ideais as C/N e C/P proximas de 23 e 123 respectivamente, para

reactores de filme fixo (Gunaseelan, 1997).

O conteudo de nutrientes varia consideravelmente entre substratos organicos
(Tabela 1-3) pelo que determinados reactores podem ser afectados mais que
outros (Chynoweth, 1987).

Tabela 1-3- RazoOes de nutrientes presentes em varios substratos organicos (Adaptado de
Chynoweth, 1987)

Substrato Carbono/Azoto (C/N) Carbono/Fésforo (C/P)
Aquaticos
Kelp 15 84
Agua-pé (Eichhornia crassipes) 10 94

Culturas herbaceas

Grama-bermudas (Cynodon dactylon) 40 194
Capim-Elefante (Pennisetum purpureum) 41 527
Typha 41 278
Lenhosos

Eucalipto 490 446
Sycamore 178 2480
Pinus taeda 432 2600
Residuos

Lamas primarias 8 50

FORSU? 76 204

No caso da Kelp este substrato parece apresentar uma razao C/N ideal para a
sua degradacdo, no entanto outros substratos como culturas herbaceas ou
culturas com maior conteddo de lenhina (lenhosos) apresentam razoes

demasiado elevadas, pelo que a sua degradacao se revela dificil. Nestes casos, a

2 FORSU- Fraccdo Orgénica dos Residuos Solidos Urbanos
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utilizacao de outros substratos com razdoes de C/N inferiores resulta num
aumento considerdvel da produtividade especifica de metano, processo
designado por co-digestao (Mshandete, 2004; Ward, 2008; Wang, 2009a).
Mshandete (2004) refere aumentos da produtividade de metano entre 59-94%
na co-digestao de dois substratos com razdes C/N de 40 e de 9 individualmente.
Contudo verifica-se neste caso que a razao C/N obtida como ideal, na mistura
dos dois substratos, é igual a 16 e portanto inferior a razao constantemente
referida como ideal e igual a 25-30. PressupOe-se neste caso que razoes de C/N

entre 10-30 sdo ideais para a digestao anaerdbia (Amon, 2006).

1.1.2.3 Concentracao de AGVs versus Alcalinidade

O acerto da relagao C/N de um dado substrato bem como a adicao de micro-
nutrientes e macro-nutrientes sdo efectuados de modo a garantir & partida
condicbes ideais e de equilibrio na digestdo anaerdbia de determinados
substratos. Para muitos autores (Ward, 2008; Siegert, 2005) uma forma de
avaliar este equilibrio € a medicdo da capacidade tampdao do meio que pode ser
medida através da alcalinidade e/ou concentracao de AGVs. O pH pode também
ser utilizado como indicador do desequilibrio contudo o aumento da concentracao
de AGVs pode levar a diminuicao da capacidade tampdo do meio mesmo antes

de ocorrer a diminuigao do pH (Ward, 2008; Voolapalli, 2000).

O aumento dos AGVs tem diferentes efeitos em cada uma das etapas hidrdlise,
acidogenese e metanogénese (Siegert, 2005). Independentemente do pH os
AGVs causam a inibicao da actividade das celulases para concentragdes
superiores a 2 g/l e na taxa de hidrélise da celulose, para concentracdes
superiores a 4 g/l inibem a degradacao da glucose e para concentragdes
superiores a 6 g/l verifica-se uma diminuicao consideravel na producdo de biogas
€ na razao obtida entre CH,/CO, (Siegert, 2005). Wang (2009) analisou a
influéncia do acido acético, etanol, acido propiénico e acido butirico no processo.
Refere que concentracdes de acido propidnico iguais ou superiores a 900 mg/| a
actividade das bactérias fermentativas hidrogénogenicas® é afectada resultando
numa degradacao ineficiente e respectiva acumulacao de AGVs. Por outro lado

mostra que para concentracdes de acido acético, etanol, acido propiénico e acido

3 Os autores referem-se a bactérias Acidogénicas ou fermentativas separando o processo
em 3 fases: hidrolise, acidogenese e metanogénese. Contudo para manter a coeréncia da
introdugdo e divisdo tedrica do trabalho optou-se por designar mais especificamente as
bactérias hidrogenogénicas.
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butirico iguais a 1600, 1600, 300 e 1800 mg/| respectivamente, quanto maior é
producdo de metano acumulado maior € a concentracdo de bactérias
metanogénicas. De modo geral, assim que a concentracdao dos AGVs atinge uma
concentracdo a partir da qual a actividade das bactérias fermentativas
hidrogénogenicas é afectada ocorre a acumulacao de AGVs e dependendo da
alcalinidade do meio pode ocorrer um abaixamento do pH repentino.
Consequentemente verifica-se uma diminuicdo da produtividade especifica de
metano e uma acumulacdo de acido acético levando a completa cessacdo da
actividade metanogénica. (Wang, 2009; Santino, 2006). Relativamente ao seu
limite verifica-se que a concentracdo de acido acético devera ser mantida abaixo
dos 2g/l para que a digestdao seja eficiente, contudo se o sistema possuir
alcalinidade suficiente para manter o pH na gama de 6.6 a 7.4 a inibigao
provocada pelos AGVs so se verifica para concentragdes acima de 6 g/l de AGVs
(Yadvika, 2004, Siegert, 2005; Santino, 2006; Wang, 2009).

A rapida acumulacdao de AGVs pode também ser explicada por testes de
actividade biolégica a diferentes substratos organicos: acetato, propianato,
butirato formiato e hidrogénio (Mladenovska, 2006). Pelo que para maior
actividade, ou seja, maior produtividade especifica de metano maior é a

concentracdo das bactérias metanogénicas no inéculo (Wang, 2009).

A capacidade tampao em testes e biodegradabilidade (BMP) (Chynoweth, 1987)
(Shelton, 1984) (ISO 11734:1995) é controlada com a injeccdo de uma mistura
de gasosa contendo 70 % de azoto e 30% de didxido de carbono e também com
a adicao de uma solucdo tampdo (NH4Cl) que permite também equilibrar a razao
C/N. Contudo Gunaseelan (1995) demonstra que a razdao entre indculo e
substrato pode ser alterada de modo a manter constante o pH do meio e
portanto neste caso determinadas quantidades de indéculo podem garantir

capacidade tampao suficiente para o processo.

A composicdo de biogds permite acompanhar o aumento da concentracdo de
AGVs e de alcalinidade (Lue-Hing, 1998) pela maior ou menor concentragao de

CO; no biogas produzido (Figura 3.5.).
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Figura 1.5- Efeito do pH e a alcalinidade do meio na concentracdo de CO, *(Lue-Hing, 1998)

A concentracdao de CO, no biogas (valores entre paréntesis) aumenta com a
diminuicao do pH e alcalinidade. A produgao de CO, resulta da reacgao entre o
bicarbonato e os AGVs (Lue-Hing, 1998). Quando a concentracdo de AGVs é
minima a alcalinidade por bicarbonatos é igual a alcalinidade total contudo
quando a concentragao de AGVs aumenta ocorre a reaccao com os bicarbonatos
originando sais de acidos gordos volateis levando a libertacdo de COs..
Consequentemente a alcalinidade por bicarbonatos diminui levando a diminuicao

do pH e desestabilizacao do processo bioldgico.

De modo geral sem adicao de suplementos sugere-se uma razao de
AGVs/Alcalinidade (AGV/AIK) igual ou inferior a 0,2, contudo a alcalinidade
devera situar-se entre 2580 a 3347 mg/l (Demirel, 2009). Outros autores
sugerem que a alcalinidade devera situar-se entre 2000-4000 mg CaCOs/I para a
operacao de digestores (Mshandete, 2004) e em Gunaseelan (1997) é referido
gue devera ser garantido uma alcalinidade (em mg/l) igual a 0,7 x AGVs (em

mg/l) nao devendo esta ser inferior a 1500 mg/I.

1.1.2.4 Concentracao de Azoto Amoniacal

O amoniaco (NH3) encontra-se na agua em equilibrio com o ido amodnio (NH;") e

ambos inibem a DA. Contudo o amoniaco é téxico para concentracdes muito mais

4 Os valores entre [ ] representam a contracdo de CO,
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baixas do que se verifica no caso do ido amédnio (Santino, 2006) sendo que para

pH superiores a 7 o forma iénica apresenta um efeito téxico (Ward, 2008).

Outros autores verificaram que para valores de pH elevados (superiores a 7) o
amoniaco prevalece, e esta forma é mais inibidora do que a forma idnica (NH;"),
contudo o teor de a NH," e NH; sdo medidos em conjunto e muitos dos artigos
referem esta quantidade total como sendo a concentracdo de amoniaco que é
responsavel pela inibicao (Alvarez, 2000). Verificou-se que a inibicdo na digestao
anaerdbia ocorre para valores iguais ou superiores de azoto amoniacal superiores
a 1200 mg/I (Alvarez, 2000).

Lay (1997) estudou a influéncia da concentracdo de NH4* na actividade
metanogénica para uma gama de valores de pH entre 6,5-9. Verificou-se para
todos os casos que a actividade metanogénica diminui para valores crescentes de

concentracdes de NH4*-N.

Em Alvarez (2000) sao referidos ainda alguns resultados relativos ao efeito da
concentracdo da amoédnia na degradacdao da glucose obtidos por Fujishima,
Miyahara e Noike em 1999. Estes autores investigaram o efeito da concentragao
do ido amodnio na degradacdao da glucose e na actividade acetoclastica das
bactérias metanogénicas previamente incubadas num meio com concentracao de
amoniaco igual a 3100 mgN/I. Concluiram que quando a concentracao aumenta
de 740 a 3100 mgN/I a degradacdo da glucose é significativamente afectada. E

sugerido que a acumulacao de amoniaco inibe a glicdlise.

De modo geral na agua ocorre um equilibrio entre o ido amdnio e o amoniaco

através da seguinte equagao:
NH; + H* <> NHJ, Ka = (H*)(NH;3)/NH; (Eq.10)
Onde K, é constante de ionizacdo (K,=1,13x10°, T=35°C).

Com base na equacado, para pH acido o equilibrio desloca-se para a direita e o ido
amoénio pode provocar inibicdo da reaccdo. Para valores de pH elevado o
equilibrio desloca-se para a esquerda e a inibicdo pode ser originada pelo

amoniaco (Santino, 2006).

Contudo, segundo valores obtidos por McCarty, referidos em Santino (2006), o
efeito do amoniaco versus ido amonio referido através da concentracdo de azoto

amoniacal tem os seguintes efeitos na DA (Tabela 1-4).
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Tabela 1-4- Efeito da concentracao de azoto amoniacal (Santino, 2006)

Concentracdao de azoto amoniacal em excesso, em Efeito
termos de N (mg/I)

50-200 Benéfico

200-1000 Efeito nulo

1500-3000 Inibicdo, se o valor de pH for

superior a 7.4-7.6
>3000 Toxico
1.1.2.5 Temperatura do processo

A digestdo anaerdbia pode desenvolver-se a temperaturas psicrofilicas inferiores
a 20°C. Contudo na generalidade dos reactores anaerdbios normalmente sdo
utilizadas temperaturas mesofilicas (35°C) ou termofilicas (55°C) (Ward, 2008).
A estrutura da populacdo microbiana é bem diferente para cada uma destas
temperaturas verificando-se que uma mudancga entre temperaturas mesofilicas e
temperaturas termofilicas (ou vice-versa) pode resultar numa reducdo brusca da
producao de biogads até que a populacdo melhor adaptada se desenvolva (Ward,
2008).

Em Alvarez (2008), por exemplo, verificou-se que a temperatura teve influéncia
sobre a produtividade de biogas. A alteracdo brusca de 35 °C para 25°C resultou
numa reducdao de aproximadamente 30% da taxa de producao de biogas
enquanto para uma redugao entre os 25°C - 180°C resultou numa redugao de
51%. Contudo verificam que o conteldo de metano no biogas aumentava para
baixas temperaturas, uma variacao entre 35°C para 18°C o conteldo de metano

variou de 49% para 61%.

O mesmo estudo mostra que ocorrem efeitos positivos ao nivel da produtividade
de biogds quando os digestores sdo operados com variagOes ciclicas de
temperatura. Por exemplo, quando ocorrem choques de temperatura entre 19-
320C ou 15-29°C a diferenca de produtividade especifica comparativamente ao
reactor operado a temperatura constante e igual a 35°C ndo é muito diferente. A
subida repentina de temperatura aumenta drasticamente a actividade
metanogénica pelo que o volume de biogas produzido para um mesmo periodo
(de 12h) é superior ao do reactor operado com temperaturas constantes. Estes
resultados sdo interessantes no que se refere a gestdo econdmica e energética

associada a operacionalidade das plantas de biogas.
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1.1.2.6 Metais alcalinos e alcalino terrosos

A inibicdo por metais alcalinos e alcalinos terrosos é causada por concentracoes
muito elevadas, dependendo do catido associado, em contrapartida também se
podem destacar efeitos estimuladores para concentracdoes menores. De modo
geral poder-se-a definir os seguintes efeitos (Tabela 3-5) dependendo da

concentracao (Santino, 2006):

Tabela 1-5- Efeito da concentragdo dos catides metalicos na digestdo anaerdbia (Santino, 2006)

Catiao  Efeito Estimulador (mg/l) Inibicdo moderada (mg/l) Inibicao forte (mg/I)

Sadio 100-200 3500-5500 8000
Potassio 200-400 2500-4500 12000
Célcio 100-200 2500-4500 8000
Magnésio 75-150 1000-1500 3000

Outros autores referem, por exemplo, no caso do calcio que com o aumento da
sua concentracao o desempenho da DA melhora, sendo que a concentracao ideal
é de 3g/l. Para concentracbes de 5-7 g/l o desempenho diminui ocorrendo
inibicao do processo (Ahn, 2006). Contudo estes resultados foram obtidos no
tratamento de efluentes de suinicultura e provavelmente consoante o efluente

esta concentracdo 6ptima podera variar.
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1.2 Digestao Anaerdobia de Biomassa

A utilizacdo de biomassa como substrato da DA para a producdao de biogas tem

vindo a crescer um pouco por todo mundo e em especial na Europa.

Na Alemanha, onde tradicionalmente os digestores funcionavam apenas com
chorume de vacaria ou suinicultura, neste momento, devido aos subsidios
aplicados para a producao de electricidade proveniente de biogas verifica-se que
cerca de 90% do substrato utilizado sdo culturas energéticas, sobretudo com o

objectivo de aumentar o rendimento de producao de gas (Bohn, 2007).

A utilizacdo de substratos lenhocelulosicos é de facto referida como sendo uma
das técnicas para o aumento da producao de biogds e de metano. A utilizacdo de
folhas de algumas plantas e legumes (ex: Gulmohar, Leucena leucocephala,
Acacia auriculiformis, Dalbergia sisoo e Eucalyptus tereticonius) aumentou a
producao de biogas entre 18-40%. Residuos de culturas tais como os caules do
milho, palha de arroz, caules de algoddo, caules de trigo e de agua-pé com a
adicdo de chorume de vaca parcialmente digerido, melhorou a producdo de gas
entre 10-80%. Este aumento de biogds parece estar relacionado com a adsorcao
do substrato na superficie destes aditivos, favorecendo localmente uma
concentracdao do substrato e melhores condigdes para o crescimento microbiano
(Yadvika, 2004; Chanakya, 2009).

Como ja foi referido pelo menos metade da populagdo mundial reside em meios
rurais onde é maior a disponibilidade e acessibilidade de residuos agro-pecuarios
ou culturas energéticas. No caso da Europa estima-se que cerca de 91% do seu
territério € ocupado por zonas rurais onde reside 56% da populagao total (EC,
2009). Tendo em conta a nova directiva UE (2008/98/EC) é referido que a
contribuicdo dos biocombustiveis provenientes de residuos e material
lenhocelulosicos, provenientes de culturas ndo alimenticias, devera duplicar em
relacdo aos biocombustiveis provenientes de outras matérias-primas, também

designados combustiveis de 22 geracao (Baxter, 2009).

Contudo a digestdo anaerdbia de biomassa ndo esta directamente ligada a
utilizacdo de culturas energéticas. Neste caso um conjunto de substratos de
biomassa poderdao ser considerados, desde terrestres (fraccdo organica dos
residuos sélidos urbanos, residuos sdélidos de fruta e vegetais, folhas, pastos,
madeira e culturas herbaceas) a aquaticos (algas e plantas aquaticas de agua
doce) (Gunaseelan, 1997).
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A producao de metano a partir da digestdo anaerdbia de biomassa apresenta
algumas vantagens, relativamente a outros combustiveis que poderdo
igualmente ser produzidos, como é o caso do metanol e hidrogénio cuja
tecnologia de produgdao e utilizacgo nao se encontra suficientemente
desenvolvida e, por outro lado, a producao a partir de biomassa é mais dificil. A
par do biometano surge o bioetanol, que apresenta a vantagem de ser facilmente
transportado e armazenado, existindo também um mercado maior, em termos
do numero de veiculos que possam utilizar etanol como combustivel, mas
apresenta a desvantagem de ter uma eficiéncia global do processo menor
(Chynoweth, 2001). A producdo de bioetanol é usualmente derivada de fontes
gue contenham um elevado conteldo de aglcares com polimeros de 6 carbonos.
Contudo a digestdao anaerdbia aparece como uma boa alternativa pois permite a
utilizacdo completa dos acucares incluindo os que sao constituidos por polimeros

de 5 dtomos de carbono (Bauer, 2009).

A producdo de bioetanol a partir de biomassa requer um pré-tratamento mais
eficiente, uma maior manutencdao da cultura, necessidades energéticas
superiores associadas ao processamento da biomassa e na separagao dos
produtos (Hendriks, 2009; Chynoweth, 2001). Verifica-se que a produgao de
biometano proveniente de culturas energéticas (trigo, sorgo e beterraba) é mais
eficiente em termos de energia produzida (17% mais energia produzida), energia
consumida (menos 34% de energia consumida) e custo (menos 24 % do custo

final) em comparagao com a produgao de etanol (Murphy, 2009).

Por outro lado, a digestdo anaerébia pode mesmo ser considerado como um
processo complementar de outras biorefinarias, por exemplo no tratamento do
destilado proveniente da producao de bioetanol (DDGS- Distillers Dried Grains
with Solubles) ou do tratamento da glicerina proveniente da producdao de
biodiesel (Amon, 2007). O aproveitamento do DDGS na produgao de biogas pode
reduzir a dependéncia energética do etanol, reducdao que pode atingir os 60%
(Cassidy, 2008). Outro caso similar é a producdao de biodiesel (Gunaseelan,
2008) que comparou a producao de energia (biometano e biodiesel) obtida com
a utilizacdo das sementes de Jatropha curcas. Neste caso sdao estudados dois
cenarios. Cendario 1 onde se produz biodiesel utilizando as sementes de Jatropha
e biometano a partir do bolo de extraccao resultante da produgao de biodiesel e
cenario 2 onde as sementes sao utilizadas apenas para a producdo de
biometano. Ainda que sejam ensaios preliminares a escala laboratorial, como é

referido pelo autor, verifica-se que no cendrio 1 a producao de energia associada
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aos dois processos € menor, e igual a 72 GJ/ha/ano, do que a producao de
biometano utilizando apenas as sementes, igual a 79 GJl/ha/ano. Contudo,
verifica-se que utilizando toda a cultura, sementes, caules, folhas e bolo de
extraccao para a producao de biodiesel e biometano produz-se em conjunto 90
GJ/ha/ano. Apesar de ser ainda um estudo preliminar verifica-se que a utilizagao
de toda uma cultura para a produgao de biometano apresenta um maior valor
acrescentado no que se refere apenas a producdo de energia. Para além do
factor de eficiéncia na conversdao e aproveitamento da energia contida numa
cultura, outros factores deverao ainda ser considerados tais como a utilizacao do
digerido como fertilizante da prépria cultura e o balanco final de carbono e azoto
que dai advém e que poderd aumentar significativamente o interesse da
tecnologia de digestdo anaerdbia e producdo de biometano utilizando culturas

gue normalmente sdo utilizadas para a producao de biocombustiveis liquidos.

De uma maneira geral a cadeia do processo de producdo de biogds, proveniente
de biomassa e/ou culturas energéticas, pode ser dividida em 4 fases (Amon,
2006) que por sua vez dependem de diversos factores esquematizados na Figura
1.6:

Fasel Fasell Fase lll Fase lV

Produgéo de Biomassa Corte e colheita, conservagio e Fermentagao Produtos finais
armazenamento, distribuigao

Tecnologia
 Clima Espéciee assogiad.aa Conservagdo e g Tecnologia do Bingas
Localizagio variedade | colheita armazenamento | Condigoes do processo o
N il g

Substrato para
a fermentagao

Biomassa para
a Digestao

_T Digerido
Redugio do tamanho  p qero oo
do material colhido Composigio do substrato

Periodo de

colheita Manutengio e

logistica da cultura

Figura 1.6- Fases do processo e varidveis associadas a producao de biogas utilizando biomassa
como substrato (adaptado de Amon, 2006)
Diversos factores, desde a producao e corte da biomassa, passando pela
conservagao e armazenamento, até a sua utilizagdo como substrato da digestao
anaerdbia poderdo influenciar quantitativamente e/ou qualitativamente a

composicdo dos produtos finais biogas e digerido (biofertilizante).
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1.2.1 Producao de Biomassa (Fase I)

A seleccao da melhor cultura energética para a producdao de metano é realizada
com base no rendimento energético por hectare que é definido sobretudo pela
produtividade da biomassa alcangada durante os anos de exploragao da cultura e
da sua conversdao em metano, bem como entradas (energéticos e nutricionais)
necessarios (Lehtoméki, 2006). Este factor é expresso em volume de metano

(m®) por area (ha) ou volume de metano (m®) por massa de biomassa.

De modo geral as culturas energéticas deverao ser faceis de cultivar, colher e
armazenar, tolerantes a pestes ou ervas daninhas e doengas, secas e geada, e

possuir capacidade para crescer em solos pouco férteis (Lehtomaki, 2006).

Diferentes culturas tém sido avaliadas quanto ao seu potencial em metano
(Gunaseelan 1997), e por outro lado tém sido estudadas em varias regides
especificas na Europa Central e do Norte (Murphy, 2009; Prochnow, 2009;
Amon, 2007; Gerin, 2007; Lehtomaki, 2006), nos Estados Unidos da America
(Florida) (Turick, 1991; Chynoweth, 1987 e 1985; Jerger, 1982 e 1987) e India
(Gunaseelan, 2009; Gunaseelan, 2008 ). Na Tabela 1-6 apresentam-se alguns
exemplos do potencial de metano e do potencial energético de varias culturas:

Tabela 1-6- Potencial de metano e energético para diferentes culturas energéticas e residuos de
culturas (adaptado de: Lehtomaki, 2006; Gunaseelan, 1997 e 2008; Chynoweth, 1985; Amon,

2007)
Substrato Potencial de metano Potencial energético
m3 CHa/kg  m3 CH4/t m?3 (MWh/ha/a)
S\ MF CHj/ha/a
Forragem da Beterraba 0,46 NA 5800 56
" 0,36 55 3240 34
Alfalfa (Medicago sativa) 0,41 NA 3965 38
" 0,32 56 2304 24
Batata 0,28 NA 2280 22
Milho 0,41 NA 5780 56
Milho 0,27-0,37 NA 6700-7200 NA
Trigo 0,39 NA 2960 28
Cevada 0,36 NA 2030 20
Colza 0,34 NA 1190 12
Pasto 0,41 NA 4060 39
Pasto 0,27 46 1908 20
Pasto 0,27-0,35 64-83 NA NA
Sorgo 0,28-0,40 NA NA NA
Trevo 0,35 NA 2530 25
Trevo 0,14-0,21 24-36 NA NA
Jerusalem artichoke 0,27 49 1680 16
Couve-flor ou couve- 0,32 42 2862 30
portuguesa
Beterraba 0,23 0,19 2304 24
Palha 0,25-0,26 NA NA NA
Palha 0,30 139-145 NA NA
Madeira de Algodao 0,22 NA NA
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Eucalipto 0,014 NA NA NA

Choupo (Hibrido de P. alba x 0,32 NA NA NA
P. tremula)
Sicomoro (Ficus sycomorus) 0,32 NA NA NA
Algas (Kelp, Ulva, Cladophora) 0,31-0,48 NA NA NA
Parthenium hysterophorus 0,15 NA NA NA
Jatropha curcus (folhas) 0,22-0,34 NA NA NA
Jatropha curcus (sementes) 0,97 NA NA 21,9
1.2.1.1 Efeito do periodo e frequéncia de colheita

A producdo de metano pode ser afectada pela composicao quimica da planta que
se altera ao longo do estado de maturacdo, pelo que factores como o periodo de
colheita, frequéncia de colheita e selectividade da colheita (se engloba todos os
componentes da cultura: sementes, caules e folhas ou nao) (Amon, 2006)
(Chynoweth, 1987 e 1985) (Gunaseelan, 1997), sao parametros criticos para a

optimizagao do potencial de metano de uma determinada cultura.

Diversos estudos tém referido a influéncia do periodo de colheita na
produtividade especifica de metano (Tabela 1-7). Contudo por vezes os
resultados apresentam pouca consisténcia para determinadas culturas, por
exemplo sao referidos para o trevo aumentos de 50% quando colhido no estado
vegetativo em comparacao com a época de floracdo, mas em outros estudos é
referida uma reducdo de 32 % para o mesmo periodo (Lehtomaki, 2006). Para o
trigo ndo se verificou nenhuma influéncia, no entanto utilizando outras culturas
cerealiferas como a cevada e o centeio verificou-se que ocorre um aumento de
11-14% quando a colheita é efectuada no estado intermédio de maturacao das
culturas (Lehtomaki, 2006). Verifica-se que, para as variedades de milho
estudadas, o rendimento da biomassa e a produtividade especifica de metano
desenvolvem-se em sentidos opostos. Por outro lado a produtividade de metano
por hectare é predominantemente influenciada pela variedade da cultura que por

sua vez possui um periodo éptimo para colheita (Amon, 2006).

Em espécies pertencentes a pastagens como Lolium (RyeGrass), capim (napier
grass - Pennisetum purpureum) ou ainda Alopecurus pratensis (ou Meadow
foxtail), apesar dos resultados nao serem totalmente consistentes, verifica-se
que na generalidade das pastagens analisadas em (Lehtomaki, 2006; Prochnow,
2009) ocorre um aumento da produtividade especifica de metano quando as
culturas sdao colhidas na época de floragcao ou inicio desta (inflorescéncia) em
comparacdo com a época vegetativa. Verificam-se algumas excepgdes como € o

caso do Alopecurus pratensis e do Pennisetum purpureum que podem estar
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relacionadas com a frequéncia de colheita, pouca exactiddo do grau de
maturagdao no momento do corte e/ou a variedade utilizada (Prochnow, 2009).
Por exemplo verifica-se que a produtividade especifica de metano variou entre
0,28 e 0,40 | CH4/g SV para diferentes variedades de Sorghum (Jerger, 1987).

Tabela 1-7- Exemplo do efeito do periodo de colheita na produtividade de metano (Adaptado de:
Lehtomaki, 2006 e Amon, 2007)

Substratos Periodo de Produtividade Produtividade de
colheita/estado de especifica de metano metano por area
maturacdo da cultura (m? CH./kg SV ou m3/kg (m3/ha)
MO)

Trevo Menor grau de maturagdo 0,14-0,21 NA
(Vegetativo)
Maior grau de maturacao 0,14 NA
(Floracdo)

Trevo Menor grau de maturagao 0,38 NA
(Vegetativo)
Grau intermédio de 0,55 NA
maturacao
Maior grau de maturacdo 0,56 NA
(Floracdo)

Lolium  (Franga- Menor grau de maturagao 0,42 NA

pirineus) (Vegetativo)
Grau intermédio de 0,62 NA
maturagao
Maior grau de maturacao 0,63 NA
(Floracdo)

Alopecurus Junho de 2002 0,30 NA

pratensis Setembro de 2003 0,22 NA

(Alemanha- Fevereiro de 2004 0,15 NA

Nordeste)

Pastagem (feno) 3 cortes por ano (durante o 0,22-0,36 NA
periodo de inflorescéncia)
2 cortes por ano (durante o 0,17 NA
periodo de floragdo)
1 corte por ano (apds a 0,15 NA
floracao)

Trigo Menor grau de maturagao 0,38 NA
(Vegetativo)
Grau intermédio de 0,39 NA
maturagao
Maior grau de maturacdo 0,42 NA
(Floracdo)

Milho Menor grau de maturagdo 0,37 6700
(Vegetativo)
Grau intermédio de 0,30 7200
maturagao
Maior grau de maturacao 0,27 7200
(Floracdo)

Cevada Menor grau de maturagao 0,35 NA
(Vegetativo)
Grau intermédio de 0,50 NA
maturacao
Maior grau de maturacdo 0,44 NA
(Floracdo)

Centeio Menor grau de maturagdo 0,28 NA
(Vegetativo)
Grau intermédio de 0,41 NA
maturagao
Maior grau de maturacao 0,37 NA
(Floracdo)
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Apesar do efeito do periodo de colheita na produtividade de metano ser bem
visivel para algumas culturas, outros factores parecem estar relacionados como é
o caso das espécies e variedade de espécies utilizadas nos ensaios de
biodegradacao, as condigdes de cultivo (clima e nutrientes) a que foram sujeitas

as culturas e a idade da cultura.

Amon (2007) desenvolveu um modelo de previsdao da produtividade tedrica de
metano com base na composicao nutritiva de uma dada cultura (proteina,
gordura, celulose e hemiceluloses) concluindo que a produgao total de metano é
dependente essencialmente do conteddo em proteina e gordura. Derenzo (2000)
verificou que o conteddo de proteina para o Capim Elefante diminui

consideravelmente com a idade da cultura.

Resumidamente, o periodo de colheita e o grau de maturacao de uma cultura
bem como a sua composicdo no momento do corte parecem influenciar
directamente a produtividade especifica de metano. Verifica-se que, de um modo
geral a produtividade de metano de uma cultura € menor com o aumento do seu
grau de maturacao (Amon, 2007; Prochnow, 2009). Contudo podem existir
outros factores que poderdao determinar o melhor periodo de colheita como a

espécie/variedade da cultura e condicdes de cultivo.

1.2.2 Armazenamento e conservacdao apods colheita (Fase
IT)

De modo geral a biomassa apresenta um conteddo em hidratos de carbono nao
estruturais que podem ser degradados facilmente em condigdes subdptimas de
armazenamento, ocorrendo a diminuicdo do conteldo nutritivo do material e por
sua vez diminuindo a produtividade especifica de metano (Lehtomé&ki, 2006;
Kamm, 2007; Amon, 2007; Pakarinen, 2008). Outro aspecto relacionado com a
conservacao da qualidade do material colhido € o de garantir a continuidade da
alimentacdo do digestor durante o periodo em que decorre o ciclo da cultura que

pode demorar de 3 meses a 1 ano dependendo da cultura.

A adopcdo de técnicas rudimentares normalmente utilizadas na agricultura, como
a ensilagem, favorece a conservacdao do material colhido. Esta técnica
recentemente estudada (Pakarinen, 2008) permite concluir que, em condigoes
apropriadas de ensilagem, o material podera ser armazenado durante 11 meses

permitindo conservar cerca de 90% do conteldo energético das culturas e pelo
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contrario em condicdes ndo 6ptimas de armazenamento, 50% do potencial de
metano da cultura é perdido. O contelddo energético de uma cultura que
influencia a produtividade final de metano é determinado de um modo simples
pelo conteiddo em SV, pelo que para redugdes maiores de SV, durante o
armazenamento de uma cultura, menor é a produtividade especifica de metano
(Pakarinen, 2008).

De modo geral verifica-se um efeito positivo na utilizagao da ensilagem como
método de armazenamento e conservacdo da biomassa colhida. A produtividade
de metano obtida para uma cultura apds ensilagem é quase sempre superior
guando esta ndo é armazenada por esta via (Pakarinen, 2008; Prochnow, 2009).
A ensilagem favorece a solubilizacdo dos aglcares provenientes da hemiceluloses
(Pakarinen, 2008), contudo apds abertura do silo é necessario manter as
condicdes anaerdbias para que ndo ocorra a degradacdo desses acuUcares
(Prochnow, 2009). Determinados factores como um maior conteido em solidos
versus menor humidade, menor dimensao das particulas, adicdo de aditivos e o
controlo do pH do meio (acido) de ensilagem parece serem preponderantes na
eficiéncia da ensilagem (Pakarinen, 2008; Prochnow, 2009). Dependendo da
composicao da cultura colocada no silo, verifica-se que estes factores
proporcionam um maior desenvolvimento das bactérias lacticas em comparagao
com outras bactérias do grupo clostridia Clostridium proteolitica que provocam a
degradacao e consequente perda da energia contida na biomassa (Pakarinen,
2008; Prochnow, 2009).

1.2.3 Composicao do substrato versus fermentacao (Fase
I1I)

Como ja foi referido a etapa limitante da digestdo anaerdbia de substratos
organicos insollveis é a hidrdlise e a consequente solubilizacdo dos compostos

organicos.

De modo geral esta dificuldade esta associada a presenca de lenhina. A lenhina é
refractaria (ndo é digerida) a DA mesmo para longos periodos de tempo, devido
a falta de enzimas capazes de a degradar ou a necessidade de oxigénio por

outras enzimas para levar a cabo a degradagao da lenhina (Chynoweth, 1987).

Alguns modelos matematicos tém sido desenvolvidos para estimar a
biodegradabilidade de um dado substrato com base na sua composicao (Amon,
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2007). Por exemplo, Chandler referido em Chynoweth (1987) e Amon (2007)
aplicou estes modelos de modo a prever a biodegradabilidade utilizando diversas
anadlises quimicas e fisicas de um grande numero de substratos, chegando a
equacdo que prevé a biodegradabilidade de um dado substrato com base no seu
conteudo em lenhina (Amon, 2007; Chynoweth, 1987):

B = 0,83 —0,028x (Eq. 11)

Onde B é fracgao biodegradavel dum substrato dependendo do seu contelido em

lenhina (x, em % SV).

Conclui-se que quanto maior é o seu conteido em lenhina menor é a sua
biodegradabilidade. Por outro lado a presenca de lenhina afecta ou impede a

degradacgao da celulose e das hemiceluloses (Mosier, 2005b).

Alguns autores referem que a dificuldade de degradacdao da celulose e das
hemiceluloses pode ser superada mediante a utilizacdo de um indculo contendo
celulases e a utilizacdo de um volume elevado de inéculo (Sullivan, 2008;
Sullivan, 2005; Hu, 2005; Hu, 2004; Mosier, 2005b; Gunaseelan, 1997;
Gunaseelan, 1995; Chynoweth, 1987). De certo modo, aumentando a presenca
de celulases no inéculo e utilizando volumes elevados de indculo, maior sera a
especificidade da degradacdo e maior é a superficie de contacto, levando a um

aumento da cinética da degradacao.

O consoércio de organismos existentes no rumen ¢é referido como sendo
altamente eficiente na degradagao de substratos celuliticos, como pasto e graos
gue sdao a maioria dos alimentos dos ruminantes. Em termos operacionais
verifica-se que o indculo do rumen hidrolisa a celulose presente em substratos
organicos a taxas nao atingidas por organismos presentes nos efluentes
domésticos e residuos orgéanicos (Sullivan, 2008; Ward, 2008; Hu, 2005; Hu,
2004).

Hu (2005) verificou que 55-70% dos residuos da cultura do milho (caules e
folhas) foram convertidos durante a digestdo anaerdbia quando se utilizou rimen
como indculo. Ward (2008) referiu uma solubilizacdo de 90% das fibras
existentes numa mistura de residuos, contendo 70% de residuos alimentares,
20% de fezes e 10% de algas verdes, quando se utilizam bactérias celuloliticas

existentes no rimen como a Fibrobacter succinogenes.

Contudo é também referido que as bactérias celuloliticas podem potencialmente

entrar no digestor municipal devido as aguas pluviais ou através das fezes dos
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seres humanos ou animais. Estas bactérias sao conhecidas por se encontrarem
presentes no célon humano e no ceco dos ratos, nos intestinos dos cavalos e nos
sedimentos estuarinos, etc. Por exemplo, o GTI (Gas Technology Institute of
Chicago) efectuou diversos estudos utilizando inéculo proveniente de sedimentos
estuarinos para digerir a alga Kelp. Verificaram que nao ocorria uma degradagao
tao acentuada como a que se verifica com a utilizacdo de indculo proveniente das
lamas de ETAR (Chynoweth, 1987).

De modo geral, é possivel que existam bactérias celuloliticas nos digestores
municipais, contudo a eficiéncia de degradacao parece ser superior quando se
utilizam as bactérias presentes no riumen. Esta diferenca parece estar associada
a comunidade microbiana existente. No caso do rimen os microrganismos mais
importantes e que degradam a celulose sao Fibrobacter succinogenes, R. albus e
Ruminococcus flavifaciens. Enquanto nos aterros sanitarios e digestores
anaerdébios municipais encontram-se presentes outras espécies de
microrganismos tais como as pertencentes aos grupos Firmicutes e Clostridia
(Sullivan, 2008).

1.2.3.1 Composicao da biomassa lenhocelulosica

A composicao da biomassa lenhoceluldsica pode variar consideravelmente entre
grupos (lenhosas, herbaceas, algas) mas pode também variar entre espécies e
dentro da prépria espécie dependendo das condicdes de cultivo e crescimento
(Prochnow, 2009; Amon, 2007; Chynoweth, 1987). A composicdo do substrato é
pois o principal factor a afectar o rendimento especifico de metano. Chynoweth
(1987) refere por exemplo que, no caso de culturas como o sorgo/cana-de-
acucar ou kelp a biodegradabilidade elevada se deve ao contelldo em sacarose e
manitol respectivamente. Por exemplo tem-se vindo a utilizar determinados
aditivos inorganicos como aumento da produtividade especifica de biogas de
determinados substratos, como por exemplo a pectina, que é um dos elementos
presentes na biomassa lenhoceluldsica. Verificou-se que a adicao de 10g/Il de
pectina na digestdo de estrume de vaca contribuia para um aumento na
producao especifica de biogas em cerca de 150% com conteudo de metano igual
a 65% (Yadvika, 2004).

Apesar da lenhina ser refractaria a DA outros factores deverdo ser também

considerados na degradacao de uma planta, como o material celular nao

58



associado a matriz lenhocelulosica: hidratos de carbono solUveis e nao

estruturais bem como compostos azotados como as proteinas e acidos nucleicos.

De modo geral a biomassa lenhoceluldésica pode ser visualizada como um
organismo vivo constituido por ramos, caules, folhas, etc. Trata-se de um
organismo constituido por um conjunto de tecidos com diferentes fungdes e que
formam as folhas, caules, ramos, raizes, flores e frutos. A biomassa apresenta 3

tipos de tecidos:

+ Tecido de revestimento (epiderme) - células que formam a camada
superficial das folhas e caules;

« Tecidos vasculares (xilema e floema) que tém a funcdo de transportar os
fluidos e nutrientes internamente;

+ Tecido de sustentacao e preenchimento (clorénquima, esclerénquima e
parénquima) - células que produzem os nutrientes através da fotossintese

e armazenam os nutrientes no interior das células e conferem suporte.

Em geral a celulose ocupa cerca de 90% em peso seco da parede celular das
células que constituem estes tecidos, sendo o biopolimero mais abundante na
natureza compreendendo cerca de 45% do peso seco da madeira podendo
chegar a 98 % do peso seco de determinadas grupos como por exemplo na juta,
linho e algodao. O interesse de utilizar a biomassa como substrato da DA advém
deste facto. Contudo a celulose é um polimero bastante cristalino e com um
elevado grau de polimerizacdo o que torna dificil a sua solubilizacdao (Rowell,
2005; Chynoweth, 1987).

A unidade repetitiva da celulose é designada por celobiose e é formada por duas
unidades de glucose, unidas por ligagcdes B-(1-4), conhecidas por ligacoes
glicosidicas (Figura 1.7). O grau de polimerizacdo da celulose é devido ao
numero de moléculas de glucose. Goring e Timell (1962) determinaram a média
do grau de polimerizacao (DP) para a celulose de varias espécies utilizando um
processo de nitragdao. Verificando-se que a celulose da madeira apresenta um
grau de polimerizagao entre 9000-10000 unidades podendo possivelmente
atingir as 15000 unidades. Um grau de polimerizagao igual a 10000 corresponde
a uma cadeia linear de aproximadamente igual a 5um correspondente a um peso
molecular entre 10000 a 150000 (Rowell, 2005).
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Figura 1.7- Unidades basicas da molécula de celulose (adaptado de SIGMA, 2009)

A estrutura linear que lhe é caracteristica permite que este polimero estabeleca
ligacdes por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares, resultando na
agregacao das cadeias polimericas e formando uma estrutura cristalina ou
microfibrila constituida por 36 cadeias de celulose ou micelas (Figura 1.8) e
posteriormente em macrofibrilas (Jgrgensen, 2007; Magenta, 2009). A celulose
estd associada a outros polissacarideos, principalmente hemiceluloses

(xiloglicanas e xilanas) e compostos pécticos (galacturonanos).

Lamela mediana
Parede celular Secunddria T
{trilamelar} e
i . \ Parede celular Primaria e 5
3 ‘ . ‘ o __-- . Pontes de ™" i
¢ 1 AN

hidrogénia
-

Molécula de K
celulose \

Figura 1.8- Estrutura simplificada de uma fibra vegetal: a) Parede celular; b)Macro-Fibrilas,
c)Micro-fibrilas, d)micelas (adaptado de Magenta, 2009)
Existem diferentes tipos de celulose na madeira: cristalina (ndo acessivel) e nao
cristalina ou amorfa (acessivel). A celulose acessivel e ndo acessivel refere-se a
disponibilidade da celulose em relagcdo a dgua, microrganismos, etc. Por outro
lado, a celulose ndo cristalina apesar de se encontrar acessivel pode tornar-se
nao acessivel devido ao facto de estar “coberta” com cadeias de hemiceluloses e
lenhina que dificultam o acesso por parte da agua e microrganismos. Esta
celulose é designada por celulose I ou celulose original e é o Unico tipo de

celulose que ocorre na natureza (Rowell, 2005). Alguns autores indicam que
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apesar da estrutura elementar da fibrila ser cristalina defendem que a sua
superficie € amorfa. A superficie hidrofébica da celulose forma uma camada
densa de agua em seu redor, que impossibilita a difusdo das enzimas e

consequente degradacao (Jgrgensen, 2007).

A estrutura da celulose em conjunto com as ligagdes intermoleculares por pontes
de hidrogénio confere a este polimero uma consideravel forca a tensao pelo que
torna este polimero insolivel para a maioridade dos solventes sendo por

conseguinte dificilmente degradavel.

A celulose original é insollvel na maior parte dos solventes inclusive em bases
fortes. O tratamento com bases fortes causa a dilatacao da celulose mas nao
causa a solubilizacdo ou dissolucdo. Pelo contrario, a celulose dissolve-se em
acidos fortes tais como 72% de acido sulfurico, 41% de &cido hidrocloridrico e
85% de acido fosfdrico. Posto isto € muito dificil de isolar a celulose da madeira
numa forma pura uma vez que esta estd intimamente associada a lenhina e

hemicelulose formando uma matriz celular lenhocelulosica (Magenta, 2009).

Em termos gerais a matriz celular de uma planta apresenta a seguinte

configuracao dependendo do grau de maturagao (Figura 1.9):

Trés camadas da
£ parede secundaria

Parede
primaria

Figura 1.9- Parede celular (Magenta, 2009)

A celulose é o constituinte principal da parede celular e em redor desta
encontram-se a hemiceluloses e lenhina. Na parede celular é possivel distinguir 4
camadas concéntricas. A camada mais externa é designada por parede primaria
e possui cerca de 0,1 mm de espessura e contem cerca de 1/3 de celulose
(Chynoweth, 1987). Esta camada é constituida essencialmente por microfibrilas

gue apresentam uma disposigao intercalar. Consoante o grau de maturagao da
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planta vai ocorrendo a deposicao interna a parede primaria de camadas
adicionais, formando a parede secundaria. Estas camadas sao denominadas por
S1, S2 e S3, respectivamente, sendo que a Ultima pode estar ausente. Na
parede secundaria as microfibrilas das camadas exteriores (S1) estdo enroladas
em hélice de forma alternada entre cada uma, formando uma espiral. Na camada
intermédia (S2) a fibras de celulose encontram-se muito juntas e paralelas entre
si de modo helicoidal. A camada mais interna (S3) consiste de microfibrilas em
espiral sendo que a sua estrutura ndao é ainda muito bem definida (Chynoweth,
1987). A lamela média é a linha de unido entre as paredes primarias de duas

células contiguas.

As hemiceluloses consistemm num conjunto diversificado e complexo de
polissacarideos com um baixo grau de polimerizacado em média de 100-200
unidades. As hemiceluloses estdao associadas a celulose e lenhina e fornecem a
parede celular rigidez e flexibilidade. As hemiceluloses sdao constituidas por uma
familia de polimeros altamente ramificados e que quando hidrolisados torna
possivel distinguir as varias unidades: pentoses (D-xilose e L-arabinose),
hexoses (D-manose, D-glucose, D-galactose) e &cidos urdnicos (acido D-
glucuronico, &cido 4-0O-metil-D-glucuronico e &acido D-galacturonico). As
hemiceluloses contém uma estrutura ramificada que consiste na repeticao destas
unidades de aclUcar que estdo ligadas por B-1,4 linearmente, apresentando

ramificagdes nos atomos 1-2; 1-3 e 1-6.

As hemiceluloses consistem usualmente em diferentes tipos de mondmeros de
acucares e na generalidade das situacdes as hemiceluloses sao referidas pelo
agUcar estrutural como é o caso do Xilana (ligagdes B-1,4-D-xilose) ou o Manana
(ligagdes B-1,4-D-Manose) (SIGMA, 2009) (Figura 1.10). Contudo na
generalidade das situagdes ocorrem ramificagcdes com outros agucares, pelo que
as hemiceluloses normalmente sao referidas pelos aglcares que contém, como
por exemplo: galactoglucomanana, arabinoglucuronoxilana, arabinogalactana,

glucuronoxilana, glucomanana, etc. (Rowell, 2005) (Figura 1.11).

As hemiceluloses contém ainda grupos acetil e metil (por exemplo nas folhosas
por cada 10 unidades de xilose ocorrem 7 grupos de acetil). As hemiceluloses
sdo sollveis em bases fortes e sao facilmente hidrolisadas por acidos. Contudo
pode ocorrer que cerca de 10% das hemiceluloses manifestem resisténcia a
hidroélise por se apresentarem em forma de polimero linear (maior cristalinidade)

como € o caso do Xilana. Verifica-se que de modo geral as culturas pertencentes
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a categoria de angiospérmicas bem como residuos agricolas (pasto e palha de
trigo) sdo ricos em pentoses (xilose) pelo que as hemiceluloses sao constituidas
sobretudo por Xilanas (4-O-metil-glucuronoxilanas, glucuroarabinoxilanas). No
caso das gimnospérmicas (pinheiro, picea) apresentam hemiceluloses
constituidas por unidades de manose pelo que possuem polimeros de mananas

(arabinoglucomananas) (Jgrgensen, 2007).

Cadeia linear de hemicelulose (Xilano)

Figura 1.10- Unidades de Xilose constituindo o Xilano (adaptado de SIGMA, 2009)

Grupo Metil — f{ﬂi‘i‘--a—-'”k{—""c'd“ glucuronico Unidades de xilose
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Figura 1.11- Cadeia parcial da hemicelulose denominada por 4-0O-Metil-Glucuronoxilano (Adaptado
de Rowell, 2005)

Relativamente a lenhina este polimero compreende cerca de 20-30% em peso
seco dos tecidos vasculares das plantas e tem um papel importante na fixacao
dos acglUcares na parede celular das plantas em termos fisicos e quimicos
(Chynoweth, 1987). E um polimero amorfo constituido por unidades
fenilpropanoicas designadas por acidos hidroxicinamicos (p-cumarico e &acido
ferdlico) cujos precursores sao alcoois aromaticos denominados por monolignois:
p-coumaril, coniferil e alcoois sinapil (Figura 1.12), constituidos respectivamente
pelos grupos aromaticos: p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e Siringil (S). Durante o
processo de lenhificagao os monolignois agrupam-se formando um complexo
polimero tridimensional através das ligagdes 8-O-4, x-O-4, -5, -1, 5-5, 4-O-5 e ligagOes
g-3. Deste modo ocorre a formagao de uma estrutura amorfa e mais
desorganizada que a encontrada nos polimeros da celulose e hemiceluloses
(Buranov, 2008).
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Figura 1.12- Estrutura de um monolignol: 1) p-coumaril, 2) coniferil e 3)alcoois sinapil (Buranov,
2008)
Devido a este processo de sintese de ligacdes de radicais existem 3 grupos de
lenhinas: as lenhinas provenientes das resinosas (gimnospérmicas), as lenhinas
provenientes das folhosas (angiospérmicas) e as lenhinas provenientes das
culturas herbaceas. Nas lenhinas existentes nas madeiras (resinosas e folhosas)
as subunidades G e S ocorrem em maior proporgao enquanto as lenhinas
existentes em culturas herbaceas as trés subunidades (G, S e H) ocorrem em

proporgdes significativas com diferentes razdes (Buranov. 2008).

A lenhina esta normalmente associada aos hidratos de carbono ou acucares
(hemiceluloses e celulose) através das ligacdes «-carbono e C-4 do anel
benzénico. Esta associacdo é designada por complexo lenhina-hidratos de

carbono (Figura 1.13) ou Lignin-Carbohydrate complexes (LCC).

L f[a_gp_eTt_o_F_eTil_p_rc_»p_aiéif:? _________ Fragmento de Hidratos de Carbono
‘ O_ _0O—
@) Xyl
Xyl
O
MeO OH
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Figura 1.13- Complexo formado entre as unidades de Lenhina e os Hidratos de Carbono (Adaptado
de Buranov, 2008)

A grande barreira para a utilizacdo dos aglcares da biomassa é devido a esta

associacdo de compostos fendlicos com os mesmos acglcares. No entanto a
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acessibilidade depende da espécie da planta, da 6rgao da planta e do grau de

maturacao da planta (Buranov, 2008).

Na biomassa lenhoceluldsica, como ja foi referido, ocorrem ainda aglcares ndo
estruturais como a pectina e o amido cuja solubilizacdo é bastante mais facil. A
pectina é um polissacarideo ramificado constituido principalmente de polimeros
de &cido galacturénico, ramanose, arabinose e galactose. Encontra-se nas
paredes da célula primaria e nas camadas intercelulares (lamela média) das
plantas. E um polimero abundante em frutos que ocorre em menores
quantidades nos tecidos das plantas e arvores. A pectina (Figura 1.14) é um
acido linear de ligacdes a-1,4 de acido D-galacturénico com grupos de metoxila
ou oxidos de metil (Chynoweth, 1987: KJEMI, 2009).

Figura 1.14- Exemplo de uma cadeia parcial de Pectina de «-1,4- acido D-galacturonico com um

grupo oxido de Metil (KJEMI, 2009)
O amido é um polissacarideo sintetizado pelas plantas para ser utilizado como
reserva energética e ocorre em forma de graos. O grdo de amido é uma mistura
de dois polissacarideos, amilose e amilopectina, polimeros de glicose formados
através de sintese por desidratacdo. A amilose € um homopolissacarideo linear
menos sollvel que a amilose e contem ligacdes «-1,4-D-Glucose. A amilopectina
(Figura 1.15)é um homopolissacarideo altamente ramificado composto por «-1,4-
D-glucose com ramificagbes via «-1,6 por ligacdes D-glicosidicas (Chynoweth,
1987; NREL, 2009).
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Figura 1.15- Estrutura parcial da amilopectina (adaptado de NREL, 2009)
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1.2.3.2 Formas de solubilizar os hidratos de carbono estruturais

De modo a maximizar a producao de metano, através da digestdo anaerdbia de
uma planta, verifica-se a necessidade de proporcionar a maxima solubilizacdo
dos hidratos de carbono estruturais e/ou aumentar a acessibilidade das bactérias
anaerodbias através da utilizacdo de pré-tratamentos. Considera-se que o pré-
tratamento ideal devera aumentar a superficie de contacto, reduzir o conteludo
em lenhina e a cristalinidade da celulose (Lehtomaki, 2006). Por vezes verifica-
se a necessidade de utilizar diferentes pré-tratamentos em simultaneo de modo
a optimizar essas condicbes. De modo geral, os pré-tratamentos podem ser

divididos em mecanicos, térmicos, quimicos e bioldgicos.

Os tratamentos mecanicos estao associados a reducdo da dimensao do material
de uma planta em particulas de menor dimensdo. Esta reducdao pode ser
realizada mediante corte do material original em pequenas fraccOes através de
moagem, utilizando um moinho de facas, moinho de esferas ou moagem humida.
O tratamento mecanico permite a reducdo da dimensao das particulas e da
cristalinidade da celulose permitindo uma reducao do grau de polimerizagao, que
contribui para um aumento do rendimento da hidrdlise em cerca de 5-25 %
dependendo do tipo de biomassa, tipo de moagem, e duragao da moagem. Em
consequéncia reduz-se o tempo técnico de digestdo em cerca de 23-59 %, bem
como um aumento na produtividade especifica de metano em cerca de 5-25%. A
reducdao das particulas abaixo dos 40 Mesh (0,4 mm) parece nao ter influéncia
no rendimento da hidrdlise bem como na taxa de hidrélise (Hendriks, 2009;
Angelidaki, 2000; Palmowski, 2000; Hartmann, 2000).

A Tabela 1-8 apresenta alguns dos resultados para diferentes substratos
lenhoceluldsicos (Lehtomaki, 2006; Mshandete, 2005b):

Tabela 1-8- Efeito da reducdo das particulas de varias culturas lenhocelulosicas no potencial de
metano (adaptado de Lehtomaki, 2006; Mshandete, 2005b)

Substratos Dimensao da | Potencial de metano
particula (mm) (m3 CH./kg VS )
Cynodon dactylon (Grama Bermuda) 0,088 0,226
0,4 0,228
1,0 0,214
6,0 0,205
30,0 0,137
Palha de Trigo 0,088 0,249
0,4 0,248
1,0 0,241
6,0 0,227
30,0 0,162
Palha de Cogumelo (espécies de cogumelos | 0,088 0,365
secos ex: Volvaria volvacea) 0,4 0,367

66



1,0 0,358
6,0 0,347
30,0 0,241
Fibra de Sisal (Agave sisalana) 2 0,216
5 0,205
10 0,203
30 0,202
50 0,192
70 0,190
100 0,178
Trevo 5 0,200
10 0,140
20 0,210
Pasto (feno) 5 0,320
10 0,350
20 0,270
Cana-de-acucar Moagem por esferas 0,320
0,8 0,240
8,0 0,290
Sorgo 1,6 0,420
8.0 0,410

Na generalidade dos substratos a produtividade especifica de metano aumenta
com a reducdo das particulas, verificando-se que a partir dos 0,4 mm nao ocorre
nenhum aumento significativo na produtividade especifica de metano. Ocorre

contudo uma variagdo no que se refere ao pasto e ao trevo.

Como ja foi referido o efeito da dimensdao das particulas em conjunto com a
ensilagem podem actuar em conjunto proporcionando uma fase de pré-
tratamento. Verifica-se que para o pasto a reducdo da dimensdo das particulas
antes da sua colocacao no silo aumenta a producdo especifica de metano,

método que é utilizado em muitas plantas na Alemanha (Prochnow, 2009).

Os pré-tratamentos térmicos e quimicos ou ainda a juncdo dos dois baseiam-se
na solubilidade dos agucares estruturais e lenhina para diferentes condicdes. A
hemicelulose é um polimero facilmente hidrolisdvel por apresentar um peso
molecular e grau de polimerizagdao inferior ao da celulose e por apresentar
ramificagdes com cadeias curtas (agucares) que por sua vez formam os LCC com
a lenhina. As hemiceluloses possibilitam a ligacdao entre a lenhina e as fibras de
celulose favorecendo uma maior rigidez a toda a estrutura lenhocelulésica, pelo
gue aumentando a sua solubilizagdo maior sera a acessibilidade das bactérias a
celulose. A solubilidade das hemiceluloses aumenta com a temperatura na
seguinte forma descendente: manose, xilose, glucose, arabinose, e galactose
(Hendriks, 2009).
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Dentro dos tratamentos térmicos existem os tratamentos com solventes liquidos
utilizando a agua (autohidrdlise) e com vapor de agua designado por “Steam

explosion”.

De modo geral a solubilidade das hemiceluloses tem inicio entre as temperaturas
150-180°C e a temperaturas superiores a 160 °C ocorre também a solubilizacao
da lenhina. Neste caso os compostos libertados sao na sua maioria compostos
fendlicos que poderdo ter efeitos inibidores e toxicos nas bactérias
metanogénicas (Hendriks, 2009). Contudo verifica-se que para quantidades nao
muito elevadas estes compostos podem ser convertidos a metano o que nao se

verifica na producao de etanol (Hendriks, 2009; Chynoweth, 1987).

Ao nivel dos tratamentos térmicos podem existir diversos factores que
contribuem para uma maior solubilizacao dos acgucares de hemiceluloses e
remocao de lenhina e, ao mesmo tempo, poderao contribuir para a inibicdao das
bactérias. No caso da hidrélise térmica com agua os produtos derivados da
solubilizacao das hemiceluloses e lenhina sdo menores e em menor concentragao
devido a maior quantidade de agua em comparacdao com o Steam Explosion.
Devido as baixas concentracdes os riscos de inibicdo e da degradacao de
compostos como o furfural e a condensagao e precipitagao de compostos

derivados da lenhina é menor (Hendriks, 2009).

Dentro da hidrolise térmica com agua outros factores poderdao contribuir para
uma maior solubilizagdo da hemiceluloses e remogao da lenhina tais como: a
concentracdo de solidos no reactor (em sistemas descontinuo), temperatura
utilizada versus tempo de reacgao e se ocorre ou nao controlo do pH (Hendriks,
2009). Durante a hidrodlise térmica ocorre uma solubilizacdo gradual dos agucares
das hemiceluloses, inicialmente acgucares de cadeia longa (oligossacarideos), e
também de grupos acetil e acidos que estdo presentes na hemiceluloses. Com o
prolongar do tempo de reaccdo (no caso dos sistemas descontinuos) a existéncia
destes grupos promove a quebra das ligagdes éter na biomassa promovendo a
remocao e hidrélise dos oligossacarideos a monossacarideos ocorrendo a
formacdo de acidos organicos como o acido acético. Durante esta solubilizagao
ocorre um abaixamento do pH derivado dos acidos orgéanicos formados (Yang,
2008; Caparrés, 2007; Garrote, 2007; Donghai, 2006; Liu, 2005; Wyman,
2005). Donghai (2006) refere que materiais diferentes da mesma planta (folhas
e caules de milho) possuem reducdes de pH diferentes atingindo-se valores mais

baixos de pH para o caule do que para as folhas, evidenciando, mais uma vez, a
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diferenca da constituicdo dos tecidos de uma planta, sendo que neste caso as

folhas parecem apresentar um efeito tampdo superior ao caule.

Na hidrdlise térmica com agua da palha de arroz e residuos da cultura de milho
distinguem-se 4 grupos: compostos derivados de agucar, compostos derivados
de lenhina, compostos derivados de azoto e acidos gordos. Por vezes, neste tipo
de tratamentos térmicos a agua é substituida por acidos de modo a diminuir o
tempo de reaccao e a aumentar os produtos solubilizados, contudo a degradagao
dos oligossacarideos € mais severa formando rapidamente monossacarideos e
posteriormente aldeidos principalmente furfural (das pentoses) e 5-hidroximetil
furfural (das hexoses) que provocam inibicdao nos organismos fermentativos
(Mosier, 2005a).

Analisando os sistemas de tratamento térmico com agua verifica-se que ocorrem
diferencas acentuadas de remocao de hemiceluloses e lenhina entre sistemas
continuo/parcial e sistemas descontinuos. Liu (2005) verificou que os sistemas
continuo/parcial (1-10 ml/min) removem mais hemiceluloses, entre 93,8% -
98,6% do que os sistemas descontinuos com remocdes inferiores a 80%.
Contudo a principal diferenca refere-se a remocao da lenhina: nos sistemas
descontinuos a remocao apenas alcangou os 12% aos 20 minutos diminuindo em
seguida e nos sistemas continuo/parcial verificou-se a remogao de 60 % de
lenhina aos 24 minutos para a mesma temperatura (200°C). Outros autores
referem ainda que nos sistemas descontinuos as remocgodes de hemiceluloses sdo
inferiores a 65% e que nos sistemas continuos é possivel alcancar 75% de

remocao de lenhina (Yang, 2008; Mosier, 2005a).

Esta diferenca de eficiéncia entre os dois sistemas parece dever-se ao facto de
que nos sistemas descontinuos os tempos de reacgdo/retencdo sdao mais
elevados possibilitando a degradagao dos oligossacarideos a monossacarideos e
ao reagrupamento dos compostos de lenhina (Yang, 2008; Liu, 2005). Liu (2005)
refere ainda que apos arrefecimento a lenhina precipita ligando-se novamente as
fibras impedindo a degradacao da celulose. Contudo as eficiéncias de remocao de
hemiceluloses e lenhina dependem do substrato lenhocelulosico utilizado (Yang,
2008). A Tabela 1-9 permite evidenciar o efeito da hidrélise térmica na remogao

das hemiceluloses em sistemas continuos e descontinuo (Yang, 2008):
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Tabela 1-9- Exemplo do efeito da remogdo de hemiceluloses e sua comparagao entre tratamentos

térmicos com agua (200 °C; 10 min) em sistemas descontinuos e continuos (Adaptado de Yang,

2008)
Substrato Fluxo de Rendimento (%) Acgucares de
agua (ml/min) Remocao Grau de Oligomeros cadeia curta
total de Polimerizagao de cadeia /Acicares de
Xilanas 1-30 comprida cadeia comprida
Residuos de 0 38,1 28,1 10,0 2,8
cultura do (descontinuo)
milho 2 48,2 20,3 27,9 0,7
25 73,3 9,1 64,2 0,1
Xilana de 0 73,1 30,1 43,0 0,7
cereal de (descontinuo)
aveia 2 92,1 0,3 91,8 0,003
25 91,1 0,4 90,8 0,004

Recentemente tem-se verificado que os métodos mais eficazes de destruir os
complexos LCC sdo, para além da hidrdlise térmica com agua, os tratamentos
alcalinos. Contudo a eficiéncia destes tratamentos depende da constituicdo da
biomassa em termos da disponibilidade de acidos hidroxicinamicos como pontes
de ligagao entre as hemiceluloses e a lenhina (LCC) e a constituicdo em termos

das subunidades da lenhina (Buranov, 2008).

Verifica-se contudo, na generalidade dos substratos lenhoceluldsicos, que o
tratamento alcalino e o tratamento termo-alcalino sao mais eficientes na
remogao da lenhina (Buranov, 2008; Wyman, 2005; Mosier, 2005b) e
consequentemente verificam-se melhores resultados ao nivel da produtividade
especifica de metano (Zheng, 2009; Hendriks, 2009; Ward, 2008; Angelidaki,
2000; Gunaseelan, 1995; Chynoweth, 1987; Chynoweth, 1985).

Outros autores referem ainda que, dependendo da cultura e da concentragao de
reagente alcalino ou &cido utilizada, pode verificar-se uma degradacdao da
celulose (Buranov, 2009), pelo que se tem verificado o surgimento de outros

pré-tratamentos quimicos utilizando hidréxido de amoénio e ureia.

O hidroxido de amédnio aparece como um dos reagentes mais eficientes no
aumento da digestibilidade da celulose possuindo a vantagem de poder ser
recuperado devido a sua grande volatilidade (Wyman, 2005). O tratamento
utilizando o hidréxido de amédnio destroi a estrutura cristalina da celulose e as
ligagdes acetil melhorando a degradagao enzimatica da celulose. Destacam-se
dois métodos AFEX (Ammonia Fiber Explosion) e ARP (Ammonia Recycle
Percolation) que resultam em rendimentos elevados de degradacao da celulose e
remocao minima da lenhina e hemiceluloses. O hidroxido de amoénio a

temperaturas elevadas dilata a biomassa, despolimeriza a lenhina e quebra os
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complexos LCC ndo ocorrendo a degradacdo dos agucares (Buranov, 2008). E
referido por outros autores que a amodnia (AFEX) ndo degrada ou remove a
lenhina, mas que aparentemente altera ou modifica a sua estrutura diminuindo a
interferéncia da lenhina na degradacdao da celulose, e por outro lado
despolimeriza as hemiceluloses através da catélise basica (NHsOH) abrindo mais
a estrutura da biomassa, e os agucares removidos sao na sua maioria na forma
oligdbmerica (Wyman, 2005). Verificou-se por exemplo que utilizando o sistema
de recirculacdo da amédnia (ARP) que consiste em passar amoénia aquosa (10-
15% Wt) através da biomassa a temperaturas elevadas (150-170°C) que é
possivel alcancar 90% da digestibilidade dos residuos de cultura do milho
(Wyman, 2005). Existe ainda um outro sistema (SAA: Soaking Aqueous
Ammonia) que consiste em tratar a biomassa com amédnia aquosa em reactores
descontinuos a temperaturas moderadas (20-60°C) sob pressdes atmosféricas,

atingindo resultados similares ao ARP (Wyman, 2005).

A Tabela 1-10 resume o efeito de cada pré-tratamento nas propriedades fisicas e

guimicas da matriz lenhocelulosica (Hendriks, 2009):

Tabela 1-10- Exemplo do efeito de varios pré-tratamentos no material lenhocelulosico (adaptado
de Hendriks, 2009)

Pré- Aumento | Destruicdao | Solubilizacdo | Solubilizacdo | Alteragcdao | Formacao de
tratamento da da da da Lenhina da Furfural(HMF)
superficie | estrutura | hemiceluloses estrutura
especifica | cristalina da
lenhina
Mecanicos +° +
Hidrolise + ND + - - -
térmica com
agua
(descontinuo)
Hidrolise + ND + +/- - -
térmica com

agua
(continuo)

Acido + ND + - + +
Alcalino + ND - +/- + -
Térmico + + ND + +/- + +

acido

Térmico + ND - +/- + -
+alcalino
Amonia + + - + + -
(AFEX)

Steam + +
explosion

(COy)

> +Apresenta um efeito elevado; - apresente um efeito reduzidos; ND - efeito N&o
Determinado

71



Verifica-se que os tratamentos com maior destaque devido a economia e
eficiéncia do processo sao o “steam explosion”, tratamento com cal, sistemas de
hidrolise térmica e o tratamento com hidréxido de amédnio. Bauer (2009) refere
um aumento da produtividade especifica de metano entre 14-44 % utilizando o
processo steam explosion com temperaturas entre 160-180 °C, para a palha do

trigo.

Verifica-se também que a utilizacdo de pré-tratamentos bioldgicos e/ou aerdbios,
onde se destaca a utilizacdao de celulases, do fungo da podriddao bragca (White rot
fungi-Phanerochaete chrysosporium) e a utilizagdo de lamas activadas permitem
solubilizar os hidratos de carbono estruturais e/ou aumentar a acessibilidade das
bactérias anaerdbias (Gerhardt, 2007; Lehtomadaki, 2006; Mshandete 2005a;
Kohlmann, 1995).

Os pré tratamentos bioldgicos tém a vantagem de ser simples nem requerem
grandes investimentos mas, até ao momento ndao se verificou um aumento
significativo da producdo especifica de biogas (Lehtomé&ki, 2006). Contudo,
mostrou-se que a aplicacdo de enzimas hidroliticas em biomassa lenhocelulésica

permite obter mais 19,7 % de biogas acumulado (Gerhardt, 2007).

As enzimas hidroliticas normalmente utilizadas na producdo de etanol sao
enzimas que degradam as ligacdes da celulose e das hemiceluloses, extraidas de

um organismo conhecido (o mais comum designa-se por Trichoderma reesei).

As celulases sdo enzimas que podem ser classificadas em trés grupos distintos
consoante as ligagdes que quebram: exo-1,4-B-D-glucanase também designadas
por celobiohidrolase e que libertam os dimeros de celobiose dos terminais da
molécula de celulose; endo-1,4-B-D-Glucanase que quebram as ligacOes
glicosidicas internas B-1,4 de modo aleatério ao longo da cadeia de celulose; 1,4-
B-D-glucosidase que hidrolisa os dimeros de celobiose a glucose e também
hidrolisa a glucose existente nos oligossacaridos. Estas enzimas actuam
sinergeticamente na hidrélise da celulose criando espacos de maior acessibilidade

para cada enzima dentro do material lenhoceluldsico (Jgrgensen, 2007).

As hemicelulases apresentam uma maior diversidade devido a complexidade do
polimero das hemiceluloses, contudo destacam-se as endo-1,4-B-D-xilanases,
que hidrolisam as ligagdes internas na cadeia dos xilanos, 1,4-B-D-xilosidades
que atacam os xilooligossacarideos das extremidades nao reduzidas libertando
xilose, endo-1,4-B-D-manases que quebram as ligagdes internas dos mananos,

1,4-B- D-manosidase que atacam os mannooligossacarideos e os convertem em
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unidades de manose. Por outro lado os grupos terminais sao removidos por outro
grupo de enzimas as «-D-galactosidase, «-L-arabinofuranosidase, «-
glucuronidase, acetil xilano esterase e acido ferulico e p-cumarico esterases

(Jgrgensen, 2007).

As enzimas associadas a degradacao dos hidratos de carbono sdao proteinas
modulares com um modulo ou centro activo especifico de ligacdo ao agucar
designado por (CBM- carbohydrate-binding module). Estes CBM sao divididos em
familias de enzimas e actualmente existem 49 familias. A funcdo de um CBM ¢ a
de orientar e estabelecer contacto directo entre o centro catalitico ou modulo
catalitico com o substrato. Em alguns CBM verificou-se que estes possuem
também a particularidade de romper as fibras de celulose. A existéncia de outras
enzimas, mesmo que ndo envolvidas na hidrdlise da celulose, podem melhorar o

desempenho da preparacao enzimatica (Jgrgensen, 2007).

Devido a complexidade do material lenhoceluldsico normalmente utilizam-se dois
tratamentos de modo aumentar a acessibilidade das enzimas a celulose.
Verificou-se um aumento na conversao da celulose a glucose de um pouco mais
de 80-60% utilizando a juncdo de tratamento térmico (180°C) com o bioldgico
utilizando o fungo Pluerotus ostreatus em substratos de ramos de colza e ramos
de feijao-frade. Contabiliza-se contudo um tempo total de pré-tratamento de 40-
50 dias (Kohlmann, 1995).

Diversos autores (Zhang, 2007; Lehtomaki, 2006; Martins, 2003; Kohlmann,
1995) referem o interesse da utilizagao dos fungos comummente designados por
da podriddo branca como pré-tratamento bioldgico, pois sdao os Unicos
organismos capazes de degradar completamente a lenhina devido a produgao de
enzimas extracelulares. Contudo até ao momento ndo se verificou a sua

utilizacdo em conjunto com a digestao anaerdbia.

Um pré-tratamento aerdbio parcial (compostagem parcial) tem sido também
sugerido como pré-tratamento, referindo-se que na fase termofilica do processo
de compostagem ocorre ou pode ocorrer a degradagao da lenhina mas os
resultados até ao momento ndo foram relevantes (Lehtoméki, 2006). Mshandete
(2005a) verificou que utilizando as lamas activadas como indculo do tratamento
aerdbio antes da digestdo anaerdbia provoca um efeito bastante positivo na
digestdo do substrato contendo material lenhoceluldsico. Obteve-se 26% mais
metano apods 9h de tratamento com lamas activadas em comparagao com o

substrato ndo tratado. Conclui que as lamas activadas possuem um consorcio de
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microrganismos que produz enzimas capazes de  hidrolisar material
lenhoceluldsico e que a mistura de polimeros presentes no substrato estimula a

sua produgao.

1.2.3.3 Tecnologia do reactor utilizado para a digestao de biomassa

De modo geral, verifica-se que as culturas energéticas ou residuos agricolas
podem ser digeridos como substratos principais ou como substratos conjuntos
em co-digestdo, utilizando-se trés tipos de sistemas de digestdao mediante o seu
conteldo em sdlidos. Sistemas himidos cujo conteddo em sélidos ndo ultrapasse
0s 8% de ST, semi-seco cujo conteudo ndo ultrapasse os 16-22% de ST e os
sistemas secos cuja concentracdo de sdlidos normalmente é sempre superior a
25% (Gunaseelan, 1997). Nos dois primeiros casos geralmente utiliza-se o
reactor CSTR (reactor continuo de mistura completa) no ultimo caso utilizam-se
reactores especificos cuja tecnologia foi desenvolvida por diversas entidades:
RefCOM, SOLCON, DRANCO (compostagem anaerdbia em), KWU-Fresenius,
BIOCEL, SEBAC (compostagem anaerdbia em reactores sequéncias

descontinuos) (Gunaseelan, 1997).

Estes sistemas podem ainda ser repartidos em duas fases de digestao devido ao
facto de ser dificil alcancar condicbes 6ptimas de pH para a fermentagao e
metanogénese, sistema que tem sido defendido por alguns autores (Wang,
2009; Ward, 2008; Klocke, 2007; Lehtomaki, 2006; Siegert, 2005; Gunaseelan,
1997; Chynoweth, 1987).

No caso de um sistema humido a duas fases utilizam-se dois reactores com
agitacao (CSTR), com tempos de retencao e carga distintos de modo a propiciar
condicdes de acidogenese num reactor e de metanogénese noutro. Deste modo
favorecem-se as condigcdes para a hidrdlise do material num primeiro reactor e
num segundo reactor propicia-se a redugao completa do material levando a
producdao de metano (Gunaseelan, 1997). Contudo, tém-se verificado alguns
inconvenientes na utilizagdao dos reactores convencionais CSTR na digestao de
biomassa. A particularidade da biomassa tender a flutuar ao nivel da superficie
do liqguido do digestor obriga a que seja necessario aplicar mais agitagao.
Dependendo da dimensdo das particulas utilizadas forma-se um novelo em redor
das pas e veios de agitacdo o que obriga a uma manutencdo e limpeza

constante. Por outro lado, devido as condicdes de campo e solo, a biomassa
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muitas vezes vem contaminada com terra havendo a necessidade de remover o

sedimento do digestor com maior frequéncia (Prochnow, 2009).

Solucbes para optimizacdao do processo que tém sido propostas, tais como:
intensificar e aumentar a reducao das particulas, a agitacdo hidraulica ou
pneumatica em vez de mecanica ou a adopcdo de outros sistemas de digestdo
como por exemplo digestdo em seco. Contudo ndao houve ainda nenhum estudo
até ao momento no sentido de avaliar a eficiéncia destas mesmas solugcdes e o

seu impacte econémico (Prochnow, 2009; Lehtomé&ki, 2007a).

A elevada concentracdao de sélidos, caracteristicos dos substratos
lenhocelulosicos ou da biomassa em geral, dependendo da carga orgéanica
utilizada, afecta os custos de investimento e de operagdao do processo de DA
associado. Os substratos com baixas concentracdes de sdlidos requerem volumes
de reactor elevados e maiores temperaturas de processo do que os substratos
com maior concentracdo de soélidos (Jerger, 1982). Num sistema continuo o tipo
de alimentacdao, nomeadamente as necessidades de bombagem ou de
processamento (pré-tratamento) do substrato, ird depender do conteldo de

sOlidos e da carga organica associada ao substrato utilizado.

O conteludo em sodlidos de diferentes substratos afecta o tempo de retencao
hidraulico do sistema (HRT) e as necessidades de calor do processo. Para maior
tempo de retencdo de sdélidos e tempo de retencdo de microrganismos maior a
degradacao de substratos, que sdo dificilmente degradaveis, aumentando a
estabilidade do processo e reduzindo as necessidades nutritivas (Chynoweth,
1987). E possivel de aumentar estes tempos de retencdo (de sélidos e de
microrganismos) para diversos tipos de tecnologias de reactores sem aumentar o
tempo de retencdo hidraulico. Para substratos facilmente biodegradaveis com
baixo conteiudo em sdlidos sao utilizados reactores com biomassa fixa ou UASB
(reactor anaerdbio de fluxo ascendente com manta de lodo). Para substratos
com elevado conteudo em sdlidos e dificiimente biodegradaveis este tipo de
reactores ndo é aconselhavel, devido a problemas operacionais e mecanicos. tais
como entupimento e colmatacdao do meio de suporte e do sistema hidraulico de
bombagem. Neste caso sdo utilizados reactores que promovam maiores tempos
de retencdo de solidos e de microrganismos tais como USR (reactor de fluxo
ascendente de sdlidos) (Chynoweth, 1987). Contudo, aparte dos resultados
referidos por Srivastava (1988) em que a eficiéncia da degradacdo da alga kelp

(Macrocytis pyrifera) é sempre superior para os reactores USR em comparacao
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com CSTR para todas as cargas orgéanicas (1,6-9,6 kg/m3d), ndo se tem

verificado uma maior utilizacdo deste tipo de reactores na digestdao de biomassa.

Klocke (2007) e Lehtomaki (2007b e 2006) referem que os sistemas
descontinuos tém sido recentemente adoptados na digestdo de biomassa com
base num sistema de recirculacdo do lexiviado numa cama com o material sélido.
O processo foi desenvolvido em laboratério a escala piloto na Universidade ATB
na Alemanha (Leibniz - Institut fir Agrartechnik Potsdam - Bornim) e
posteriormente aplicado numa instalagdo descentralizada em Sachsen
(Alemanha). Este sistema, conhecido por sistema a duas fases “leach-bed”
(Figura 1.16) permite manter as condicdes Optimas para cada um dos
organismos intervenientes na DA e é um sistema operado com menor consumo
de energia. Neste sistema realiza-se numa primeira fase a hidrélise do material
lenhoceluldsico em reactores “leach-bed” em condicdes Optimas de pH e
temperatura, resultando na formacao de um lixiviado com elevada carga
organica e baixo teor em sdlidos. Posteriormente este sistema é combinado com
reactores de alta carga como UASB ou por filtros. Num reactor por filtros
(normalmente utilizado) permite a fixacdo das bactérias metanogénicas
aumentando a degradacgao (Klocke, 2007; ATB, 2009).

‘ Biogas

Biogas ]

—— AR

Residuos Sélidos (Digerido)
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Culturas Energéticas
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Figura 1.16- Sistema de duas fases: na direita reactor anaerdbio ascensional (Leach-bed) com

el »
' || Bacterias
{ ]
(]

- e ———l - - -

circulacao do lixiviado para um reactor de alta carga (Esquerda) (adaptado de ATB, 2009)
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Chanakya (2009) propde uma tecnologia de reactor convencional (fluxo pistao
em 3 fases) onde se conseguem garantir condicdes Optimas de
hidrélise/fermentacdo e de metanogénese no mesmo reactor, sem grandes
consumos energéticos. Trata-se dum sistema que tem ganho aceitacdo na india
sobretudo no meio rural. E um reactor que é operado ao longo do ano com dois
tipos de substratos sdlido:liquido consoante os fluxos de residuos agricolas
existentes durante o ano. Normalmente estes reactores funcionam durante os
meses de Verdo utilizando biomassa (culturas herbaceas e ervas) ocorrendo uma
colonizacdo elevada da populacdo metanogénica e, durante os meses de Inverno
a alimentacdo de biomassa é interrompida dando-se inicio a alimentacdo de
efluentes liquidos com elevado conteddo organico como por exemplo efluentes
do processamento do café. Neste caso a biomassa herbdcea funciona como
biofilme de suporte para as bactérias metanogénicas. Dado o desenho do reactor
é possivel obter 3 fases distintas de digestdo minimizando a acumulagdao de
AGVs. A entrada do reactor é possivel acumular os AGVs proporcionando
condicoes O6ptimas de hidrélise e fermentacdo e ao mesmo tempo permite
dispersar estes compostos organicos lentamente ao longo do reactor sem que
ocorra a inibicdo do processo. Reportam-se remocdes de CBO (Caréncia

Bioguimica em Oxigénio) de 90%.
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1.3 Caracteristicas da cultura Cynara cardunculus L. e
sua utilizacao

A Cynara é uma cultura herbacea (ou Weedy) da familia das Asteraceae

Compositae onde se englobam 8 espécies nativas da zona do Mediterraneo: C.

humilis, C. cyrenaica, C. algarbiensis, C. cornigera, C. baetica, C. syriaca, C.

auranitica e finalmente a espécie mais selvagem, que se encontra por todo o

Mediterraneo apresentando uma distribuicdo idéntica a oliveira (Olea europaea

L.), que se designa por C. cardunculus L. (Ortega, 2007).
Actualmente a Cynara cardunculus é subdividida em 3 variedades botanicas:

« Cynara cardunculus L. var. sylvestris (englobando todas as espécies
selvagens);
« Cynara cardunculus L. var altilis (variedade cultivavel);

e Cynara cardunculus L. var. scolymus (a alcachofra).

A Cynara cardunculus L., é uma cultura cujo ciclo de crescimento se encontra
perfeitamente adaptado ao regime de precipitagao existente na regidao do
Mediterraneo: chuvas intensas no Outono e Primavera e periodos extensos de
seca durante o verao. A Cynara ultrapassa esta dificuldade de seca canalizando
toda a humidade e agua existente na planta para o seu rizoma secando a parte
aérea (Fernandez, 1994), pelo que a biomassa colhida no final do ciclo se
encontra praticamente seca apresentando aproximadamente 11% de humidade.
Trata-se de uma cultura que tem sido objecto de estudo de varios programas de
I&D, com o suporte da EU, de modo a avaliar a sua aptidao para a producao de
biomassa e utilizacdo a escala industrial. Destacam-se os projectos ECAS
(Energy Crops in the Atlantic space) em que cerca de 400 ha foram instalados
em Portugal. A sua produgdao anual pode alcancar entre 15 a 20 ton/ha
dependendo do solo e da precipitagdo (Gominho, 2001 e 2008; Fernandez, 1994
e 2004) verificando-se contudo producdes em anos especificos superiores e
iguais a 23-35 ton MS/ha (Pereira, 1994). Mais recentemente foi realizado um
estudo em Itdlia (Raccuia, 2007) que compara a produtividade para 14
diferentes gendtipos de C. cardunculus L. durante 3 anos. Utilizando 5 genétipos
especificos para cultivo e 9 gendtipos naturais verificaram que, em média a partir
do segundo ano, as culturas apresentam uma produtividade de 20 t/ha e que
determinados gendtipos apresentam produtividades superiores. C. cardunculus L.
var. alitilis DC (genotipo E438) apresentou produtividades de 17,2, 33,3 e 39,3

t/ha no primeiro segundo e terceiro ano respectivamente. Um caso bastante
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curioso foi o do genotipo silvestre C. cardunculus L. var. sylvestris lam.
(Gendtipo Belpasso 2) que apresentou produtividades de 6, 27,9 e 34 t/ha nos
trés primeiros anos respectivamente. Neste estudo, para todos os genotipos,
apenas foi efectuado regadio uma vez por ano no més de Maio (50 mm de agua)
com a excepgao de no primeiro ano ser efectuado um regadio no més de Agosto,
de 50 mm de agua, para garantir o estabelecimento da cultura. A precipitacao
teve um maximo de 692 mm e um minimo de 234 mm verificando-se uma média
anual entre os 3 anos de 411 mm. Em termos de fertilizagao apenas foi utilizado
50 kg/ha de N no més de Outubro. A experiéncia foi levada a cabo em Sicilia no
Sul de Italia entre os anos 1998-2001 e as caracteristicas do solo sdo de: 32 %
de areia, 31% de silte, 32% de argila, 5% de calcario, o pH de 7,6, apresentado
1,3% de MO e 1,3% de N. O estudo evidencia o facto de a cultura estar
perfeitamente adaptada ao clima semi-arido caracteristico da regido do
mediterranica verificando-se produtividades bastante elevadas tendo em conta a

qualidade do solo e as entradas (fertilizantes) efectuadas.

Gominho (2008 e 2001) e Pereira (1994) efectuaram uma caracterizacao quimica
da biomassa produzida e que se encontra resumida na Tabela 1-11 (Gominho,
2001; Gominho, 2008; Pereira, 1994; Ballesteros, 2008):

Tabela 1-11- Composicdo quimica dos componentes lenhocelulosicos de Cynara cardunculus L. em
% de MS (adaptado de 1- Gominho, 2001;2- Gominho, 2008, 3- Pereira, 1994, 4- Ballesteros,

2008)
Componentes Extractivos Lenhina Hidratos de carbono estruturais (%) Ref.
(%) total® (%)
Glucose’ Xilose® Manose Arabinose Ramnose
Caules 20,0,9-14,6- 17,1-17,0- 31,8- 12,1- 2,3-3,7- 1,8-2,5- 0,7-0,9 (3)-
14,3 14,3 65,5- 26,0- 0,6 1,2 (1)-
33,8 14,7 4)
Folhas 46,4 10,2 13,5 9,7 1,2 2,4 0,5 3
Medula 13,2 20,3 23,9- 14,6- 1,4-3,3 1,5-2,4 0,3-0,7 (3)-
63,4 28,5 (1)
Capitula® 5,7 14,2 44,7 26,8 1,0 1,3 0,7 2

Analisando os dados verifica-se que ocorre uma certa variagao da composicao

guimica dos varios componentes da planta. Relativamente ao caule verifica-se

® Lenhina total igual ao somatério da lenhina Klason e lenhina soluvel

” A % de glucose corresponde a % de celulose;

8 A % de xilose, manose, arabinose e ramanose corresponde a % de hemicelulose;

° A composicdo do capitula corresponde a media da composicdo dos seus constituintes
que sao os cabelos e os pappi
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gue ocorre uma elevada variabilidade da composicdo quimica no que se refere a
composicao de celulose, hemiceluloses e extractivos entre os trabalhos de
Ballesteros (2008), Gominho (2001) e Pereira (1994), provavelmente devido a
origem do material. Em Pereira (1994) o material é proveniente do centro e sul
de Portugal e em Gominho (2001) e Ballesteros (2008) o material é proveniente
de Madrid (Escuela Tecnica Superior de Ingenieros Agronomos de Madrid).
Analisando a composicdo quimica dos caules verifica-se que o conteddo em
hidratos de carbono estruturais € bastante diferente. Considerando ainda
Ferndndez (2006) verifica-se que a composicdo dos caules apresenta um
conteudo em MS (em %) de celulose, hemiceluloses e lenhina igual a 47,8, 22,8
e 10,3 respectivamente, valores que quando comparados aos apresentados na

Tabela 1-11 evidenciam uma elevada variabilidade.

Provavelmente a variabilidade da composicdo da biomassa da Cynara deve-se as
condicdes climatéricas, ao tipo de solo, ao periodo de colheita, idade da cultura e
as condicdes de armazenamento apds corte mas, até ao momento nao se
verificou nenhum estudo que permita concluir qual dos factores é mais

importante e qual a variabilidade de cada um dos constituintes.

Em geral, no final de cada ciclo cultura, verifica-se uma producao de biomassa
repartida por diferentes componentes principais: caules, folhas e capitula nas
proporcoes de 40%, 25% e 35% (7% de vilanos e pelos, 11% de sementes e
17% do restante material do capitulo) respectivamente (Gominho, 2008;
Dalianis, 1996).

1.3.1 Pratica cultural e custos associados

A Cynara apresenta um ciclo de produgao de biomassa que pode ser dividido em
duas fases: germinacdo e estabelecimento da cultura cuja duracao é de 1 ano, e
uma segunda fase correspondente ao crescimento ou fase de produgao de
biomassa. A fase de crescimento tem inicio no Outono dando origem
rapidamente a uma flor em forma de roseta que se desenvolve constantemente
durante o inverno e inicio da primavera. Em climas amenos a planta desenvolve
um escape floral e de diversos ramos surgem diversos capitulos de flores. Em
Julho o fruto (onde se encontram as sementes) ou seja a flor atinge o ponto
maximo de maturacdo. Neste momento inicia-se o verdo e a biomassa aérea

comeca a secar devido a falta de agua no solo, enquanto a parte subterranea
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entra em dorméncia. E pois no verdo que se efectua o corte ou colheita desta
cultura. O novo ciclo inicia-se novamente com as primeiras chuvas de Setembro
e Outubro. Tendo em conta este ciclo a Cynara pode ser cultivada como cultura
energética com cortes anuais podendo atingir um tempo de vida util superior a
12 anos. Contudo o tempo de vida atil maximo possivel de atingir é ainda

desconhecido (Fernandez, 2004).

No primeiro ano verifica-se a necessidade de uma fertilizagdo que depende das
caracteristicas do solo. Esta necessidade é superior a dos anos seguintes e igual
a 700 kg/ha de fertilizante 9:18:27 (N:P:K). Verifica-se também a necessidade
de preparacgao do solo antes da fase de sementeira. Na fase de sementeira sao
aconselhadas distancias entre 70-80 cm e a densidade de plantas devera ser de
10 000-15 000 plantas/ha em condicdes nao muito extremas de escassez de
agua e, em situacOes extremas devera ocorrer uma densidade de 7500
plantas/ha. Normalmente sdo necessarias cerca de 3-4 kg de sementes/ha
(Fernandez, 2004).

Durante o ano de estabelecimento da cultura é necessario um controlo de
infestantes e a sua remocdo mecanica principalmente antes do desenvolvimento
da copa da planta. Nos anos seguintes normalmente as primeiras folhas de
roseta desenvolvem-se primeiro que as infestantes pelo que nos ciclos seguintes
esta necessidade deixa de existir. Em termos de pestes e doengas sao referidas
as espécies de afideos (Aphis ssp.), broca do caule (Gortyna xantenes Germ.),
broca das folhas (Aapion carduorum Kirby) e a mineira das folhas
(Sphaeroderma rubidum Graells), roscas (Agrotis segetum e Spodoptera
litoralis), diversas moscas (Agromysa ssp., Terellia ssp.) e tracas (Pyrameis
cardui L.). Durante os meses de primavera e Outono é necessario verificar
periodicamente a presenca de afideos e da broca das folhas uma vez que sao as
pestes que se desenvolvem mais rapidamente. Normalmente a aplicagao do
pesticida Dimetoato garante a eliminacdao e controlo das pestes referidas. Neste
primeiro ano verifica-se um custo aproximado de 368.74 €/ha (Fernandez,
2004).

Do segundo ano para os seguintes é necessaria a aplicacao de fertilizante para
restaurar os nutrientes que foram retirados do solo pelo desenvolvimento da
cultura. Dos estudos efectuados em Espanha verificou-se que a cultura tem uma
taxa de remogao do solo de 12,6 kg de N, 3,5 kg de P,0s e 20,8 kg K,0O/t de

biomassa seca. Verifica-se a necessidade de 400 kg de fertilizante/ha 15:15:15
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(N:P:K) mais 130 kg/ha de ureia. Durante os anos de producao, aparte a
fertilizacdo, apenas ocorre a necessidade de controlo de pestes e do corte ou
colheita do material produzido, pelo que os custos do ano de estabelecimento
sao normalmente incorporados nos anos seguintes. Tendo em conta uma
incorporacao de 47,75 €/ha verifica-se que o custo anual para a producao da
Cynara cardunculus L. é igual a 476,05 €/ha (Fernandez, 2004).

As produtividades obtidas podem variar entre 10-20 t/ha/a no caso de a cultura
ja se encontrar bem estabelecida e a precipitacdo for de 500 mm/a, pelo que o
custo de produgcao da cultura pode variar entre 47,6-23,8 €/t. Contudo foram
atingidas outras produtividades nas mesmas condicdoes de 30 tMS/ha (Pereira,
1994; Raccuia, 2007; Danialis, 1996). Fernandez (2006) para um ensaio
realizado durante 10 anos verificou uma produtividade média de 14tMS/ha/a

para uma precipitacdao de 470 mm/a.

Também é referida a possibilidade de serem efectuados dois cortes anuais
(Fernandez, 2006) com o intuito da producdo de forragem para alimento dos
animais. Verifica-se que o valor nutritivo se altera durante o inverno ocorrendo
uma reducdo da produtividade da biomassa produzida e varidvel consoante o
periodo de colheita (Tabela 1-12):

Tabela 1-12- Composicdo da forragem verde de Cynara cardunculus L. durante o inverno e o efeito

do corte durante o Inverno na redugdo da produtividade final (adaptado de Jesus Fernandez, 2006)

Composicao da forragem (% em Peso Seco) Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro
Conteldo em Proteina 16,7 16,0 18,4 16,6
Celulose 14,1 15,6 15,6 13,7
Hemiceluloses 7,9 7,7 7,4 8,3
Lenhina 16,3 13,3 13,3 12,6
Reducgdo da produtividade final da biomassa (% 40,0 60,4 40,7 32,0
em Peso Seco)

1.3.2 UtilizacOes da cultura e sua importancia

O cardo tem sido utilizado tradicionalmente na alimentagdao humana sendo
cultivado como vegetal e é conhecido como o cardo Espanhol “Spanish cardoon”.
A utilizagdo tradicional do cardo na alimentagdo humana esta relacionada com o

componente capitula. Por um lado é nos petiolos que se concentram as enzimas
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coagulantes que sao utilizadas na producdao de queijo de cabra e por outro as
folhas jovens, devido a sua suavidade e sabor que lhe sdo caracteristicos, sdo
colhidas e utilizados na elaboracao de diversos pratos de diversas regidoes do
Mediterraneo. Em Espanha estima-se, em 2003, uma producdao aproximada de
29 122 t MF de cardo (Fernandez, 2006).

Os primeiros estudos referindo a utilizacgdo da Cynara como cultura para a
producao de biomassa e o0 seu uso a escala industrial situam-se na década de 80.
Contudo apenas e mais recentemente tém surgido inumeros estudos que
demonstram o seu potencial como cultura industrial na produgao biomassa para
pasta de papel (Gominho, 2008; Gominho, 2001), para combustivel sodlido
(Fernandez, 1994; Franco, 2007), producdo de dleo proveniente das sementes
(Fernandez, 2004; Curt, 2002), forragem verde para alimentar os animais

(Fernandez, 2006) e industria de produtos farmacéuticos (Fernandez, 2006).

Como ja foi anteriormente referido verificou-se que a produtividade se situa
entre os 10-20 tMS/ha/a. Contudo em alguns casos, dependendo do local e das
condicdes climatéricas, verificam-se produgdes superiores que podem rondar em
média 30 tMS/ha/a. Em termos de produtividade de sementes verifica-se uma
producao de 8-11% e um conteldo de 25-32,5% de éleo em média (Gominho,
2008; Fernandez, 2006; Curt, 2002). Verificou-se que se produz cerca de 75%
de bolo de extraccdo como resultado da produgdo de biodiesel (Curt, 2002). O
bolo de extraccao apresenta os quantitativos em MS de 50,1% de C, 3,8%N,
0,8%P e 0,9%k e 5,1% em cinzas (Curt, 2002).

A sua producdo como combustivel sélido deve-se sobretudo a elevada producao
de biomassa nas condicdes edafoclimaticas do Mediterraneo com reduzidos
entradas (energéticas e nutritivas), reduzida humidade do material colhido e a
constituicdo da biomassa, sobretudo celulose, hemiceluloses e lenhina e a um
elevado calor especifico (Fernandez, 1994). Contudo a sua utilizacdo como
combustivel soélido tem diversos inconvenientes nomeadamente devido a logistica
de colheita que pode aumentar o conteddo em cinzas pela contaminagdo com
componentes do solo (problemas de aumento do conteddo de cinzas). Por outro
lado o tipo de fertilizagcdo pode aumentar os niveis de K ou Cl na biomassa que
posteriormente causam problemas de incrustacées ou depdsitos nas caldeiras de

biomassa (Fernandez, 2006).

Na producao de pasta de papel o seu potencial foi avaliado num estudo europeu

pertencente ao plano quadro onde estiveram diversas entidades envolvidas:
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“Instituto Papelero de Espafia” (Espanha), “Ordinariat fir Holztechnologie®
(Universidade de Hamburgo, Alemanha), o “"Departamento florestal do Instituto
Superior de Agronomia de Lisboa” (Portugal) e o “Institut National Polytechnique
de Toulouse” (Franga). Verificou-se que as propriedades da pasta produzida sao

bastante similares a pasta produzida pelo eucalipto (Fernandez, 2006).

Outras das utilizacdes do cardo estdo relacionadas com o seu conteddo em
cinarina e silimarina. Estes compostos actuam como anti-oxidantes,
hepatoprotectores e inibidores da sintese de colesterol, pelo que sdo utilizados
na producao de medicamentos para o tratamento do figado ou de doencas

hepaticas (Fernandez, 2006).

Falleh (2008) verificou actividade bacteriana dos extractos provenientes das
folnas. Os extractos provenientes das folhas do cardo foram testados em
bactérias patogénicas para os humanos, sendo efectivos contra as bactérias
Gram (+) e Gram (-) com particular efeito contra a actividade de Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus e Escherichia coli. Verificou-se que as
folhas apresentam um conteudo elevado em flavondides, acido p-cumarico, acido
siringico, acido vanilico e acido cinamico. Os varios constituintes do cardo (folha,
semente e flor) mostraram diferentes niveis de polifendis totais, flavondides
totais e de condensados de taninos. Até ao momento ndo se verificou nenhum
estudo relativo a andlise da composicdo dos caules para os mesmos

constituintes.

Com base na bibliografia consultada verifica-se que nao existe nenhuma

publicacao referente a potencialidade de producdo de biogas.
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1.4 Objectivos do trabalho

Tendo em conta a bibliografia citada verifica-se que existe um elevado interesse
na utilizacdo da digestdo anaerdbia ndo sé como sistema de tratamento de
residuos organicos mas também da utilizacdo de culturas energéticas para a
producdo de metano. O interesse por diversos paises europeus foi demonstrado
contudo a bibliografia citada centra-se sobretudo na utilizacdo de biomassa
especifica para paises ndrdicos da Europa. No entanto, as condicOes climatéricas
do Mediterraneo, regidao do Sul da Europa a que pertence Portugal, sdo bastante
diferentes no que se refere & temperatura média anual e a precipitacdo média
anual. Conforme referido surge um interesse pela utilizacao da Cynara
cardunculus L. como cultura energética na producao de biocombustiveis sélido e
liquido (biodiesel), contudo verifica-se que nao existe nenhuma referéncia

relativa ao interesse pela producao de biometano.

O presente trabalho tem o objectivo de dar um primeiro passo no estudo da
utilizacao desta cultura na producao de biometano. O objectivo deste trabalho
centra-se sobretudo na realizacdo de ensaios de digestdo anaerdbia a escala
laboratorial utilizando Cynara cardunculus L. como substrato e lama digerida de
ETAR como indculo. O objectivo principal é o de averiguar qual a produtividade
especifica de biogas e metano e qual o efeito de diferentes pré-tratamentos na
digestao deste substrato. A metodologia e os métodos adoptados encontram-se

descritos no capitulo seguinte.
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2 Material e Métodos

O trabalho pratico foi desenvolvido durante os meses de Novembro de 2008 a

Agosto de 2009 e foi dividido em 3 fases:

A. Caracterizacdo do substrato (caules de Cynara cardunculus L.) e inéculos;
B. Ensaios exploratérios de digestao anaerdbia;
C. Utilizacao de diferentes pré-tratamentos como forma de aumentar a

producdo especifica de biogds e metano.

A descricdao da metodologia adoptada em cada ensaio bem como os parametros
determinados e os materiais utilizados nas andlises laboratoriais em cada uma

das fases encontra-se descrito nos pontos seguintes.
2.1 Fase A

2.1.1 Processamento e preparacao dos caules de Cynara

Esta fase é caracterizada pela sequéncia de etapas conforme esquematizada na

Figura 2.1.

Corte e recolha do material lenho- Corte, Moagem e
celulosico (no campo BioEnergISA) crivagem

Figura 2.1- Sequéncia do processamento e preparacdo das amostras

Os caules de Cynara cardunculus foram recolhidos no campo pedagdgico
experimental BioEnergISA (Figura 2.2) em Novembro de 2009. Posteriormente,
através de trabalhos de corte (Figura 2.3), moagem (Figura 2.4 e Figura 2.5) e
crivagem (Figura 2.6) obteve-se a fraccao desejada de 40-60 Mesh para
posterior caracterizacdo do material e que serviu de substrato nos ensaios de
digestdo anaerdbia (com excepcdo do ensaio final descrito na Fase C em que foi

utilizada a fracgdo resultante da 12 moagem de 10 mm).
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Figura 2.2- Caules Cynara durante o ciclo (direita) no campo BioEnergISA e caules recolhidos no
final do ciclo (esquerda)

Figura 2.4- 1@ Moagem (utilizando o moinho referenciado e a malha 10,0 mm)
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Figura 2.5- 22 Moagem (utilizando o moinho referenciado e a malha 1,10 mm)

Figura 2.6- Crivagem do material proveniente da 22 moagem (obtengdo das fracgdes na figura da
esquerda: 40, 40-60, 60-80 e 80 Mesh)

ApOds estas operacoes através da utilizacdo de recipientes de volumes conhecidos
(1638,63 e 66,73 cm?®) foi determinada a densidade aparente de cada fracgdo

obtida.

2.1.2 Indculos

A origem do indculo é um factor importante a ter em conta nos ensaios de

digestdo anaerdbia em reactor descontinuo.
Os indculos utilizados foram provenientes:

« Digestor anaerdbio da ETAR de Chelas (lama digerida);

« Digestor continuo (CSTR) alimentado com chorumes de suinicultura.
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O indculo ou lama digerida proveniente da ETAR de Chelas foi retirado de dois
digestores e colocado em proporgoes iguais (50:50) directamente em garrafdes
(51) e selado pelas respectivas tampas, sendo transportado a temperatura
ambiente até ao laboratério do ISA. Apds a recolha registou-se o valor do pH e a
temperatura da amostra proveniente de cada digestor em funcionamento. No
proprio local encontram-se dois monitores (Figura 2.7) que registam em continuo
os valores de pH e temperatura de cada digestor (A e B).
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Figura 2.7- Monitorizacdo em continuo do pH e temperatura dos digestores anaerdbios (A e B)

No caso do indculo proveniente do reactor CSTR do ISA, utilizando chorume de
suinicultura, retirou-se 500 ml de lama digerida para um baldo. O baldo foi
selado com parafilme e colocado num banho de dgua quente termostatizado a

temperatura de 35°C.

Apds a recolha dos dois indculos foi realizada a sua caracterizacdo com base no
teor em ST, SV, pH, condutividade, CQOpruto € CQOsirado- Devido a impossibilidade
de efectuar testes de actividade metanogénica foram realizados, durante os
ensaios exploratdrios, ensaios de biodegradabilidade com cardo. Estes ensaios

permitiram seleccionar o in6culo mais adequado.
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2.2 Fase B

O interesse do trabalho, como ja foi referido deve-se ao facto de existir algum
desconhecimento e falta de dados relativamente a digestdo anaerdbia e
respectiva biodegradabilidade de Cynara cardunculus. O trabalho pratico inicia-se
com a realizacao de alguns ensaios exploratorios de modo a averiguar qual a

produtividade especifica de biogas.
2.2.1 Origem do Inéculo

Inicialmente houve a necessidade de seleccionar um dos indculos disponiveis de
modo a poder utilizar sempre o mesmo inéculo. Optou-se por realizar um ensaio
de biodegradabilidade segundo o procedimento descrito na Tabela 2-1. A
seleccao do indculo foi realizada segundo o melhor resultado de produtividade

especifica de biogas alcancada para um tempo de retencdo de 10 dias.

Tabela 2-1- Procedimento adoptado para preparacdo do ensaio

Parametros do Reactor A; Reactor Reactor B; Reactor
ensaio (controlo) A, (controlo) B,
SV introduzidos (g/l) 1,53 2,09 2,05 2,60
Volume de Inéculo (ml) 120 120 120 120
Volume de agua 180 180 180 180
Substrato (g) 0 0,58 0 0,58
pH 6,9 6,8 7,9 7,7

2.2.2 Ensaios Exploratorios de Digestao Anaerdbia

Apds a seleccao do indculo, e devido ao desconhecimento inicial de qual o
procedimento mais adequado para avaliar a degradagdao anaerdébia de Cynara
cardunculus, optou-se por adoptar o mesmo método (Tabela 2-2) em todos os
ensaios resultante de uma adaptacao do procedimento utilizado por Gunaseelan
(1995).

Tabela 2-2- Procedimento utilizado no ensaio A de 300 ml e B de 2000 ml (adaptado de
Gunaseelan 1995)

ENSAIO A
Reactores Substrato (S) Concentragao do substrato Inédculo (I) Razdo I/S (ml
(ml) (g SV/) (ml) I/g SV S)
Controlo 0 NA 231 NA
Reactor 1 69 2,871 231 116,1
Reactor 2 69 5,742 231 58,2
Reactor 3 69 8,613 231 38,9
ENSAIO B
Controlo 0 NA 1538 NA
Reactor 1* 462 28,71 1538 116,1
Reactor 2" 462 28,71 1538 116,1

*Reactor 1-substrato sujeito a pré-tratamento térmico; Reactor 2-substrato sem pré-tratamento térmico
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A metodologia seguida nestes ensaios teve inicio com a realizacdao do ensaio
seleccionando a melhor razao entre indculo (I)(ml)/Substrato (S)(g SV), Ensaio
A, e posteriormente realizou-se um segundo ensaio com esta razao I/S utilizando

substrato pré-tratado, Ensaio B (Figura 2.8).

Figura 2.8- Sequéncia de passos adoptada na realizagdo dos ensaios exploratdrios

Conforme é descrito em Gunaseelan(1995) o volume de indéculo é mantido
constante fazendo-se variar a concentracao de substrato. O autor utilizou um
volume util de 1300 ml, contudo no presente estudo utilizaram-se reactores que
permitiam garantir um volume util de 300 ml e de 2000 ml. Deste modo, para
garantir o melhor volume de indculo, adoptou-se uma razao entre volume de
inéculo e volume util de reactor igual a 0,8. Os volumes obtidos para cada uma

das situagOes sao apresentados na Tabela 2-2.

Por outro lado a concentracdo do substrato foi igualmente adaptada as condicbes
laboratoriais, pelo que ndo havendo quantidades elevadas de substrato
utilizaram-se concentragdes 10 vezes menores do que as descritas em
Gunaseelan (1995). Para garantir uma concentragao de 28,71 g SV/I sao
necessarios 30 g de substrato. Contudo tendo em conta as dimensdes do reactor
e o volume de inéculo adicionaram-se 3 g. Posto isto, as concentragdes de
substrato iguais a 2,871, 5,742 e 8,613 g SV /I correspondem a exactamente 3,
6 e 9 g de substrato, sendo que o volume de substrato corresponde

simplesmente a 69 ml de agua.

No que se refere ao pré-tratamento térmico com agua (destilada) foi utilizada
uma temperatura de 160 °C, um tempo de tratamento igual a 30 minutos e uma
concentracdo de sélidos no reactor igual a 12,5 % (para garantir esta
percentagem de soélidos adicionou-se agua destilada na razao 1/8). Os critérios
para a seleccao das condicdes do pré-tratamento térmico foram baseados nas
referéncias de Hendriks et al. (2009), de Ballesteros (2008) e de Liu (2005).

A sequéncia dos ensaios exploratdrios teve como objectivo perceber inicialmente
a influéncia da razdo entre indculo e substrato na produtividade especifica de

biogas e, posteriormente, para essa mesma razao verificar qual o efeito do pré-
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tratamento térmico com agua (ou autohidrélise) na produtividade especifica de

biogas e metano.
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2.3 Fase C

Esta fase surge como resultado das observacdes e duvidas sentidas durante os
ensaios exploratérios, nomeadamente no que se refere ao efeito da razdo de I/S
e do pré-tratamento na produtividade final de biogds e metano. Com este
propdsito, e tendo em conta as dificuldades encontradas na Fase B
relativamente a fugas e colmatacdo dos tubos de recolha do biogas, procedeu-se

a montagem de um sistema descontinuo a escala de 300 ml (Figura 2.12).

Utilizando este sistema descontinuo e com base no mesmo procedimento
utilizado na Fase B (Tabela 2-2), procedeu-se a realizacao de 3 ensaios

sequenciais (Figura 2.9 e Tabela 2-3).

ENSAIO 1l
ENSAIO | Melhor tempo de
Melhor Razdo I/S reacgao (utililzando
H,0)

Figura 2.9- Sequéncia de passos adoptada para a realizagdo da Fase C

Em cada ensaio seleccionou-se a melhor varidvel, com base na produtividade
especifica de biogas e de metano, alcancada em 11 dias de tempo de retencao
hidraulico. Deste modo, do Ensaio I seleccionou-se a melhor razao I/S, no Ensaio
II, utilizando a melhor razao I/S obtida, seleccionou-se o melhor tempo de
reaccao para o pré-tratamento térmico e no Ensaio III seleccionou-se o melhor

reagente quimico.

Tabela 2-3- Metodologia utilizada em cada ensaio

Ensaio Variavel Reactores?'®
Reactor Reactor Reactor Reactor4 Reactor Controlo
1 2 3 5

I Razdo I/S (ml I/g SV 349,8 174,2 116,1 87,5 69,7 NA
Substrato)

II Tempo de reacgao 10 15 20 30 NA NA
(minutos)

Reagente para o pré- NaOH NH3 (aq) HNO3 CH5COOH NA NA

tratamento termo
quimico

O procedimento laboratorial para cada um dos ensaios teve diferencas inerentes
ao seu procedimento, contudo o volume de indculo bem como o volume de

substrato mantiveram-se sempre constantes e iguais a 231 ml e 69 ml

10 para cada reactor existe um replicado com o objectivo de recolher o Biogas em sacos para posterior analise
do contelldo em metano.
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respectivamente. Relativamente ao pré-tratamento as condicdes de temperatura

e concentragao de sdélidos nos reactores sao as referidas em 2.2.2.

No ensaio II fez-se variar o tempo de reaccao para o pré-tratamento utilizando
agua como reagente solubilizante e no ensaio III fez-se variar apenas o reagente
solubilizante. Neste ultimo utilizaram-se como reagentes solubilizantes: NaOH
(14,0% p/p), NH3 (aq) (1,5% p/p), HNO5 (1,0% p/p) e CH;COOH (1,0% p/p).

2.3.1 Ensaio Final

ApOs os Ensaios I, II e III e com base nos seus resultados realizou-se um ensaio
final utilizando 3 reactores descontinuos de 2000 ml (Figura 2.13). O objectivo
foi o de verificar o efeito do tratamento térmico com a adicao de um reagente
guimico solubilizante na produtividade final de biogas e metano apds 30 dias de

tempo de retencdo hidraulico.

O procedimento é o referido na Tabela 2-2 para o Ensaio B, com a excepcao de
gue neste caso se utilizou um substrato que possui uma granulometria superior a
utilizada nos ensaios anteriores e resultante da 12 moagem referida na Fase A
(Figura 2.4). As condicOes do pré-tratamento utilizadas neste ensaio tém por
base o melhor resultado em termos de volume acumulado de biogas,

produtividade especifica de biogas e metano obtido nos ensaios I, II e III.

2.3.2 Ensaios em paralelo

Também foi estudado o efeito do pré-tratamento bioldgico por via enzimatica e o

pré-tratamento mecanico.

No caso do pré-tratamento mecanico foram utilizadas cinco diferentes
granulometrias: 2mm, 40 Mesh, 40-60 Mesh, 60-80 Mesh e 80 Mesh (Figura
2.10). As condigOes do ensaio foram idénticas a dos ensaios II, III e final no que
se refere a razdo I/S igual a 69,7 ml I/g SV S.
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Figura 2.10- Granulometrias utilizadas no ensaio (da esquerda para a direita:2mm, 40 Mesh, 40-60
Mesh, 60-80 Mesh e 80 Mesh)

Relativamente ao pré-tratamento enzimatico foi realizado utilizando 2 tipos de
celulases responsaveis pela quebra das ligagdes: exo-1,4-B-D-glucanase e endo-
1,4- B-D-glucanase no caso da Celluclast 1.5 L (nome comercial) e 1,4-B-D-
glucosidades no caso da Novozymes 188. Para este ensaio é necessario
considerar duas fases: fase de pré-tratamento enzimatico e o ensaio de digestao
anaerdbia propriamente dito. A Tabela 2-4 resume as condicdoes e o

procedimento utilizado para o pré-tratamento enzimatico:

Tabela 2-4-Procedimento utilizado na realizacdo do pré-tratamento enzimatico

Requisitos

Enzimas Celluclast 1.5L e Novozyme 188

Substrato com dimensdes inferiores a 1 mm (neste caso utilizou-se a granulometria igual 40-60
Mesh)

Solugao tampao de acetato 0,2 M (pH=4,8)

Procedimento

Foram adicionadas 5g de substrato a um frasco com tampa de enroscar e foram adicionados a

este 76 ml de solugdo tampao com diluicao 1:10.

Em seguida utilizando uma micropipeta sdo adicionadas as enzimas: 1,4 ml de Celluclast e 0,4 ml
de Novozymes. Para este ensaio utilizaram-se 8 frascos de 100 ml, 3 dizem respeito ao
tratamento enzimatico durante 24h e os outros 3 dizem respeito as 48 h, e os restantes 2 frascos
foram utilizados com o intuito de analisar o contelido de acucares solubilizados quando decorridas
as 24h e 48h. Decorrido o tempo de tratamento enzimatico as amostras foram guardadas numa

arca frigorifica (-37°C) para posterior analise em HPLC.

Relativamente aos outros frascos, apds decorridas as 24 horas, sdo retirados 3 frascos e colocados
num frigorifico e os restantes 3 frascos permanecem a 50°C. Apds decorridas as 48 h os frascos
sdo retirados do banho a 50°C e colocados a temperatura ambiente e os frascos que estdo no
frigorifico sdo retirados e colocados a temperatura ambiente. Apos este procedimento da-se inicio

a preparacao do ensaio de digestdo anaerdbia.
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As condicOes do ensaio de digestao anaerdbia sao exactamente as mesmas dos
ensaios anteriores, excepto o volume de substrato que é de 76 ml devido as
condicdes do pré-tratamento enzimatico. Antes de efectuar a adicao dos
substratos e indculo a cada um dos reactores é efectuada a correccao do pH do
substrato sujeito ao pré-tratamento enzimatico. O pH para estes casos é
corrigido proximo de 5,8, uma vez que se verificou que esta correccdo era
suficiente para garantir um pH na mistura com o indculo igual ou superior a 6,4-

6,5 (préximo das condicOes ideais para as bactérias metanogénicas).

Para este ensaio, utilizando uma razao de I/S igual a 69,7 ml I/g SV S, utilizou-

se diferentes substratos:

« Substratos pré-tratados por via enzimatica as 24 h e 48 h;
+ Substrato sem pré-tratamento adicionando no inicio do ensaio as enzimas;

» Substrato sem pré-tratamento.

Em todos os ensaios referidos nesta Fase C foi realizado um replicado para
posterior analises de CQO (bruto e filtrado), SV/ST e do conteddo em azoto (N
e N-NH,").
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2.4 Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os parametros determinados e os métodos que
levaram a sua determinacdo. Durante todo o trabalho pratico a determinacdo de
alguns parametros bem como os materiais utilizados foi repartida por 3
laboratérios: Departamento de Quimica Agricola e Ambiental do ISA -
Departamento de Engenharia Florestal do ISA e Departamento de Energias
Renovaveis do actual LNEG. Contudo, a maioria de todo o trabalho pratico foi
desenvolvido nos laboratérios do ISA. No que se refere a caracterizacdo do
material lenhoceluldsico, pré-tratamentos e os ensaios descontinuos de 300 ml
referentes a Fase C foram realizados no laboratério do Departamento de
Engenharia Florestal do ISA. A determinacdo de todos os outros parametros
quimicos, a realizacdo da Fase B e os ensaios descontinuos de 2000 ml foram
realizados nos laboratdrios do Departamento de Quimica do ISA. Apresentam-se
os parametros determinados ao longo de todo o trabalho experimental e os
respectivos métodos (Tabela 2-5) bem como os equipamentos utilizados de

maior importancia (Tabela 2-6):

Tabela 2-5- Parametros e respectivos Métodos utilizados durante o trabalho pratico

Parametros Métodos

Celulose Conforme descrito no livro Handbook of Wood Chemistry and Wood

. Composites (Rowell et. al, 2005) para a determinagdao da holocelulose e
Hemiceluloses

a-celulose
Lenhina
Klason TAPPI 13m - 54
Soluvel TAPPI: UM 250
Total Somando o teor em lenhina klason e lenhina soluvel
Extractivos Método de Soxtec

Hidratos de Carbono Adaptado da TAPPI 249 pm - 75

Humidade Através da diferenca entre peso seco (Ps) e peso humido (PH) mediante

a utilizacdo de uma estufa (100-105 °C) medindo o peso antes (PH) e

depois (Ps)
Cinzas TAPPI 15 os - 58
ST Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998
SV Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998
pH Conforme NP EN 12176 de 2000
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Condutividade Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998

Carbono Organico Total | Através da diferenca entre carbono total e carbono inorganico.

Neotal Conforme ISSO 11261:1995 (E)
Ny Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998
N-NH,* Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998
N-NO3” Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998

Minerais (P, Ca, Na, K, | Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998

Cu, Zn)
ST Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998
sV Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998
pH Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998
Condutividade Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998

CQO (bruto e filtrado) | Standard Methods for the examination of Water and Wastewater, 1998

Andlise do contelddo do | Cromatografia gasosa utilizando o cromatografo Varian-3800, detecgdo
biogas (% CH,4, CO; e por condutividade térmica, coluna a 50 °C, injector a 60 °C e detector a
0,) 150 °C sendo hélio o gas de arrastamento a 99,9995 %.

Acidos Gordos Volateis | Por titulacdo: 5 pH point titration (com este método a alcalinidade é

(mg/l) determinada em simultaneo) (Moosbrugger, 2009);

Por cromatografia gasosa utilizando um cromatografo Hewlett Packard -
5890, detecgdo por ionizagdo de chama a temperatura de 250 ©C,
injector 175°C e forno a 170 °C sendo hélio o gas de arrastamento a
99.9995 %.

Volume de biogas Por deslocamento de liquido (agua da torneira) numa proveta

Tabela 2-6 Equipamentos utilizados ao longo do trabalho pratico

Laboratérios Aparelhos Caracteristicas

Departamento de Balangas KERN & SOHN GMBH ITB 60 K2LIP
Eng. Florestal
g. rloresta METTLER H31AR
METTLER PM200

SARTORIUS RESEARCH RC 210 P

Moinhos RETSCH MUHLE Gmbh SM1 (1500 W; 50 Hz;
220V)

RETSCH SM2000 (1500 W; 50 HZ; 400 V)
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THOMAS (50 HZ; 110-230 V)

Crivador RETSCH AS 200BASIC (230 v; 430 VA; 50 Hz)
Crivos 40 Mesch (425 um)
60 Mesch (250 pm)
80 Mesch (180 pm)
1mm
2mm
Espectofotometro SHIMADZU UV-160A
Cromatodgrafo HP 5890

Medidor de pH

PICCOLO PLUS HI 1295

Mufla 5500C
Estufas 60 °C e 100-105°C
Centrifuga 3000 rpm

Reactores de 300

ml

Ver Figura 2.12

Banho maria

35-37 °C (no caso dos ensaios de digestdo

anaerébia) e 50°C (no caso do pré-tratamento

Departamento de
Quimica Agricola

e ambiental

enzimatico)
Balancas METTLER AE200
SHIMADZU BK-2200H
Mufla 5500C
Estufa 100-105 °C
Centrifufa 3000 rpm

COT aparelho

SKALAR PRIMES®® TOC ANALYSER

Medidor de pH

HACH SENSION 4 MODEL 51910 (Platinum series)

Potenciémetro
com eléctrodo de
NOs3”

Crison Micro pH2001

Medidor da
Condutividade

HACH SENSION 7 MODEL 51975

Reactores de
2000 ml e de
300 ml

Ver Figura 2.11 Figura 2.13 Figura 2.14

Banho-maria ou

termostatizado

No caso dos reactores 2000 ml a temperatura foi
igual a 37 °C no caso dos reactores de 300 ml foi
de 35-37°C.

Espectofotémetro
de absorgdo

SP9 (para os minerais: Ca®*, Na*, Mg?*, K*, Mn?*,

Cu*, Zn?*, Fe?*)
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atémica HITACHI U2000 (apenas para o fésforo, P°*)

Departamento de Cromatografos Varian 3800 (analises de CH,4, CO, e O3)

Energias asosos . . iy
9 9 HP 5890 (analises de acidos gordos volateis:

Renovaveis . " - . . L
acido aceético, propidnico, isobutirico, butirico,
(LNEG) .
valerico)
Departamento de HPLC

Biotecnologia
(LNEG)

2.4.1 Descricao dos Métodos Utilizados

2.4.1.1 Determinacao da celulose e hemiceluloses

A determinacdo destes dois polimeros é efectuada apds a preparacao da
holocelulose. A holocelulose, que ndao é mais do que o somatorio dos polimeros
de celulose (ou «-Celulose) e hemiceluloses, é preparada utilizando uma amostra
em peso seco livre de extractivos. A holocelulose é definida como a fraccdo de
hidratos de carbono insolUveis em dgua e a sua obtencdo é efectuada mediante a
remocao da lenhina. Posteriormente a obtencdo da holocelulose é possivel
efectuar a determinagdao das hemiceluloses e da celulose. As hemiceluloses sao
constituidas por componentes que sao rapidamente hidrolisados com a utilizagao
de &acidos diluidos ou bases diluidas a temperaturas quentes ou com a adicao de
NaOH a 5% a frio (Roswell et al., 2005). Por conseguinte o principio do método
utilizado baseia-se na adicdo de hidréxido de sédio e acido acético obtendo-se
um residuo designado por «-celulose e uma fracgao solubilizada designada por

hemiceluloses.

2.4.1.2 Lenhina

O calculo do conteldo de lenhina presente nos caules de Cynara cardunculus é
efectuado utilizando amostras previamente extratadas. Com a adicao de acido
sulfirico a 72% todos os componentes presentes sao solubilizados incluindo uma
pequena fraccdo da lenhina designado por lenhina soluvel. O conteddo de lenhina
resulta do somatoério da determinacao da lenhina presente na fracgao solubilizada
(lenhina sollvel) apds anadlise num espectofotémetro e da lenhina Klason que
ndo é mais do que a fraccao solida que nao foi solubilizada. A quantificacdo da
lenhina Klason resulta da determinacdo do peso deste residuo sdélido e a

guantificacao da lenhina Sollvel é realizada mediante a seguinte expressao:
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_ A,ys X Volume inicial (ml) X Factor de dilui¢ao
% Lenhina soluvel = E X Pesos seco (mg) x 100

Onde E é o factor de conversao para concentragao igual a 110 g/l, Ayos € o valor
medido da amostra no espectofotdémetro utilizando uma absorvancia igual 205
nm e o volume inicial corresponde ao volume da solugdao resultante da
solubilizacdo com &cido sulfurico e filtracdo que foi sempre constante e igual a

250 ml. Para todas as amostras foi realizado um duplicado.

2.4.1.3 Hidratos de carbono

Utilizando 100 ml do filtrado resultante da determinacdao da lenhina Klason
procedeu-se a determinacdo dos acgucares. Trés passos fundamentais sao

levados a cabo com a adigao de diversos reagentes:

e Neutralizagdo e concentracao (inositol a 1%, azul de bromofenol e
hidroxido de bario);
« Reducdo (boro hidreto de sddio, acido acético glacial e metanol);

« Acetilacao (anidrido acético, acido sulfurico a 72% e diclorometano).

O procedimento é levado a cabo com base nos métodos TAPPI, a solucdo final
obtida é concentrada num rotavapor e, apés leitura num cromatografo gasoso, é
efectuada a quantificagdao dos hidratos de carbono estruturais (glucose, xilose,
manose, galactose, arabinose e ramanose). Em todas as amostras foi realizado

um duplicado.
2.4.1.4 Extractivos

A determinacdo dos extractivos, como foi referido anteriormente, é uma
determinacdo a efectuar antes de qualquer andlise e quantificacdo das varias
fraccOes lenhoceluldsicas. O método utilizado neste trabalho designa-se por
método de Soxtec utilizando diferentes solventes (diclometano, etanol e agua)
de modo a proporcionar a extraccao dos componentes ndo estruturais. Apds cada
extraccdo é efectuada a quantificacdo do peso do extracto expresso em %,

conforme a seguinte expressao:

Peso do residuo
% de extracto = x 100
Peso seco da amostra

Para todas as amostras foi realizado pelo menos um duplicado
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2.4.1.5 Determinacdo dos Acidos Gordos Volateis e Alcalinidade

A determinacdo dos acidos gordos volateis foi efectuada utilizando o método por
titulacdo a cinco pH também conhecido por “5 pH point titration”. E um método
gue tem sido utilizado no acompanhamento de algumas centrais de biogds na
Europa devido & sua simplicidade e morosidade (Moosbrugger, 2009). Este
método tem em conta o pH inicial da amostra (pHy) e a partir deste pH
desenvolvem-se titulagdes a diferentes valores de pH registando-se o volume do
titulante utilizado a cada ponto de equivaléncia. Apds este procedimento
colocam-se os valores obtidos para pH (pHo, pH:, pH2, pHs, pH4) € o volume de
titulante (v, v2, v3, v4) hum programa macro elaborado para o efeito em Excel.
Deste programa é possivel extrair os valores de AGV (mg/l) e alcalinidade (mg

CaCOs/l). Para todas as amostras foi realizado um duplicado.

2.4.1.6 Determinacao do conteudo em Azoto

A determinacdo do conteddo em azoto é expressa em termos de azoto total e
azoto organico (diferenca entre azoto Kjeldahl e azoto amoniacal).
Posteriormente é possivel determinar o conteldo em proteina multiplicando o
valor de Norg por 6,25. A determinacao de N € Nk consiste em trés operacdes

fundamentais:

+ Mineralizacao da amostra (em meio acido H,SO, concentrado na presenca
do catalisador no caso de Ng);

« Destilagao (alcalinizagao do meio com adigdao de NaOH, destilagao para um
meio acido contendo HsBOs e indicador misto);

« Titulagdo (com HCI);

No caso da determinacdo de N-NH," ndo existe fase de mineralizagdo, sendo
efectuada directamente a destilacdo. Em amostras sélidas como é caso dos
caules de cardo a determinacao de azoto amoniacal é efectuada apods extraccdo

prévia com KCI 2 M esta fase é realizada durante 24 h.

A quantificacdo destes elementos (Nya, Nk € N-NH4*) é efectuada com base na

seguinte expressao:

Niou Niyeqr 0ou N — NHf (mg/l) = JX14XVacidox1000

*
V*amostra

Onde f corresponde ao titulo da solucdo de HCI utilizada (em N), Vacdo

corresponde ao volume de acido gasto na titulacdo e Vamoestra € 0 Volume amostra
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utilizado (no caso de amostras soélidas deixa de existir volume passando a existir
peso e neste caso o valor de Nk ou Nita Vem expresso em mg/kg). Para todas as

amostras foi realizado um duplicado.

Foi ainda efectuado a titulo excepcional a determinacdo do azoto nitrico ou
nitratos (N-NOs3"). Esta determinacao apenas serviu para verificar qual a
concentragao de nitratos presentes durante o ensaio II Fase C aquando da adigao
de acido nitrico. O método baseia-se na medicao do potencial (em mV) de uma
solucao através de um eléctrodo especifico e com base numa recta de calibracao
de equacao linear na forma y=mx+b onde y corresponde ao potencial medido
em mV e o x corresponde ao log(mg N-NO3"). Deste modo, o valor medido do
potencial (y em mV) corresponde a um valor especifico da concentracao de

nitratos (em mg/l). Em todas as amostras foi realizado um duplicado.

2.4.1.7 Determinacao do conteudo em carbono

Para a determinacdao do conteddo em carbono foram utilizados 3 diferentes
métodos consoante o tipo de amostra. No caso da caracterizagao dos caules de
Cynara cardunculus foi utilizado a determinacdao do carbono organico total. Neste
caso, a amostra em peso seco é submetida a altas temperaturas entre 650 a
1000 °C e o CO, libertado é lido através de infravermelho. O aparelho efectua
duas leituras, uma correspondendo ao carbono total (CT) efectuada a 1000 °C e
outra leitura efectuada a temperaturas inferiores 650°C correspondendo ao
carbono inorganico (CI). A diferenca entre CT e CI designa-se por carbono
organico total (COT). No presente caso admitindo-se que o CI é praticamente
inexistente assumiu-se que o CT é igual ao COT. Um método mais simples e
menos dispendioso de determinar o COT resulta da divisdo do conteudo de
solidos volateis da amostra por 2 (sugerido por Zucconi e de Bertoldi, 1987). No
caso das amostras provenientes dos ensaios de digestdo anaerdbia apenas se
efectuou o balanco do carbono em termos de anadlises de caréncia quimica em

oxigénio e de SV (ou SVT-Solidos Volateis Totais).

No que se refere a determinacdo dos SV ou SVT foi um parametro analisado em
todos os ensaios exceptuando alguns ensaios exploratdrios. E uma determinacdo
simples e idéntica a dos solidos totais (ST) e é realizada apds esta determinacdo,

utilizando uma mufla a 550°C. A perda de peso referida em fungao do peso seco
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€ considerada SV ou SVT. Em todas as determinacdes foi realizado um duplicado

ou triplicado.

Relativamente a determinacdo da CQOpruto € CQOsoiuvel foram realizadas com base
no método de oxidacdo com dicromato de potassio (K,Cr,05). Apds titulagdo com
sal de Mohr é efectuada a quantificacdo da CQO:

8000 x (V, — V,) X ¢
Vv

CQO (mg 0;/1) =

Onde 8000 é a massa, em mg, de > equivalente grama de O,, V, é o volume,
em ml, da solucdao de sulfato de ferro (II) e amoédnio (sal de Mhor) gasto na
titulacdo do ensaio em branco, V; é o volume, em ml, de sal de Mohr gasto na
titulacdo da amostra, V é o volume, em ml, da toma da amostra e c é o titulo,

expresso em normalidade, da solugao de sal de Mohr.

2.4.1.8 Reactores utilizados para os ensaios de Digestao Anaerobia

A montagem dos ensaios a escala de 300 ml foi realizada com materiais
acessiveis e de baixo custo que permitissem de um modo simples averiguar a

biodegradabilidade da Cynara cardunculus.

Durante os ensaios exploratérios foi utilizado o esquema representado na Figura
2.11.
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Figura 2.11- Esquema de montagem utilizado no Ensaio A (A- garrafas de vidro de 400 ml, B-
provetas de 500 ml, C- tampas (de baldes volumétricos) previamente perfuradas, D- banho maria
a temperatura entre 37-42 °C (banho termostatizado de um rotavapor), E- recipiente com agua
como base das provetas, F- tubos flexiveis constituidos por polietileno, G- elasticos como fixacdo

das provetas a base)

Foi ainda construido outro sistema a mesma escala de 300 ml (Figura 2.12) para

a realizacdo dos ensaios descontinuos durante a Fase C.
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Figura 2.12- Montagem do sistema descontinuo de 300 ml adoptado para a realizagdao dos ensaios
durante a Fase C (A- garrafas de vidro de 500 ml, B- provetas de 500 ml, C- tampas de “borracha”
perfuradas, D- ponto de amostragem de gas, E- fixacdo do tubo no interior da proveta, F-tubos de
polietileno de 1m e 1,6 m, G-6 sacos TEDLAR de 500 ml, H- fixacdo e suporte das provetas, I-
recipiente com agua como base para a colocagdo das Provetas, J- banho maria a temperatura 35-
37 °C)
Neste esquema (Figura 2.12) as 12 garrafas estao repartidas por conjuntos de 2.
Cada conjunto de garrafas apresenta uma mistura idéntica, no entanto uma das
garrafas esta ligada a uma proveta permitindo a contabilizacdo do volume de
biogas produzido e a segunda garrafa esta ligada a um saco TEDLAR que permite
o armazenamento do biogds produzido para posterior quantificacdo do contetdo

em metano.

No caso dos ensaios a escala de 2000 ml foram utilizados os reactores (Figura
2.13), existentes no Departamento de Quimica Agricola e Ambiental do ISA. Os
reactores sao dotados de um aparelho externo que regula a temperatura interna
dos reactores igual a 37°C. Em cada reactor existe um agitador vertical, uma
proveta (11 e 2| e foi ainda construido um garrafao de 5| para permitir a
contabilizacdo de volumes superiores a 2 | didrios) e ainda uma valvula que

permite retirar amostras de gas durante o ensaio (Figura 2.14). Para a recolha
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das amostras foi utilizado um sistema préprio desenhado pela SGE (GAV-200 MK
II) (Anexos Figura A 1).

Figura 2.13- Esquema geral da montagem utilizada no ensaio B (Z- manta eléctrica de

aquecimento e regulador da temperatura)
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Figura 2.14- Montagem base para cada reactor: 1- agitador; 2- valvula para retirar amostras de
biogas; 3- veio vertical de agitacdo; 4- saida de biogas; 5- proveta para contabilizagdo do volume

de biogas
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3 Analise dos Resultados e Discussao

Os resultados e a sua discussdao estdo repartidos consoante a fase a que se

referem.
3.1 Fase A
3.1.1 Processamento e preparacao dos caules

As operacOes unitarias, que antecederam a caracterizacdo quimica do substrato,
permitiram retirar algumas observagoes relativamente a densidade aparente das
varias fraccdes obtidas durante o processamento dos caules de Cynara e o peso
das varias fraccOes obtidas apds 22 moagem (Tabela 3-1). Na realizacao destas

medigdes nao foi realizado nenhum duplicado.

Tabela 3-1- Caracterizacgdo fisica do material processado

Fraccoes Densidade aparente (kg/m>) Peso da fraccdo (%)

Corte inicial 104 NA
12 moagem 101 NA
23 moagem 192 NA
40 Mesh 173 69
40-60 Mesh 177 18
60-80 Mesh 159

80 Mesh 133

Verifica-se que existe no caule de Cynara um maior peso da fraccao 40 Mesh (ou
aproximadamente 0,4 mm) relativamente as outras fraccdes. Por outro lado
verifica-se um aumento da densidade com o aumento do processamento do
material para particulas de menor dimensdo, contudo a densidade diminui entre
as fraccoes 40 e 80 Mesh evidenciando que as particulas de menor dimensao

igual a 80 Mesh sdao consideravelmente menos pesadas que todas as outras.

3.1.2 Caracterizacao Quimica dos caules de Cynara

A caracterizacdo quimica foi realizada no inicio e final da componente pratica
devido ao contelddo de extractivos ser bastante diferente do referido na
bibliografia (Tabela 3-2).
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Tabela 3-2- Composicdo quimica dos caules de Cynara

Componente Quimico Conteldo (% MS)*
Humidade 10,91
Cinzas 4,26
Extractivos 6,44
Lenhina Total 20,39

Lenhina klason 16,65
Lenhina Soluvel 3,74
Hidratos de Carbono Estruturais 56,62
Glucose 35,15

Xilose 16,67

Manose 1,40

Arabinose 1,32

Galactose 1,43
Ramanose 0,64

TOTAL 87,75

*Analises realizadas em quadriplicado

A caracterizagao inicial levantou algumas questdes relativamente ao conteldo de
extractivos uma vez que na bibliografia consultada este conteldo se situa entre
0s 21% no caso dos caules colhidos no centro e Sul de Portugal (Pereira, 1994) e

149% para os caules colhidos em Madrid (Ballesteros, 2008; Gominho, 2001).

Verificou-se nas duas determinagdes efectuadas que os caules colhidos no campo
do ISA apresentam um conteldo de extractivos entre 6-7%, verificando-se uma
grande variabilidade deste parémetro face aos resultados obtidos por outros
autores (Pereira, 1994) (Gominho, 2001; Ballesteros, 2008). Os extractivos sao
componentes quimicos da parede celular que podem ser extraidos por solventes.
Estes componentes podem ser gorduras, acidos gordos, alcoois alifaticos, fendis,
esterdides, resinas, e outros compostos clorados, etc. (Rowell, 2005). No caso
dos caules de Cynara o conteldo destes componentes varia consideravelmente
entre 7% e 14% referidos em Gominho (2001) e Ballesteros (2008) e 21% como
referido em Pereira (1994). Esta variacao pode dever-se ao facto de apds o corte
dos caules estes permaneceram no campo BioEnergISA durante algum tempo
antes de serem levados para as oficinas do Departamento Eng. Florestal. Os
caules ficaram sujeitos as condicdes climatéricas dos meses de Setembro e
Outubro pelo que podera ter ocorrido alguma degradacao ou extraccdo dos
extractivos. Contudo, o factor responsavel por esta variacao nao foi aferido, pelo
que seria interessante verificar qual o motivo desta variagdo, nomeadamente se
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depende das condicdes climatéricas, do tipo de solo, da idade da cultura e das

condicdes de armazenamento apds colheita.

Foi ainda efectuada uma caracterizacdo em termos de minerais e conteldo em

carbono e azoto, apresentados na Tabela 3-3.

Tabela 3-3- Composicdo mineral e contelldo em carbono e azoto dos caules de Cynara

Parametro quimico Conteddo (% MS)

Minerais
Ca®* 2,70
Na* 1,68
Mg?* 0,30
K* 0,48
Cu®* 0,00
Zn?* 0,01
p+ 0,12
sv 95,72
coT 36,64
Niotal 0,29
Ny 0,27
N-NH4* 0,02
Norg 0,26
C/N 126,90
c/P 300,16

Verifica-se que os caules de Cynara apresentam um maior conteldo em calcio e
sodio, contudo verifica-se que apresentam quantitativos vestigiais pelo que nao
deverao influenciar negativamente o processo de digestdo anaerdbia. Com base
nos conteudos de azoto organico, carbono organico e fésforo é possivel
determinar a razao de C/N e C/P. Verifica-se que este substrato apresenta
valores demasiado elevados para as condicOes ideais de digestao anaerdbia

conforme anteriormente referido.
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3.2 Fase B

3.2.1 Origem do Inédculo

Nesta fase foi efectuado um ensaio com dois inéculos diferentes: um proveniente
da ETAR de Chelas (lamas digeridas provenientes do digestor anaerdbio) e outro
proveniente de um reactor continuo no ISA utilizando chorumes de suinicultura
(que se encontrava em fase de arranque ou estabilizacao). Deste modo verificou-
se qual o comportamento dos indculos a adicdo do substrato (Cynara
cardunculus L.). A caracterizacdo dos indculos utilizados no referido ensaio é

apresentada na Tabela 3-4.

Tabela 3-4-Caracterizagdo dos indculos de ETAR e chorume (valores arredondados)

Parametros Inéculo ETAR Indéculo chorume
pH 6,6 8,0
ST (g/1) 19,0 120,6
SV (g/1) 12,8 85,3
CQObruto (Mg/1) 22102,7 112297,7
CQO¥itrado (Mg/1) 334,2 8668,2

Verificou-se que em termos de volumes de biogds (acumulado e didrio) existe

uma consideravel diferenca entre os dois indculos (Figura 3.1 e Figura 3.2).
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=== =\olume acumulado (A1) Volume acumulado (A2)

Volume diario (A1) Volume diario (A2)

Figura 3.1- Volume diario e acumulado de biogas para o ensaio referente ao indculo de ETAR (A,

reactor controlo; A, reactor com substrato)
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Figura 3.2- Volume diario e acumulado de biogas referente ao ensaio com o inéculo de chorume
(B4 reactor controlo; B, reactor com substrato)
Verifica-se um acréscimo de 85 ml de volume acumulado de biogas para o
reactor A, ao fim de 10 dias em comparagcao com o reactor contendo apenas
inéculo (A;) e para o ensaio contendo inéculo de chorume verifica-se ao fim de
16 dias um acréscimo de 67,5 ml de volume acumulado de biogas para o reactor
B, em comparagao com o reactor contendo apenas indculo (B;). Os resultados
obtidos indicam que a producdo de biogads utilizando o mesmo substrato é

superior para o ensaio contendo inéculo de ETAR.

Ao nivel da producdo diaria, verifica-se que o reactor contendo indculo de ETAR
(A;) apresenta uma taxa de producdo de biogds muito superior ao do reactor
contendo indculo de chorume (B,). Para o reactor A, verifica-se uma producdo de
biogas consideravel a partir do 1° dia enquanto no reactor B, apenas se verifica
uma producao de biogds a partir do 7° dia, evidenciando que o inéculo de ETAR

apresenta maior adaptabilidade ao substrato que o inéculo de chorume.

Relativamente ao indculo de chorumes pensou-se que, devido ao facto de este
ter sido retirado antes da agitacdo e por apresentar um grande conteddo em
sblidos, poderia de certo modo possuir uma actividade reduzida e por
conseguinte menor conteldo em bactérias. Pelo que se procedeu novamente a
recolha deste indculo apds agitacdo. A sua caracterizacdo encontra-se descrita na
Tabela 3-5.
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Tabela 3-5- Caracterizacdao do novo inéculo de chorumes

Parametros Inéculo de chorume
pH 7,96
Condutividade (mS/cm) 10,10

ST(g/l) 6,25

SV (g/1) 3,17
CQObruto (mg/l) 5269,6
CQOfiltrado (mg/I) 3209,6

O conteldo em matéria organica (ST x SV) do novo indéculo de chorume
apresenta valores inferiores de 0,19 %. Tendo em conta que normalmente se
recomendam valores entre 1 a 2% de conteddo em matéria organica (Shelton,
1984) e tendo conta os resultados obtidos do ensaio anterior (Tabela 3-1)
tomou-se a decisao de utilizar apenas o indculo proveniente da ETAR de Chelas

em todos os ensaios de digestao anaerdbia.

Outro ponto também importante relacionado com a origem do indculo é a sua
conservacao e utilizacdo. Inicialmente pensou-se conservar o indculo congelado a
temperatura de -37 °C de modo a que seja possivel de utilizar sempre o mesmo
indculo em cada ensaio. No entanto verificou-se que apds descongelamento
ocorria uma diminuicdo da CQOpn. Antes do descongelamento o indculo de
ETAR apresentava um valor (Tabela 3-4) de 22102,07 mg/l e apds 10 dias de
congelamento apresentou um valor de 12000 mg/l. Segundo determinados
autores (Shelton, 1984; Colleran, 1992) as lamas digeridas podem ser
conservadas até 4 semanas a 4°C ou congeladas a seco na presenca de N,
Contudo verifica-se que dependendo da origem do indculo (digestor primario ou
secundario) pode ocorrer uma certa diminuicao de actividade metanogénica pelo
gue aconselham a utilizar inéculo fresco sempre que possivel. Com base nestes
dados e na impossibilidade de realizar testes de actividade metanogénica optou-

se por utilizar em cada ensaio um indéculo fresco proveniente da ETAR de Chelas.

3.2.2 Ensaios exploratdrios de DA

3.2.2.1 Ensaio A

Neste ensaio foi efectuada a determinagao dos SV de cada um dos constituintes

da mistura. A caracterizacdo do indculo encontra-se na Tabela 3-6.
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Tabela 3-6- Caracteristicas do Indculo para o Ensaio A

Parametro Quantitativos
pH 6,94
Condutividade (mS/cm) 3,01
ST (g/1) 13,09
SV (g/l) 8,64

Este primeiro ensaio designado por Ensaio A teve como objectivo verificar qual a
produtividade de biogds possivel de alcancar utilizando 3 diferentes razdes I/S
a 2,87, 5,74, 8,61 gsv/l

respectivamente pelos reactores 1, 2 e 3. O ensaio terminou ao fim de 25 dias

consoante a concentragao do substrato igual
em vez de 30 dias como indicado na metodologia. Verificou-se, no final do
ensaio, que o reactor 1 apresentava um volume acumulado superior a todos os

outros reactores Figura 3.3.
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Figura 3.3- Volume acumulado e diario de biogdas para o Ensaio A (razdes I/S: Reactor 1 igual a
116,1 ml I/g SV S; Reactor 2 igual a 58,2 ml I/g SV S; Reactor 3 igual a 38,9 ml I/g SV S)
Como ¢é possivel observar a producdo didria de biogas ou volume diario
apresenta uma curva bastante irregular para o reactor 2. Verificou-se ao fim de
22 dias de tempo de ensaio que existia uma fuga entre a tampa e o bocal da
garrafa devido ao facto de a silicone existente se encontrar solta. Pressionou-se
a tampa de modo a isolar e verificou-se um acréscimo de volume nos dias

seguintes (dias 23, 24 e 25), como é possivel constatar pelo desenvolvimento da
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curva. Contudo no dia 25 apds agitacdo deixou de ocorrer libertagdo de biogas
verificando-se que apds retirar a tampa existia pressao interna devido ao
acumular de biogas dentro do reactor. Verificou-se posteriormente que devido a
producdo de biogds e a agitagdo manual comecgou a existir acumulacdo das
particulas sdlidas do substrato na extremidade do tubo levando a um
bloqueamento da passagem do biogas. Apesar do reactor 1 apresentar um maior
volume de biogds acumulado, devido ao problema de colmatagao ndo foi possivel
contabilizar todo o biogas produzido pelo reactor 2 (ver Figura A 3 em Anexos),

pelo que o volume acumulado no reactor 2 poderia ser superior ao do reactor 1.

Em relacdo ao reactor 3 pensou-se que também tinha ocorrido um problema de
colmatacao devido ao facto de a producao de biogas ter parado ao fim de 8 dias,
como é possivel verificar nas curvas de volume acumulado e diario. Contudo
apds medicdo do pH e dos AGVs verificou-se que a razdao I/S existente neste
reactor conduziu provavelmente a um desequilibrio no sistema. A Tabela 3-7
resume as produtividades especificas de biogds obtidas para cada um dos

reactores bem como os AGVs e alcalinidade medidos no final do ensaio:

Tabela 3-7- Produtividade especifica de biogds, pH, AGVs e alcalinidade no final do Ensaio A

Reactores Produtividade especificas de pH AGVs Alcalinidade (mg
biogas (I/g SV) (mg/l) CaCoOs/I)
Controlo 0,18 7,97 677 826
1 0,16 7,79 9 1570
2 0,08 7,53 123 1550
3 0,01 5,38 2654 20

Efectuou-se ainda outro ensaio utilizando as mesmas razdes I/S dos reactores 1
e 2 e uma terceira razdo I/S intermédia. Verificou-se novamente que o reactor 1
apresentava uma produtividade superior em relagdao aos restantes contudo
verificou-se novamente os mesmo problemas de colmatacao nos tubos de

recolha do biogas.

3.2.2.2 Ensaio B

Apesar das duvidas existentes relativamente a melhor razdo de I/S em termos
de produtividade de biogas devido aos problemas de colmatacdo, admitiu-se
para a realizacao deste ensaio que a razao mais adequada em termos de

producao de biogas seria igual a 116,1 ml I/g SV S.
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O objectivo deste ensaio é o de verificar qual a produtividade especifica de
biogas e metano obtida para esta razao de I/S. Por outro lado pretende-se
averiguar se ocorre alguma variagao dessa mesma produtividade quando o
substrato é submetido a um pré-tratamento ou hidrélise térmica. A Tabela 3-8
apresenta a caracterizagao dos constituintes em cada um dos reactores antes e

apods o ensaio.

Tabela 3-8- Caracterizagao dos constituintes antes e depois do ensaio

Reactores Inicio do ensaio Final do ensaio Remocdo de SV (%
MS)
pHo | PH; ST SV pH¢ ST SV
(g/1) (a/1) (g/1) (a/1)
Controlo | 6,88 | 6,88 23,51 16,82 | 7,28 14,39 9,46 NA
1 4,44 | 6,91 34,06 28,67 | 7,25 20,01 14,65 56,15
2 6,25 | 7,09 34,15 28,56 | 7,30 21,69 16,30 41,69

Como é possivel verificar existe uma diferenca consideravel no pH do substrato
pré-tratado (reactor 1) para o substrato ndo tratado (reactor 2). Apds o pré-
tratamento dos caules de Cynara com agua (160°C, 30 min) ocorreu uma
diminuicdo do pH provavelmente devido a solubilizagdo dos grupos acetil e da
formacdo de acidos organicos, resultantes da solubilizagcdo da hemiceluloses.
Apds determinacdao da Holocelulose do material pré-tratado (igual a 69%) e do
material original (80%) verificou-se que ocorreu uma solubilizagao de
aproximadamente 11% dos acucares. Contudo ndo foram realizadas analises de
AGVs antes do ensaio pelo que ndo se pode referir o contelldo dos mesmos. Apds
adicdo do indculo verifica-se que o pH da mistura sobe rapidamente atingindo
valores adequados para a DA igual a 6,91. Verifica-se que ocorreu uma maior
reducao dos SV no reactor 1 que no reactor 2 igual a 14%. Verifica-se pois que a
hidrélise térmica como pré-tratamento permite uma maior disponibilizacdo do
carbono existente e neste caso muito proximo do valor correspondente a

solubilizacao dos agucares igual a 11%.

A Figura 3.4 permite evidenciar a producdo didria e a producdo acumulada de

biogas durante os 30 dias de tempo de ensaio para cada um dos reactores:
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Figura 3.4- Producdao acumulada e diaria de biogas (Reactor 1- Substrato pré-tratado; Reactor 2-

Substrato ndo tratado)

Antes da realizagdao deste ensaio verificou-se que havia necessidade de
contabilizar os volumes diarios que poderiam ser superiores a 2| nos primeiros
dias. Para isso adaptou-se um sistema de armazenamento e contagem do
volume do biogas utilizando dois garrafées de 5I. Contudo devido ao facto de os
garrafdoes ndo estarem completamente isolados ndo houve contagem do biogas
no primeiro dia, situacdo que é possivel verificar analisando as curvas de volume
diario. Colocaram-se provetas de 2| e procedeu-se apenas a contagem do volume

de biogas produzido nos trés reactores apds o 1° dia.

Verificou-se também que durante os primeiros 7 dias de ensaio ocorreram fugas
ligeiras devido ao abrir e fechar da valvula de recolha de amostra de biogas, quer
no reactor 1 quer no reactor 2. A fuga do reactor 1 ocorreu no 2°dia e foi
reparada no 3° dia e a fuga do reactor 2 ocorreu no 6° dia e foi reparada no 7°
dia.

encontrava desligado, situacdo que é possivel verificar ao analisar as curvas de

Verificou-se também que o aparelho que regula a temperatura se

volume diario de biogas. A existéncia de dois picos é devida a essa situagao. Na
passagem do 9° para o 10° dia ligou-se novamente o aparelho e apds a
temperatura subir de 20-22°C (temperatura ambiente do laboratério) para 37°C

verificou-se uma produgao de biogas bastante elevada resultando no 2° pico das
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curvas relativas ao volume diario de biogds. Posto isto, verifica-se que as
conclusdes deste ensaio ficam limitadas pelas condicdes a que este foi sujeito

durante os primeiros 10 dias.

No final do ensaio, apesar das fugas nos reactor 1 e 2, verifica-se uma
produtividade especifica de biogas para o reactor 1 igual a 0,68 | de biogas/g SV
de substrato adicionado e para o reactor 2 igual a 0,63 | de biogds/g SV de
substrato adicionado. Dada a situacao inicial de fugas e de variagao da
temperatura apenas é possivel referir que a produtividade especifica de biogas,
utilizando uma razao I/S de 116,1 com a fraccao 40-60 Mesh dos caules de
Cynara, ¢ no minimo de 0,63-0,68 1/gSV adicionados. Esta produtividade

especifica de biogas esta de acordo com alguns dos valores obtidos para outras

culturas herbaceas (Prochnow, 2009). No caso do in6culo a produtividade de
biogas foi igual a 0,19 I/gSV.

Relativamente ao conteido de metano verificou-se que este era em média igual
a 53% para os reactores 1 e 2 e de 63% para o reactor de controlo e o contetido
em didxido de carbono era igual em média a 47% para os reactores 1 e 2 e 37%
para o controlo, conforme indicado na Tabela 3-9.

Tabela 3-9- Produtividades especificas de biogas e CH, e conteddo em metano e didxido de

carbono durante o ensaio B

Reactores Conteido em Conteudo em Produtividade Produtividade
CH," (%) CO, (%) especifica de biogas especifica de CH,
(1/g sv) (1/gsV)
Controlo 63,19 36,81 0,19 0,19
Reactor 1 53,15 46,85 0,68 0,34
Reactor 2 53,21 46,79 0,63 0,31

*0 conteldo de CH4 e CO2 de cada reactor resulta da média das andlises efectuadas de 5 amostras.

Com base no conteiddo em metano calculou-se a produtividade especifica de
metano para cada um dos reactores verificando-se que esta é igual a 0,34 e 0,31
| CH4/gSV para o reactor 1 e 2 respectivamente. Devido aos problemas referidos
durante o ensaio apenas se pode referir que a produtividade especifica de
metano para os caules de Cynara é no minimo de 0,31-0,34 1/gSV. Estes valores
estdo de acordo com a bibliografia consultada. Contudo devido & situacdo de
fugas é possivel referir que muito provavelmente estes valores podem ser
superiores para as condicdes do ensaio em termos da razao I/S utilizada. Novos
ensaios poderao ser realizados de modo a determinar com maior exactidao estes

valores.
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3.3 Fase C
3.3.1 Ensaio I

Neste ensaio designado por ensaio I analisaram-se 5 diferentes razdes de I/S.
Contudo ao longo do trabalho pratico mediante a disponibilidade de reactores
houve a possibilidade de testar outras razdes de I/S em dois diferentes ensaios.
Os resultados obtidos para todas as razdes serao apresentados juntamente
apenas para efeitos de comparagdao com os resultados obtidos inicialmente e
discussdao do efeito da razao I/S na digestdo anaerdbia de Cynara. Serao
apresentados resultados de 3 ensaios: o Ensaio I descrito em 2.3, e dois outros

ensaios designados por Y e Z seguidamente indicados na Tabela 3-10.

Tabela 3-10- Razdes de I/S utilizadas em trés diferentes ensaios: Ensaio I, Ensaio Y e Ensaio Z

Ensaios I/S
Ensaio I
Reactor 1 349,8
Reactor 2 174,2
Reactor 3 116,1
Reactor 4 87,5
Reactor 5 69,7
Controlo NA
Ensaio Y
Reactor 1 58,2
Reactor 2 50,0
Reactor 3 43,7
Reactor 4 38,9
Reactor 5 69,7
Controlo NA
Ensaio Z
Reactor 4 35,0
Reactor 5 69,7
Controlo NA

Como é possivel verificar utilizou-se em cada ensaio a mesma razao I/S para o
reactor 5 para efeitos de comparacdao. Na Tabela 3-11 sdao apresentadas as

caracteristicas de cada Ensaio em termos de SV e ST.
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Tabela 3-11- Caracteristicas dos Ensaios em termos de ST e SV

Ensaios ST (g/l) SV (g/I)
Ensaio I
Reactor 1 20,38 15,55
Reactor 2 23,08 18,47
Reactor 3 28,34 23,11
Reactor 4 29,25 24,50
Reactor 5 30,48 25,88
Controlo 15,30 11,01
Ensaio Y
Reactor 1 45,55 27,69
Reactor 2 48,63 30,61
Reactor 3 50,60 32,99
Reactor 4 53,36 35,57
Reactor 5 42,29 24,30
Controlo 27,64 9,95
Ensaio Z
Reactor 4 58,05 45,96
Reactor 5 35,68 25,58
Controlo 21,08 10,63

Verifica-se que as caracteristicas do indculo utilizado em termos de ST variam
consideravelmente de ensaio para ensaio, pelo que afectam o conteludo de ST
em cada reactor. Por outro lado, verificou-se também que as condicbes de
operacao dos digestores da ETAR de Chelas no momento de recolha da lama

digerida eram diferentes em termos de pH e temperatura Tabela 3-12.

Tabela 3-12- Caracteristicas do indculo (pH e temperatura) no momento de dos digestores (A-B)

Ensaio pH (A-B) Temperatura dos digestores (°C)

Ensaio I 6.0-6.3 26
Ensaio Y 6.0-6.3 30
Ensaio Z 6.24-6.15 30,5-36,8

Nas Figuras Figura 3.5, Figura 3.6, Figura 3.7, Figura 3.8 e Figura 3.9 sao
apresentados os volumes diarios e acumulados registados ao longo do tempo de

ensaio para os trés diferentes ensaios.

128



1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

Volume acumulado (ml)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tempo de ensaio (dias)

Reactor Al

Reactor A2

Reactor A3

Reactor A4 = = = = Reactor A5 = = = = Reactor A6

Figura 3.5- Volume acumulado de biogds durante o Ensaio I (Razbes I/S: reactor 1- 349,8 ml I/g
SV S; reactor 2- 174,2 ml I/g SV S; reactor 3- 116,1 ml I/g SV S; reactor 4- 87,5 ml I/g SV S;
reactor 5- 69,7 ml I/g SV S)

300

250
=\

150

100

\

N~ ____

N L L X X
T T T T T T T T 1 1 1 T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

50

Volume didrio de biogas (ml)

Tempo de ensaio (dias)

Reactor 1 Reactor 2
reactor 3 Reactor 4
= === Reactor 5 = === Controlo

Figura 3.6- Volume diario de biogas durante o Ensaio I (Razbes I/S: reactor 1- 349,8 ml I/g SV S;
reactor 2- 174,2 ml I/g SV S; reactor 3- 116,1 ml I/g SV S; reactor 4- 87,5 ml I/g SV S; reactor
5- 69,7 mlI/g SV S)

129



Volume acumulado de Biogas (ml)

Tempo de ensaio (dias)

Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3

Reactor 4 ««<=<Reactor5 ==<=<ControloY

Figura 3.7- Volume acumulado de biogdas durante o ensaio Y (Razdes I/S: reactor 1- 58,2 ml I/g
SV S; reactor 2- 50,0 ml I/g SV S; reactor 3- 43,7 ml I/g SV S; reactor 4- 38,9 ml I/g SV S;
reactor 5- 69,7 ml I/g SV S)

__ 400

E 350

8 300 -

g

2 250 - N

Y —m e \——
£ =0 Nl

5 100 I 75« ‘\\ P ——
e so0 s \-__________:_'_‘_’._________-
2 0 T T T T T T T T T T T 1
o

>

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo de ensaio (dias)

Reactorl Reactor 2 Reactor 3

Reactor4 ====Reactor5 ==<==ControloY
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Figura 3.9- Volume diario e acumulado de biogas durante o Ensaio Z (Razbes I/S: reactor 4- 35,0
ml I/g SV S; reactor 5- 69,7 ml I/g SV S)
Como é possivel verificar o efeito da variacdo da razdo de I/S na producao de
biogds ndo teve o mesmo impacto do Ensaio apresentado no ponto 3.2.2.1.
Neste ponto tinha-se verificado que uma razao I/S igual a 38,9 ml I/g SV S
conduziu a uma maior producdo de AGVs que levou a um desequilibrio e
diminuicdo do pH. No Ensaio Y e Z utilizou-se para o reactor 4 uma razao de I/S
igual ou superior a esta, no entanto nao se verificou uma diminuigao da produgao
de biogas antes pelo contrdrio a producao de biogds em termos de volume
acumulado e diario foi sempre superior em relagdo as outras razdoes I/S
utilizadas. Por outro lado os pH no final do ensaio situavam-se préximo do
neutro, demonstrando que o mesmo efeito de acumulagdo de AGVs e

consequente acidificagao nao ocorreu (Tabela 3-13):

Tabela 3-13- Valor de pH final para os Ensaios Y e Z

Reactores I/S (mlI/gSVS) pH

EnsaioY Reactor 1 58,3 7,21
Reactor 2 50,0 7,31
Reactor 3 43,7 7,43
Reactor 4 38,9 7,44
Reactor 5 69,7 7,39
Ensaio Z Reactor 4 35,0 6,62
Reactor 5 69,7 6,76

Comparando os indculos utilizados nos Ensaios Y e Z com o indculo utilizado no

ensaio descrito no ponto 3.2.2.1 verifica-se que existe uma grande diferenga no
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gue se refere ao conteudo de ST, constatacdo que ndo foi investigada neste

trabalho contudo devera ser considerada em futuros ensaios.

Na Tabela 3-14 é indicada a produtividade especifica de biogas de cada reactor,

conteldo de metano e didxido de carbono:

Tabela 3-14- Produtividade especifica de biogas e conteddo em CH, e CO, para as varias razoes de

I/S
Ensaios I/S (ml1/g Produtividade especifica de biogas CH, CO,
SVS) (/g SV) (%) (%)
Ensaio I Reactor 349,8 ND?! 67,24 32,76
1
Reactor 174,2 0,066 62,35 37,65
2
Reactor 116,1 0,059 57,44 42,56
3
Reactor 87,5 0,078 56,63 43,37
4
Reactor 69,7 0,079 56,19 43,81
5
Ensaio Reactor 58,3 0,072 54,25 45,75
Y 1
Reactor 50,0 0,072 56,43 43,57
2
Reactor 43,7 0,076 52,45 47,55
3
Reactor 38,9 0,082 50,89 49,11
4
Reactor 69,7 0,070 55,91 44,09
5
Ensaio Reactor 35,0 0,091 55,47 44.53
Z 4
Reactor 69,7 0,102 56,15 43,85
5

A produtividade especifica de biogads ao final de 11-12 dias de tempo de ensaio é
bastante similar para todas as razdes, contudo verifica-se que para os ensaios I
e Z a razao I/S igual 69,7 apresentou a produtividade mais elevada e, no caso do
ensaio Y a razao que antes tinha sido considerada inadequada para a digestao
anaerdbia dos caules de Cynara, igual a 38,9, apresentou a produtividade

especifica mais elevada. Verifica-se que a produtividade especifica de biogas

11 ND- N&o determinado devido a problemas de fuga
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aumenta com a diminuicdao da razao I/S e tende a diminuir para razoes inferiores
a 38,9. Contudo, tendo em conta a variabilidade do indculo deverdao ser
efectuadas ensaios idénticos com o mesmo indculo para tempos de ensaio de no
minimo 30 dias de modo a contabilizar aproximadamente todo o volume de

biogas produzido.

Verifica-se também que o conteddo de metano tende a diminuir com a
diminuicdo da razao de I/S. Em geral verifica-se que a digestdo anaerdbia de
Cynara produz um gas constituido por 56,8 + 4,3 % de metano e 43,2 + 4,3 %
de dioxido de carbono.

Verificou-se, no caso do Ensaio I, que a razao de C/N e CQOyp.to/N aumenta com
a diminuigcdo da razao I/S, ou seja, com o aumento da concentragao do substrato
(Tabela 3-15).

Tabela 3-15- Razdao de C/N e CQOyto/N para diferentes razdes de I/S (Ensaio I)

Reactores I/S (mlI/gSVS) C/N* CQOpruto/N

EnsaioI  Reactor 1 349,8 10,50 27,70
Reactor 2 174,2 11,37 29,88
Reactor 3 116,1 13,79 36,31
Reactor 4 87,5 14,03 36,97
Reactor 5 69,7 15,03 39,18
Controlo NA 7,31 19,54

*Q valor de Carbono foir estimado com base no teor de SV dividindo este contetido por 2

Conforme anteriormente descrito considera-se, para substratos lenhocelulosicos,
razoes de C/N préximas de 15-16 como as ideais para o processo de DA. Com
base nesta referéncia e considerando o volume de biogas acumulado bem como
a produtividade especifica de biogas e metano medidos para o Ensaio I, decidiu-

se utilizar a razao I/S igual a 69,7 ml I/g SV S nos ensaios seguintes.

3.3.2 Ensaio II

Este ensaio serviu para verificar o efeito do tempo de reaccao da hidrdlise
térmica dos caules de Cynara na produtividade especifica de biogds e metano
para a razao I/S de 69,7 ml I/g SV S. As FigurasFigura 3.10 e Figura 3.11
permitem evidenciar o efeito da solubilizacdo da matéria organica e o efeito na
razao C/N e de CQO/N.
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Figura 3.11- Efeito do tempo de reacgdo de hidrdlise térmica na relagdo de C/N e CQO/N

Verifica-se que o efeito da hidrélise térmica aumenta a solubilizagdao dos aglcares
estruturais e lenhina. Apesar de nao terem sido realizadas analises do conteldo
em hidratos de carbono e lenhina do substrato apds hidrélise térmica verifica-se
que ocorre um aumento gradual da solubilizacdao do carbono com o tempo de
reaccdo. Por outro lado verifica-se que o conteldo em azoto tende a aumentar
ligeiramente contribuindo para a diminuicdo da relacao de C/N e CQO/N (Figura
3.12).
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Figura 3.12- Efeito do tempo de reacgdo da hidrélise térmica na libertagdo de azoto

As Figura 3.13 e Figura 3.14 apresentam a digestdao anaerdbia dos substratos pré-
tratados e nao tratados durante o tempo de ensaio bem como o volume

acumulado e produtividade especifica no final do ensaio.
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Figura 3.13- Volume diario de biogas produzido para o Ensaio II (Reactor 1- substrato pré-tratado
10 min; Reactor 2- Substrato pré-tratado 15 min; Reactor 3- Substrato pré-tratado 20 min;

Reactor 4 Subsatrato pré-tratado 30 min; Reactor 5- Substrato sem pré-tratamento)
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Figura 3.14- Volume acumulado de biogas produzido para o Ensaio II (Reactor 1- substrato pré-

tratado 10 min; Reactor 2- Substrato pré-tratado 15 min; Reactor 3- Substrato pré-tratado 20

min; Reactor 4 Subsatrato pré-tratado 30 min; Reactor 5- Substrato sem pré-tratamento)

Verifica-se que o reactor 3 apresentou ao fim de 12 dias de tempo de ensaio o

maior volume acumulado de biogas produzido, resultando igualmente numa

maior produtividade especifica de biogas Tabela 3-16.

Tabela 3-16- Observagodes finais do Ensaio 11

Reactores Volume de biogas Produtividade especifica de CH, Co,
acumulado (ml) biogas (I/gsV) (%) (%)
Reactor 1 1465 0,061 60,12 39,88
Reactor 2 1776 0,078 62,69 37,31
Reactor 3 1946 0,089 61,77 38,23
Reactor 4 1875 0,085 64,81 35,19
Reactor 5 1715 0,070 64,89 35,11
Controlo 535 0,043 NA!? NA
Verifica-se uma ligeira variacdo do conteldo de metano, superior para o

substrato ndo tratado e diminuindo para o substrato tratado com 10 minutos e

aumentando novamente para substratos submetidos a tempos de reacgao

superiores. Apesar desta variacao e tendo em conta o volume acumulado e a

produtividade especifica de biogas optou-se por utilizar um tempo de reaccao de

hidrélise térmica de 20 minutos para o Ensaio III.

12 N3o Atribuido (NA) devido ao facto de o volume da amostra ser muito reduzido ndo

permitindo uma correcta medicdao do conteido em metano e didxido de carbono.
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3.3.3 Ensaio III

Este ensaio permitira seleccionar o reagente quimico que possui maior impacto
na solubilizacdao do carbono existente no substrato e, consequentemente, melhor
resultado em termos de volume acumulado de biogds e produtividade especifica
(Figura 3.15).
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Figura 3.15- Solubilizagdo do carbono para diferentes reagentes quimicos apos pré-tratamento
termo quimico
Verifica-se que os reagentes hidréxido de sddio e acido nitrico, uma base forte e
um acido forte, apresentam um melhor resultado na solubilizagdo do carbono do
substrato e que o acido nitrico é o que apresenta melhor resultado. Verifica-se
que o efeito de solubilizagdo €& maior para: &cido nitrico>NaOH>amodnia

(Aqg)>acido acético respectivamente.

A Figuras Figura 3.16 e Figura 3.17 apresentam os graficos relativos a producao de

biogas diario e acumulado, respectivamente, para o Ensaio III.
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Figura 3.16- Volume diario produzido durante o ensaio III (Reactor 1- substrato pré-tratado com
NAOH; Reactor 2- Substrato pré-tratado com NHs,q ; Reactor 3- Substrato pré-tratado com HNO5”
; Reactor 4- Subsatrato pré-tratado com CHs;COOH; Reactor 5- Substrato sem pré-tratamento)
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Figura 3.17- Volume acumulado de biogas durante o ensaio III (Reactor 1- substrato pré-tratado
com NAOH; Reactor 2- Substrato pré-tratado com NHs(,q) ; Reactor 3- Substrato pré-tratado com
HNOs"; Reactor 4- Subsatrato pré-tratado com CH3;COOH; Reactor 5- Substrato sem pré-
tratamento)
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De modo a completar a andlise dos graficos a Tabela 3-17 apresenta as
caracteristicas da mistura dos substratos pré-tratatos com indculo no inicio e no

final do ensaio. O conteldo em AGVs e alcalinidade foi medido no final do ensaio.

Tabela 3-17- Caracteristicas do contelido de cada reactor no inicio e final do ensaio III

Reactores pH SV (g/l) N-NH,* AGV Alcalinidade CH,; CO,
(mg/1) (mg/1) (mg CaCOs/1) (%) (%)
pHiniciaI prinaI SVinicial SVfinal IniCial Final

Reactor 1 8,38 7,75 25 19 370 518 106 3845 71 29
Reactor2 875" 6,64 28 21 1321 1488 4201 236 45 55
Reactor3 587 3,85 25 19 518 502 2465 0,5 45 55
Reactor4 584 7,32 27 20 435 535 0 1446 65 35
Reactor5 6,87 7,29 27 24 435 502 0 1547 60 40

*Incialmente apos o pre-tratamento obteve-se pH igual a 9.18 e depois corrigiu-se o pH a 8.75

Os reactores 2 e 3 apresentam os piores resultados, em termos de volume
acumulado de biogads, evidenciando sinais de inibicdo desde o primeiro dia de
ensaio. Analisando a Tabela 3-17 verifica-se que a inibicdo do processo no reactor
2 pode estar relacionada com o pH e o conteldo de azoto amoniacal. Verifica-se
que, devido a estas condicdes, apenas as bactérias fermentativas permaneceram
com maior actividade proporcionando um acumular de AGVs e levando a
diminuicdao da alcalinidade do meio e ao desequilibrio do sistema, inibindo as
bactérias metanogénicas, efeito que se traduz numa menor producao de biogas e
menor conteldo de metano. Contudo regista-se um elevado conteido de AGVs e
de SV indicando que o pré-tratamento com amodnia é bastante eficiente na
solubilizacao do substrato, contudo a concentracao utilizada deste reagente
conduziu a uma subida elevada do pH e de azoto amoniacal que inibiu a
actividade das bactérias, situacdao que também pode ser evidenciada pela

CQOqoiivel das amostras no final do ensaio (Figura 3.18).
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Figura 3.18- Carbono solubilizado ndo degradado (Reactor 1- substrato pré-tratado com NAOH;
Reactor 2- Substrato pré-tratado com NHj(.q) ; Reactor 3- Substrato pré-tratado com HNOs';
Reactor 4- Subsatrato pré-tratado com CH;COOH; Reactor 5- Substrato sem pré-tratamento)

Comparando os valores de CQOgyuver NO inicio (Figura 3.15) e final do ensaio
(Figura 3.18) verifica-se que, para o reactor contendo substrato tratado com
amoénia (reactor 2), a solubilizacdo do carbono foi superior durante o ensaio de
digestao anaerdbia do que durante o pré-tratamento. O efeito do tratamento da

amoénia parece facilitar a acessibilidade das bactérias hidroliticas e fermentativas.

No caso do reactor 3 verifica-se que a inibicao foi devida a outros factores que
podem estar relacionados com a presenca de nitratos como aceitador de
electroes (Tabela 3-18).

Tabela 3-18- Conteldo em nitratos antes e depois do ensaio

Reactores Contetildo em NO3~

Antes (mg/l) Depois (mg/I)

Reactor 1 -102,1 -94,3
Reactor 2 -78,9 -19,8
Reactor 3 126,7 -12,1
Reactor 4 -73,8 -94,3
Reactor 5 -104,6 -114,9

As andlises foram realizadas algum tempo depois da recolha das amostras, pelo
gue o conteldo em nitratos apresenta um valor negativo, com excepgao da
amostra proveniente do reactor 3. A presenca deste aceitador de electroes pode
ter levado a inibicdo da degradacao levada a cabo pelas bactérias anaerdbias.
Por outro lado o pH do meio, no final do ensaio, é bastante inferior ao valor
normalmente referido como éptimo para a metanogénese e igualmente para a
fermentacao, pelo que nao se registou praticamente nenhuma producao de
biogas apds o 40 dia.
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Analisando o conteldo de AGVs por cromatografia gasosa verifica-se que o acido
acético apresenta uma maior quantitativo, seguido do acido propidnico e do acido
butirico. Verifica-se que para valores superiores a 2 g/l de acido acético ocorre a
inibicao do processo, na eventualidade de nao existir alcalinidade suficiente para
manter o pH dentro do limite considerado o6ptimo (Tabela 3-19). Verifica-se
também que ndo ocorrem muitas diferengas entre os dois métodos utilizados

para determinar o contedudo de AGVs (cromatografia gasosa e titulagdo).

Tabela 3-19- Conteldo em AGVs utilizando cromatografia gasosa

AGV Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3 Reactor4 Reactor5

Concentracdo de AGVs (mg/l)

Acido acético 0 3552 1687 0 0
Acido propidnico 0 694 90 0 0
Acido iso butirico 0 42 156 0 0

Acido butirico 0 193 0 0 0

Acido valérico 0 88 0 0 0

TOTAL 0 4569 1933 0 0

Verifica-se que o0s Unicos reagentes quimicos que proporcionaram melhores
condicOes para a digestdo anaerodbia foram respectivamente o hidroxido de sddio
e 0 acido acético. Em termos de volume acumulado, produtividade especifica de
biogds e conteddo em metano verifica-se que o reactor 1 apresentou os
melhores resultados. Verifica-se que o acido acético apresentou também uma
boa produtividade registando-se no final do ensaio, na passagem para o 11° dia,
uma subida da producao de biogds. Contudo, a duracdo do ensaio podera limitar
as conclusdes relativamente a producao de biogds pelo que dever-se-a realizar o
mesmo ensaio para uma duragao de aproximadamente 30 dias de modo a

permitir uma correcta contabilizagao do volume total produzido.

Com base nestas observacdes optou-se por utilizar o hidréxido de sédio no

tratamento térmico do substrato utilizado no Ensaio Final.

3.3.4 Ensaio Final

Este ensaio foi realizado com o objectivo de verificar qual o efeito do pré-
tratamento térmoquimico (160°, 20 min, 12,5%, 14% NaOH) na produtividade
especifica de biogas e metano dos caules de Cynara utilizando uma razao I/S

igual 69,7 ml I/S. A dimensdo das particulas do substrato foi a principal diferenca
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relativamente aos outros ensaios, dificultando a determinacao de ST e SV. As
particulas do substrato nao tratado possuem dimensodes elevadas (Anexos Figura
A 4). Utilizou-se um copo para a amostragem, recolhendo-se 80 ml de amostra
de cada reactor e agitando manualmente. O mesmo sistema de recolha foi
realizado antes e depois do ensaio. No final do ensaio devido a degradacao dos
substratos as particulas apresentavam menores dimensdes, especialmente no
reactor 1 (substrato pré-tratado), utilizaram-se pipetas o que permitiu comparar
os dois sistemas de amostragem (Tabela 3-20). Relativamente a determinacgao
de ST e SV finais verifica-se que utilizando pipeta a determinacdo ndo é muito
diferente de quando se utiliza o copo, no caso do reactor 1. Contrariamente, no
caso do reactor 2 (substrato nao tratado), verifica-se que a determinacao
utilizando pipeta é afectada, devido as particulas apresentarem ainda dimensdes
elevadas (Figura 3.19 e Figura 3.20).

Tabela 3-20- Comparacao da determinagdo de ST e SV utilizando pipeta e copo (Reactor 1-
substrato pré-tratado; Reactor 2- substrato ndo tratado)

Reactores STiniciais SViniciais Utilizando Copo Utilizando Pipeta
(%) (%) STeinais (%) SVfinais (%) STinais SVfinais

(%) (%)

Controlo 2,37 1,00 2,04 0,71 2,05 0,75
Reactor 1 4,48 2,76 3,40 1,70 3,61 1,68
Reactor 2 4,51 3,12 3,78 2,40 2,59 1,22

Figura 3.19- Aspecto da mistura no interior do reactor 1 no final do ensaio (Substrato sujeito a pré-

tratamento)
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Figura 3.20- Aspecto da mistura no interior do reactor 2 no final do ensaio (Substrato sem pré-
tratamento)

Na Figura 3.21 e na Tabela 3-21 apresentam-se os resultados relativos ao ensaio

final propriamente dito.
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Figura 3.21- Volume de biogas diario e acumulado para o ensaio final (Reactor 1- Substrato pré-
tratado; Reactor 2- Substrato nao tratado)
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Tabela 3-21-Resultados obtidos para o Ensaio Final

Reactores pH Remocgao Produtividade Produtividade CH,” €O,
PHinicai  PHrna de SV apoés especifica de especifica de (%) (%)
ensaio (% biogas (I/gSV) metano (I/gSV)
ST)
Controlo 6,8 7,15 NA 0,22 0,14 65 35
Reactor 1 8,7 7,54 44 1,33 0,86 65 35
Reactor 2 6,8 6,78 21 0,61 0,29 50 50

*Medigdo do conteddo de metano e didxido de carbono decorridos 20 dias

Verifica-se que o substrato submetido a pré-tratamento termoquimico apresenta
os melhores resultados em termos de produtividade especifica de biogas e
metano. Contudo a contagem do volume de biogas produzido pode estar sujeita
a erros que nao estao incorporados nas medigdes. Nos primeiros 4 dias utilizou-
se um garrafao de 5 litros (Anexos Figura A 2) que permitiu contabilizar
volumes superiores a 2| diarios, e apds o 4° dia utilizou-se uma proveta de 2I.
Walker (2009) refere que a contabilizacdo do volume de biogas, utilizando
sistemas de deslocamento de liquido, estd sujeita a erros relacionadas com a
dissipacdo de CO, e CH4 na solucdo de liquido utilizada, com a producdo de vapor
de agua que pode conduzir a uma sobrestimacdo do volume medido, e com a
pressdo hidrostatica que por sua vez depende da configuracdo do gasdmetro
utilizado. A elevada produtividade especifica de biogas e metano registadas neste
ensaio podem dever-se por um lado ao método utilizado para determinar os SV e
por outro lado ao facto de poder existir um erro associado na contabilizagao do

volume de biogas.

Outro aspecto interessante é o facto de o conteddo de metano e didxido de
carbono variar consideravelmente nos primeiros dias de ensaio para o reactor 1
(Figura 3.22).
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Figura 3.22- Contelldo em metano e didéxido de carbono para o reactor 1

Verificou-se que o conteiddo em metano aumentou ao longo do ensaio, pelo que
a produtividade especifica de metano, indicada na Tabela 3-21 poderd ndo ser a
mais correcta. Nos primeiros dias verificou-se uma elevada producdo de biogas
contudo o conteiddo em diéxido de carbono era superior ao do metano.
Calculando as produtividades especificas de metano didrias e acumuladas com
base no conteldo de metano obtém-se produtividades de metano entre 0,59-

0,61 I/g SV, valores que estdo mais proximos da bibliografia consultada.

O ensaio permite verificar que a utilizagdo de um pré-tratamento termoquimico
permite aumentar a biodegradabilidade de um substrato. Contudo outros
factores, tais como solubilizacdo de compostos fendlicos provenientes na lenhina
em elevada quantidade, podem ter inibido momentaneamente as bactérias
metanogénicas que se adaptaram ao substrato, verificando-se que a partir do
100 dia a producdo de metano aumentou. E possivel também verificar ao longo
do ensaio uma alteracao da cor do liquido da mistura no reactor 1. Nos primeiros
dias a cor era castanha avermelhada e ao longo do ensaio verificava-se uma
diminuicdo da intensidade da cor, evidenciando que possivelmente compostos
presentes na lenhina poderao ter sido degradados (Anexos ver Figura A 5 e
Figura A 6). Contudo, deverao ser realizados outros ensaios de modo a concluir-
se qual a causa deste desequilibrio na composicao do biogds e verificar se é

possivel alcancar estas mesmas produtividades de biogas.
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3.3.5 Ensaios em Paralelo

3.3.5.1 Tratamento mecéanico

O tratamento mecanico é considerado por muitos autores como suficiente e
eficiente na libertagdo e disponibilizagdo de carbono. As Figura 3.23 e Figura 3.24
apresentam o volume acumulado e didrio durante 11 dias de tempo de ensaio
utilizando um substrato com particulas de diferentes dimensdes: 2mm, 40 Mesh,
40-60 Mesh, 60-80 Mesh e 80 Mesh.
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Figura 3.23- Volume diario de biogas (Reactor 1- particulas de 2mm; Reactor 2- particulas de 40
Mesh; Reactor 3- particulas de 40-60 Mesh; Reactor 4- particulas de 60-80 Mesh; Reactor 5-
particulas de 80 Mesh)
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Figura 3.24- Volume acumulado de biogds (Reactor 1- particulas de 2mm; Reactor 2- particulas de
40 Mesh; Reactor 3- particulas de 40-60 Mesh; Reactor 4- particulas de 60-80 Mesh; Reactor 5-
particulas de 80 Mesh)
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Como ¢é possivel verificar ocorre um aumento da producdao de biogads com a
diminuicdo da dimensdo das particulas do substrato. Verifica-se para todas as
fraccoes um aumento da produgao nos primeiros dias do ensaio diminuindo
consideravelmente ao longo do ensaio. Sendo que a fraccdo contendo particulas
de menor dimensdo apresenta uma produtividade especifica de biogas mais
elevada que todas as outras fraccdes. Verifica-se também que entre as fracgoes
40 e 60-80 Mesh a produtividade especifica de biogas ndo é muito diferente
(Figura 3.23).

Tabela 3-22- Produtividade especifica de biogas e contelldo em metano e didxido de carbono

Reactores Fraccdoes Produtividade especifica de biogas (I/gSV) CH,4 (%) €O, (%)

Reactor 1 2 mm 0,046 59.9 40,1
Reactor 2 40 Mesh 0,074 56,6 43,4
Reactor 3 40-60 Mesh 0,073 56,6 43,4
Reactor 4 60-80 Mesh 0,079 59,0 41,0
Reactor 5 80 Mesh 0,087 55,5 44,5

A eficiéncia do tratamento mecanico contudo devera ser avaliada para um tempo

de ensaio superior a 11dias.

3.3.5.2 Tratamento enzimatico

O pré-tratamento enzimatico foi avaliado através da determinacdo do conteldo
em glucose e xilose durante a fase de pré-tratamento. O tempo maximo para o
pré-tratamento foi alterado para 60 h devido ao facto de se ter retirado as
primeiras amostras para o ensaio de digestdo anaerdbia decorridos 40h e nao
24h. A andlise do conteudo em glucose e xilose foi analisado ao longo do pré-
tratamento decorridas 24h, 48h e 60h (Figura 3.25).
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Figura 3.25- Efeito do pré-tratamento enzimatico na disponibilizagdo de Glucose e xilose

Verifica-se que a accdo enzimatica contribui para uma maior disponibilizacao de
acucares estruturais conduzindo a libertacdo de 4,3 g/l e 1,4 g/l de glucose e
xilose, respectivamente, decorridas 60h. Verifica-se que o efeito de solubilizagao
tende a ser menor ao longo do tempo. Entre as 24h e as 48h apenas existiu um
acréscimo de 0,6 g/l e 0,3 g/l de glucose e xilose e entre as 48h e as 60 h o
acréscimo foi ainda menor e igual a 0,16 g/l e 0,07 g/I de glucose e xilose
respectivamente. Como é referido em Jgrgensen (2007) a operacdo de hidrélise
com grandes concentracdes de substrato pode causar a inibicao do sistema
enzimatico responsavel pela hidrélise da celulose. As enzimas B-glucosidades sao
até um certo ponto inibidas pela concentracdo da glucose. A sua inibicdo causa
por sua vez a acumulacao de celobiose que é inibidora em certas concentragoes
da celobiohidrolase. Por outro lado a presenca de lenhina parece interferir de
diversos modos na accdo enzimatica que por um lado afecta a acessibilidade das
celulases a celulose e por outro lado as celulases podem inclusive fica adsorvidas

a lenhina.

No presente caso utilizou-se aproximadamente 5g de cardo nos quais existem
aproximadamente 2 g de glucose e 0,8 g de xilose. Tendo em conta o volume
utilizado de solugao tampao igual a 76 ml e admitindo a maxima hidrélise dos
acucares estruturais deveriam existir cerca de 26 g/l de glucose e 11 g/l de
xilose. No entanto essa situagao nao se verificou evidenciando que outros

factores tais como: actividade enzimatica, concentracdo de enzima versus
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concentracdo de substrato e a existéncia de lenhina, podem ter afectado a

solubilizacao completa da glucose (Figura 3.26 e Figura 3.27).
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Figura 3.26- Volume didrio para o ensaio de digestdo anaerdbia (Reactor 1- substrato com pré-
tratamento enzimatico a 48h; Reactor 2- subatrato com pré-tratamento enzimatico a 60h; Reactor
3- substrato sem pré-tratamento enzimatico apenas adicao de enzimas ao reactor; Reactor 5-
Substrato sem pré-tratamento enzimatico e sem adicdao de enzimas)
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Figura 3.27- Volume acumulado para o ensaio de digestdo anaerdbia (Reactor 1- substrato com
pré-tratamento enzimatico a 48h; Reactor 2- subatrato com pré-tratamento enzimatico a 60h;
Reactor 3- substrato sem pré-tratamento enzimatico apenas adigdo de enzimas ao reactor; Reactor

5- Substrato sem pré-tratamento enzimatico e sem adicdo de enzimas)
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Verifica-se que os reactores 3 e 5 apresentaram os melhores resultados em
termos de volume diario, volume acumulado e de produtividade especifica de
biogas. Sendo que o reactor 3 contendo substrato com adicdo de enzima foi o

reactor que apresentou os melhores resultados (Tabela 3-23).

Tabela 3-23- Parametros determinados no inicio e final do ensaio de DA

Reactores PpH;,Ga PHrna AGVs Alcalinidade Produtividade CH, CO,
(/) (CaCos/1) especifica de biogas (%) (%)
(1/gsv)
Reactor 1 6,45 6,63 4,4 0,9 0,02 36,7 63,3
Reactor 2 6,65 7,48 2,8 2,5 0,05 38,6 61,4
Reactor 3 6,98 6,80 0,2 1,6 0,12 63,4 36,6
Reactor 5 6,98 6,76 0,1 1,4 0,10 56,2 43,85

Verifica-se que os reactores 1 e 2, contendo os substratos sujeitos ao pré-
tratamento enzimatico (40h e 60h), apresentaram no final do ensaio um
conteido em AGVs bastante elevado principalmente no reactor 1. Com base nos
resultados obtidos em HPLC a concentracdao de glucose e xilose ndo devera ser
muito diferente entre os substratos sujeitos a pré-tratamento por 40 h e 60 h,
pelo que a concentragdao de AGVs nao deveria ser muito diferente entre os dois
reactores. A explicagao pela elevada concentracao de AGVs no reactor 1 em
comparagao com o reactor 2 pode dever-se ao facto de no reactor 1 o pH inicial
ser ligeiramente inferior ao do reactor 2. O mesmo efeito de inibicdo também se
verificou no reactor 2 contudo a sua recuperacao verificou-se a partir do dia 6-7
e no caso do reactor 1 apenas a partir do dia 10-11, pelo que a concentragao de
AGVs é ainda bastante elevada no reactor 1. O efeito da inibicdo é verificado
também pelo conteldo de CH4 e CO;, que evidencia uma maior libertacdao de CO,
devido ao pH do meio ser acido e menor alcalinidade. No entanto, os resultados
da composicao do biogds provém de amostras retiradas no 7° dia e portando ndo
acompanham a subida da producdo de biogas verificada nos reactores 1 e 2. Pelo
gue seria interessante verificar também o conteddo de CH, e CO, durante estes

ultimos dias.

Apesar disto, analisando o conteldo em AGVs e alcalinidade para os dois
reactores, verifica-se que a razao AGVs/Alcalinidade é bastante superior a
considerada como adequada para o processo que devera ser igual ou inferior a

0,2. Estes resultados indicam que provavelmente a correccao do pH no inicio do
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ensaio nao foi eficiente e por outro lado a concentragdao inicial de AGVs era
bastante elevada, factor que pode estar relacionado com a concentragcao da

solugao tampado utilizada no pré-tratamento enzimatico.

No caso dos outros reactores, verifica-se que a adicdo de enzimas contribuiu
para uma maior produtividade especifica de biogds e conteudo de metano do
biogas. O efeito de adicdo de celulases no aumento da produtividade especifica
de biogads vem comprovar uma vez mais que a fase limitante do processo
degradativo de substratos lenhocelulosicos € a hidrélise. Esta limitacdao parece
também dever-se nao s6 a estrutura do material lenhocelulésico mas também
devido aos microrganismos presentes no indculo que tenham a capacidade de
produzir celulases. A adicdo de celulases ao inéculo aumentou a produtividade
especifica de biogas do substrato quando comparado com o reactor que apenas
continha indculo de ETAR. Os microrganismos existentes no indculo de ETAR
apresentam um défice na producdo de celulases ou os microrganismos existentes
nao possuem a capacidade para produzir este tipo de enzimas. Contudo dever-
se-a efectuar em conjunto analises ao inéculo de ETAR utilizado, de modo a
verificar quais os organismos hidroliticos existentes. Por outro lado dever-se-a
efectuar ensaios utilizando diferentes concentragdes das duas enzimas utilizadas,
bem como efectuar um branco, inéculo e celulose, como substrato com e sem
adicao de enzimas. Deste modo é possivel apresentar resultados que permitam
evidenciar a caréncia de microrganismos hidroliticos no indculo utilizado e da

producao de celulases.

No entanto, dever-se-a realcar um efeito bastante positivo com a simples adicdo
de enzimas a mistura contendo inéculo de ETAR e cardo e, contrariamente um
efeito bastante negativo com a realizacdo de um pré-tratamento enzimatico. A
realizacdo de um pré-tratamento enzimatico segundo as condigOes utilizadas nao

contribuiu para a melhoria do processo de digestdo anaerdbia.
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4 Conclusoes

O trabalho apresentado permitiu analisar em termos gerais o processo de
digestdo anaerdbia de biomassa. O trabalho esta dividido em duas partes, uma
primeira parte com o objectivo de apresentar o estado da arte, focando com
algum detalhe determinados parametros associados directamente ou
indirectamente com o processo de digestdo anaerdbia, e com o trabalho
experimental propriamente dito. A segunda parte do trabalho refere-se aos
ensaios desenvolvidos em laboratério referentes a digestdo anaerébia de Cynara

cardunculus L.

O trabalho experimental permitiu analisar o efeito na produtividade de biogas e
composicdao do biogas utilizando diferentes razdoes 1I/S, diferentes pré-
tratamentos (térmico, termoquimico, mecanico e enzimatico) e adicdo de

celulases ao inoculo.

O trabalho experimental realizado permitiu concluir que a digestao anaerdbia dos
caules de Cynara cardunculus L., como processo de produgdao de metano, revela-
se apenas interessante quando ocorre uma fase de pré-tratamento. A realizacao
de um pré-tratamento mecanico, térmico, termoquimico e adicao de enzimas,
conduz a uma maior conversao dos caules de Cynara a metano. Contudo o efeito
do pré-tratamento e da adicdo de enzimas deverd ser analisado em outros
ensaios com mais detalhe, de modo a construir uma matriz que permita escolher

o melhor pré-tratamento.

A analise do ensaio B e do ensaio final, realizados para um tempo experimental
de 32 dias permite concluir que a produtividade especifica de metano para a
Cynara cardunculus L. sem qualquer pré-tratamento € no minimo igual a 0,3 I/g
SV. Os problemas verificados durante o ensaio B ndo permitiram contabilizar
todo o volume de biogds produzido pelo que muito provavelmente a
produtividade especifica de metano para os caules de Cynara cardunculus L.

seria superior a 0,3 I/g SV.

No entanto, analisando a redugao de SV para os dois ensaios verifica-se que a
remocao de SV é superior no ensaio B em relacdo ao ensaio final No ensaio B
obteve-se uma remocao de SV igual a 42% e no ensaio final igual a 21%, facto
gue esta directamente relacionado com a dimensdo das particulas utilizadas. No
ensaio B utilizaram-se particulas com dimensodes de 40-60 Mesh e no ensaio final

utilizou-se uma fraccdo grosseira cuja dimensao é de aproximadamente 10 mm.
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O pré-tratamento mecanico, inerente a estes dois ensaios, permite concluir que a
reducdo da dimensdo das particulas dos caules de Cynara cardunculus L. de 10
mm para 40-60 Mesh poderd ter contribuido para um aumento de
aproximadamente o dobro da conversdao do carbono existente nos caules de

Cynara cardunculus L.

Verificou-se ainda que a conversao dos caules de Cynara cardunculus L. era
bastante superior quando sujeitos a um pré-tratamento térmico com &agua e
termoquimico com NaOH. Verificou-se uma remocdo de SV igual a 56% quando
os caules, com particulas de dimensdes de 40-60 Mesh, foram submetidos a um
pré-tratamento térmico com agua. Verificou-se uma remogao de SV superior e
igual a 23% quando os caules, com particulas de dimensdes aproximadamente
iguais a 10 mm, foram submetidos a um pré-tratamento termoquimico com
NaOH. Analisando a remocao final SV de cada um dos ensaios verifica-se que
esta é superior quando os caules Cynara sdo submetidos a um pré-tratamento
mecéanico reduzindo a dimensdo das particulas a 40-60 Mesh e pré-tratamento
térmico com agua. Ao comparar este resultado com o obtido no ensaio final
verifica-se que os problemas sentidos durante o ensaio B contribuiram para
subestimar a produtividade especifica de metano dos caules de Cynara. Conclui-
se que a produtividade de metano dos caules de Cynara devera ser superior a

0,3 I/g SV para as condicdes do ensaio.

Conclui-se que a adicao de reagentes alcalinos contribui para uma melhor
digestibilidade dos caules de Cynara. O NaOH contribuiu para um melhor
contelldo em metano e uma melhor produtividade especifica de biogads e metano.
No entanto, para o ensaio final descrito no ponto (3.3.4), apesar da elevada
produtividade de biogds e metano verificados nos primeiros dias de ensaio, o
conteudo de metano era bastante reduzido. O pré-tratamento térmico efectuado
com NaOH poderd ter contribuido para uma inibicdo das bactérias
metanogénicas, contudo o conteldo de metano voltou a subir ao longo do ensaio

pelo que podera ter ocorrido uma adaptacao do inéculo.

No caso do ido amodnio verificou-se uma maior acessibilidade das bactérias
hidroliticas e fermentativas que conduziu a uma maior disponibilidade de
carbono. Os resultados com o ido amonio sdo interessantes, contudo a
concentracdo utilizada conduziu a condicdes de inibicdo devido a concentracdo de

AGVs e de azoto amoniacal medidos no final no ensaio.
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Os ensaios laboratoriais permitiram ainda concluir que o indculo utilizado pode
apresentar um défice de microrganismos hidroliticos e/ou organismos hidroliticos
produtores de celulases. Verificou-se que a adicao de celulases contribui para um

aumento do volume de biogas acumulado e contelido de metano.

Outros pré-tratamentos deverdo também ser incluidos como, por exemplo, um
pré-tratamento aerdbio utilizando lamas activadas, pré-tratamento utilizando
fungo da podridao braca e ainda ensilagem. A andlise dos custos associados a

esta fase de pré-tratamento devera também ser analisada.

Conclui-se também que a razdo de I/S afecta a produtividade especifica de
biogas e metano. Verifica-se que a produtividade especifica de biogas e metano
aumenta com a diminuicdo da razao I/S. Ocorre um maximo de produtividade
especifica de biogas quando a razao de I/S é igual a 38.9 ml I/ g SV S. No
entanto deverdao efectuar-se outros ensaios para tempos de digestdo iguais ou
superiores a 30 dias. O efeito da razao de I/S parece estar associado a razao de
C/N. A lama digerida de ETAR apesar de ser referida como indculo ao longo de
todo o trabalho pratico pode ser também considerada como um co-substrato. O
trabalho experimental permite também realcar a importancia da co-digestdo de
lamas de ETAR com substratos lenhocelulésicos como os caules de Cynara
cardunculus L. A baixa razdo de C/N, caracteristica das lamas de ETAR (
primarias,secundarias ou mistas), e a elevada razdo de C/N, caracteristica de
substratos lenhocelulosicos, favorecem a utilizagado dos mesmos como um
substrato de valor acrescentado para a a optimizacao do processo da DA. Tendo
em conta este factor a Cynara cardunculus L. pode ainda ser considerada como
um co-substrato ou aditivo na digestdo anaerdbia de lamas de ETAR contribuindo
para um aumento da produtividade especifica de biogas e metano dos digestores
primarios ou secundarios das ETAR. Em consequéncia o digerido resultante do
processo podera ser utilizado como fertilizante dos solos que sdo utilizados para

o cultivo de Cynara cardunculus L.
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5 Futuros trabalhos de investigacao

A Cynara cardunculus L. é uma cultura com diversas vantagens tendo em conta
as caracteristicas edafoclimaticas existentes no centro, interior e sul de Portugal.
Considerando a sua utilizagao, por exemplo, como aditivo ou co-substrato em
ETAR e a consequente utilizacdo do digerido soélido como biofertilizante e a
fraccao liguida como substituto de dgua na irrigacao de solos é possivel garantir
uma maior sustentabilidade de todo o processo de produgao de biometano a
partir da DA desta cultura. Outros factores ambientais tais como diminuicdo da
erosao dos solos, diminuicao dos GEE relacionados com a utilizagdao de
fertilizantes, reducdo do consumo de agua na irrigacao, reducdao do dependéncia
energética em combustiveis fésseis e reducao dos respectivos GEE, deverao ser
também analisados de modo a determinar o beneficio global de todo o processo
industrial da DA de Cynara cardunculus L. Contudo com base no trabalho
realizado foi possivel perspectivar-se a realizacdo de outros trabalhos que

deverao merecer uma maior prioridade tais como:

« Optimizar o pré-tratamento alcalino com hidréxido de sédio, hidroxido de
amoénio e hidréxido de calcio. Testando o pré-tratamento alcalino a
temperatura ambiente e a diferentes temperaturas com diferentes tempos
de reaccgao e fazendo variar igualmente a concentragao do reagente. Deste
modo, construindo uma matriz que permita seleccionar um ponto ideal
para este pré-tratamento, seleccionando as condicbes ideais de
temperatura, concentragao do reagente e tempo de reaccao em funcao da
disponibilizagao dos agucares estruturais.

« Testar outros pré-tratamentos como fungo da podriddo braca e o
tratamento aerdbio com adicdo de lamas activadas.

« Testar a ensilagem dos caules secos e verdes com e sem pré-tratamento
mecanico antes da incorporagao do material no silo.

« Efectuar um estudo que relacione todos estes pré-tratamentos e o seu
efeito na producdao de biometano. Comparando a sua eficiéncia na
disponibilizacdao dos acgucares estruturais e consequente producao de
biometano. Efectuar ainda uma andlise econdmica e financeira para cada
uma das situagoes.

« Testar outras razoes de I/S utilizando lamas primarias de ETAR, efluentes

de suinicultura, etc.
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Testar outras razoes de I/S utilizando substrato verde proveniente do 1° e
20cortes.

« Construir a escala piloto ou laboratorial reactores e avaliar o seu

funcionamento utilizando particulas de cardo com diferentes dimensdes.
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Anexos

Figura A 1- Recolha de amostras durante os ensaios de 2000 ml (A- ponto de amostragem; B-
Valvula; C- Sistema SGE)
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Figura A 2- Garrafdo de 5l utilizado como gasémetro (A- Entrada do biogas; B- Saida da agua)

Figura A 3- Comparacdo da colmatacdo nos Tubos de recolha de biogas dos reactores 1 (esquerda)
e 2 (direita) no ensaio A
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Figura A 4- Dimensdo das particulas do substrato utilizado pré-tratado (esquerda) e ndo tratado
(direita)

Figura A 5- Cor do liquido da mistura no reactor 1 decorridos dois dias de ensaio
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Figura A 6- Cor do liquido da mistura no reactor 1 decorridos dez dias de ensaio
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