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Resumo

O bagaco de uva, um dos subprodutos do processamento de vinho, tem sido considerado uma
mais-valia em muitas aplicacoes biotecnoldgicas. O presente estudo tem por objectivo
investigar a biodegradacao do bagaco de uva (GP) sob regime anaerobio mesofilo, na presenca
de co-substratos solUveis (glucose ou acetato). O seu potencial de producao de biogas foi

também avaliado, para diferentes granulometrias.

Testes de actividade metanogénica especifica (SMA) foram efectuados com dois tipos de
inoculo diferentes e medida em dois pontos da curva cumulativa de biogas, quando a variacao
da pressao com o tempo alcancou um valor maximo, primeiro no inicio da reaccdo (SMA I) e
depois de um patamar, quando uma nova fase de crescimento nao linear foi observada (SMA
Il). Obtiveram-se em geral valores mais elevados de SMA | para populacdes mesofilicas
incubadas com GP para um tamanho de particula, ®, de 0,40mm e 0,5 g de massa (entre
0,053 + 0,001 e 0,074 + 0,011 L biogas / gSSV-d). A presenca de um co-substrato parece
aumentar os valores de SMA | para 0,091 + 0,010 L biogas / gSSV-d. Os valores de SMA Il foram
em geral mais elevados dos que os obtidos para SMA | (para um ® de 0,40mm e 0,5 g e
glucose SMA Il foi de 0,319 L biogas / gSSV-d) indicando um aumento da actividade

metabdlica nesta etapa da reaccao.

Os resultados da degradacdo anaerdbia do bagaco foram também seguidos por quantificacdo
do potencial de producéo de biogas, CQO, TOC, proteina, lignina polimérica precipitavel em
meio acido (APPL), lignina sollvel residual e fendis. Os valores mais elevados para a producao
média de biogas foram obtidos para o bagaco com ® de 0,40mm e 1 g suplementado com
glucose (106,8 mL biogas/g SSV-d).

Dependendo da granulometria do bagaco, da massa, da adicao de co-substrato ou do tipo de
inodculo, a APPL no licor residual esta presente em maior ou menor quantidade (entre 0,107 +
0,084 e 1,311 + 0,549 g/L). O teor de fenol no licor residual foi também mais baixo para o
indculo mesofilas Il (variou entre 1,5 e 82,5 mg GAE/L) do que para o mesofilas | (variou entre
17 £ 9 e 350 + 4 mg GAE/L).
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Abstract

Grape pomace, a by-product of the wine industry, has been shown to be an useful product for
many biotechnological applications. This study aims to investigate the anaerobic
biodegradation of grape pomace (GP) under anaerobic mesophilic regime, in the presence of
a soluble co-substrate (glucose or acetate). The potential of biogas production was also

evaluated for several GP granulometries.

Specific methanogenic activity (SMA) tests were performed with two different inocula and
measured in two points of the cumulative biogas curve, when the variation of the pressure
along the time reached a maximum value, first in the beginning of the reaction (SMA I) and
then after a plateau, when a new non-linear grow-phase was observed (SMA Il). Higher values
of SMA | were in general attained for mesophilic populations incubated with GP and particle
size, O, of 0,40mm and 0,5 g (ranging from 0,053 + 0,001 to 0,074 + 0,011 Lbiogas / gSSV-d).
The presence of a co-substrate seems to enhance these SMA | results for 0,091 + 0,010 Lbiogas
/ gSSV-d. SMA |l values were in general higher than those obtained for SMA | (for ® of 0,40mm
and 0,5 g and glucose SMA 1l was of 0,319 Lbiogas / gSSV.d) indicating an enhancing of the

metabolic activity at that at this step of the reaction.

Results for anaerobic biodegradation of GP were also followed by quantification of potential
biogas production, COD, TOC, protein, acid precipitable polymeric lignin (APPL), residual
soluble lignin and phenols. The highest values for the average biogas production was achieved

for GP with a ® of 0,40mm and 1 g supplemented with glucose (106,8 mL biogas/g SSV-d).

Depending on the granulometry of GP, the mass, the addition of a co-substrate or the type of
inoculum, APPL in the residual liqueur is present in bigger or smaller amounts (ranged from
0,107 + 0,084 and 1,311 + 0,549 g/L). The residual phenol content was also lower for
inoculum mesophils Il (ranged from 1,5 to 82,5 mg GAE/L) than for mesophils | (ranged from
17 £ 9 to 350 + 4 mg GAE/L).
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1. Introducao

A Unido Europeia esta a promover a producao de energias renovaveis. Uma das formas é usar
os residuos das agro-indistrias para producao de electricidade através de digestdao anaerobia,
em que o gas formado é transformado em energia mecanica através de um motor de

combustao, e em que a energia mecanica é convertida em electricidade (Gomez et al, 2010).

Os residuos gerados na producao de vinho incluem bagaco de uva, borras e sarros. O bagaco
de uva é o residuo que esta em maior quantidade, sendo a nivel mundial gerados cerca de 7
milhdes de toneladas anualmente. Estes residuos provocam impactos negativos no meio
ambiente devido aos baixos valores de pH, ao facto de conterem em substancias fitotoxicas e

substancias fenolicas (Silva, 2003).

Portugal é um dos paises onde o vinho atinge uma expressdao econémica consideravel, com
uma producao em 2008/2009 de 5,688,560 hl de vinho ( [@1] ). Assim o aproveitamento dos
residuos vinicolas tornou-se necessario. Para os produtos se poderem reciclar é necessario
conhecer a sua constituicao. Por cada 100 litros de vinho branco sao formados 31,17Kg de
residuos para o vinho tinto e 25Kg para o vinho tinto (Costa and Belchior,1972). O bagaco
constitui uma elevada fraccao do total de residuos gerados, cerca de 54%, sendo necessario

encontrar vias alternativas para a sua valorizacao.

Tabela 1.1 - Composicao dos residuos da vinificacao (Costa and Belchior, 1972).

Vinificacdo( kg/hL) -
Em branco Em tinto Indice medio
Engacos 4 3 s
Bagaco 17 13,5 14,5
Grainha 4 y .
Borra 6 44 e
Sarro 0,17 0,10 0,12
Total 31,17 25 2%6.72

Neste estudo propde-se, a utilizacdo do bagaco de uva como matéria-prima para a producao
de biogas, para que haja uma menor dependéncia das energias nao renovaveis e um
aproveitamento dos residuos de uma forma eficaz e rentavel. Além disso, esta via alternativa

de valorizacao de residuos contribui, para a diminuicdo da poluicao do meio ambiente, quer



pela baixa producao de gases com efeito de estufa, quando comparado com a producao de

energia através da queima de carvao, quer pela diminuicdo da poluicao nos solos.

Como objectivos especificos analisou-se a influéncia da massa e da granulometria na
biodegradacao; anaerébia do bagaco, tendo-se ainda estudado o efeito da adicdo de co-

substratos solUveis (glucose e acetato) ao meio de fermentacao.



2. Processo de degradacao anaerdbia

O processo anaerobio tem sido tradicionalmente utilizado na digestao de lamas purgadas nas
estacbes de tratamento de aguas residuais e no tratamento de residuos agro-pecuarios,

obtendo-se um biogas para producao de energia (Fantozzi and Buratti, 2009)

A digestdo anaerobia é caracterizada por uma série de transformacdes bioquimicas
efectuadas por consdrcios de diferentes bactérias estabelecendo-se assim relagdes sintroficas
entre as co-culturas envolvidas. O processo metabolico é influenciado pelo caudal de
alimentacdo, carga organica, pH, temperatura, composicdo e concentracao de compostos
intermediarios. (Fantozzi et al., 2005)

A degradacdo da matéria organica de macromoléculas organicas complexas requer a
intervencao de varios tipos de microrganismos. Para ocorrer a digestdo anaerobia de
proteinas, hidratos de carbono e lipidos sdo necessarias quatro etapas diferentes: hidrolise,

acidogénese, acetogénese e metanogénese (fig. 2.1).
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Figura 2.1 - Fluxograma da accdo dos grupos de bactérias na digestao anaerobia da matéria
organica (Chernicaro,1997).



2.1. Hidrélise

Este processo tem por objectivo transformar a matéria organica complexa em compostos
organicos mais simples, com menor peso molecular, e soliveis. Para este processo ocorrer
tem de haver a libertacdo de exo-enzimas por bactérias hidréliticas. As proteinas originam
aminoacidos, os hidratos de carbono degradam-se em aclcares sollUveis e lipidos sao
convertidos em acidos gordos de cadeia longa de C (C15 a C17). Para temperaturas inferiores

a 20°C a conversao de lipidos é pouco eficiente (O’Rourke, 1968).
2.2. Acidogénese

Os compostos dissolvidos, resultantes da hidrolise, sdo absorvidos pelas bactérias
fermentativas e, apos a acidogénese, vao ser excretadas como acidos gordos volateis, alcoois,
acido lactico e compostos minerais (CO,, H,, NH3, H,S, etc.). Um vasto grupo de bactérias

consegue realizar a fermentacdo acidogénica, sendo na maioria bactérias facultativas.
2.3. Acetogénese

Este é o processo em que os produtos da acidogénese sdao convertidos em acetato, hidrogénio
e didxido de carbono que sdo os substratos necessarios para a producao de metano. Grande
parte dos produtos vai ser convertido em acido acético, enquanto que o restante vai formar
hidrogénio ou dioxido de carbono (depende do estado de oxidacdo do material organico que

esta a ser digerido).
2.4. Metanogénese

Os microrganismos metanogénicos sao anaerdobios restritos requerendo para o seu
desenvolvimento um potencial redox entre -250 e -300 mv. Pertencem ao reino das
Arqueabactérias. Possuem coenzimas e cofactores especificos e degradam apenas um
pequeno numero de substratos: acetato, metanol, metilaminas, formato, hidrogénio e diéxido

de carbono.

A metanogénese é o passo mais lento de todo o processo. Contudo para temperaturas
inferiores a 20°C a hidrdlise também pode ser limitante (Gujer e Zehnder, 1983). O metano
pode ser produzido por duas principais vias, via do acetato ou por via do hidrogénio, de

acordo com as seguintes equacoes:
CH;COOH — CH,4 + CO,

Por via do acetato as arquea metanogénicas acetotréficas reduzem o acido acético por

transferéncia de electrodes interespécies, a metano e didxido de carbono.



4H2 + COZ - CH4 + 2H20

Por via do hidrogénio as arquea metanogénicas hidrogenotréficas consomem hidrogénio na

reducao do didxido de carbono.

As arquea acetotroficas crescem mais lentamente do que as arquea hidrogenotroficas, assim

limitam a formacao de biogas a partir do material organico complexo.

Pode-se dizer que existem quatro principais grupos de microrganismos envolvidos no
metabolismo num digestor anaerdbio. Trés desses exercem a fermentacado acida, enquanto

gue apenas um grupo exerce a fermentacao metanogénica. (Campos, 1999;Chernicharo, 2007)
2.5 Actividade metanogénica

A actividade metanogénica é importante nos processos anaerébios. E medida e controlada
através da SMA (Specific Methanogenic Activity). Desenvolveram-se muitas técnicas para a
determinacao do SMA. Contudo, neste trabalho experimental o SMA foi calculado a partir dos
dados obtidos através de OxiTop OC 110. Este teste baseia-se em medir o metano que foi
acumulado ao longo do tempo durante a incubacao da biomassa. (Angelidaki et al., 1990; Ince
O et al, 1994).

Os testes de SMA sdo uma ferramenta importante na caracterizacao da actividade bioquimica
dos organismos anaerobios presentes. Inicialmente era usada para verificar se o inoculo se
adaptava as lamas. Actualmente servem para verificar se existem compostos potencialmente
(Mohammad and Vinod, 1999) e estabelecer a quantidade maxima que se deve usar de lamas
(Sirirote and Watts, 2007).

2.6 Degradacao anaerobia de residuos de agro-industrias

Os residuos das agro-indUstrias sao os residuos do processamento e crescimento, tais como,
arvores, frutos, entre outros. Com a producdo intensiva estes residuos, tornaram-se um
problema ambiental. Por isto, saber a composicdo de cada residuo tornou-se um factor
importante. Esses residuos podem conter hidratos de carbono, celulose, lignina, hemicelulose

e amido (Detroy R. and Hesseltine, 1978).

Para diminuir os residuos, escassez de recursos nao-renovaveis e uma grande necessidade
energética, a producao de biogas através da digestao anaerdbia de residuos agro-industriais é
um processo a ter em conta, visto que, os residuos sdo ricos em substancias biodegradaveis

por bactérias anaerébias (Pompermayerl and Junior, 2003).



3. Residuos de agro-industria: vinificacao

Actualmente tornou-se possivel aproveitar os produtos da vinificacao. A partir destes residuos
podem-se obter muitos outros produtos com um potencial elevado de valorizacao no
mercado. (Spangheroa et al, 2009) Simplificando, os produtos resultantes da vinificacao sao o

bagaco, borras e sarro.
3.1 Caracterizacao dos produtos resultantes da vinificacao

Bagaco de uva - O bagaco de uva é o resultado da prensagem das uvas. Existem dois tipos de
bagaco, o que nao foi fermentado no mosto que é chamado de bagaco fresco e o que foi
fermentado no mosto que é chamado de bagaco fermentado. O bagaco contém uma grande
quantidade de agua (60 a 70%), contudo o resto dos componentes é variavel devido ao tipo de
uva, a localizacao das vinhas e até o modo de producao do proéprio vinho. De uma forma geral
o bagaco contém alcoois, celulose, sais minerais, proteinas, polifenois e taninos. De todos os
residuos da vinificacdo o bagaco de uva € o que esta presente em maior quantidade (cerca de
54%). E constituido pela casca, engaco e semente (Silva, 2003; Pato, 1988; Rice, 1976;
Famuyiwa and Ough, 1982; Costa and Belchior, 1972).

Engaco - Sao apenas 3,5 a 4,5% dos residuos da vinificacdo. De todos os residuos estes sao os
mais pobres. Sao constituidos por 50% de agua e por 30 a 40% de celulose, contém em menor

quantidade lignina e matéria tartarica em pequena quantidade (Silva, 2003)

Folhelho - O folhelho é constituido pelos restos da desidratacdo e apos a separacao dos
engacos e grainhas. Cerca de 40 a 50% do bagaco fresco & folhelho. Na tabela 3.1 esta

indicada a composicao do folhelho (Silva, 2003)

Tabela 3.1 - Composicao fisico-quimica do folhelho (Silva, 2003)

Andlise (valor recomendado) | Composicio
Humidade (< 13%) 2—-10%
Matérias minerais 2,7 — 8.9%
Matérias gordas 5.2 -7.8%
Proteinas (> 11%) 10,0 - 15.6%
Celulose (< 22%) 20,0 - 27.0%
Taninos 0.2 - 0.6
Matérias azotadas digeriveis 3.3-39%




Grainha- Constitui cerca de 20 a 25% do bagaco himido e cerca de 40% do bagaco prensado e
desengacado. Na sua composicao apresenta uma elevada percentagem de celulose e
substancias gordas (tabela 3.2) (Silva, 2003)

Tabela 3.2 - Composicao média da grainha (Bernardini, 1971)

Parametros Percentagem
Humidade 79
Substincias gordas 14-20
Pentoses 0-12
Tanino 445
Celulose 30-33
Substincias azotadas 9-10
Cinzas 2.5-4

Borras- E o residuo que fica precipitado nos recipientes que contém vinho apos a fermentacao
ou armazenagem. A quantidade de borra formada depende do estado de maturacao das uvas,
do seu estado higiénico no momento da vindima, entre outros factores, como por exemplo o

clima e a técnica usada na vinificacdo (Regulamento (CE) n.° 1493/1999).

Em termos da sua composicao, podem considerar-se as borras um produto valioso. Sao
constituidas principalmente por vinho, contém substancias tartaricas e podem conter

vestigios de bagaco de uva (Pato, 1988).

Sarros- Sdo residuos de vinhos que se acumulam nas paredes dos recipientes. Normalmente,
contém principalmente bitartarato de potassio e em menor quantidade tartarato de calcio
(Silva, 2003).



3.2 Aplicacéao dos residuos de vinificacao

Bagaco de uva - Devido ao seu valor nutritivo ser baixo o seu uso em matérias primarias, tais
como, alimentacdo de ruminantes ou usado como fertilizante ndo é muito aconselhavel. Se
for usado directamente como fertilizante, sem nenhum tratamento prévio, o pH do solo
diminui, o que afecta a produtividade agricola dos solos. Na alimentacdo, como as sementes
contém compostos fenolicos e antocianinas que acarretam complicacbes no processo de
fermentacdo dos ruminantes o seu uso deve ser evitado. Outra desvantagem é o facto do
bagaco conter fibras (lignina) que nao conseguem ser digeridas (Spanghero, 2009; Silva,
2003). Para além destas, podem apontar-se outras aplicacées, nomeadamente como matéria-

prima para a producao de energia ou na producao de produtos de valor acrescentado.

Casca - A casca de uva pode ser usada nas industrias farmacéuticas na producdo de

antocianinas e antociadinas, que sao inibidoras da lipoperoxidacao e anti-mutagénicas.

Sementes/ grainhas - Contém uma grande quantidade de dleos essenciais, que podem ser
usados em varias indUstrias tais como quimicas, cosméticas e farmacéuticas. Por exemplo: os
taninos podem ser usados na industria farmacéutica (antidotos, anti-sépticos, entre outros)
(figura 3.1) (Magnier, 1991).



Semente de uva

—p  Taninos, antioxidantes,
agentes antimicrobianos

Farinha

Extracto -+

Prensagem a frio
. .
P Extraccdo do CO.
4
Oleo
Trans-esterifcagdo
. . h 4
pirdlise @ emulsionacao
v Cosmeéticos

Biodiesel e
lubrificantes

Figura 3.1 - Esquema sobre vias de valorizacao de grainha de uva (Nerantzis and Tataridis,
2006).

Engaco - Tém aplicacdo na industria do papel, como combustivel, ou incorporado em
materiais de construcao civil. Devido a ser constituido por uma grande quantidade de
material celulésico, podem ser usados para a obtencao de proteinas vegetais (Silva, 2003).
Borras - podem ser usadas para a obtencao de alcool etilico, na extraccdo de acido tartarico

de leveduras e matéria corante (Mateos and Narvion, 1977).
Sarros - Podem ser usados para a producao de acido tartarico (Larangeira, 1998).

A partir das aguas residuais das destilarias de alcool pode-se produzir biogas de uma forma
sustentavel, através da digestao anaerdbica com termofilo. (Vlissidis and Zouboulis, 1992).
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A figura 3.2 explica de uma forma resumida como podem ser aproveitados os residuos
do bagaco (Larangeira, 1998):

Lixiviagio/maceraglio iAm—pémm + destilagio+

Bagagc doce + rectificaco=> Alcool vimico
Fermentacio
\ Aguardente bagaceira
Eugpsilagem + destilagiio Bagago desalcoolizado (a)
Bagaco Engaco (b) lavado (a)
Fermentado  Lixiviaciio/maceragfio Agua-pé—destilaglio=>fleumas—srectificagio=>A. Vinico
rReoeclo (neutra/écida) de tartarato=>Tartaro de cilcio=>Acldo tartérico
(a) Bagago
lavado ou { Proteinas (SCP — single cell proteins)
e ; g
(extractorde | Prensagem/secagem/ b) Engaco Tanino
bagaco) crivagem { Combustivel
\ { Adubos
Oleo
iaob o]
\ Tanino
Enocianinas=> Corantes
Folhelbo { RacSes para animais
Combustivel = Adubos
+ rectificagio=>Alcool vinico
Borras
(decantacfio) Lomu decanladas Destilaclio + rectificagfio=>dlcool vinico
Proteinas (SCP)
Vlnh? de borra Tartarato de cilcio=vdcido
tastdrico
reacglio (neutra/ Aguas residuais=Adubos

dcida) de lartarato Metanizaclio

Sarros = dissolugio/reacgHo tartarato (neutra/dcida)/precipitacio/centrifugacio=>Tartarato de céicio=
Acido tartdrico

Fleuma=>rectificagfio=> dlcool vinico

Destilagio Aguardents vinica
Vinhaga de vinho
(rescaldo desalcoolizado) - Tartarato de cdlcio=>éc. tartdrico
Metanizaciio
Vinbo Consuomo Aguas residuais—adubos
Acetificagio=>vinagre de vinho

Figura 3.2 - Subprodutos e residuos da vinificacdo e seus principais aproveitamentos
(Adaptado de Larangeira, 1998).
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4. Material e Métodos

4.1 Bagaco de uva

0 bagaco utilizado nos ensaios € um subproduto da indistria vitivinicola, para producao de
vinho tinto, caracteristico de uvas de castas de Trincadeira, Rufete e Tinta Roriz da regido da
Beira Interior. O bagaco foi obtido apds fermentacdo e prensagem. O bagaco de uva para
poder ser usado nos ensaios, devido a humidade do produto, teve de ser seco numa estufa a
47°C durante 24h de forma a obter um peso constante. Seguidamente, foi moido num moinho
RetschMihle SM1 com um molde de 2,0 mm. Foi peneirado durante 1h com crivos com uma
abertura de malha de 0,25 e 0,4 mm para se obter um produto com caracteristicas uniformes.

Foi armazenado em sacos de plastico selados para ndo haver entrada de humidade.

0 bagaco foi caracterizado em laboratorio, estando as principais caracteristicas apresentadas
na tabela 4.1

Tabela 4.1 - Valores médios e respectivos desvios padrdo do teor de ST, STV e proteina no

bagaco da uva. Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de réplicas (n).

Parametros
ST STV Proteinas
Bagaco (g/g bagaco) (g/g bagaco) (mg N-NH3/ g)
de uva
(9 vs massa)
0,40mm vs 1g 0,922(;0,009 0,8545?,008
0,880+0,050 0,869+0,050 15,2
0,40 0,50 ’ ) ) ) )
mm vs ©,01% @) @) (1)
0,25mm vs 1g 1,000(;0,040 0,82%?,010
0,934+0,006 0,845+0,006 18,4
0,25 0,50 ’ ) ) ) )
mmvs 5% 3) 3) (1)
<0,25mm vs 1g 0,9375?,005 0,80(:;?,030
0,950+0,005 0,810+0,010 17,1
0,25 0,50 ’ ) ) ) )
~eommvs B,008 3) 3) (1)

4.2 Ino6culo e meio de cultura

Os indculos (lamas mistas), usados nos ensaios anaerdbios, foram desenvolvidos em dois

reactores descontinuos sem agitacdo, em condicoes mesofilas (37 + 3°C).

Foram alimentados, por substituicdo do sobrenadante por alimentacdo fresca, de forma

descontinua em intervalos de 24h. O inoculo | foi desenvolvido em laboratério usando glucose
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como fonte de carbono. O inoculo Il foi recolhido numa estacdo de tratamento de aguas

residuais da regiao, tendo sido cultivado com glucose apenas durante dois meses.

A glucose (substrato) foi dissolvida num meio de cultura que continha nutrientes essenciais
para o desenvolvimento de populacdes anaerdbias mistas. O meio de cultura utilizado
encontra-se descrito por Tomé, 2009 e Lettinga et al,1997. Para neutralizar e tamponizar o
meio de cultura utilizou-se um tampao de fosfato constituido por Na,HPO, (1,28g/L) e
NaH,PO, (0,42g/L).

A caracterizacdo e quantificacdo da biomassa nos reactores foram realizadas através da
determinacdo dos Solidos Suspensos (SS) e Soélidos Suspensos Volateis (SSV). Admite-se para

este efeito que a concentracao dos SSV é proporcional a concentracdo de células no inoculo.

4.3 Métodos analiticos

4.3.1 pH
Para medir o pH usou-se pH Methrom 744. Verificou-se o pH dos ensaios com o objectivo de
verificar a capacidade tampao da solucao de fosfato. O pH foi medido antes e apds dos

ensaios experimentais.

4.3.2 Sélidos

A determinacao dos solidos suspensos (SS) e solidos suspensos volateis (SSV), foi realizada de
acordo com as normas descritas no Standard Methods 2005 (APHA,AWWA 2005).

Para os SS, filtrou-se a vacuo, com membranas Whatmann GF/C de 1,0 pm, um determinado
volume de amostra e os solidos retidos na membrana foram secos numa estufa a 103+2°C

aproximadamente 24h.
SS= peso da membrana com a amostra (apos secar na estufa e arrefecer) - peso da membrana

Para os SSV, continuou-se o procedimento realizado para os SS em que a membrana e os
solidos contidos nela foram colocados na mufla a 500+10°C durante 24 h, arrefecido e pesado
até se obter peso constante. Os SSV foram calculados pela diferenca de peso depois e antes

da ignicao na mufla.
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4.3.3 Caréncia quimica de oxigénio (CQO)

A determinacao da CQO foi feita pelo método da oxidacao em refluxo fechado, num digestor
com dicromato, por titulacdo do dicromato que fica por reagir, apos a digestao do material
organico. A digestao das amostras foi feita em H,S504, durante 2 h, a 148+2°C. Nestas
condicoes, a matéria organica é oxidada a CO, e agua. Usou-se sulfato de mercurio, que é
adicionado a solucdo padrdao de dicromato (solucdo ), este passo serve para evitar a
interferéncia dos cloretos. O sulfato de prata, usado como catalisador da oxidacao dos alcoois
e acidos de cadeia longa, foi adicionado a solucdo de H,S0, concentrada (solucao Il). Para 1,5
ml de amostra adiciona-se 1 ml de solucao | e 2 ml de solucao Il. O excesso de dicromato foi
titulado com uma solucao de sulfato ferroso amoniacal, usando-se como indicador uma

solucao aquosa de ferroina.

A CQO foi determinada na fase solUvel das amostras. As amostras recolhidas no final dos
testes foram previamente centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos a fim de separar a

matéria em suspensao e acidificadas para um pH de 2+0,5.

4.3.4 Carbono organico total (TOC)

A quantificacdo do carbono organico total foi feita através do TOC-Vcsh Shimadzer. Este
aparelho permite quantificar, para além do carbono organico total (OC ou TOC), o carbono
inorganico total (/C ou TIC). O principio de funcionamento consiste numa reaccao catalitica, a

680°C, de oxidacao e deteccao em infra-vermelho.

Numa amostra podem existir dois tipos de carbono: o carbono organico e o carbono
inorganico. O carbono organico (OC ou TOC) liga-se com o hidrogénio ou com o oxigénio para
formar compostos organicos, enquanto que, o carbono inorganico (/IC ou TIC) é a base

estrutural de compostos inorganicos como os ides carbonato.
A relacao entre eles é expressa por TOC= TC - TIC.

Para a analise do TC a amostra é introduzida no tubo de combustdo, que contém um
catalisador de oxidacdo, e aquecido a 680°C. A amostra € queimada no tubo de combustéo e,
como resultado, os compostos do TC sdao convertidos em CO,. O gas transporta os produtos de
combustao através de um halogen scrubber para remover o cloro e outros halogéneos.
Finalmente, o gas transportador entrega os produtos de combustdao da amostra a célula de
NDIR (non-dispersive infrared), onde o CO, é detectado. O NDIR da um sinal analdégico que
forma um pico. A area desse pico e proporcional a concentracdo da amostra. A quantificacao
do TIC por TOC consiste no carbono contido nos carbonatos e no diéxido de carbono dissolvido

na agua. Por acidificacdo da amostra com uma pequena quantidade de HCl, para um pH
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inferior a 3, todos os carbonatos sdo convertidos em CO, O CO, dissolvido na amostra é
arrastado ao borbulhar N, é detectado por NDIR.

0 TOC pode ser medido como sendo a diferenca entre o TC e IC. Este método ndo é
recomendado para amostras contendo mais /C do que TOC, ou seja, a amostra em que o TC é
praticamente s6 IC o método NPOC é o mais recomendado. O valor de TOC usando o método
TC-IC inclui erros associados a medida do TC e do IC o que pode resultar em um maior valor
de TOC.

Nomenclatura e caracterizacio

Carbono Total (TC — Toral Carbor)

Carb.u-nu Ing-rgamm Carbono Orginico Total
(IC - inerganic carbon) (TOC — Total Orgaric Carbory
] F
Purgavel Nio-purgavel |
(dissolvido) (particolado)
Carbono Orginico Carbono Orginico Nio
Purgavel {POC- Purgeabi Purgaval (VPOC - Non

Organis Carbon) Purseabls Orgauic Carbor)

Carbono OrganicoParticulado (ruoc Carbono Oreinico Dizsolvido

Faritulas Orgnic Carban) (DD Dissalved Orpiniz Carbos)

Figura 4.1 - Esquema representativo das diferentes formas de carbono mensuraveis

0O método NPOC é o método mais usado para quantificar o TOC. Este método nao é
recomendado para amostras que tendem a formar bolhas durante o borbulhamento. A
formacao de bolhas leva a uma menor injeccao de amostra o que se vai traduzir em erros na

quantificacdo do TOC. O método mais recomendado neste caso é TC-IC.

0O método POC+NPOC deve ser usado quando a quantidade de POC presente na amostra nao

pode ser desprezada (Manual do aparelho Shimadzu).
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4.3.5 Proteina

0 teor de proteina foi calculado a partir da determinacao do azoto de Kjeldahl. Para se obter
o teor de proteina deve multiplicar-se o azoto de Kjeldahl por um factor, kp, o qual varia em
funcao do tipo de proteina. Para as bactérias e arquea anaeroébias utilizou-se um factor de
Kjeldahl (kp) de 4,2 g-proteina/g-N-NH3 (Schmidt et al, 1994) e para o bagaco foi de 6,25 g-
proteina/g-N-NH3 (Briggs, 1998).

O procedimento seguido para a determinacao do azoto total de Kjeldahl foi o indicado no
Standard Methods, 2005 (APHA,AWWA 2005).

Este método consiste numa mineralizacdo dos compostos organicos contidos na amostra, com
formacao de sulfato de aménio NH4HSO,, apds o que se procede a libertacao de amoniaco, por
destilacado, sendo fixado numa solucdo de acido bérico e indicadores, realizando-se entao uma

titulacdo com acido sulfarico que permite obter o valor de azoto presente na amostra.

0 método é constituido por trés fases: ataque da amostra, destilacdo e titulacdo. Durante o
ataque forma-se um complexo que é decomposto pelo tiossulfato de sddio, libertando a

amonia.

A formacao do amoniaco a partir do hidrogenossulfato de amdnio consegue-se por adicdo de
base concentrada em quantidade suficiente para elevar o pH a valores iguais ou superiores a
11, realizando-se de seguida a destilacdo. O destilado, contendo o amoniaco, é recolhido

numa solucao indicadora de acido borico, sendo fixado pelo acido.

A concentracdo da amonia foi entdo determinada por titulacdo com acido sulfurico, de um
modo indirecto, pois na pratica o acido mede a quantidade de ido borato presente na solucao.
0 teor de proteina expresso em mg NH3-N/L.

4.3.6 Lignina

Este procedimento foi feito em dois passos: determinacdo da lignina sollivel que permanece
apos acidificacdo do meio (LS) e lignina precipitada em meio acido (LPA). A matéria insolivel
pode conter cinzas e proteinas, o que deve ser contabilizado no decurso da analise

gravimétrica. A lignina solvel é medida por espectroscopia UV-visivel.

Sabendo a quantidade de lignina solivel e InsolUvel pode-se calcular a lignina total, sendo

esta dada por:

Lignina total = lignina sollvel + lignina precipitada em meio acido 4.2)
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4.3.6.1 Lignina precipitada em meio acido

Para a determinacao da lignina precipitada em meio acido (LPA), inicialmente foi adicionado
a H,S0, concentrado até pH 2.5 para levar a precipitacdo da lignina, deixando-se
posteriormente decantar durante 24h.

Apds decantacdo, homogeneizou-se a solucao e dividiu-se em duas partes de igual volume,
uma para quantificacdo gravimétrica (solucao |) e a outra para a determinacdo do teor de

proteina (solucéo ).

Para a quantificacao gravimétrica (determinacao de SS, SSV e cinzas) filtrou-se a solugao | e
procedeu-se como o ja descrito na seccao 4.3.2 guardando-se o filtrado para posterior
analise da lignina soluvel.

As amostras usadas na quantificacdo do teor de proteina solucdo Il foram centrifugadas
durante 10 minutos a 4000 rpm, numa centrifugadora opendorf 5702RH. Concluida a
centrifugacao recolheu-se o sobrenadante, o qual foi adicionado ao filtrado da solucao | e
homogeneizou-se esta nova solucdo. Transferiu-se o precipitado para um balao de 50ml,

perfazendo-se o volume com agua destilada, para posterior analise do teor de proteina.
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Na figura 4.2 representa-se, numa forma esquematica, os passos seguidos para determinacao

da lignina.

Amostra (V)
Precipitacao da
lignina
pH=2,5 (H,0,)

Decantacao 24H

Centrifugacao
10 minutos
4000 rpm

separar da fase Filtracao para

quantificacao

precipitada gravimétrica

diluir Solucao Determinacao
descartar o N LSS
precipitado para contendo lignina da lignina
sobrenadante 50mL sollvel insoluvel

Determinacao
da lignina
insoluvel

Teor de
proteina

Figura 4.2: Esquema do procedimento para determinacgao da lignina.
0 teor de lignina (L) foi calculado através da seguinte expressao:

LPA (g/L) = Teor de SSV no precipitado da centrifugacao (teor de SSV)(g/L) - teor de
proteinas(g/L) (4.3)

A percentagem de LPA pode ser calculada da seguinte maneira:

__ teorde LPA

%L SS

X100  (4.4)
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4.3.6.2 Lignina soluvel apés precipitacao em meio acido

A determinacdo da lignina soluvel (LS) foi feita por espectrofotometria de UV- Visivel da
solucao filtrada (fig. 4.2). A absorvéncia foi medida ao comprimento de onda de maxima
absorcao, seleccionado para este tipo de lignina. Usou-se agua destilada como branco (tabela
4.2). Esta etapa deve ser efectuada logo apds a recolha da amostra a fim de se evitar a

hidrélise de compostos que poderao afectar a quantificacdo da lignina.

A quantidade de LS presente da amostra é assim dada pela seguinte equacao:

[LS] (g/L) _ AbsxVﬁ]tranoxDllulgéo “.5)

em que:

LS -lignina solivel que permanece apo6s acidificacdo do meio (g/L);

Abs - absorvéncia da amostra para o comprimento de onda de absorcao maxima

V - Volume de filtrado (ml)

£ - Absortividade da biomassa a um comprimento de onda especifico (nm)

Tabela 4.2 :Comprimento de onda de absorvéncia maxima e constantes de absortividade para

determinacao da lignina consoante o tipo de biomassa usado (adaptada Sluiter et al,2008).

) Absortividade ao
. ) Comprimento de onda )
Tipo de biomassa comprimento de onda
recomendado (nm)
recomendado (L/g.cm)

Bagaco NIST SRM 8493 240 25

Restolho de milho - NREL 320 30

NREL - National Renewable Energy Laboratory

19




4.3.7 Compostos Fenolicos Totais

A quantificacdo de compostos fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau (FC), envolve
a oxidacdo de fenois em meio basico, pelo reagente de cor amarela Folin-Ciocalteau efoi
efectuado pelo método descrito por Fernandes, 2010. Este reagente é a mistura dos acidos
fosfomolibdico (H3PMo4,04) e fosfotlingstico (H;W;,04). Da reaccdo de oxidacado resulta um
composto de cor azul (molibdotungstofosfato), cuja absorcao maxima é dada em funcao da
composicao quantitativa de compostos fenolicos, e do pH da solucao obtido geralmente pela
adicao de carbonato de sodio (Cicco et al., 2009; Ikawa et al., 2003). Este método baseia-se
na transferéncia de electroes do composto antioxidante para o agente oxidante, que neste
caso é o reagente de Folin-Ciocalteau, e o aumento de absorvéncia é medido a 750nm
(Magalhaes et al., 2007).

Neste método, pode haver interferéncias visto que outras substancias podem reagir com o FC.
Por exemplo, aminas alifaticas terciarias, didoxido de enxofre, alguns aminoacidos, acido
ascorbico, aclcar, Fe (Il) entre outros (Torre-carbot et al., 2005; Magalhaes et al., 2006;
Ikawa et al., 2003; Remone et al., 2009; Roginsky et al., 2005).

As variacées do método sdo devidas a concentracdo de carbonato de sodio, a sequéncia de
adicao de reagentes, bem como o tempo de adicao dos mesmos, o tempo e temperatura de
incubacao da mistura. Podem existir solventes na amostra que possam interferir com o
método FC, nomeadamente na formacdo do composto de cor azul. Assim, a preparacdo de
padrdes e brancos com o mesmo solvente da amostra minimizam a interferéncia do método
(Cicco et al., 2009).

Geralmente, a solugao de acido galico dissolvido em agua, é usado como solucdo padrao e os
resultados sdo apresentados em equivalentes de acido galico (GAE- gallic acid equivalents)
(Magalhaes et al., 2007; Turkmen et al., 2006; Roginsky et al., 2005).

Uma vantagem deste método é a sua sensibilidade uma vez que existe a formagcdo de um
produto corado, e nao precisa de uma padronizacao restrita das condicées do ensaio
(Roginsky et al., 2005)

Para se efectuar a curva de calibracao (Figura 4.3) pipetou-se 0; 10; 20; 40; 120; 160; e 200
pL da solucao de acido galico (5g/L), para diferentes baldes, perfazendo-se o volume final de
10mL com agua destilada. De cada solucdo pipetou-se 400 pL, adicionou-se 2000 pL de
reagente de Folin-Ciocalteau (1:10), passados 8 minutos adicionou-se 1600 yL de carbonato
de sodio 7,5%. Agitaram-se os tubos de ensaio e deixaram-se a incubar durante 90minutos a
temperatura ambiente até a solucao adquirir uma cor azul. Leu-se a absorvéncia a 765nm,

considerando que o branco da solucao contém 0 pL de acido galico.
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Obteve-se a seguinte curva de calibracao:

1,2
y=11,419x - 0,01
1 R? = 0,9995

o
00

absorvéncia (765nm)
o o
H ()]

o
)

0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120
concentragao fenois (g GAE/L)

Figura 4.3: Curva de calibracdo obtida pelo método de Folin-Ciocalteau para quantificacao

de fenois

Para a analise das amostras pipetou-se, para cada tubo de ensaio, 400 yL de amostra, 2000 pL
de reagente de Folin-Ciocalteau (1:10) esperou-se 8 minutos, de seguida adicionou-se 1600 pL
de carbonato de sdédio 7,5%. Agitaram-se os tubos e incubaram-se 90 minutos até a solucao
adquirir uma cor azul. Leu-se a absorvéncia das amostras a 765nm. Em vez da amostra usou-

se como branco 400 pL de agua destilada.
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4.4 Metodologia Experimental

4.4.1 Ensaios de Lixiviacao

A lixiviacdo € um processo de dissolucao ou arrastamento de uma substancia solUvel presente

numa fase solUvel de outra insoluvel, para uma fase aquosa.

No inicio do ensaio, colocou-se em cada frasco de incubacdo 25 ml meio base preparado com
solucao tampao de fosfato, em alguns ensaios foi adicionado ao meio base glucose (1,28g/L)
ou acetato (1,28g/L) e bagaco de uva. Os frascos foram em seguida fechados, mantiveram-se
com agitacdo nas estufas termostatizadas em ambiente mesofilo (37+£3°C) durante £30 dias.
Usou-se como branco meio base com tampao fosfato, mas sem adicao de bagaco de uva.

Efectuaram-se ensaios com as granulometrias indicadas na tabela 4.3.

Foram recolhidas amostras em intervalos de 7 dias. As amostras recolhidas semanalmente
foram centrifugadas para determinacdo de fendis, TOC e analise de espectrofotometria de
UV-visivel. As amostras recolhidas no final do ensaio foram usadas para a determinacao de

solidos, CQO,TOC, lignina, fenois, proteina e espectrofotometria de UV-visivel.

Tabela 4.3 - Granulometria e massa de bagaco de uva usados nos ensaios

Granulometria Peso

18
0,75g
0,50g
0,25g

0.40mm

1g
0.25mm 0,50g
0,25g

1g
<0.25mm 0,50g
0,25g

4.4.2 Ensaios de Biodegracao
Os ensaios de biodegradacao foram utilizados com o intuito de quantificar o potencial de
producao de biogas produzido pela conversao do substrato num regime mesofilo (37+3°C)

utilizando culturas anaerodbias, durante um certo periodo de tempo.

Os ensaios de Actividade Metanogénica Especifica (SMA- Specific Methanogenic Activity), e da
Biodegradabilidade Anaerdbia, foram efectuados em regime mesofilo. Utilizaram-se sistemas
manomeétricos OxiTop OC 110, da WTW que permitem registar a variacao da pressao durante o

periodo de incubacdo, em hPa, registado num sensor electronico. O aumento da pressao nos
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frascos de incubacdo depende da actividade metabdlica da biomassa, o qual gera
essencialmente metano e didxido de carbono.

Estes ensaios tiveram por objectivo quantificar o biogas produzido na conversao de substrato
organico por culturas anaerobias durante um intervalo de tempo definido.

Os ensaios consistiram basicamente na incubacdo em continuo, de amostras de biomassa
anaerobia mesofila em frascos de 250 ml de capacidade, com agitacdo magnética, mantidos
em estufas termostatizadas a 37 + 3°C.

Para o estudo de SMA, a biomassa, usada como inoculo, foi previamente lavada duas vezes
com solucao tampao de fosfato, para remocao do substrato residual. A lavagem foi efectuada
a temperatura de incubacao das culturas. Entre cada lavagem deixou-se decantar o meio,
separando-se o sobrenadante que era descartado e a seguir adicionando novo volume de
solucao tampao.

No inicio do ensaio, colocou-se em cada frasco de incubacao 25 ml meio base preparado com
solucao tampao de fosfato, biomassa previamente lavada e sedimentada (5mL) e bagaco de
uva (Tabela 4.3), em alguns ensaios foi adicionado ao meio base glucose (1,28g/L) ou acetato
(1,28g/L). Os frascos foram em seguida fechados, colocaram-se os sensores OxiTop e
mantiveram-se nas estufas termostatizadas em ambiente mesofilo durante +30 dias. Usou-se
como branco uma mistura reaccional idéntica, mas sem adicao de bagaco de uva e apenas

com meio base.

As medicGes da variacao de pressao foram realizadas automaticamente pelo sensor de acordo
com os intervalos de tempo programados. Os ensaios foram realizados, sempre que possivel,

em duplicado, quer para determinacao da actividade, quer para a biodegradabilidade.

A SMA é em geral expressa em funcao do volume de biogas, vindo expressa em unidades de
L(biogas)/(gSSVx d). Os testes de actividades devem se efectuados com culturas na fase de
crescimento exponencial (excesso de substrato) na qual a reaccdo ocorre a velocidade
maxima. A actividade anaerobia deve ser calculada a velocidade maxima de producado de
biogas, a partir do declive maximo (m) da curva obtida por representacdo dos valores do

incremento da pressao em funcao do tempo de incubacao.

Para o calculo da SMA (equacéo 4.6), converteu-se o valor do declive (hPa/h) em volume de
biogas produzido por hora, a partir da lei dos gases perfeitos e dividiu-se pela massa de
biomassa contida no frasco de incubacao, quantificada como sélidos suspensos volateis (SSV).
A equacao geral ¢ a seguinte (adaptado de Bras,2003):
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SMA = PXVaxVm (4.6)

RXTXm
em que:
SMA- actividade metanogénica especifica (Lbiogas/(gSSV x d))
P-Variacao de pressao por unidade de tempo (Pa/d)
Vm- volume molar a pressao e temperatura de trabalho (m*/mol)
Vd- volume disponivel para o gas (dm°)
R- constante dos gases perfeitos (8,314 J/(mol.K))
T- temperatura (K)
m- massa de biomassa (gSSV)

Vd-Volume disponivel = Vtotal - Vmistura reaccional

O estudo da biodegradacao teve uma duracao de 30dias, sendo os seus valores registados e

guardados nos sensores automaticamente. No final do periodo de incubacéo, os valores foram

transferidos para um controlador, e deste para um computador permitindo o tratamento de

resultados e respectiva representacao grafica.

Terminados os ensaios as amostras foram recolhidas, e leu-se o respectivo pH e prosseguiu-se

a monitorizacdo. As amostras foram de seguida centrifugadas para determinacao de solidos,

CQO, TOC, lignina, fendis e proteina.

Com base nas curvas cumulativas de biogas obtidas nos ensaios de biodegradabilidade

anaerobia foi calculada a producao média de biogas por unidade de massa de biomassa e por

unidade de tempo.

0 esquema do tipo de monitorizacdo efectuado as amostras esta indicado na Figura 4.4
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eabs
emétodo de Folin-Ciocalteau
«TOC

lixiviados/ conteldo dos oxitops

«CQO

« lignina:
ecentrifugar (usar precipitado) --> Teor de proteina
«filtrar (determinar os Solidos) --> ler abs (lignina soluvel)

amostra acidificada

J

Figura 4.4 - Esquema da monitorizacao efectuada as amostras recolhidas no final dos ensaios

de biodegrabilidade
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5. Resultados e experimentais e discussao

5.1 - Ensaios preliminares de lixiviacdo

Com o intuito de se observar a lixiviacdo de compostos da fase solida do bagaco de uva para o
meio aquoso, substratos mais facilmente acessiveis ao consorcio microbiano em contacto com
o bagaco de uva, efectuaram-se ensaios com diferentes massas e granulometrias, de acordo
com o descrito na seccao 4.2 Os ensaios decorreram durante 30 dias, tendo-se analisado a
evolucdo ao longo do tempo dos espectros de ultravioleta-visivel, quantificado o TOC e os
fendis. No final dos ensaios o licor residual foi analisado mais aprofundadamente tendo-se
quantificado no licor sobrenandante a CQO, o TOC, solidos, proteinas, lignina solivel e fendis.
Pela evolucao dos espectros ao longo do tempo pode-se salientar que ao longo dos 46 dias de
ensaio foram lixiviados compostos da fase solida (bagaco de uva) para a fase aquosa (Figura
5.1 a), observando-se a formacao de um pico a cerca de 280nm, atribuido a presenca de
lignina sollvel. Para a mesma massa de bagaco e diferente granulometria (Figura 5.1 b) em
amostras recolhidas para idéntico tempo de ensaio, verifica-se uma tendéncia para um
aumento do teor de compostos lixiviados para a fase liquida para a granulometria de @
0,25mm vs 0,50g, o que se pode atribuir provavelmente a uma diferenca na composicao das
fraccées. As granulometrias de @ 0,40mm vs 0,50 e @ <0,25mm vs 0,50g lixiviaram

aproximadamente o mesmo tipo e quantidade de composto.

a)

G dias

=13 dias

abs

20 dias
=128 dias
=36 dias

43 dias

200 250 300 350 400 450 500 550 600

comprimento de onda (nm)
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b)

3,5 A

abs

e (0,40mm vs 0,50g
e (,25mm vs 0,50g
<0,25mm vs 0,50g

0,5 -

200 300 400 500 600

comprimento de onda (nm)

Figura 5.1 - Exemplos de espectros de ultravioleta-visivel para amostras de lexiviado:
a) Em funcao do tempo

b) Parat = 43dias e massa idéntica

O aumento de matéria organica carbonada na fase aquosa pode ser quantificado pela
evolucao dos valores de TOC (Figura 5.2), variando acentuadamente na primeira hora de
ensaio (Figura 5.2 a), periodo durante o qual sdo lixiviados a maioria dos compostos. Para
igual tempo de ensaio e igual massa, o teor de lixiviados aumenta com a diminuicao da
granulometria. Para idéntica granulometria verifica-se, como esperado, um aumento do TOC
com o aumento da massa de bagaco adicionada a solucdo. Este comportamento é corroborado
pelo teor de fenois, o qual tende a aumentar com o tempo de ensaio e com o aumento da
massa e com a diminuicdao da granulometria (Figura 5.3a). O teor de fenodis expresso em mg
GAE/L variou entre 20 e 140 mg GAE/L, tendo sido mais elevado para a granulometria de
@0,25mm vs 0,50¢g (figura 5.3b), tal como o observado para os espectros de UV-visivel (figura
5.1b). Contudo, estes resultados deverao ser futuramente confirmados com a realizacao de

um maior nimero de réplicas.

27



2000 -

1800 1 mm -
1600 -
1400 -

IS IS ¢

1200 o ¢

1000 - A 0.40mmvs 1g
800 * A A A ©0.25mm vs 1g

TOC(mgC/L)

600 | A W <0.25mmvs 1g
400 &
200 -

0 - T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Tempo (h)

1600 +
1400
1200 -
1000 -

== 0,40mmVvs 0,75g

800 -
=le=(,40mmyvs 1g

TOC(mgC/L)

600 - e (), 40mm Vs 0,50g
400 ~ =——0,40mmVs(Q,25g

200 ~

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tempo (d)

Figura 5.2 - Evolucao do TOC ao longo do tempo:
a) Para diferentes granulometrias nas primeiras 2h de ensaio

b) Para diferentes massas e granulometrias idénticas
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Figura 5.3 - Evolucao do teor de fendis ao longo do tempo:
a) Para diferentes massas e idénticas granulometrias

b) Para diferentes granulometrias e idéntica massa

Os valores de TOC e CQO no final dos ensaios (Tabela 5.1) apontam para uma tendéncia de
aumento com a massa de bagaco, mas nao se consegue concluir relativamente a
granulometria. Considerando que os ensaios nao decorreram em condicoes totalmente

abidticas, as oscilacdes observadas ao final de 46 dias, podem atribui-se a eventuais
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mecanismos de degradacao que possam ocorrer. Por exemplo, a CQO no lixiviado do bagaco
para um ® de 0,40mm variou entre 1572699 mgO,/L e 6800 mgO,/L para 0,25g e 1 g,
respectivamente. Para os mesmos ensaios obtiveram-se valores de TOC de 393 mgC/L para
0,25g e 1084 mgC/L para 1g de bagaco. Estes resultados indicam a presenca de um elevado
teor de matéria organica, a qual pode incluir lignina, proteinas e fenois. Relativamente ao
teor de SSV, proteinas, lignina e fendis presentes no licor sobrenadante (fraccdo lixiviada)
verifica-se uma elevada variabilidade (Tabelas 5.2 a e b). De facto, apesar de se poder
apontar para uma tendéncia de aumento com a massa nos teores de SS, SSV e fendis, o
mesmo nao de pode referir relativamente a granulometria, pois o padrao de comportamento
nao é coerente. O teor de proteina para a mesma granulometria variou entre 541,3 mgN-
NH;/L para um ® de 0,40mm e 0,25g e 307,5 mgN-NHs/L para 0,50g de bagaco. O valor mais
elevado foi obtido para um ® de 0,25mm e 0,50g (764,4 mgN-NHs/L). Estes valores sao
similares aos obtidos para outro residuo agro-industrial, a dreche cervejeira, para a qual o
teor de proteina no lixiviado foi de 770+370 mgN-NH;/L para um & de 0,40mm e 0,6g de
bagaco (Tomé, 2009). Pode admitir-se que a lignina solUvel precipitada em meio acido (LPA)
tende a aumentar com o aumento da massa e com o aumento da granulometria mas nao foi
registada uma tendéncia similar para a lignina solivel em meio acido (LS). Os teores de LPA
variaram entre 0,48 g/L para um ® de 0,40mm e 0,25¢g e 0,45 g/L para um ® de 0,40mm e
0,5g de bagaco (Tabela 5.2 b). No lixiviado da dreche o teor de LPA foi de 0,9+0,6 g/L (¥ de
0,40mm e 0,6g de bagaco), valores significativamente mais elevados do que os obtidos no

presente trabalho (Tomé, 2009).
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Tabela 5.1 - valores médios e respectivos desvios padrdao da quantificacdo do CQO, TOC e

fendis recolhidos no final dos ensaios de lixiviacdo. Os valores entre paréntesis representam o

numero de réplicas (n).

Lixiviados
Bagace 4o TV Parametros QO final ToC final Fendis
(® vs massa) (mg Oz /L) (mg C/L) (mg GAE/L)
-- mm vs Og (branco) (215) ?11) ((11)
0,40mm vs 1g 6?80 1?18)4
0,40mm vs 0,75g 2?13)0 1?11)3 ?11)
0,40mm vs 0,50g 1(210)5 f;?? :518)
0,40mm vs 0,25g 157%;)699 3(‘19)3 (?)
0,25mm vs 1g - - .
0,25mm vs 0,50g 3(219)8 1(017)5 1(1)7
0,25mm vs 0,25g 186?21)665 ‘t?; (318)
<0,25mm vs 1g 3?16)7
<0,25mm vs 0,50g 7(?)1 f;?? (217)
<0,25mm vs 0,25g 103(3)155 52‘11? (58
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Tabela 5.2 - valores médios e desvios padrao em amostras recolhidas no final dos ensaios para
os seguintes parametros (Os valores entre paréntesis representam o numero de réplicas (n)):

a) SS, SSV, cinzas e proteina

b) Lignina
a)
Lixiviados
Parametros
Bagaco de uva SS (g/L) | SSV (g/L) | cinzas (g/L) teor de proteinas (g/l)
(P vs massa)
0,40mm vs 1g - - - -
1,583 1,139 0,002 0,019
0,40mm vs 0,75g ) ") ) ")
0,983 0,759 0,001 0,308
0,40mm vs 0,50g ") ") ) ")
1,326 1,022 0,001 0,541
0,40mm vs 0,25g ") ) ) ")
0,25mm vs 1g - - - -
1,846 1,577 0,001 0,764
0,25mm vs 0,50g ) ) ) 1)
1,192 0,851 0,002 0,373
0,25mm vs 0,25¢g ) ) ) 1)
<0,25mm vs 1g - - - -
0,885 0,539 0,002 0,299
<0,25mm vs 0,50¢g ) 1) ) 1)
0,564 0,410 0,001 0,436
<0,25mm vs 0,25¢g ) ") ) )
b)
Lixiviados
Parametros

LS (g/L) | LPA (g/L) LT (g/L)
bagaco de uva
(® vs massa)

--mm vs Og 0,003
(Branco) (1

0,40mm vs 1g - - j
0,40mm vs 0,75¢g 0»((1’?5 1,(11 ?0 1, (117)4
0,40mm vs 0,50g 0:?1‘:3 0,(415)1 0,(419)4
0,40mm vs 0,25g 0’336 0,(‘1‘5)30 0,(51(;5

0,25mm vs 1g - i _
0,25mm vs 0,50g 0’((1)36 0,(‘11?0 O,(?()W
0,25mm vs 0,25g 0’(01‘;9 0,(811)2 0,(816;1

<0,25mm vs 1g - . -
0,043 0,240 0,283

<0,25mm vs 0,50¢g
<0,25mm vs 0,25g | 0,055 (1)
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5.2 - Biodegradacao anaerébia do bagaco de uva

A digestao anaerobia constitui um dos métodos biologicos mais eficientes na conversao da
matéria organica presente em residuos, gerando produtos de valor acrescentado,
nomeadamente de biogas. A estabilidade e eficiéncia destes processos sao determinadas por
parametros fisicos-quimicos e microbiolégicos, sendo o potencial de producao de biogas e a
actividade metanogénica especifica indicadores essenciais do funcionamento equilibrado dos
consorcios microbianos anaeroébios.

Os ensaios de biodegradacao foram efectuados com culturas mistas anaerdbias cultivadas em
regime mesofilo (37 + 3°C), na presenca de substratos complexos (bagaco de uva) e solUveis
(glucose e acetato). Avaliou-se a actividade metanogénica especifica (SMA - specific
methanogenic activity), bem como a producdao média de biogas, de acordo com a metodologia

descrita na seccao 4.4.2.

A actividade metanogénica especifica (SMA) deve ser calculada com base no valor do declive
maximo da curva, o qual representa a velocidade volumétrica maxima (taxa) de producao de
biogas (hPa/h). Esta taxa pode ser convertida em volume de biogas por unidade de tempo,
pela equacao dos gases perfeitos. A actividade metanogénica especifica deve assim ser
medida no inicio da reaccao, fase para a qual a velocidade de formacao de biogas, nas

condicdes do ensaio, € maxima (Figura 5.4)

P (hPa)
=N

0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 1§ 20 22 24
temp o (h)
Figura 5.4 - Exemplo de uma curva experimental de actividade metanogénica, usando-
se o sistema OxiTop (Tomé, 2009).

Todavia, para substratos complexos como o bagaco de uva e por analise da curva cumulativa
de biogas, optou-se por medir a actividade metanogénica especifica apos o periodo de
aclimatizacao (entre 0 e 40h), na fase de crescimento inicial mais acentuada - SMA | (entre 50
e 100h) e sempre que recomendavel numa segunda fase, entre as 250 e 550h, quando se

observou um novo e significativo aumento do valor da pressao versus tempo (Figura 5.5). A
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SMA foi expressa em relacdo a massa de biomassa introduzida em cada frasco de incubacao,

quantificada com base no teor de SSV.

450

400

350
300
250

200

Pressao(hPa)

150 SMA |

100
50

L L L L L L L

0 100 200 300 400
Tempo (h)

Figura 5.5 - Exemplificacdo da determinacao da SMA em duas zonas distintas da curva de

producao de biogas vs tempo obtida na biodegradacao anaerobia de bagaco de uva

Na tabela 5.3 estao representados os valores do teor de solidos suspensos e solidos suspensos
volateis obtidos para os inoculos usados nos ensaios de SMA e biodegradabilidade. Em cada
frasco de incubacao foi adicionado cerca de 16,7% (v/v) de inoculo, de modo a obter um teor

de in6culo no meio reaccional de 14,4-15,5 g SSV/L.

Tabela 5.3: Caracterizagao da biomassa estudada por determinacao dos solidos suspensos

totais (SST) e solidos suspensos volateis (SSV)

ensaio

Inéculos 1a3 4e5

SSV(g/L) | SS(g/L) | % inertes | SSV(g/L) | SS(g/L) | % inertes
14,4+2,3 | 17,7£1,3 i i i
2) 2) 18,4 (1)
15,5+3,5

Mesofilas Il - - - 2) 63,2 (1)| 75,4 (1)

Mesofilas |

Para os ensaios em regime mesofilo usaram-se os indculos desenvolvidos com glucose em
laboratoério (mesofilas 1) e um inoculo recolhido numa ETAR da regido e adaptado a glucose

durante cerca de 2 meses (mesofilas 2).
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Nas tabelas 5.4 a e b estdo indicados os valores médios das actividades metanogénicas

especificas (SMA) e os respectivos desvios padrdo para as diferentes condicoes de ensaio.

Tabela 5.4 - Valores médios da actividade metanogénica especifica (SMA - specific
methanogenic activity) e respectivos desvios padrao (os valores entre paréntesis indicam o
numero de réplicas n) utilizando os indculos:

a) Mesofilas | ; b) Mesofilas Il

? Mesofilas |
SMA | (L biogas/(gSSV.d)) SMA 1l (L biogas/(g SSV.d))
Fonte de
carbono .
soldvel sem fonte de I sem fonte l
bono glucose acetato de carbono | glucose acetato

bagaco car
de uva
(® vs massa)

0,40mm 1g 0,117(2?,012 03 28(2?’056
0,40mm 0,75g 0,076(12()),014 0’(117)2
0,40mm 0,50g 0,0535?,001
0,40mm 0,25g 0,026(12()),007 0’32)2

0,001 0,047

0,25mm 1g 0 o
0,25mm 0,50g 0,056(12()),014 0’(??2
0,25mm 0,25g 0,0125?,001

<0,25mm 1g 0,(?4)13
<0,25mm 0,50g 0,069(12()),012
<0,25mm 0,25g 0,037(12()),009
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b)

Mesofilas Il
SMA1 (L biogas/(gSSV.d)) SMA Il (L biogas/(gSSV.d))
Fonte de
carbono . sem
solavel fonte
sem fonte de
carbono glucose acetato de glucose acetato
bagaco carbon
de uva o
(® vs massa)
0,145 0,094 ] 0,996

0,40mm vs 1g ) ) ) 0,448 (1)

0,104 0,108+0,007 | 0,087+0,033 | 0,319 |0,458+0,085 | 0,333+0,041

0,40mm 0,75¢g (1) Q)" ) (1) (2) (2)

0,40mm 0,50g 0,074+0,011 | 0,091+0,010 | 0,065+0,006 i 0,319 0,217

(2) (2) (2) (1) (1)
0,40mm 0,25g - - - - - .

0,25mm 1g

0,058 0,090+0,022 0,063 0,292 | 0,335+0,006 0,289

0,25mm 0,25g

<0,25mm 1g

<0,25mm 0,50g 0,121+0,031 | 0,110+0,028 0,378+0,020 | 0,469+0,065

() (2) ) (2) ()

<0,25mm 0,25g

Comparando os valores de SMA obtidos verifica-se um aumento destes com o aumento da
massa, para a mesma granulometria, independentemente da fonte de carbono sollvel
adicionada. Para igual massa de bagaco (0,50g) os valores de SMA tendem a aumentar com a
diminuicao da granulometria. O aumento da massa e a diminuicao da granulometria do
bagaco sugerem um aumento de compostos lixiviados da fase solida para a fase aquosa,
tornando estes substratos mais acessiveis aos microrganismos, os quais ao os metabolizarem,
geram um aumento de producao de biogas, causando um aumento dos valores de SMA. Para
granulometrias mais baixas (< 0,25mm) e uma massa mais elevada (1g) os valores de SMA |
diminuem, indicando a possivel existéncia de inibicdo por acumulacdo excessiva de substratos
na fase liquida (tabela 5.4a). A adicao de um substrato soluvel (glucose ou acetato) parece
implicar num aumento dos valores de SMA. Este efeito é particularmente acentuado para
granulometrias mais baixas. Por exemplo para um ® de 0,40 mm e 0,75g, verifica-se um
aumento de SMA Il de 0,319 L biogas/(gSSV.d) para 0,458 + 0,08 L biogas/(gSSV.d). Para um ®
de 0,25 mm e 0,50g, SMA | aumentou de 0,058 L biogas/(gSSV.d) para 0,090 + 0,02 L
biogas/gSSV.d e 0,063 L biogas/(gSSV.d) e quando se adicionou glucose e acetato,

respectivamente.
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0 valor maximo de SMA | para o bagaco de uva foi obtido para um ® de 0,40mm e 1 g
(0,117£0,012 L biogas/(gSSV.d)), o qual na presenca de glucose subiu para 0,145 L
biogas/gSSV.d. Para granulometrias mais baixas os valores maximos de SMA | (Tabela 5.2a)
foram para ® < 0,25mm e massa de 0,5¢g (0,069+0,012 L biogas/(gSSV.d)).

Os valores de SMA Il foram em geral bastante superiores aos de SMA | (Tabelas 5.4 a e b),
indicando a presenca de substratos adicionais no meio de fermentacao facilmente acessiveis a
etapa metanogénica. Os valores maximos de SMA /I foram obtidos para ® de 0,40 mm e 1,0g
na presenca de substratos soluveis (0,996 e 0,448 L biogas/(gSSV.d)).

Os dois intervalos de elevada actividade metanogénica (SMA | e SMA Il) podem ser atribuidos a
presenca de compostos facilmente lixiviados (da fase solida para a fase liquida) e de rapida
metabolizacao numa primeira etapa do processo de biorremediacao (SMA I) e numa segunda
etapa de compostos mais complexos (tipicamente substratos sélidos) que envolvam no seu
processo de degradacdo (mais lento) as 4 principais etapas de digestdo anaerdbia: hidrolise,
fermentacao acida, acetogénese e metanogénese (SMA Il). De entre este Ultimo grupo de
compostos podem incluir-se a lignina, polifenois, proteinas, celuloses e hemiceluloses,
compostos comummente presentes no bagaco de uva (Detroy R. and Hesseltine, 1978). As
celuloses e hemiceluloses (tabela 4.1 - caracterizacao do bagaco de uva), por hidrélise podem
originam aclUcares, nomeadamente pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glucose,manose e
galactose), que sao substratos das bactérias fermentativas (fase acidogénica). As ligninas
podem der biotransformadas em polifenois e fendis e estes Ultimos sdo passiveis de

metabolizacao por microrganismos anaerébios.

Analisando as curvas cumulativas de producdo de biogas obtidas para diferentes
granulometrias e massa de bagaco (Figura 5.6) podem salientar-se os seguintes aspectos:

- Para igual massa de bagaco obtém-se pressoes de biogas mais elevadas para a granulometria
mais baixa. O aumento de massa até 0,75 g traduz-se num aumento do valor da pressao. Para
1 g de bagaco os resultados apontam para uma diminuicao da pressao por inibicao de algumas
populacoes anaerobias, provavelmente de arquea metanogénicas (Figuras 5.6 a-d).

- A adicdo de substratos soliveis ao meio de fermentacdo parece estimular o potencial de
producao de biogas, tendo-se neste caso registado valores mais elevados de pressdo (Figuras
5.6 e-h). Este efeito acentua-se para ® de 0,40mm e 1 g, para os quais se observa um

aumento de pressao nao se observando inibicao pelo substrato.

37



400

——0,40mmvs 0,50g

Pressao(hPa)

———0,25mm vs 0,50g

<0,25mmyvs 0,50g

50
0 . . i
0 200 400 600
tempo(h)
500 -
450
400 -
350 -
E 300 -
=
S 250 4 0,40mm vs 1g
3
ﬁ 200 =—(0,40mm vs 0,75g
o
— 0,50,
150 - 0,40mmyvs g
—_— vs0,
100 - 0,40mm Vs 0,25
50
0 T T T - .
0 100 200 300 400 500
Tempo (h)
<)
350
300
250
v
a 200
<
2 —0,25mmVs 1g
@ 150
£ =—0,25mmvs 0,50g
a
100 e 0,25mm vs 0,25g
50 "\-"’/_.-/M_’_—
0 . . i
0 200 400 600
Tempo (h)
600
500 -
E tnl —0.40mm vs 0.50g
5 |
1 ucose
2 300 - g
ﬁ ———0.250mm vs 0.50g
& 200 - glucose
<0.25mmvs 0.50g
100 1 glucose
0 - T - . ,
0 200 400 600 800
Tempo (h)

Figura 5.6 - Exemplos de curvas de pressao de biogas acumulado ao longo do tempo.
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Figura 5.6 (continuacado) - Exemplos de curvas de pressao de biogas acumulado ao longo do

tempo.
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Sendo a glucose um substrato facilmente metabolizavel por populacdes anaerobias e o
acetato um substrato directo das arquea metanogénicas acetoclasticas, a sua adicdo ao meio
de cultura parece originar um aumento da pressao de metano. Assim, a adicao destes
substratos solUveis contribui directa ou indirectamente para o aumento da actividade das
populacoes acetogénicas e metanogénicas, constituindo esta Ultima frequentemente a etapa

controladora da cinética das reaccdes bioquimicas envolvidas.

A presenca de acetato no inicio da reaccdo deve contribuir para um aumento da
predominancia das arquea metanogénicas acetoclasticas, as quais sao responsaveis por cerca
de 70% do metano gerado em condicdes mesofilicas (Lopes, 2005), obtendo-se deste modo
quer um aumento da actividade, quer um aumento do biogas produzido. Tomé, 2009, num
estudo similar realizado com outro residuo de agro-industria, dreche cervejeira, refere no
entanto, que a adicao de acetato em meios de fermentacdo com populacdao mesofilas nao
parece estimular o potencial de producdo de biogas, explicando que em regime mesofilo o
acetato ser preferencialmente utilizado pelas metanogénicas acetoclasticas, ndo sendo
favorecidas outras vias metabdlicas alternativas para a sua degradacado. Porém, na presenca
de bagaco de uva registou-se um efeito de estimulacao, o que se pode atribuir a presenca, na
sua composicao, de compostos lenho-celuldsicos, proteinas e fenois menos susceptiveis a
biodegradacdao na etapa metanogénica, do que os presentes na composicdo da dreche
cervejeira. Tomé, 2009 obteve para culturas mesofilas mistas incubadas com dreche
cervejeira, com ou sem adicdo de substrato sollvel, valores de SMA | entre 0,47 + 0,09 e 0,80
+ 0,08 L biogas/(gSSV.d), tendo medido a actividade apenas na fase inicial da reaccao, por
nao se observar a formacao de uma segunda etapa tao definida como a que se registou para o
bagaco de uva. Contudo, estes valores sao similares aos obtidos no presente trabalho em
idénticas condicoes teste para SMA Il (entre 0,23 + 0,06 e 1,0 L biogas/(gSSV.d)), mas mais
elevados do que os valores de SMA | (entre 0,053 + 0,001 e 0,145 L biogas/(gSSV.d)). Bras,
2003 obteve para culturas mesofilas mistas incubadas com glucose valores de actividade de
0,66+0,03 Lbiogas/(gSSV.d). Lopes, 2005 obteve para o mesmo tipo de cultura e substrato
valores de 0,27+0,09Lbiogas/(gSSV.d). Tomé, 2009, obteve um valor de 0,5 Lbiogas/(gSSV.d)
para culturas mistas mesofilas incubadas com glucose, relativamente similar ao obtido no
presente trabalho (0,75 + 0,10 Lbiogas/(gSSV.d)). Estes valores de SMA encontram-se dentro
do referido na literatura sobre resultados de actividade anaerdbia, podendo as diferencas
estar associadas a diferentes fases de crescimento da biomassa mesodfila bem como a
composicao do meio de fermentacao, nomeadamente o tipo de substrato e o tipo de reactor

(Frang e outros, 1994 citado por Bras, 2003).
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Os valores calculados para a taxa especifica média de utilizacao do substrato estdo indicados
na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Quantidade média de biogas produzido (mL biogas/g ssV*d). Os valores entre

paréntesis representam o nimero de réplicas (n).

mesofilo | mesofilo I
nte de carbono . sem fonte de sem
sollvel glucose acetato | fonte de glucose acetato
carbono
bagaco de uva carbono
(P vs massa)
branco 312,6+60,6
(3)
57,1+5,1 106,8 77,8
0,40 1 U - - - ! ’
mm 1 (3) (1) (1)
32,0+3,2 65,3 78,9+17,8 72,8+7,0
0,40 0,75 ) ) - - b b ) ) b
mm =78 ) (1) ) )
25,8+0,4 29,6 41,0£2,0 27,8+1,2
0,40 0,50 ) ) - - b b ) ) b
mm g ) (1) (2) (2)
6,8 10,3
0,40 0,25 ; ’
mm =58 (1) (1)
0,25mm 1g ?i())
21,6+9,0 23,4 44,9+2,03 26,4
0,25 0,50 ’ ’ - - ’ ’ ’ ’
mm =% ) (1) @) (1)
9,1+2,1
0,25mm 0,25¢g 2)
<0,25mm 1g 6(11’)0
29,4+4,5 i i i 73,5¢18,1 | 48,6+19,2
<0,25mm 0,50g ) 2) 2)
<0,25mm 0,25g 1(21’)9

Estes resultados corroboram a ideia de que a adicao de substratos solUveis (glucose e acetato)
favorece a degradacao do bagaco de uva em regime mesofilo. Os valores mais elevados para a
producao média de biogas foram obtidos para a granulometria de ® de 0,40mm e 1 g com
adicdo de glucose (106,8 mL biogas/(g SSV.d)) . De facto, a glucose parece estimular
significativamente a producdo média de biogas, o que pode indicar um controlo da reaccéo de
degradacao do bagaco de uva por parte das acidogénicas fermentativas, co-culturas que ao
produzirem substratos das acetogénicas e metanogénicas, estimulam indirectamente o
crescimento destas populacoes. A adicao de acetato nao originou um incremento na producao
média de biogas tdo acentuado, possivelmente por estimular especificamente arquea
metanogénicas. Comparando com os valores de Tomé, 2009, para a dreche cervejeira e as
mesmas condicoes teste obtém-se resultados similares (40 +11 mL biogas/(g SSV.d)) para
0,42g de dreche ® de 0,40mm e com adicao de glucose) aos obtidos no presente trabalho
(41+2 mL biogas/ (g SSV.d)).
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Os valores de CQO e TOC do sobrenadante dos caldos de fermentacao nas amostras recolhidas
no final dos ensaios de biodegradabilidade anaerébia em sistemas mesofilos estdo indicados
nas Tabelas 5.6 e 5.7. Os resultados obtidos para a CQO estao de acordo com os da taxa
especifica média de producao de biogas (Tabela 5.5),sendo os valores mais elevados de biogas
para os ensaios com inoculo mesofilas II, a que correspondem menores valores de CQO
residual no caldo de fermentacao. Para o indculo mesdfilas | os valores de CQO residual sao
bastante mais elevados, mas a taxa média de producdo de biogas foi menor. Porém, esta
ideia nao pode ser corroborada pelos valores de TOC, nos quais nao se observou uma resposta
idéntica para os dois inoculos. Esperavam-se valores de TOC sempre inferiores aos da CQO
residual, porém sao similares nos ensaios com mesofilas Il, o que se pode atribuir a presenca
de compostos aromaticos nao susceptiveis de oxidacdo quimica pelo dicromato, ou em estado
de oxidacdo mais elevado e que originem menor consumo em equivalentes em oxigénio, ou
ainda, eventuais interferéncias na quantificacdo do TOC, nomeadamente gases dissolvidos no
licor sobrenandante. Todavia, pode constatar-se uma evolucao concordante dos valores de
CQO e TOC residuais para as diferentes massas e granulometrias (Tabelas 5.6 e 5.7),

verificando-se um aumento destes com o aumento da massa.
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Tabela 5.6 - Valores médios e respectivos desvio padrdao da CQO. Os valores entre paréntesis

indicam o nimero de réplicas (n).

a)
b)

Para ensaios com mesofilas |

Para ensaios com mesofilas Il

CQO final (mg O, /L)

Mesofilo | Mesofilo 1l
Fonte de
Carbor,'o : sem fonte
solavel sem fonte
glucose |acetato de glucose | acetato
de carbono b
bagaco de uva carbono
(® vs massa)
--mm vs Og 374 i . 18427 190 190
(branco) (1) (2) (1) (1)
2665+1441 4434 6541332 | 1206144
0,40mm vs 1g (4) (1) B ) (2) 7 (2)
3267+943 652+154 | 780+27 | 524167
0,40mm vs 0,75g ) - - ) ) )
1380+606 666+242 | 476+81 | 333+13
0,40mm vs 0,50g ) - - 2) ) )
0,40mm Vs 0,25g 158“:’:)941 - - - i i
0,25mm vs 1g 520(:;)1 131 5537(:;:08 i i i i
2347+448 837 742127 | 358+302
0,25mm vs 0,50g ) - - ) ) @)
0,25mm Vs 0,25g 133’(5:)383 1?:;)0 : : : :
ozsmmvstg | O30 | e
1998+404 609 247+81 | 276+283
<0,25mm vs 0,50g 2) - - 1) ) @)
1690+£1196 ) ) ) ) )
<0,25mm vs 0,25g (4)
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Tabela 5.7 - Valores médios e respectivos desvio padrao do TOC. Os valores entre paréntesis

indicam o nimero de réplicas (n).

a) Para ensaios com mesofilas |
b) Para ensaios com mesofilas Il
TOC final
mesofilo | mesofilo Il
Fonte de
carbono .
soluvel sem fonte de sem fonte de
glucose glucose | acetato
carbono carbono
bagaco de uva
(® vs massa)
291+72 484 261 191 655,2
--mm vs 0g (branco) 2) ) ) 1) 1)
161687 1928+110 805456 1031+2
0,40mm vs 1g ) @) 2) 2)
526+122 628+22 757+46 914+4
0,40mm vs 0,75g 2) 2) ) )
332454 566+9 577+41 811136
4
0,40mm vs 0,50g @) 2) @) 2)
0,40mm vs 0,25g 397(31)09 33("2*)95
0,25mm vs 1g 2451(;;)264 16065)1038
450+6 625156 734128 89545
0,25mm vs 0,50g 2) 2) 2) @)
330446 366+83
0,25mm vs 0,25g 3) @)
<0,25mm vs 1g 3400 (1) 1153 (1) - - -
573+40 7119 752+57 | 1002+101
<0,25mm vs 0,50¢g @) @) @) @)
<0,25mm vs 0,25g 44(52*)98

Os espectros de UV-visivel do sobrenadante das solugcdes residuais recolhidas no final dos
ensaios indicam a formacdo de uma banda de absorcao por volta dos 280nm, sugerindo a
formacao de ligninas sollveis (Figura 5.7). Para igual massa de bagaco de uva obtém-se um
aumento do pico de absorvéncia com a diminuicdo da granulometria, sendo o pico mais
acentuado para ® <0,25mm. Para granulometrias e massas idénticas o pico a 280nm acentua-

se na presenca de substratos soluveis, em particular de acetato (Figura 5.7 b).
O facto de existirem mais ligninas sollveis na presenca de acetato, pode ajudar a explicar a

influéncia menos significativa da observada pela adicdo de acetato na producao de biogas
(Tabelas 5.4 e 5.5).
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Figura 5.7
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Figura 5.7 - Espectros de UV-visivel do sobrenadante das solucdes residuais recolhidas no final

dos ensaios.
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5.3 - Degradacao de lignina, proteinas e compostos fenélicos

A degradacéo da proteina, lignina sollvel e fenodis foi monitorizada por quantificacao destes
compostos no final dos ensaios de biodegradacdo. A determinacdo da lignina foi feita apds
acidificacao do meio a pH de 2,5, tendo-se obtido duas fases resultantes (como descrito no
subcapitulo 4.3.6): a lignina solivel que permaneceu no licor sobrenadante apos a
acidificacdo (LS) e a lignina precipitada em meio acido (LPA). Da soma das duas fraccdes
(LPA+ LS) obtém-se a lignina total da fase sobrenadante recolhida (LT). Paralelamente
quantificou-se o teor de proteina que precipitou com a lignina em meio acido, por diferenca
entre o teor de SSV e cinzas e ainda o teor de fenois foi efectuado com base no método
apresentado no subcapitulo 4.3.7.

Os valores obtidos pela analise gravimétrica (solidos suspensos - SS, solidos suspensos volateis
- SSV e cinzas) e para o teor de proteinas em regime mesofilo estdo indicados nas Tabelas 5.8

aeb.

Para o ino6culo meséfilas | em ensaios efectuados sem adicao de substrato solivel ao meio de
fermentacao do bagaco de uva a quantidade de precipitado formada apos a acidificacdo do
licor residual (teor de SS) bem como a fraccao de matéria organica presente (SSV) e teor de
proteina para as diferentes massas e granulometrias de estudadas, tendem a aumentar com o
aumento da massa. A adicdo de um substrato solGvel (glucose) nao parece afectar
significativamente os valores de SSV, observando-se no entanto uma diminuicao do teor de
proteina nos ensaios efectuados nas mesmas condicbes teste sem adicdo de substrato (Tabela
5.8).
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Tabela 5.8 - Valores médios e respectivos desvio padrao dos solidos suspensos - SS, soélidos

suspensos volateis - SSV, cinzas e teor de proteina. Os valores entre paréntesis indicam o

numero de réplicas (n).

a) Para ensaios com mesofilas |

b) Para ensaios com mesofilas Il

a)
Valores médios da quantificacao gravimétrica
mesofila |
Fonte de sem fonte de carbono glucose
carbono.
b olivel SSV cinzas teor de cinzas teor de
agaco : ,
de usa SS (g/L) (/L) (g/L) proteinas | SS (g/L) | SSV (g/L) (g/L) proteinas
(g/) (g/)
(® vs massa
0.40mm vs 3,38 3,07 0,31 1,38 1,01 0,86 0,14 0,35
’ 1g +0,85 +1,08 +0,23 +0,57 0,33 +0,30 0,03 0,12
(2) (2) (2) (2) (2) (2) (2) (2)
2,66 | 2,21 0,46 1,23
0’%0’;_,',‘; VS | 10,57 | 0,60 | 0,03 40,72
’ (2) (2) (2) (2)
0,79 | 0,64 | 0,13 0,71
O’%O’;‘O"g‘ VS| 40,43 | 0,31 | 20,12 +0,08
’ (2) (2) (2) (2)
0.40mm vs 1,62 1,39 0,23 0,57 0,57 0,52 0,06 0,28
’ 0,25g +0,50 +0,43 +0,07 +0,26 0,12 +0,15 0,03 0,10
’ (2) (2) (2) (2) (2) (2) (2) (2)
0.25mm vs 3,38 3,07 0,3 1,37 2,19 1,73 0,46 0,72
’ 1g +0,85 +1,08 140,23 +0,57 1,42 +1,09 0,32 +0,60
(2) (2) (2) (2) (2) (2) (2) (2)
0.25mm vs 1,51 1,46 0,05 0,88
’ 0,50g +0,54 +0,66 +0,12 +0,10
’ (2) (2) (2) (2)
1,24 1,03 0,21 0,76 1,25 1,03 0,22
0’205’;5’; VS | 10,54 | 0,50 | 20,23 40,27 20,37 | 0,20 | 0,19 +006?3(2)
’ (4) (4) (4) (4) (2) (2) (2) o
<0,25mm vs 1,22 0,98 0,23 0,14 1,23 0,98 0,25 0,34
1g (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1M
<0.25 1,1361 1,06 | 0,07+0,0 0,92
0 5"(‘)’; VS 40,11 | £0,17 6 +0,13
’ (2) (2) (2) (2)
<0.25 1,25 1,15 0,10 0,75
0 z’g’g“ VS| 40,58 | +0,50 | 0,19 +0,24
’ (2) (2) (2) (2)
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mesofila ll
Fonte de sem fonte de carbono glucose acetato
carbono .
solavel teor de teor de teor de
SSV (g/L) proteinas SSV (g/L) proteinas SSV (g/L) proteinas

bagaco /] /] /1
de uva (g ) (g ) (g )
(® vs massa)
bagaco de uva 0,769+0,308 | 0,305+0,114

0,40mm 1g (2) (2)
bagaco de uva 0,288+0,018 | 0,106%+0,040 | 0,320+0,028 | 0,122+0,052
0,40mm 0,75g (2) (2) (2) (2)
bagaco de uva 0,329 0,131 0,231+0,231 | 0,185%0,119 | 0,259+0,057 | 0,067+0,025

0,40mm 0,50g (1) (1) (2) (2) (2) (2)

bagaco de uva
0,40mm 0,25¢g

bagaco de uva
0,25mm 1g

bagaco de uva 0,5091 0,206 0,288 0,102 0,313%0,1396 | 0,100+0,122
0,25mm 0,50g (1) (1) (1) (1) (2) (2)

bagaco de uva
0,25mm 0,25g

bagaco de uva
<0,25mm 1g

bagaco de uva
<0,25mm
0,50g

1,442 0,581 0,257+0,257 | 0,202%0,031 | 0,196%0,136 | 0,089%0,052
1) (1) (2) (2) (2) (2)

bagaco de uva
<0,25mm
0,25g

Estes parametros foram também controlados nos ensaios efectuados com o inéculo mesofilas
Il pelos quais se observa uma ligeira diminuicdo do teor de proteina no sobrenandante do

meio de fermentacdo quando se adicionaram substratos sollveis (Tabela 5.8 b).

Para ® de 0,40mm e 0,5g de bagaco sem adicao de substrato sollvel o teor de proteina na
fase liquida foi de 708,4+85,3 mgN-NH;/L no indculo mesofilas | e de 131,3 mgN-NH;/L no
inéculo mesofilas Il. A adicdo de substratos soluveis influencia o teor de proteina o qual foi
mais baixo quando se adicionou acetato, de 67,2+2,0 mgN-NH;/L (Tabela 5.8 b). O teor mais
elevado no indculo mesofilo | podem indicar uma menor eficiéncia de degradacdo dos
componentes lixiviados do bagaco, comparativamente ao obtido para o indculo mesofilas .

Estes resultados indicam uma menor concentracdo de proteinas no licor residual dos ensaios
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com mesofilas Il e estdo de acordo com os obtidos para a taxa especifica média de producao
de biogas (Tabela 5.5) e para a CQO residual (Tabela 5.6), indicando uma melhor taxa de
utilizacdo de substratos solUveis. Estes valores sao em geral proximos dos obtidos em
idénticas condicoes de ensaio com dreche (Tomé, 2009), nos quais o teor de proteina foi de
133 mgN-NHs/L sem adicao de substrato, diminuindo significativamente quando se adicionou
glucose ou acetato (para 12-18 mgN-NHs/L).

As analises ao teor de lignina (Tabelas 5.9 a e b) no licor sobrenadante e residual revelaram
uma diminuicdo com o aumento da granulometria (de 0,390+0,040 g LPA/L para 0,090 g LPA/L
para granulometrias com ® de <0,25mm e 0,5g e ® de 0,40mm e 0,5g de bagaco sem adicao
de substrato soluvel, respectivamente). O teor mais elevado para granulometrias mais baixas
pode indicar uma composicao diferente das fraccoes de bagaco, a par de um aumento da area
interfacial com a diminuicdo do diametro médio da particula. A adicao de substrato solivel
implica uma diminuicao do teor de lignina no licor sobrenandante, provavelmente pelo facto
da adicao de glucose ou acetato induzir um aumento do tipo de enzimas capazes de degradar
estes compostos. O teor dos diferentes tipos de lignina (LS, LPA e LT) foi similar em ambos os
inoculos  mesofilos, apresentando os resultados uma elevada variabilidade,
independentemente do tipo de substrato adicionado (a lignina total, LT, para ® de 0,40mm e
0,5g de bagaco sem adicdo de substrato soluvel variou entre 0,126 e 0,221 g/L para o inoculo
mesofilas | e I, respectivamente). Estes valores foram semelhantes aos obtidos para a dreche

cervejeira para as mesmas condicdes teste (LT entre 0,070 e 0,200 g/L) (Tomé, 2009).
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Tabela 5.9 - Valores médios e respectivos desvio padrao do teor de lignina. Os valores entre

paréntesis indicam o nimero de réplicas (n).

a) Para ensaios com mesofilas |
b) Para ensaios com mesofilas Il
a)
mesofilo |
nte de carbono sem fonte de carbono glucose
solavel
bagaco LS (g/L) LPA (g/L) LT (g/L) LS (g/L) LPA (g/L) LT (g/L)
de uva(® vs mas
bagaco de uva 0,060+0,019 | 1,311+0,549 |1,371+0,535|0,068+0,005 | 0,519+0,181 | 0,587+0,1765
0,40mm 1g (4) (4) (4) (2) (2) (2)
bagaco de uva | 0,052:0,005 | 0,975+0,116 |1,028x0,112
0,40mm 0,75¢g (2) (2) (2)
bagaco de uva | 0,039:0,005 0,090 0,126
0,40mm 0,50g (2) (1) (1)
bagaco de uva 0,031+0,017 | 0,610+0,385 | 0,641+0,385 |0,015+0,008 | 0,233+0,048 | 0,248+0,041
0,40mm 0,25¢g (4) (4) (4) (2) (2) (2)
bagaco de uva |0,088+0,0005| 0,656+0,181 |0,744+0,181 | 0,041+0,018 | 1,007+0,491 1,048+0,474
0,25mm 1g (2) (2) (2) (2) (2) (2)
bagaco de uva 0,040+0,003 | 0,580+0,553 | 0,621+0,550
0,25mm 0,50g (2) (2) (2)
bagaco de uva 0,029+0,003 | 0,817+0,1699 | 0,846+0,174 | 0,016+0,007 | 0,507+0,185 | 0,523+0,192
0,25mm 0,25g (4) (2) (2) (2) (2) (2)
bagaco de uva 0,0259 0,845 0,870 0,068 0,648 0,716
<0,25mm 1g (1) (1) (1) (1) (1) (1)
bagaco de uva | 0,085+0,000 | 0,390+0,0406 | 0,475+0,041
<0,25mm 0,50g (2) (2) (2)
bagaco de uva | 0,062+0,030 | 0,401+0,340 |0,462+0,326
<0,25mm 0,25¢g (4) (4) (4)
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mesofilo 1l
Fonte de sem fonte de [
carbono . carbono glucose acetato
soluvel
LS | LPA | LT LPA LT LS LPA LT
bagaco LS (g/L
demaov | @b [ @ @Y e e ey @y | e
massa)
0,025
. ’ 0,136 | 0,156 | 0,018 0,019 |0,037(| 0,028 | 0,124 0,152
_0,007 ) ) ) ) ) ) b b
metobase 071 Ty | | ) (1) 0| (1) (1)
0,038 | 0,464 0,503
bagaco de uva 0,040 +0,003 | 0,194 +0,190
0,023 0,182 | 0,206 | 0,035 | 0,197 0,232
gaf(‘;” dg ‘;‘_,’,a 0,004 | 0,06 |0,061|+0,002 | 0,024 +0,027
,4Umm ©,798 (2) (2) 2 | @ (2) (2)
0,022 0,046 | 0,068 | 0,031 | 0,192 0,222
bagaco de uva | 0,023 | 0,198 | 0,221 | 51 | .6 056 | 40056 | £0,002| 0,032 | 0,028
bagaco de uva
0,40mm 0,25g
bagaco de uva
0,25mm 1g
bagaco de uva | 0,022 | 0,303 0,325 | 90203 | o186 | O | 0026 | 0213 | 023
0,25mm 0,50g (1) (1) (1) - (,2) (1) (1) N (,2) - (’2) - (,2)
bagaco de uva
0,25mm 0,25¢g
bagaco de uva
<0,25mm 1g
bagaco de uva 0,021 0,024 0,107 0,130
<0,25mm 0’(?‘)’7 0’(?()’1 0’(%8 +0,001 0,003 | 0,084 | +0,081
0,50g (2) (2) (2) (2)
bagaco de uva
<0,25mm
0,25g

Nos ensaios com o branco (biomassa bacteriana e meio base) obtiveram-se alguns resultados

positivos para a diferenca entre os sélidos suspensos volateis (SSV) e o teor de proteina,

indicando provavelmente a presenca de substancias humicas (restos de células mortas,

substancias poliméricas residuais entre outros), ndo sendo estes valores englobados na tabela,

por nado se considerarem ligninas. Para a maioria das situacoes estes valores deram proximo

de zero. Nao foram descontados os valores positivos nos ensaios de biodegradacao com

bagaco por se considerarem células mortas na sua maioria, pois tiveram sujeitas a elevados

periodos de caréncia de substrato.
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Os compostos fenolicos (Tabela 5.10) residuais no final dos ensaios de biodegradacao indicam
diferencas significativas entre os testes com mesofilas | e Il. De acordo com obtido para o teor
de proteinas (Tabela 5.8), CQO (Tabela 5.6) e taxa especifica média de producao de biogas
(Tabela 5.5) o teor de compostos fendlicos para o indculo mesofilas Il € mais baixo,
apontando uma degradacao mais eficiente dos compostos soluveis lixiviados do bagaco de uva
neste caso. A diferenca de indculos usados nos testes em regime meséfilo indica uma resposta

diferente em termos de degradacao, sendo interessante explorar este aspecto futuramente.

Tabela 5.10 - Valores médios e respectivos desvio padrao da concentracdao de fenodis. Os

valores entre paréntesis indicam o nimero de réplicas (n).

mesofilo | mesofilo Il
concentracao de feno6is concentracgdo de fenéis no final
no final (mg GAE/L ) (mg GAE/L )
Fonte de
carbono .
solavel sem fonte de carbono sem fonte de glucose acetato
carbono
bagaco de uva
(® vs massa)

. 0,0 4,5+,9 0,5 0,5
meio base ) 2) 1) 1)
bagaco de uva 99,6+4,0 26,9+12,7 24,3+2.8
0,40mm 1g () (2) (2)
bagaco de uva 69,8+16,4 1,5 25,4+3,1 18,8+1,2

0,40mm 0,75g (2) (1) (2) (2)
bagaco de uva 26,9+0,9 7,9+1,9 9,4+1,5 13,8+0,9
0,40mm 0,50g (2) (2) (2) (2)
bagaco de uva 17,1+9,3
0,40mm 0,25g (2)
bagaco de uva

0,25mm 1g
bagaco de uva 350+4,3 9,2+0,1 82,5+0,1 10,1+1,2
0,25mm 0,50g (2) (2) (2) (2)
bagaco de uva 103+4,0
0,25mm 0,25g (2)
bagaco de uva

<0,25mm 1g
bagaco de uva 31,7+4,6 5,3 6,1+0,6
<0,25mm 0,50g () (1) (2)
bagaco de uva 14,0+7,4
<0,25mm 0,25g (2)

Na Figura 5.10 estdo representados os espectros tracados para as diferentes granulometrias,
para a determinacao da lignina soluvel. A partir destes pode-se ter uma ideia sobre o teor de
lignina sollvel, através dos picos de absorcdo para o comprimento de onda tipico para este
tipo de lignina (280 nm) (Tabela 4.2). Para a mesma massa o pico a 280nm, nao observado
para o ensaio branco, acentua-se a medida que a granulometria diminui, indicando uma
presenca de lignina solivel em meio acido mais elevada para o bagaco ® <0,25 mm,

possivelmente devido a uma lixiviacao mais acentuada.
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Figura 5.8 a) e b) - Espectros de UV-visivel do sobrenadante das solucdes recolhidas apds a

precipitacdo da lignina em meio acido.
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Em meio mesdfilo, em algumas situacdes, apos a precipitacdo da lignina em meio acido
observou-se a formacao de bandas de absorvéncia na regiao do ultravioleta, por volta dos 320
nm (Figura 5.8). Este pico pode ser atribuido a presenca de diversos compostos no meio,
incluindo compostos fenolicos. Os compostos fenolicos estdo naturalmente presentes no
bagaco de uva. Porém, a lignina € uma macromolécula polifendlica (Mussato e outros., 2006)

e o aparecimento de um novo pico a 320 nm pode dever-se a formacdo de compostos

fendlicos originados pela degradacao desta em meio acido.
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6.Conclusao e perspectivas de trabalho futuro

Atendendo a elevada quantidade de residuos de agro-indistrias gerados a nivel nacional,
cerca de 175 000 ton/ano (Silva, 2003) e a nivel mundial, encontrar vias alternativas para a
reutilizacado, reciclagem ou valorizacdo destes subprodutos é cada vez mais premente. Neste
contexto, dada a relevancia e actualidade do assunto em questdo, procurou dar-se no
presente trabalho um pequeno contributo, quer para o desenvolvimento e implementacao de
sistemas de reutilizacdo de bagaco de uva como matéria-prima para a valorizacao organica e
energética, quer para a diminuicdo dos impactos ambientais gerados pela deposicdo directa

destes residuos solidos nos ecossistemas.

Como sistema de valorizacdo energética propos-se a digestdao anaerdbia, que tem como
principal vantagem a producao de biogas (essencialmente metano e didxido de carbono), um
dos subprodutos directos do metabolismo anaerdbio. Atendendo a que a producao de vinhos
também pode gerar efluentes liquidos, propds-se mais especificamente, uma co-digestao
anaerobia de residuos solidos (substratos complexos) e efluentes ricos em substancias

solUveis.

A co-remediacdo do bagaco de uva foi efectuada em sistemas anaerobios descontinuos, em
regime mesofilo, por um periodo de cerca de 30 dias, tendo-se avaliado a biodegradabilidade
do residuo, bem como o seu potencial de producao de biogas. Os ensaios de lixiviacdo dos
componentes de bagaco para a fase aquosa contribuiram para entender e consolidar os

mecanismos envolvidos nos ensaios de biodegradabilidade.

Apds a sucinta contextualizacao de tematica subjacente ao estudo desenvolvido no presente

trabalho, salientam-se alguns dos principais aspectos apreendidos, que a seguir se descrevem:

- A lixiviacdo de compostos do bagaco de uva para a fase aquosa ocorre de forma acentuada
nas primeiras horas de ensaio, entre 90-100% ao final de 30 minutos, dependendo da
granulometria. O teor de compostos lixiviados aumenta com a massa de bagaco e com a
diminuicao da granulometria (para @ 0,40mm e 1g de bagaco lixivia-se apenas cerca de 42%
do TOC lixiviado para @ <0,25 e 1g).

- Pelos ensaios de biodegrabilidade pode distinguir-se a lixiviacao de dois grandes grupos de
compostos, o primeiro grupo constituido por compostos rapidamente lixiviados e
metabolizados, no inicio da reaccdo, que permitiu a quantificacdo de SMA |, e o segundo que
decorre com alguns dias de ensaio (cerca de 12 - 16dias), periodo no qual foi quantificado a
SMAII.
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- A co-remediacao anaerdbia de bagaco revelou um aumento dos valores da actividade
metanogénica especifica (SMA) com a diminuicdo da granulometria, admitindo-se mesmo a
para @ 0,40mm e 1g de 0,117 + 0,012 L biogas / ( gSSV « d ) e para @ <0,25mm e 1g de 0,043
L biogas / (gSSV « d)). A adicao de substratos solUveis directos das bactérias fermentativas e
das arquea metanogénicas implicou num aumento dos valores de SMA Il, em particular para

granulometrias mais baixas (Tabela 5.4b).

-0 potencial de producdo de biogas foi em média, ao final de 28 - 30 dias de ensaio, mais
elevado para a granulometria @ 0,40mm e 1g enriquecida com glucose (106,8 mL biogas /
(gSSV « d)).

- O tipo de inoculo parece ter uma influéncia determinante nos compostos menos facilmente
biodegradaveis tendo-se obtido quer valores de CQO residual mais baixos (tabela 5.6), quer
um potencial de producdo de biogas em média mais elevado (tabela 5.5) para o inoculo

mesofilo Il.

- De facto, os resultados obtidos para os teores de lignina e fendis no final dos ensaios
corroboram a ideia referida no paragrafo anterior. Estes valores foram em geral mais baixos
quando se utiliza o inoculo mesofilo Il, corroborando a ideia deste indculo ser mais eficiente
na metabolizacao destes compostos lixiviados do bagaco de uva (tabela 5.9 e tabela 5.10).
Neste caso, a biodegradacao destes compostos pode ser confirmada por comparacao dos
valores residuais no final do ensaio (tabelas 5.1 e 5.2) com os valores caracteristicos dos
lixiviados, (tabelas 5.8b, 5.9b e 5.10), sendo geralmente significativamente mais baixos. Por
exemplo, para @ 0,40mm e 0,50g o teor de fendis nos lixiviados foi de 58,2mg GAE / L e no

residuo dos ensaios com mesofilos Il foi de apenas 7,9 + 1,9 mg GAE /L.

No sentido de aprofundar a investigacdo neste dominio, e no seguimento do trabalho
experimental desenvolvido, propoe-se alguns aspectos de trabalho futuro, que servirdo nao so6
para corroborar alguns dos resultados ja obtidos, mas também para se ter uma compreensao
mais completa do processo de biodegradacao anaerobia e da sua viabilidade como tecnologia

de valorizacao.

Numa primeira analise os ensaios de lixiviacao deverao ser consolidados, a fim de se poderem
definir melhor o tipo de compostos lixiviados, bem como a velocidade de lixiviacao. Esta
caracterizacao mais aprofundada permitira actuar nas condicdoes impostas na biodegradacédo

do bagaco de uva, optimizando-as.
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Relativamente aos ensaios de biodegradacdo seria interessante testar culturas termdfilas,
para se poder estabelecer uma comparacdo no potencial de producdo de biogas. Sugere-se
ainda a realizacao de ensaios em condicbes abidticas a fim de se avaliarem os mecanismos

fisico-quimicos dominantes no processo.

0 efeito de outras co-culturas, nomeadamente de bactérias sulfato-redutoras, na degradacao
de compostos menos susceptiveis de degradacao biolégica como lignina e fendis, sera outro
aspecto a aprofundar. Neste contexto, inoculos diferentes poderdao aumentar a
susceptibilidade dos compostos a biodegradacao. Por fim, testar a co-remediacdo de
compostos aromaticos xenobioticos presentes em efluentes descarregados em ETAR’S
municipais ou ETARI’S dedicadas, poderdo ser uma mais valia a acrescentar as tecnologias em

desenvolvimento.

Este vasto conjunto de informacdo, depois de compilada, podera ajudar na definicdo de
estratégias a implementar, que permitam, quer o aumento da produtividade em biogas
(metano), quer a remocao de compostos xenobioticos presentes nos residuos industriais e

domeésticos.
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