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RESUMO

O interesse pela producdo de biogas tem se intensificado principalmente pelo aumento da
demanda energética, além da crescente preocupacao com as questdes ambientais. Propds-
se neste trabalho avaliar a potencialidade da co-digestdo anaerdbia de manipueira, casca
de café e esterco bovino para a producgdo de biogas, a fim de otimizar as condicGes de
operacao do biodigestor, em um tempo de retencdo hidraulica de 15 dias. Foram
conduzidas trés etapas experimentais aplicando o delineamento composto central
rotacional (DCCR) para avaliar o efeito das variaveis e da interacdo entre elas (niveis de
carga organica volumétrica, temperatura, pH, adicdo/concentracdo celular de bactérias
celuloliticas e adicdo de micronutrientes) sobre o processo de metanizacdo. Os resultados
demonstraram que as condicdes ideais para metanizacdo foram definidas como: 40mL de
manipueira; 95mL de casca de café; 40mL de esterco bovino; pH 6; adicdo de
1,5.106UFC.mL-1 de in6culo bacteriano, temperatura de 30°C; adicdo de 46,97 e
4,41mg.L-1 de FeS04.7H20 e MnS04.H20, respectivamente.

Palavras-chave: Bioenergia, metano, residuos agroindustriais.

ABSTRACT

The interest in biogas production has been intensified by the increase in energy demand,
as well as the problem with environmental issues. The potential of anaerobic co-digestion
of cassava, coffee husk and bovine manure for the biogas production was proposed in
order to optimize the biodigester operation, in a hydraulic storage time of 15 days. The
experimental stages were conducted using the central rotational compound (DCCR) to
evaluate the effect of the variables and the interaction between them (volumetric organic
load, temperature, pH, cell /cellulolytic addition and research and addition of
micronutrients) on the process of methanization. The results demonstrated that, as the
ideal conditions for methanization were defined as: 40mL of cassava; 95 ml of coffee
husk; 40 mL of bovine manure; pH 6; addition of 1.5.106 UFC.mL-1 of bacterial
inoculum, temperature 30°C; addition of 46.97 and 4.41mg.L-1 of FeSO4.7H20 and
MnSO4.H20, respectively.

Keywords: Bioenergy, methane, agroindustrial waste.

1 INTRODUCAO

A escassez de recursos naturais ndao-renovaveis, aumento da demanda e suas
implicacBes ambientais, tém estimulado a pesquisa e desenvolvimento de tecnologias
alternativas de suprimento energético (VICHI, MANSOR, 2009). Neste contexto, o
reaproveitamento de residuos agroindustriais como matéria-prima para conversao em
vetores energéticos vem sendo sugerida como alternativa economicamente viavel para

amenizar parcialmente a dependéncia por combustiveis fosseis, além disso, reduzir o
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custo do tratamento desses residuos, que, por vezes, podem acarretar em impactos
ambientais devido ao elevado acimulo no meio ambiente (ANGENENT et al., 2004;
JINGURA, MATENGAIFA, 2009; SCHIEVANO et al., 2009).

Dentre as biotecnologias de conversdo da biomassa em energia secundaria,
considerada eficiente para estabilizacdo de residuos orgéanicos, destaca-se a digestdo
anaerobia (DA) responsavel pela geracdo de biogas (HAGOS et al., 2016). O biogéas é
uma fonte de energia sustentavel, consiste em 50- 70% de metano (CH4) e 20- 50% de
dioxido de carbono (CO.), e pequenas quantidade de outros gases, como gas sulfidrico
(H2S) e amdnia (NH4) (ANGELIDAKI et al., 2018). O conteudo energético do biogas
esta diretamente relacionado ao contetdo de CHs, por isso, pode ser utilizado para
geracdo de eletricidade e calor quando necessario, e pode ser armazenado (PLUGGE,
2017).

A digestdo anaerObia € considerada uma tecnologia madura para converter
biomassa em energia, podendo em um periodo de 12-15 dias, gerar entre 200 a 400m3de
CHa4 por tonelada de material organico tratado, o que significa uma producdo de
aproximadamente 1mh-ton? (YU, SCHANBACHER, 2010). O rendimento da
transformacdo de 1m® de CHsem eletricidade é de aproximadamente 1,8kWh, portanto,
a digestdo anaerdbia de residuos organicos é alternativa viavel para producédo de energia
elétrica renovavel.

Na Alemanha e no Reino Unido, o uso do metano equivale a 10% do consumo
total de energia elétrica doméstica (SCARLAT et al., 2018). Os Estados Unidos, a
Inglaterra e a Italia também detém capacidades expressivas instaladas em biogas, com
790MW, 680MW e 220MW, respectivamente (TETRAPLAN, 2012). Em um estudo
realizado pelo Ministério do Meio Ambiente (2010), o potencial energético brasileiro era
de 311MW, o que colocaria o pais como um dos maiores geradores dessa energia elétrica
no mundo. Entretanto, no Brasil, os investimentos no aproveitamento do biogas ainda sdo
incipientes, principalmente se avaliado o potencial da producdo de residuos
agroindustriais.

O Brasil é considerado um dos produtores mais proeminentes de residuos de
biomassa da América Latina (RAMBO et al.,2015). A alta disponibilidade de subprodutos
organicos provenientes das atividades agroindustriais brasileiras representa,
simultaneamente, uma oportunidade e um desafio em, praticamente, todas as regides do
pais (FREITAS et al., 2010). Dentre esses residuos agroindustriais gerados em elevados

volumes no Brasil com possivel potencial de aplicacdo na biodigestdo anaerdbia para

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p.1334-1355 jan. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

1337

geracdo de biogas, estdo a manipueira, gerada pelo processamento da mandioca para
producdo de farinha, a casca de café, resultante do beneficiamento do grdo, e rejeito
animal (esterco), advindo da bovinocultura (BATTISTA et al., 2016; CORREIA, 2018;
CHAVES et al., 2020).

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a producédo de biogas (metano)
a partir da co-digestdo anaerdbia de residuos do processamento da mandioca
(manipueira), da cafeicultura (casca de café) e da bovinocultura (esterco), enriquecidos
com bactérias celuloliticas anaerdbias facultativas a fim de acelerar a degradagdo do
substrato lignocelulésico (casca de café) para o maior rendimento de producéo de biogas.
O delineamento experimental composto central rotacionado (DCCR) foi aplicado a fim
de investigar as melhores condi¢fes operacionais (niveis de carga organica volumétrica,
temperatura, pH, concentracdo celular do inoculante bacteriano e adicdo de nutrientes)
para otimizacdo da producéo de biogas com alto teor de metano (CHa).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 BIODIGESTORES E GASOMETROS

Biodigestores de bancada foram construidos utilizando Kitassatos (250mL)
ligados por meio de mangueiras de silicone aos seus respectivos gasémetros, tipo clpula
flutuante, formados por tubos de PVC (100mm e 75mm) de 20cm de altura, comportando

volume méaximo de 880cm?® de biogas.

2.2 ISOLAMENTO, SELECAO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS
CELULOLITICAS ANAEROBIAS FACULTATIVAS

Para o isolamento das bactérias foram aplicadas diluicdes seriadas (10 a 10%) do
esterco bovino fresco, seguidas do método de plaqueamento em superficie, utilizando o
meio de cultivo agar nutriente (AN), acrescido de nistatina (1%). O ensaio foi conduzido
em triplicata e as placas mantidas sob incubacéo a 30°C, por 72 horas. Apos crescimento
das colbnias, culturas puras foram obtidas e submetidas a testes qualitativos para
determinacdo do potencial de degradacdo de celulose, sob condicGes anaerdbias. Para
isso, as cepas puras foram semeadas em placas contendo meio de cultivo com
carboximeticelulose (CMC) como Unica fonte de carbono. O ensaio foi conduzido em
triplicata e as placas foram mantidas incubadas em jarra de anaerobiose, a 30°C, por 72

horas. Placas que apresentaram crescimento bacteriano indicaram a habilidade da cepa
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em degradar celulose sob condic¢Ges anaerdbias. Essas culturas foram transferidas para
tubos contendo glicerol, e mantidas a temperatura de -80°C.

O preparo do inoculo para adi¢do nos biodigestores envolveu a reativacdo das
cepas sob cultivo em caldo nutriente, a 30°C, sob agitacdo de 100rpm, até atingir o valor
de D.O. correspondente ao final de fase logaritmica de crescimento. As culturas assim
preparadas foram misturadas de modo a se obter uma concentracéo final de 10 UFCmL-
! de cada isolado. Em seguida, o consorcio bacteriano foi adicionado ao contetido dos
biodigestores, nas concentracdes prevista no delineamento experimental.

A identificacdo das cepas de bactérias celuloliticas anaerdbias facultativas foi
mediante a extracdo de DNA segundo o método descrito por FAN et al. (1995) com
algumas modificacdes. As amostras foram submetidas a PCR especifica para o gene 16S
do rRNA. Os produtos das PCRs foram analisados apds eletroforese em gel de Agarose
1% e visualizados sob luz UV apds a adicdo de brometo de etidio 0,5ug/ mL. Os
amplicons foram purificados com lavagens de isopropanol 65% e etanol 70% e tiveram
sua concentracao ajustada para o ideal. Os genes e amplicons alvos foram sequenciados.
Estes foram enviados a Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Centro de
Biotecnologia, Laboratério de Genomas e Proteomas. As reaces de sequenciamento
foram analisadas de acordo com o protocolo para 0 ABI 3730 DNA Analyser, utilizando
0 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (codigo 4337456). As sequencias
foram obtidas em formato de cromatograma e comparadas a publicada no GenBank, por
meio da verificacdo de similariedades pelo programa BLAST (BENSON et al., 2009). O
alinhamento dos nucleotideos foi realizado pelo método Clustal-w (THOMPSON et al.,
1997).

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

A influéncia das condicGes de operacdo dos biodigestores sobre a producdo de
CH,4 foi avaliada em trés etapas experimentais distintas, aplicando o delineamento
composto central rotacional (DCCR). Este tipo de planejamento estatistico avaliou os
efeitos da interacdo dos parametros operacionais (niveis de carga organica volumétrica,
temperatura, pH, concentracdo celular do inoculante bacteriano e adicdo de nutrientes)
considerados como variaveis independentes sobre a resposta (producdo de CH4 por cm?®).
Cada variavel foi estudada em cinco niveis diferentes (-a, -1, 0, +1 e +a), com quatro
pontos axiais e trés repeticdes do ponto central (Tabela 1). Os experimentos foram

conduzidos em ordem aleatoria para ndo introduzir analise sistematica de erros de dados.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p.1334-1355 jan. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

1339

Tabela 1 - Niveis dos fatores experimentais em termos reais e codificados aplicados no delineamento
experimental dos trés estagios experimentais, utilizando o DCCR.

Etapa experimental 1

Variaveis* Valores atribuidos
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Manipueira (%) 3,18 10 20 30 36,82
Casca de café (%) 13,18 20 30 40 46,82
Esterco bovino (%) 0 5 20 35 45,23
Etapa experimental 2
Variaveis Valores atribuidos
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Inoculum (mL)** 1,16 1,5 2,0 2,5 2,84
Temperature (°C) 23,18 30 40 50 56,82
pH 5,32 6,0 7,0 8,0 8,68
Etapa experimental 3
Variaveis Valores atribuidos
-1,41 -1 0 +1 +1,41
FeSO4.7H,0 (mg.L™) 13,03 18 30 42 46,97
MnS04.H,0 (mg.L™) 1,59 2,0 3,0 4,0 4,41

*Concentracdo (%) em relacdo ao volume fnal de 200mL.
**Q inéculo correspondeu a mistura de duas cepas bacterianas cuja concentracéo celular final foi de 106
UFC.mL?*

Os modelos estatisticos testados no ajuste dos valores obtidos experimentalmente
para as trés etapas, foram avaliados segundo analise de variancia (ANOVA, p< 0.10) e
coeficiente de determinacdo. A analise estatistica dos coeficientes, a influéncia dos
fatores e suas interacdes sobre as respostas foram analisadas por intermédio do software
Statistica 7.0®.

2.4 DETERMINACAO DOS EFEITOS DA CARGA VOLUMETRICA DOS
SUBSTRATOS UTILIZADA NO ABASTECIMENTO DOS BIODIGESTORES
SOBRE A PRODUCAO DE BIOGAS

Foi avaliado o efeito da concentracao das trés variaveis: manipueira, casca de café
e esterco bovino (variaveis independentes) sobre a producdo de CHa4. Nesta etapa nao foi
aplicado in6culo, somente a microbiota enddgena dos substratos. Para obtencdo do
volume final de 200mL, os biodigestores foram completados com agua destilada (%).
Todos os volumes foram medidos com auxilio de uma proveta de 50mL.

Para a conducao dos ensaios, foi utilizada manipueira mantida em repouso sob
condicGes ambiente (ndo controladas), durante 8 dias, a fim de reduzir a carga de cianeto
(ponto de ebulicdo do HCN: 25,6°C). A casca de café utilizada foi na forma de farinha,
obtida apo6s secagem em estufa de ventilacdo, a 40°C e trituradas em liquidificador, sem
granulometria definida. Por fim, o esterco bovino empregado nos ensaios de biodigestao

foi proveniente de animais pertencentes a unidade experimental de bovinocultura, da
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Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de Vitéria da Conquista, Bahia,
Brasil. Os animais foram criados sob confinamento e alimentados, exclusivamente com
plantas forrageiras locais.

Apos abastecimento dos biodigestores, conforme delineamento proposto (Tabela
1), o pH foi ajustado para 7.0, e os frascos foram mantidos a 40°C, com tempo de retengéo
hidraulica (TRH) de 15 dias.

2.5 DETERMINACAO DOS EFEITOS DA CONCENTRAQAO CELULAR DO
INOCULANTE BACTERIANO, TEMPERATURA E PH SOBRE A PRODU(}AO DE
BIOGAS

Os biodigestores foram abastecidos de acordo com o melhor resultado obtido no
item 2.4, seguindo o mesmo preparo dos materiais e TRH descritos. As variaveis
estudadas foram: adigdo/concentracdo celular de bactérias celuloliticas anaerobias
facultativas, pH do meio e temperatura (°C) de incubacéo dos biodigestores (Tabela 1); a
resposta avaliada foi a producéo de CHa.

O inoculante bacteriano empregado nesta etapa experimental consistiu de
bactérias celuloliticas anaerobias facultativas isoladas a partir de amostras frescas do
proprio esterco bovino (Item 2.2). A intencdo de adicionar o inoculante bacteriano foi de

acelerar o processo de degradacao do material lignoceluldsico presente na casca de cafe.

2.6 DETERMINACAO DO EFEITO DA ADICAO DE NUTRIENTES AO MEIO
SOBRE A PRODUCAO DE BIOGAS

Nesta terceira etapa experimental, foi avaliado o efeito da adicdo/concentracéo
dos nutrientes FeSO4.7H20 e MnS0O4.H-0 (variaveis independentes) sobre a producédo de
CHas. Os niveis dos fatores analisados s&o apresentados na Tabela 1.

A adicdo dos nutrientes foi realizada no inicio do experimento, nas concentracées
indicadas no planejamento, sendo feita a homogeneizacdo dos mesmos com a carga
organica. Valores dos parametros: carga organica de abastecimento, concentracdo de
inoculante bacteriano, pH e temperatura foram definidos nos itens 2.4 e 2.5 como 0s que
melhor proporcionaram producdo de biogas, sendo reproduzidos nesta etapa do

experimento. O TRH dos biodigestores, assim como nas etapas anteriores, foi de 15 dias.
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2.7 DETERMINAC}AO DO VOLUME E TEOR DE CH4 DO BIOGAS PRODUZIDO

O volume de biogas produzido foi avaliado diariamente, durante a condugéo das
trés etapas experimentais descritas (itens 2.4, 2.5 e 2.6), mediante a leitura de gasometro
deslocado. Foi utilizada a equacdo 1 para quantificar o volume de biogas produzido de
acordo com as CondicGes Normais de Temperatura e Presséo (CNTP) segundo a
metodologia de BARANA (2000).

Pox Vp=Pix 1 xF
Ty n
Equagio (1)

Onde: Po- pressdo na CNTP, Vo- volume na CNTP, To- temperatura na CNTP, P1- pressao
local de Vitoria da Conquista- BA, V1- volume medido, T:- temperatura medida, F- fator
de correcdo de umidade.

As concentragGes de metano (CH4), de gas carb6nico (CO-), de géas sulfidrico
(H2S) e de aménia (NHz) foram quantificadas utilizando o kit de analise de biogas com
biofoto da Alfakit, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Desta forma foi
possivel avaliar a influéncia das variaveis independentes sobre o volume e qualidade de

biogas produzido (teor de CHa).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EFEITO DA CARGA VOLUMETRICA DOS SUBSTRATOS UTILIZADOS NO
ABASTECIMENTO DOS BIODIGESTORES SOBRE A PRODUCAO DE BIOGAS
A qualidade da mistura organica usada para alimentar o biodigestor anaerobio é
fator importante para alcancar producdo e qualidade satisfatorias de biogas
(ADELEKAN, BAMGBOYE, 2009). Neste estudo, foi possivel observar que a relacao
entre as concentracdes de manipueira, casca de café e esterco bovino propostas pela
matriz do DCCR, influenciaram a producéo de producdo de CHa (Tabela 2). Com excecao
do ensaio 2, no qual ndo foi detectada a producdo de metano, todos as demais relacdes de
concentracdo entre manipueira, casca de café e esterco bovino avaliadas neste estudo
permitiram a producdo de biogas com, pelo menos, 50% de teor de CH4 (Figura 2). 1sso
confirma a tendéncia da composicdo do biogas produzido a partir de residuos de origem
agroindustrial ou florestal, que é em torno de 60% de metano e 40% de CO,, com pouca

variacao de cultura para cultura (ZHENG et al., 2014).
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Tabela 2 - Matriz de planejamento experimental (DCCR 1) com valores codificados e reais das variaveis
de estudo (manipueira, casca de café e esterco bovino) e producao de CH4

Valores codificados Valores reais ** Variavel
Ensaios ___resposta
Manipuei  Casca Esterco Manipueira  Casca de Esterco CHa (cm?)
ra de café bovino (%) café (%) bovino (%)
1 -1,00 -1,00 -1,00 10,00 20,00 5,00 60,14
2 -1,00 -1,00 1,00 10,00 20,00 35,00 0,00
3 -1,00 1,00 -1,00 10,00 40,00 5,00 111,68
4 -1,00 1,00 1,00 10,00 40,00 35,00 71,60
5 1,00 -1,00 -1,00 30,00 20,00 5,00 26,73
6 1,00 -1,00 1,00 30,00 20,00 35,00 125,94
7 1,00 1,00 -1,00 30,00 40,00 5,00 90,20
8 1,00 1,00 1,00 30,00 40,00 35,00 116,93
9 -1,68 0,00 0,00 3,18 30,00 20,00 76,37
10 1,68 0,00 0,00 36,82 30,00 20,00 114,68
11 0,00 -1,68 0,00 20,00 13,18 20,00 128,86
12 0,00 1,68 0,00 20,00 46,82 20,00 192,34
13 0,00 0,00 -1,68 20,00 30,00 0,00 57,27
14 0,00 0,00 1,68 20,00 30,00 45,23 12,89
15 (C)* 0,00 0,00 0,00 20,00 30,00 20,00 133,15
16 (C) 0,00 0,00 0,00 20,00 30,00 20,00 114,54
17 (C) 0,00 0,00 0,00 20,00 30,00 20,00 152,24

* (C) representa o ponto central
** Concentracdo (%) em relacdo ao volume final de 200mL.

Para alguns tratamentos, como os referentes aos ensaios 1 e 9, a composicdo do
biogas apresentou teor de CH4igual ou maior que 80%, porém sob as condigdes desses
ensaios, o volume de biogas foi inferior a 70cm? (Figura 1). Diferente disso, observou-se
no ensaio 12 que as condi¢des experimentais (20% de manipueira; 46,82% de casca de
café e 20% de esterco bovino, em relacdo ao volume final do biodigestor) possibilitaram
alto volume de biogas produzido (300cm?, aproximadamente), sendo composto por mais
de 77% de CHa, 0 que correspondeu a 192,34cm® de CH4 gerado, ao final de 15 dias de
TRH (Tabela 2). Resultado semelhante foi obtido por SELVANKUMAR et al. (2017)
que reportaram a producéo de CHa (144cm?®.kg™t) em biodigestores abastecidos com casca
de café e esterco bovino na proporc¢éo de 3:1 dessas biomassas.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da analise da variancia (ANOVA) ao
nivel de confianca de 90% (p-valor > 0.10) para a variavel resposta (producdo de CHa),
sendo possivel notar que o F-calc (21.057) foi significativo quando comparado ao F-
tabelado (2.451), com valor de R?igual a 0.90. Os valores do erro puro indicaram baixa

falta de ajuste do modelo e boa reprodutibilidade do mesmo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Analise de variancia (ANOVA) da producdo de CH4 para as variaveis: manipueira, casca de
café e esterco bovino.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F- F-
variagao quadrados liberdade médio calc tab
Regressédo 37822.53 5 7564.506 21.057 2451
Residuos 3951.51 11 359.228

Falta de ajuste 3240.72 9 360.08 1.013 9.381
Erro 710.79 2 355.39

Total 41774.04 16

RZ=10.90

Figura 1. Efeito da carga volumétrica dos substratos usados nos biodigestores para produgdo de biogas
(cm3) e seu conteddo em CH4 (%). Os tratamentos indicam as relagGes entre as concentracOes de cada
substrato (manipueira, casca de café e esterco bovino) determinadas pela matriz DCCR (Tabela 2).
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Os coeficientes da equacdo de regressdo foram obtidos a partir da analise de

variancia (ANOVA), na qual os termos ndo significativos (p-valor > 0.10) foram

removidos dos modelos matematicos. Como o valor de Fcalc foi maior que o de Ftab,

considerou-se que o modelo proposto pelo tipo de planejamento usado foi valido. Desta

forma, pdde-se, entdo, descrever empiricamente 0 modelo matematico da producéo de

CHasem funcdo das variaveis significativas (Equagéo 2).
¥ = 134.5666— 17.6816M° + 13.2404M + 20.8217C — 39.0530E% + 28.2701 ME
Equagdo (1)

Onde Y € a resposta prevista que indica o rendimento de CH4 (cm?®), e M, C e E séo,

respectivamente, as variaveis independentes manipueira, casca de café e esterco bovino.
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Os valores obtidos do coeficiente de determinagdo (R?) e do coeficiente ajustado
(R?adj.) foram 0.90 e 0.86, respectivamente, para manipueira e esterco bovino. Isso
significa que os modelos estatisticos tém bom ajuste, sendo capaz de explicar mais de
86% dos valores observados. A Figura 2 mostra o grafico dos valores previstos pela
Equacdo 4 em fungdo dos resultados experimentais correspondentes, oS pontos estdo
distribuidos ao acaso préximos da linha, demonstrando excelente concordéncia. O

modelo também ndo apresentou falta de ajuste significativa (Tabela 3).

Figura 2. Valores de producdo de CH4 determinados experimentalmente (Observed Values) versus valores
previstos (Predicted Values) pelo modelo quadratico da equacdo 3. A linha diagonal representa a
concordancia exata.
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A estimativa dos efeitos principais e de interacdo das variaveis que foram
significativos (p-valor < 0.10) para a producdo de CH4 e demais calculos estatisticos para
o planejamento, estdo apresentadas na Tabela 4, em que (L) representa a parte linear e (Q)
a parte quadréatica do modelo. Nota-se que o efeito da manipueira (M), casca de café (C)
e esterco bovino (E), bem como da interacdo de M e E foram significativas no intervalo

de confianca de 90%.

Tabela 4 - Andlise dos principais efeitos significativos das varidveis independentes na produgéo de CH4 no
DCCR.

Variaveis Efeitos Erro padréao t-valor p-valor

Média 134.5666 13.69055 9.82916  0.000024
Manipueira (L) -35.3632 14.15254 -2.49872  0.041069
Manipueira (Q) 26.4807 12.85840 2.05941  0.078433
Casca de café (L) 41.6435 12.85840 3.23862  0.014280
Esterco bovino (Q) -78.1060 14.15254 -5.51886  0.000889
Manipueira x Esterco bovino (L) 56.5403 16.80031 3.36543  0.011995

Valores estatisticamente significativos a p < 0.10
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Observou-se que o efeito linear significativo da manipueira foi negativo, ou seja,
aumentando essa varidvel ocorreréd a diminuicdo da producdo de CHa4. Contudo o efeito
linear significativo verificado para a interagdo entre manipueira e esterco indicou que ha
sinergismo entre essas variaveis, sendo entdo possivel aumentar a producéo de CHscom
a elevacdo simultanea desses substratos, conforme pode ser analisado no gréafico de
superficie de resposta (Figura 3).

Figura 3. Grafico de Superficie de Resposta para producdo de CH4 (cm3) em funcéo das concentracdes de
manipueira (%) e esterco bovino (%).
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Analisando ainda a Tabela 4, vale a pena ressaltar o efeito linear significativo
(p=0.014280) e positivo relacionado a casca de café, sugerindo que a concentracdo dessa
variavel no sistema foi determinante para se obter melhores producdes de CHa4. Esse
resultado é bastante interessante visto que a trituracdo da casca de cafe, foi 0 Unico pré-
tratamento aplicado neste estudo, ndo havendo nenhuma etapa de pré-tratamento
mecanico, quimico, e/ou térmico que por vezes € necessaria, quando substratos
lignoceluldésicos sdo submetidos a biodigestdo anaerdbia. CORRO et al. (2013)
verificaram que a producdo de metano a partir de polpa de café sem pré-tratamento
juntamente com esterco bovino exigiu um longo tempo de digestdo (oito meses) para
obter a concentracdo de metano de 60% v/v. De acordo com BATISTA et al. (2016), a
geometria favoravel de interacdo entre particulado de biomassa e células microbianas na
fase metanogénica tende a favorecer a formacdo de agregado microbiano denso,

denominado granulo, o que é importante para a performance da biodigestao e consequente
producdo de CHa.
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3.2 EFEITO DA CONCENTRAC;AO CELULAR DO INOCULO BACTERIANO,
TEMPERATURA E PH SOBRE A PRODUC}AO DE BIOGAS

Para a biodigestdo de biomassa lignocelulosica, como a casca de café, tem sido
sugerida a inoculacdo de altas concentragdes celular de bactérias com habilidade de
acelerar a quebra da celulose, hemicelulose e lignina, além de degradar os componentes
toxicos (como taninos e fendis), para garantir uma producéo eficiente de biogas (CORRO
et al. 2013). Somado a isso, parametros como temperatura e pH sdo, reconhecidamente,
influenciadores do processo de biodigestdo na geracdo do biogas e merecem ser avaliados
(BOUALLAGUI et al., 2003; WEILAND, 2010; MUVHIIWA et al., 2016). Diante disso,
buscou-se para etapa do estudo avaliar a influéncia da adicdo/concentracdo de bactérias
celuloliticas anaerdbias facultativas, temperatura (°C) e pH sobre a producéo de biogas,
conforme matriz gerada pelo DCCR (Tabela 5). Os biodigestores foram abastecidos com
40mL de manipueira; 95mL de casca de café e 40mL de esterco bovino (relacdo de carga
organica definida a partir dos resultados obtidos anteriormente) e o0 TRH foi de 15 dias.

Tabela 5 - Matriz de desenho experimental (DCCR 2) com valores codificados e reais das variaveis de
estudo (concentracdo de bactérias celuloliticas anaerdbias facultativas, temperatura e pH) e producéo de

CHA4.
Valores codificados Valores reais Variavel
. resposta
Ensaios Inéculo Temp Inéculo Temp
. 3
(mL) o PR oy (<) PH CH(m)
1 -1,00 -1,00 -1,00 1,50 30,00 6,00 419,30
2 -1,00 -1,00 1,00 1,50 30,00 8,00 287,13
3 -1,00 1,00 -1,00 1,50 50,00 6,00 116,20
4 -1,00 1,00 1,00 1,50 50,00 8,00 133,79
5 1,00 -1,00 -1,00 2,50 30,00 6,00 401,07
6 1,00 -1,00 1,00 2,50 30,00 8,00 260,70
7 1,00 1,00 -1,00 2,50 50,00 6,00 122,17
8 1,00 1,00 1,00 2,50 50,00 8,00 215,00
9 -1,68 0,00 0,00 1,16 40,00 7,00 229,94
10 1,68 0,00 0,00 2,84 40,00 7,00 326,45
11 0,00 -1,68 0,00 2,00 23,18 7,00 400,89
12 0,00 1,68 0,00 2,00 56,82 7,00 292,07
13 0,00 0,00 -1,68 2,00 40,00 5,32 81,15
14 0,00 0,00 1,68 2,00 40,00 8,68 381,34
15 (C) 0,00 0,00 0,00 2,00 40,00 7,00 243,41
16 (C) 0,00 0,00 0,00 2,00 40,00 7,00 248,18
17 (C) 0,00 0,00 0,00 2,00 40,00 7,00 210,96
* O inoculo correspondeu a mistura de duas cepas bacterianas cuja concentragdo celular final foi de 10°
UFC.mL%.

Observou-se que todos os ensaios proporcionaram producdo de CH4, que variou
de 81,15cm3 (ensaio 13) a 419,30cm? (ensaio 1). Em média, os tratamentos avaliados

nesta etapa possibilitaram maior producdo de metano (257,04cm?®) comparada as

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p.1334-1355 jan. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

1347

condigBes avaliadas na etapa anterior (93,27cm®). A mesma tendéncia foi observada para
pureza do biogas produzido, com pelo menos, 55% de teor de CHa4 (Figura 4). Para alguns
tratamentos, como os referentes aos ensaios 1 e 11, além do volume de biogas ter sido
expressivo (525 e 517cmd, respectivamente), os teores de CH4 na composicdo do biogas
também foram elevados (80 e 77,5%, para 0 ensaio 1 e 11, respectivamente).

As espécies de bactérias utilizadas como in6culo nesta etapa experimental foram
identificadas como Escherichia fergusonii e Bacillus cereus. Ambas espécies sdo
reconhecidas pela habilidade em degradar polimeros complexos em amplas faixas de
temperatura (21,8 a 45,8°C para E. ergusonii e 10 a 50°C, para B. cereus) (GAASTRA et
al., 2014; GRIFFITHS, SCHRAFT, 2017). No entanto, neste estudo a inoculacdo dessas
bactérias ndo surtiu efeito significativo (p-valor > 0.10) sobre a producéo de biogas. Isso
deve estar relacionado a microbiota enddgena do esterco bovino usado para abastecer o
biodigestor, que pode ter inibido o consorcio bacteriano adicionado, minimizando,

portanto a necessidade de inoculacdo com bacterias especificas (CORRO et al., 2013).

Figura 4. Efeito da concentracdo de bactérias celuloliticas anaerébias facultativas, temperature e pH na
producdo de biogas (cm3) e seus respectivos contetidos (%) de CH4. Os tratamentos indicam as condicdes
de operacdo do biodigestor determinadas pela matriz DCCR (Tabela 5).
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Nenhum efeito significativo (p-valor > 0.10) foi verificado para a variavel pH,
neste estudo. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de a maioria dos ensaios ter
fixado valores de pH maiores que 6 (Tabela 5). De acordo com BRUNO e OLIVEIRA
(2008), pH variando entre 6 e 8 condiciona crescimento ideal de arqueas metanogénicas,
ocorrendo assim, estabilidade na formacdo de metano.

A Unica variavel com efeito significativo (p-valor = 0,02) para o modelo foi a

temperatura (T), ao nivel de confianga de 90% (Tabela 6). O efeito observado foi linear
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negativo, ou seja, quanto menor for a temperatura para operacéo do biodigestor, maior
producéo de biogés ocorrera. Este é um dado curioso, uma vez que estudos tém reportado
temperaturas iguais ou superiores a 30°C, como ideais no processo de biodigestdo
anaerobia para producdo de biogas (MUVHIIWA et al., 2016; FLECK et al., 2017).

Tabela 6 - Analise dos principais efeitos significativos das variaveis independentes do DCCR na producao
de CH4.

Variaveis Efeitos Erro padrao t-valor p-valor
Meédia 237.015 54.89426 4.31767 0.003490
Temperatura (L) -141.183 51.55761 -2.73835 0.028987

Valores estatisticamente significativos a p < 0.10

Contudo, a analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 7, revelou baixo
valor de R?(0.64), como também de R?adj. (0.62), indicando que o modelo pode ndo ser
confiavel para explicar a producdo de CH4, em funcdo das trés variaveis, o que explicaria
os resultados inesperados de efeitos principais supracitados. A falta de ajuste também foi
bastante expressiva, sendo o F cal < F tab (11.76 < 9.41). Desta forma, pode-se, entdo,
descrever empiricamente 0 modelo matematico da produgdo de CH4em fungédo apenas

da temperatura que foi a variavel significativa (Equacéao 3).

F=237.0130-70.5914T
Equagdo (3)

Onde Y é a resposta prevista que indica o rendimento de CH4 (cm®), T é a variavel
independente.

Tabela 7- Analise de variancia (ANOVA) da producéo de CH4 para as variaveis: temperatura, indculo e
pH

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F- calc F-
variacao guadrados liberdade médio tab
Regressédo 115.694 1 115.694 0.02732  3.073
Residuos 63529.3 15 4235.287
Falta de ajuste 62709.0 13 4823.769 11.76099 9.415
Erro 820.3 2 410.15
Total 179223.3 16

R?= 0.64

3.3 EFEITO DA ADICAO DE NUTRIENTES SOBRE A PRODUCAO DE BIOGAS
A digestdo de mais de um substrato no mesmo digestor pode gerar sinergismo
positivo e nutrientes adicionados podem apoiar o crescimento microbiano, beneficiando

0 processo de digestdo anaerobia, devido ao melhor balanco carbono e nutriente (EL-
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MASHAD, ZHANG, 2010). Desta forma, 0 objetivo desta etapa experimental foi avaliar
o efeito da adicdo de FeSO4.7H.O e MnSO4.H.O sobre a produgdo de CHs, em
biodigestores abastecidos com 40mL de manipueira; 95mL de casca de café e 40mL de
esterco bovino (relacdo de carga organica definida a partir dos resultados obtidos na
primeira etapa experimental). A carga orgéanica teve o pH ajustado para 6 e recebeu a
adicdo de 1,5.10°UFC.mL? de indculo bacteriano. Os biodigestores foram operados a
30°C, em um TRH de 15 dias (condicOes ideais estabelecidas na segunda etapa
experimental).

Os valores das variaveis independentes estudadas (FeSO4.7H20 e MnSO4.H20) e
a producdo de CHa (variavel resposta) estdo apresentadas na Tabela 8. O ensaio 1, que
continha 18 e 2mg.mL™* de FeSO4.7H,0 e MnSO.4.H.0, respectivamente, foi o tratamento
que possibilitou maior producdo de CH4 (127,60 cmd).

Tabela 8 - Matriz de desenho experimental (DCCR 3) com valores codificados e reais das variaveis de
estudo (FeSO4.7H20 e MnSO4H20) e producao de CH4.

Valores codificados Valores reais Ve tareEt
Ensaios I resposta
FeS0O4.7H20 MnSO4.H0 MnSO4.H0 . (M3
(mg.LY) (mg.LY)

1 -1,00 -1,00 18,00 2,00 127,60
2 -1,00 1,00 18,00 4,00 79,76
3 1,00 -1,00 42,00 2,00 91,97
4 1,00 1,00 42,00 4,00 87,17
5 -1,41 0,00 13,03 3,00 41,00
6 1,41 0,00 46,97 3,00 82,00
7 0,00 -1,41 30,00 1,59 92,29
8 0,00 1,41 30,00 4,41 63,23
9(C) 0,00 0,00 30,00 3,00 34,18
10(C) 0,00 0,00 30,00 3,00 11,39
11(C) 0,00 0,00 30,00 3,00 30,75

A média de metano produzido nos ensaios propostos para esta etapa experimental
foi menor (67,40cm®) quando comparado as etapas anteriores (93,27 e 257,04cm?®, nas
etapas 1 e 2, respectivamente). O volume e qualidade do biogas também variaram entre
as diferentes concentracdes de nutrientes propostas nos ensaios desta etapa experimental
(Figura 5). Com excecdo dos ensaios referentes ao ponto central (9, 10 e 11), os demais

ensaios proporcionaram a producdo de biogas com teor de CH4 superior a 80%.
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Figura 5. Efeito da concentragdo de FeSO4.7H,0 e MnSO4H;0 na producéo de biogas (cm?®) e seu conteltido
(%) de CH.. Os tratamentos indicam as condicfes de operagdo do biodigestor determinadas pela matriz
DCCR (Tabela 8).
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A analise de variancia foi realiza (ANOVA) e os valores de R?(0.77) e do R?adj.
(0.74) obtidos foram significativos, para ambos 0s nutrientes, indicando que os modelos
sdo capazes de predizer com boa confianca a producdo de CHas (Tabela 9). O F-calc
(30,603) foi maior que o F-tab (3,36). A falta de ajuste ndo foi significativa, uma vez que
observou-se F-cal < F- tab (2,273< 9,349). O valor do erro puro foi relativamente baixo,
demonstrando que o modelo tem boa reprodutibilidade. O modelo também ndo apresenta

falta de ajuste significativa.

Tabela 9- Analise de variancia da produgdo de CH4 para os micronutrientes: FeSO4.7H20 e MnSO4.H20

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F- calc F- tab
variacao guadrados liberdade médio
Regressdo 9197.12 1 9197.12 30.6032 3.36
Residuos 2704.75 9 300.528
Falta de ajuste 2402.73 7 343.247 2.273 9.349
Erro 302.02 2 151.01
Total 11901.87 10

R?=0.77

Desta forma, poOde-se, descrever empiricamente o modelo matematico da

producéo de CH4em funcdo das variaveis significativas (Equacao 4).

¥ =24 7803Fe* + 32907 I
Egquagdo (4)

Onde Y é a resposta prevista que indica o rendimento de CH4 (cm?®), e Fe e Mn séo,

respectivamente, as variaveis independentes FeSO4.7H.0 e MnSQO4.H:0.
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As variveis independentes e a interacdo entre elas ndo apresentaram efeito linear
significativo (p-valor > 0.10) sobre a producéo de CHs. Por outro lado, as variaveis
FeS04.7H,0 (Fe?) e MnSO4.H,0 (Mn?) apresentaram efeito quadratico significativo (p-
valor < 0.10), com efeito positivo, ou seja, quanto maior a concentracao dessas variaveis,

melhor € a resposta do modelo (Tabela 10).

Tabela 10 - Analise dos principais efeitos significativos das variaveis independentes do DCCR na producéo
de CH4.

Variaveis Efeito Erro padrao t-valor p-valor
Fe (Q) 49.5606 19.57479 2.53186 0.052411
Mn (Q) 65.8141 19.57479 3.36219 0.020060

Valores estatisticamente significativos a p < 0.10

Segundo FERMOSO et al. (2009), o uso de micronutrientes, especialmente os de
Fe, em biodigestores precisa ser dosado para manter o metabolismo e o crescimento
microbiano. A dosagem precisa equilibrar a oferta de uma minima quantidade de
micronutrientes para apoiar uma atividade microbiana desejada ou com uma taxa de
crescimento em nivel maximo de fornecimento de micronutrientes. Acima dessa dosagem
0s metais podem ser inibitorios ou toxicos. Porém, neste estudo, foi possivel reconhecer
que a adicdo combinada desses micronutrientes, tanto em baixas como em altas

contracOes, proporcionaram as maiores producdes de CH4 (Figura 6).

Figura 6. Grafico de contorrno para a razao dos fatores de concentracdo de FeSO4.7H20 e MnSO4H20 na
produgdo de CH4 (cm3).
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4 CONSIDERAQOES FINAIS

A co-digestdo de casca de café, manipueira e esterco bovino em biodigestores de
bancada foi satisfatoria para o processo de metanizacéo. A carga organica dos substratos
influenciaram significativamente o processo de producdo de biogés. A inoculagdo de
bactérias celuloliticas anaerdbias (Escherichia fergusonii e Bacillus cereus) ndo surtiu em
maior rendimento de metano, sugerindo que a microbiota endégena dos substratos sdo
suficientes para a conversdo da biomassa lignocelulésica em metano. A adicdo de
micronutrientes (FeSO4.7H20 e MnS0O4.H.0) resultou em efeito positivo significativo

sobre a producdo de biogas.
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