UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR
Ciéncias

Biodegradacao Anaerébia do Bagaco de Azeitona

Vanessa da Rocha Soares Guilherme

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Quimica Industrial
(2° ciclo de estudos)

Orientador: Prof. Doutora Isolina Cabral Goncalves
Co-orientador: Prof. Doutor Antonio Miguel Morao

Covilha, Setembro de 2012






Agradecimentos

Concluido este trabalho, € com enorme prazer e satisfacdo que manifesto todo o meu
reconhecimento a todos os que, de forma directa ou indirecta, contribuiram para a sua

realizacao.

Agradeco:

A Professora Doutora Isolina Cabral Goncalves que sem a sua valiosissima orientacdo, a
conclusao deste trabalho nao teria sido possivel. Agradeco por todo o interesse, ajuda
prestada ao longo da realizacdo do trabalho laboratorial e escrito, incentivo, paciéncia,
conhecimentos transmitidos, sugestdes e criticas que permitiram melhorar este trabalho e
acima de tudo pela permanente disponibilidade demonstrada.

Ao Professor Doutor Antdnio Miguel Mourao pela disponibilidade e pelo apoio manifestado.

A Professora Doutora Ana Carreira Lopes, além do apoio demonstrado ao longo dos anos se

nao tivesse motivado a prosseguir com o mestrado, certamente nao estaria aqui.

Ao Rui e a D.Ana pelo apoio, incentivo, auxilio e conhecimentos transmitidos ao longo do
trabalho.

Uma palavra de apreco também ao Sr Carlos Pereira pelos substratos disponibilizados,

imprescindiveis para a realizacdo do trabalho.

Aos meus amigos D.Julieta e Familia Vale, pela inquestionavel amizade e por estarem

verdadeiramente sempre ao meu lado. Agora ja me posso dedicar a reforma agraria...

A Nela, a minha avd, a Guiducha, ao Quim e a todos os meus familiares e amigos que sempre

me apoiaram, incentivaram e encorajaram.
Ao meu pai, estiveste e estaras sempre a meu lado.

A minha mae, as minhas irmas e ao meu cunhado que por além de me aturarem... agradeco-

vos POR TUDO. Se entrasse em pormenores, escrevia uma tese.

iii






Resumo

As tecnologias aplicadas ao tratamento de residuos tém actualmente como objectivo
fundamental, nao s6 a producdo de agua limpa para a reutilizacdo e reciclagem, como
também a recuperacao de produtos quimicos (nutrientes, celulose, polihidroxialcanoatos,
entre outros compostos), a par da valorizacdo energética dos poluentes, factores que
constituem a forca motriz subjacente a obtencdo de um ecossistema sustentavel.
Considerando que nos anos vindouros serdo geradas elevadas quantidades de residuos
agricolas, devido a um aumento significativo do consumo nos paises em desenvolvimento, a
recuperacao bioenergética e de subprodutos deste sector de actividade sdao de primordial
importancia. Neste contexto, estudou-se a producao de metano a partir do bagaco himido e
seco de azeitona, residuos solidos gerados durante o processo com extraccao continua de trés

fases de producao de azeite.

A fim de se obter uma melhor compreensao dos processos envolvidos na degradacao de
lignina, um residuo lenhoceluldsico, efectuou-se a degradacdo termofilica anaerobia de
aldeidos fendlicos, seringaldeido e o-vanilina (monomeros de lignina), numa primeira fase do
trabalho experimental. Os resultados indicam que ambos os compostos sdo passiveis de
degradacdo anaerobia. A presenca de co-subtratos favorece claramente o processo de
metabolizacao, embora o tempo de reaccao necessario a degradacdo da o-vanilina seja cerca

de 3 vezes superior ao obtido na degradacao de igual quantidade de seringaldeido.

A digestdo anaerobia mesofilica do bagaco de azeitona mostra que o bagaco himido
apresenta um maior potencial de biogas (cerca de 93 ml/g) do que o obtido para o bagaco
seco (11-13 ml/g), num periodo de tempo inferior (cerca de trés vezes mais curto). Além
disso, o potencial de producdo de biogas do bagaco de azeitona himido é maior (93,5 mL
biogas/gVSS.d) do que o obtido para o bagaco de uva (43-65 mL biogas/gVSS.d) e dreche
cervejeira (19-36 mL biogas/gVSS.d) em condicoes teste semelhantes (Oliveira, 2011; Tomé,
2009). Estes resultados sugerem que a biometanacdo do bagaco himido é uma tecnologia
promissora, pois além de converter os poluentes organicos em biodiesel com elevada
eficiéncia, contribui ainda quer para a diminuicdo dos custos associados ao tratamento

classico de aguas rucas, quer ao consumo de agua fresca.
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Abstract

Technologies applied for waste treatment have been changing their objectives, since besides
producing clean water for reuse and recycling, the recently chemicals recovery (nutrients,
cellulose, polyhydroxyalkanoates among others) along with the energetic valorisation of
pollutants, have become more and more, the real driving forces for getting a sustainable
ecosystem. Considering that large amounts of agricultural residues will be produced in coming
years, due to a significant increase of consumption level in developing countries, the recovery
of bioenergy and by-products of this activity sector is of primordial importance. In this
context, the biomethanation of wet and dried olive pomace, solid waste generated from a

three phase process of olive oil production, was evaluated.

In order to get a deeper understanding of the processes involved in lignin degradation, a
lignocellulosic residue, anaerobic thermophilic degradation of phenolic aldehydes,
syringaldehyde and o-vanillin (lignin monomers), has been carried out in the first phase of the
experimental work. Results indicate that both compounds are amenable to anaerobic
degradation. The presence of co-subtracts clearly enhance the degradation process, although
the reaction time necessary for o-vanillin degradation was car 3 times higher than that

obtained for the same amount of syringaldehyde.

The anaerobic mesophilic digestion of olive pomace shows that wet residue has a higher
potential biogas production (car 93 ml/g pomace) than the obtained for the dried olive
pomace (11-13 ml/g pomace), in a shorter period of time (car three times less). Furthermore,
the potential biogas production for wet olive pomace (93,5 mL biogas/gVSS.d) is greater than
that obtained for grape pomace (43-65 mL biogas/gVSS.d) and spent brewery grain (19-36 mL
biogas/gVSS.d) in similar test conditions (Oliveira, 2011; Tomé, 2009). These results suggest
that the biomethanation of wet olive pomace is a promising technology, since not only
converts organic pollutants into biodiesel with high efficiency, but also decrease both the

associated costs to the classic olive oil effluents treatment and raw water consumption.
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Capitulo I - Introducao

A utilizacao de combustiveis fosseis tem vindo a fomentar uma crescente preocupacao, nao so
relacionada com as questdoes ambientais, mas também devido a problemas que a dependéncia
energética de fontes externas provoca nas economias nacionais. Com o objectivo de substituir
os combustiveis fosseis tem-se estudado a viabilidade de fontes de energia alternativas que
devido ao se caracter ecologico, tém despertado muito interesse. Muitos processos de
tratamento biologico produzem energia a partir de diversos tipos de residuos de processos

industriais.

Em Portugal a industria oleicola representa um dos sectores fundamentais na estrutura da
producdo agricola, mas tem o inconveniente de gerar grandes quantidades de residuos e

subprodutos.

Por razdes de ordem ambiental tem-se procedido a uma accao de reestruturacao das unidades
de extraccao do azeite onde, os sistemas de extraccao classica de prensas e os sistemas de
centrifugacdo com extraccdo continua de trés fases estdo a ser substituidos por sistemas de
centrifugacdo com extraccao continua de duas fases, que além de reduzirem o consumo de
agua, geram menor quantidade de efluentes liquidos. O aproveitamento e eliminacao dos
residuos e dos subprodutos obtidos a partir da extraccao do azeite sao fundamentais devido as
graves repercussoes ambientais que provocam. De forma a minimizar os efeitos negativos
provocados por estes residuos, tem-se estudado o seu reaproveitamento como matéria-prima

na producao de energias renovaveis.

A ideia do aproveitamento de residuos resultantes do processo de extraccao do azeite é a de
se desenvolverem métodos que se tornem atractivos do ponto de vista econémico, para que
haja um aproveitamento dos residuos de forma eficaz e rentavel. Além disso, esta via
alternativa de valorizacéo de residuos, contribui para reduzir a poluicdo ambiental, quer pela
baixa producédo de gases com efeito de estufa quando comparado a producdo de energia a

parir dos combustiveis fosseis, quer pela diminuicdo da poluicao nos solos.

Residuo de origem vegetal, o bagaco de azeitona € composto por um elevado teor de lignina.
A lignina é um polimero aromatico insolivel e irregular que, quando presente em residuos
agricolas e domésticos dificulta o seu tratamento biologico. Durante a degradacdo, a
estrutura quimica da lignina é dividida em monomeros aromaticos mais pequenos e mais

acessiveis a accao de populacdes microbianas, permitindo a degradacao destes.



1.1. Objectivo do trabalho

Este trabalho teve como principais objectivos estudar a biodegradacdo anaerdbia e producao
de biogas utilizando como substratos o bagaco seco e hiumido de azeitona, resultante do
processo produtivo do azeite a partir de um sistema de centrifugacdo com extraccado continua

de trés fases.

Como o Siringaldeido e a o-vanilina sdo compostos aromaticos derivados da lignina, de forma
a complementar o estudo relativo ao bagaco de azeitona, outro dos objectivos deste trabalho
consistiu no estudo da degradacdo anaerdbia de compostos modelo derivados da lignina
(Siringaldeido e o-vanilina) em regime termoéfilo, de forma a ter nocao do seu comportamento
nas condicdes de processo. Para o Siringaldeido e para a o-vanilina, também foi estudado a

influéncia da adicao de co-subtratos na sua degradacao.

1.2. Estrutura da dissertacao

O trabalho elaborado esta organizado em cinco capitulos que seguem a ordem ilustrada na

Figura 1.

-
« INTRODUGCAO

C t l « Esquematizacdo da estrutura da dissertacdo, contextualizacdo do tema
apitulo discutido e referéncia aos objectivos pretendidos.

| &

« REVISAO BIBLIOGRAFICA )

eDescricdo dos meétodos de extraccdo de azeite e caracterizaciao dos
residuos gerados.

Capitu lo!| -Descricio do processo da digestio anaerdbia e da biodegradacido de

“ compostos aromaticos derivados da lignina.
o
™o,
« MATERIAIS E METODOS
«Descricao das técnicas, procedimentos , substratos, indculos e
Ca P“'-U lO equipamentos utilizadc’is nos ensaios exp’erimentais. ?
i *
-
« RESULTADOS E DISCUSSAO
Ca pltu lo | -Exposicdo e discuss3o dos resultados obtidos nos ensaios definidos.
v )
.

-« CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

«Apresentacao das principais conclusées das diferentes etapas dos ensaios
realizados.

>
Capitu lo «S30 propostas algumas medidas visando o desenvolvimento de trabalho
Vv futuro. > )

Figura 1 - Estrutura da dissertacao



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A oliveira e o cultivo da azeitona

O cultivo da oliveira e a producao de azeite tem aumentado muito nos Ultimos anos devido as
propriedades preventivas e terapéuticas atribuidas ao consumo de azeite. Actualmente, 95%
da superficie oleicola mundial encontra-se concentrada na bacia mediterranica, onde o azeite
€ produzido ha mais de 6000 anos (Malheiro, 2010).

A nivel mundial estima-se que dos 9,5 milhdes de hectares ocupados pelo cultivo da oliveira,
96% da producéo é utilizada para a obtencao de azeite e os restantes 4% para a producdo de
azeitona de mesa (INE, 2010). A Unido Europeia é responsavel por 78,1% da producdo mundial
de azeite, a Tunisia por 7,3%, a Siria por 3,7%, Marrocos por 2,5% e a Argélia por 1,7%. Dentro
da Comunidade Europeia, a Espanha representa 34,6% da producdao mundial, seguindo-se a
Italia com 22,6%, a Grécia com 18,5% e Portugal, que actualmente representa 1,7% da
producao mundial (INE, 2011).

Segundo o relatdrio anual do Ministério da Agricultura e Desenvolvimento Rural e das Pescas
(MADRP) e do Gabinete de Planeamento e Politica (GPP), na campanha de 2011/2012,
Portugal registou num universo de 221 lagares inquiridos, um total de 465 toneladas de
azeitona laborada (Tabela 1) (INE, 2011).

Tabela 1 - Azeitona laborada e azeite extraido pelos lagares, por regido, na campanha 2011/
2012 (adaptado de INE, 2011)

Regido Lagares | Azeitona Laborada Azeite Extraido Rendimento Médio
(N°) (kg) (kg) % %
Horte 76 F5 347 747 11 558 380 | 16,4% 15,3%
Centro &1 4% 913 B71 B 334 624 9,0% 12,7%
Lisboa e Vale do Tejo 21 29790 B27 4 053 599 5,B% 13,6%
Alentejo 58 299 B34 334 47 172 101 67, 1% 15,7%
Algarve 5 % 481 366 1212 341 1,7% 12,8%
Total 221 464 377 145 70 331045 100% 15,1%

Em Portugal a olivicultura desempenha um papel fundamental, ndo s6 a nivel econdmico mas
também a nivel social (Tabela 2). A oliveira encontra-se distribuida por todo o territorio

nacional, que actualmente ocupa cerca de 335 586 hectares (INE, 2010).



Tabela 2 - Representatividade do olival no total da Superficie Agricola Utilizavel (SAU)
(adaptado de MADRP/GPP, 2007)

Regidio SAU SAU Por Olivais

(hectares) (%)
Entre Douro e Minho 294 9,2
Tras-os-Montes 72202 27,6
Beira Litoral 17 381 32,1
Beira Interior 60273 21,6
Ribatejo e Oeste 36789 32,7
Alentejo 138 072 11,9
Algarve 878 14,3

540 - Superficie agricola utilizada

A representatividade do olival no total da Superficie Agricola Utilizavel (SAU) é elevada
(Tabela 2), e apenas os prados e pastagens ocupam uma superficie superior (MADRP/GPP,
2007).

2.1.1. Botanica da Oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore dicotiledonia pertencente a familia Oleaceae,
sendo a Unica espécie desta familia que produz frutos comestiveis. E uma arvore tipica da
bacia mediterranea e bem adaptada ao seu clima subtropical e temperado. O seu fruto, a
azeitona, é valorizado comercialmente para a obtencdo de azeite e para a producao de
azeitona de mesa. Em termos botanicos a azeitona é uma drupa constituida pela cuticula,
polpa e por um caroco (Figura 2), onde esta a améndoa e se encontra o embrido e as reservas

alimentares do fruto (Ramalheiro, 2009).

a Peddnculo
b Cuticula

¢ Polpa

d Carogo

e Améndoa

Figura 2 - Corte transversal de uma azeitona com as suas partes constituintes (Ramalheiro,
2009)

A azeitona é um fruto pequeno de forma elipsoidal a globular, que mede 1 a 4 cm de

comprimento e 0,6 a 2 cm de diametro. Quando o fruto esta completamente desenvolvido a



polpa representa, em média, 60 a 90 %, o caroco 10 a 40 % e a semente 1 a 2 % do peso total
do fruto. A composicao da polpa da azeitona varia entre 50 a 60 % de agua e 20 a 30 % de
gordura (Tabela 3) (Custédio 2009).

Tabela 3 - Composicao média das azeitonas (adaptado de Awad et al., 2006)

Constituintes Polpa Caroco Semente
(% massica) (% massica) (% massica)

Agua 50-60 9,3 30
Oleo 15-30 0,7 27,3
Constituintes azotados 2-5 3,4 10,2
Acgucares 3-7,5 41 26,6
Celulose 3-6 38 1,9
Minerais 1-2 4.1 1,5
Polifenéis (substancias aromaticas) 2-22,5 0,1 0,5-1
Outros 3,4 2,4

2.1.2. Desenvolvimento e maturacao dos frutos

Segundo Cobo et al., (1998) e citado por Ramalheiro (2009), o periodo de floracao da oliveira
marca o inicio do desenvolvimento dos frutos. Considera-se como periodo de maturacdo o
tempo decorrido desde o aparecimento de manchas violaceas na epiderme da azeitona, até
ao periodo em que a coloracdo definitiva da epiderme (negro) cobre a totalidade do fruto. Na
oliveira a maturacao produz-se de um modo escalonado nas diferentes zonas da arvore. O
periodo de amadurecimento é variavel sendo afectado pelas condicdes climaticas, situacdo
geografica, condicbes de cultivo e tipo de solo, colheita do fruto, carga da arvore e

caracteristicas da variedade e de desenvolvimento da oliveira (Bolanos et al., 2006).

Durante o amadurecimento do fruto ocorrem alteracées importantes na sua constituicao,
nomeadamente a diminuicdo da proporcdo de acido palmitico, polifendis e tocoferois
(elementos de vitamina E) e um aumento na proporcao de acido linoleico (Bolanos et al.,
2006). O principal composto fendlico das azeitonas é a oleuropeina, que possui importantes
propriedades antioxidantes, sendo responsavel pelas propriedades nutricionais dos frutos e

pelos mecanismos de defesa das folhas (Ramalheiro 2009).

2.2. Sistemas de extraccao de azeite

A extraccao de azeite envolve diferentes processos, desde a lavagem da azeitona, a moenda,

batida e a extraccao propriamente dita (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema geral da extraccao de azeite (adaptado de Silva, 2009)

Existem dois métodos de extraccdo distintos: o método tradicional de prensa hidraulica,
usado durante séculos, e o0 método de centrifugacdo com extraccao continua que a industria

oleicola adoptou nas Gltimas décadas (Bolanos et al., 2006).

Do novo método de centrifugacdo existem ainda dois sistemas distintos: o sistema de trés
fases e o sistema de duas fases. O sistema de centrifugacdo de trés fases surgiu em
substituicdo da classica prensa hidraulica na década de setenta e o moderno sistema de

extraccdo de duas fases surgiu na década de noventa (Borja et al., 2002).

O sistema de prensa hidraulica, embora obsoleto e menos eficiente, ainda é utilizado em

muitos paises, sendo que mais de 90% dos lagares funcionam com o moderno sistema de duas

fases (Albuquerque et al., 2004).

O sistema de extraccdo continua de trés fases ainda € muito utilizado em Italia e na Grécia
(Figura 4). Em Portugal, até aos anos oitenta, a extraccao de azeite realizava-se com o
tradicional sistema da prensa hidraulica, o qual tem vindo a ser gradualmente substituido

pelas tecnologias de centrifugacao (Awad et al., 2006)
& Prensa 3 fases w2 fases

100

Ttalia
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Grécla
Portugal
Clupre
Croacia
Malta

Paises produtores

Figura 4 - Tecnologias usadas pelos lagares europeus em 2003 (Estratégia Nacional para os

Efluentes Agro-Pecuarios e Agro-Industriais (ENEAPAI, 2007)



Em Portugal, a quase totalidade da azeitona laborada é transformada em lagares
reconhecidos pelo Instituto Nacional de Intervencdo e Garantia Agricola (INGA), com
excepcao de uma pequena quantidade laborada em pequenos lagares artesanais. Nos Gltimos
anos o nimero de lagares reconhecidos pelo INGA, no ambito da ajuda a producao de azeite
tem diminuido, consequéncia das exigéncias impostas pela Legislacdo Comunitaria (Despacho
N° 8277/2007.D.R. N° 89, Série Il de 2007-05-09), e também pela crise que se verifica no

sector

O nimero de lagares em Portugal Continental decresceu, entre as campanhas de 1994/1995 e
1999/00, cerca de 32%. No mesmo periodo a quantidade de azeitona laborada aumentou 35%,
traduzindo uma melhoria da eficiéncia produtiva (ENEAPAI, 2007). Nas campanhas de
2000/2005 ocorreu um decréscimo de 46% do nimero de lagares (resultante da acentuada
reducdo do numero de lagares de prensas, parcialmente compensada pelo aumento do
numero de lagares de sistemas continuos) (ENEAPAI, 2007). Na Figura 5 apresenta-se a

evolucao, entre 2000/2005, da tipologia dos lagares que laboram em Portugal.
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Figura 5 - Evolucao da tipologia dos lagares entre 1999/2000 e 2004/05 (ENEAPAI, 2007)

Em 2005, a maior parte dos lagares a laborar ainda era de prensas (63%). Os lagares continuos
(de 2 e 3 fases) ja eram maioritarios em algumas regiées, como no Alentejo (70%) e em Tras-
os-Montes (52%) (ENEAPAI,2007).

2.2.1. Sistema de prensa Hidraulica

No sistema de prensa hidraulica (Figura 6), a azeitona depois de convenientemente lavada, é
moida e batida, obtendo-se uma pasta. Esta pasta é transferida para uma prensa que, através
da pressao exercida (Gomez et al., 2010), separa a fase liquida (mistura de azeite e de agua
residual) da fase solida (bagaco de azeitona) cuja composicao média, em Portugal, é de 35%
de humidade e 8% de gordura (Freitas, 2007). A fase liquida é de seguida separada por
centrifugacdo ou decantacao obtendo-se azeite e um residuo liquido, conhecido por agua

ruca.
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Figura 6 - Sistema de prensagem para extraccao de azeite (adaptado de Awad et al, 2006)

2.2.2. Sistema de centrifugacao continua de trés fases

A introducdo do sistema de centrifugacao de trés fases (Figura 7) conduziu a um significativo
progresso no processo de extraccao de azeite e a uma importante modificacdo no conceito
dos subprodutos obtidos, tanto em quantidade e caracteristicas, como no seu posterior
aproveitamento (Gomez et al., 2010). A principal vantagem do sistema de centrifugacao,
relativamente ao sistema de prensa, € o aumento da produtividade. O processo de extraccao
€ continuo, ndo ha necessidade de transferir a pasta para os decantadores, o que reduz o
custo de producao e permite uma completa automatizacao do processo. O azeite assim obtido

pode ter melhor qualidade (Gomez et al., 2010).

A area industrial necessaria a instalacdo deste sistema é menor, mas é mais dispendiosa e
obriga a um maior consumo de agua e de energia (Awad et al., 2006; Gomez et al., 2010),
uma vez que a pasta tem de ser devidamente diluida em agua quente antes de injectada nas
centrifugas de eixo horizontal. As centrifugas, por diferenca de densidade, separam o azeite,
o bagaco e a agua residual. Este sistema gera um maior caudal de aguas rucas do que o
sistema de prensa (Silva 2009). A fase sélida, bagaco seco, contém valores médios de 65% de
humidade e 5% de gordura (Freitas, 2007).
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Figura 7 - Processo de extraccao de azeite de trés fases (adaptado de Awad et al., 2006)

2.2.3. Sistema de centrifugacao continua de duas fases

Estimulado por politicas nacionais espanholas que beneficiaram de fundos publicos para a sua
implementacao, o sistema de centrifugacao continua de duas fases surgiu nos anos noventa. O
principal objectivo desta nova tecnologia foi a eliminacdo da agua ruca gerada durante a
extraccdo de azeite, o que se conseguiu com a introducdao de centrifugas que, sem
necessidade de adicdo de agua, separam por um lado o azeite e, por outro, os residuos
(Albuquerque et al., 2004).

A inovacdo neste processo reside na quantidade de agua adicionada a pasta, durante a
extraccdo do azeite. No sistema de duas fases apenas se adiciona agua quando a pasta esta
muito seca e, a acontecer, é em pequenas quantidades resultando numa grande economia no
consumo agua (Borja et al., 2002). Como ndo ha adicdo de agua a pasta, elimina-se a
producdo da agua ruca, gerando-se um Unico residuo que relne os subprodutos solidos
(caroco, pele, polpa) e a agua de vegetacdo das azeitonas, juntamente com alguma agua
adicionada a pasta e a agua de lavagem (Borja et al., 2006). Consequentemente, este novo
bagaco tem um teor de humidade superior ao do anterior bagaco, pelo que se designa bagaco

hdmido.

Relativamente ao sistema de trés fases, este sistema tem a vantagem de economizar cerca de
95% de agua (Gurbuz et al., 2004). A instalacdo destes lagares requer ainda um investimento
25% mais baixo e, ndo havendo necessidade de adicionar agua quente a pasta, o consumo de
energia é cerca de 20% inferior ao sistema de trés fases (Azbar et al., 2004 e citado por Silva,
2009). Perante estas caracteristicas, este sistema é conhecido por sistema ecologico, mas a
extraccao de azeite através deste processo continua a representar um problema ambiental
devido a dificuldade em eliminar e manusear as elevadas quantidades de bagaco humido
produzido (Silva, 2009).



2.3. Residuos provenientes dos olivais e dos lagares

Dos olivais resultam grandes quantidades de residuos, obtidos quer através da poda das

oliveiras, quer através da laboracao da azeitona nos lagares.

O cultivo da oliveira obriga a podas anuais relativamente intensas de modo a permitir a
formacéo correcta da arvore e a recolha mecanizada, ao mesmo tempo que se tenta corrigir a
“alternancia” (safra e contra-safra), que € uma tendéncia natural de produzir colheitas

normais em anos alternados, independentemente dos factores climaticos (Freitas, 2007).

As caracteristicas quimicas e biologicas dos residuos de lagares dependem das condicdes
climaticas e de cultivo que afectam a arvore, da época de recolha da azeitona, da variedade

de oliveira cultivada e do processo mecanico utilizado na extraccao do azeite (Silva, 2009).

Na tabela 4 quantifica-se a producdao média de residuos de olivais e de lagares para uma
colheita média de 3 milhdes de toneladas/ano de azeitona. Considera-se que toda a producao

de azeite se obtém pelo sistema de centrifugacao de trés fases (Freitas, 2007).

Tabela 4 - Quantidade de residuos provenientes de olivais e de lagares em Portugal (Freitas,
2007)

. Produgdo Anual
Residuo .
(milhdes de toneladas)
Bagaco de azeitona 13
Agua Ruca 4,3
Madeira 12
Folha 1

2.3.1. Caracteristicas fisico-quimicas dos subprodutos do olival
Os subprodutos oriundos do olival englobam o bagaco de azeitona, as folhas da limpeza da
azeitona nos lagares e residuos provenientes da poda das oliveiras. Estes produtos sao

susceptiveis de serem valorizados energeticamente.

Segundo Freitas (2007), até 2002 ndo existia em Portugal informacao disponivel quanto a
composicao e caracteristicas do material de poda dos olivais, assim como dos residuos obtidos
através dos diferentes métodos de extraccao. A Sociedade para o Desenvolvimento Energético
de Andaluzia (SODEAN, S.A.) (Freitas, 2007), apresentada as caracteristicas fisico-quimicas
dos constituintes dos residuos provenientes dos lagares (Tabela 5), verificando-se que o

bagaco virgem apresenta um elevado teor de humidade.
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Devido a diversidade de métodos de extraccdo de azeite e de produtos e residuos obtidos a

partir de cada método, utilizaram-se as seguintes designacoes:

»

Agua Ruca - residuo aquoso produzido nos sistemas de prensa hidraulica e
centrifugacdo de trés fases (Silva, 2009).

Agua Residual - efluente resultante do sistema de extraccdo de duas fases (Silva,
2009).

Bagaco virgem - residuo da primeira extraccdo do azeite, com teores elevados de
agua (24%) e de azeite (9%) (Sancoucy, 1984 citado por Freitas, 2007).

Bagaco Seco - residuo sdlido produzido nos sistemas de prensa hidraulica e
centrifugacdo de trés fases (Silva, 2009).

Bagaco Extractado - residuo obtido depois de extraido o 6leo de bagaco de azeitona
com um solvente organico, geralmente hexano (Freitas, 2007).

Bagaco Seco Extractado - residuo produzido nas unidades extractoras apds extraccao
do azeite residual contido no bagaco seco.

Bagaco Himido - residuo semi-sélido produzido no sistema de centrifugacdo de duas
fases.

Bagaco Humido Extractado - residuo solido resultante da extraccao de azeite residual

do bagaco himido.

Tabela 5 - Principais elementos constituintes dos subprodutos dos lagares (adaptado por
Freitas, 2007, de SODEAN, S.A., 2002)

O poder calorifico do bagaco de azeitona, obtido a partir dos diferentes métodos de

extraccao de azeite (Tabela 6), tende a ser mais elevado no bagaco obtido no processo de 2

fases.

Tiaterial Bagaco Bagaco Caroco
de poda virgem extractado
AMNALISE DIRECTA (% peso)
Carbono 14,67 7.31 2213 21,98
Volateis T2.83 30,85 72,29 T6.4
Cinzas 1,55 6,75 4.58 1.62
Humidade 10,95 55,29 12,69 13.12
ANALISE ELEMENTAR (% peso)

Carbono 49 .52 47,032 50,54 50,79
Hidrogénio 55 5,64 5.88 5,895
Azoto 0,39 0,97 097 0.48
Enxofre = 0,05 0,08 0.07 0.04
Oxigénio 4419 46,27 42,56 4274
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Tabela 6 - Poder Calorifico do bagaco e do caroco de azeitona (adaptado por Freitas, 2007,

de Centre d’Iniciatives pour la Production Propre, 2000)

Valor (Kcal/kg)

Bagaco de lagares de prensas 2800-3000

Bagaco de lagares a 3 fases 2500-2800

Bagaco de lagares a 2 fases 3500
Carogo 4000

Na Figura 8 resume-se o método de obtencdo de azeite e dos residuos solidos e liquidos

provenientes da extraccdo do azeite, através dos trés métodos de extraccao.

v

Lagares

Prenszas Sistema em continuo
3 Fases | 2 Fases

| |
|

| Azeite virgem r

l | Bagagoe imido

Fertilizagioe . |
o Aguas rucas

Depuragdo » ”—‘ =

Eliminacio l

| Industna de 2.* extraccio
(bagaco)

- Compostagem t

- Alimentacio animal l Jr
- Combustivel

| Bagaco extractado | | Azeite lampante |
¥ ¥ l )
| Polpa | | Carogo | Reﬁim;ac

Oleo de bagace

Alimentos +——» Combustivel

Figura 8 - Produtos, subprodutos e residuos provenientes dos lagares (adaptado por Freitas,

2007, de Centre dIniciatives pour la Production Propre, 2000)

2.3.2. Producdo de residuos obtidos através dos diferentes processos de

extraccao de azeite
Em média, apenas 21% do peso da azeitona corresponde a azeite e os restantes 79% consistem

em agua, casca, polpa e caroco (Albuquerque et al., 2004), gerando-se no processo de
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extraccao de azeite elevadas quantidades de residuos. As proporcoes, quantidades e teor de
humidade dos residuos obtidos variam substancialmente com o método de extraccado

utilizado, conforme se pode observar na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados comparativos da extraccao de azeite e de residuos produzidos através dos
diferentes processos de extraccao de azeite (Silva, 2009)

PE; 1;;52;?] Entradas Quantidade Saidas Qua(lll(tglglade
Azeitona 1000 kg 3 Azeite 200
o Agua lavagem 010a0.12m Agua ruga 600
Prensas Agua pasta 04a06m’
Enerpia 40 2 63 kWh' Bagaco seco 400
Azeitona 1000 kg Azeite 200
Trés fases Agua lavagem 0.10a0.12 3m3 Agua ruca 1000 a 2000
Apua pasta 05alm
Energia 90117 kWh' Bagaco seco 500-600
Azeitona 1000 kg Azeite 200
Duas fases Agua lavagem 0.1020.12m’
Energia <90 117 kwh' Bagaco himido 800-950

Os bagacos de azeitona sao diferentes quando provenientes de diferentes sistemas de
extraccdo mecanica do azeite (Centre d’Iniciatives pour la Production Propre, 2000). Assim,
os lagares que laboram com o sistema de prensa hidraulica e o sistema de extraccdo de trés
fases geram dois tipos de residuos: a agua ruca e o bagaco seco (Figura 9). Este Ultimo é
normalmente submetido a uma posterior extraccdo quimica do azeite residual gerando o
bagaco seco extractado.

Por sua vez, o sistema de extraccdo de duas fases gera um Unico residuo (Figura 9), o bagaco

himido. Este também pode ser submetido a uma extraccao quimica para remocao do azeite

residual, gerando-se um bagaco himido extractado (Silva, 2009).
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Sistema de centrifugacde de trés fases

Azeitonas

|

Lavagem
(4gua fria)

Termobatedura

Agua quente ——|

Centrifugacio

(decantacdo trifasica)

|

Agua de
lavagem

—

Lavagem e recuperagio
do azeite da fracgdo
liquida

l

Azeite

—= Bagago seco

—> Aguasrugas

Sistema de centrifugacde de duas fases

Agua de
lavagem

Azeitonas

l

Lavagem
(agua fria)

I

|

Termobatedura

|

Centrifugacdo
(decantacdo bifasica)

——> Bagaco humido

|

Lavagem do
azeite

l

Azeite

> Efluente

Figura 9 - Comparacao dos métodos de duas e trés fases na extraccdo de azeite (adaptado de

Albuquerque e

t al., 2004)

A Tabela 8 resume as caracteristicas dos residuos solidos da producdo de azeite, obtidos a

partir de diferentes sistemas de extraccdo, nos quatro principais paises produtores de azeite

da Europa.

Tabela 8 - Caracteristicas dos residuos da producao de azeite, em Espanha, Portugal, Italia e
Grécia (Freitas, 2007)

Sistema Sistema Sistema Bagaco
Parimetro de duas fases de trés fases de prensas extractado
E P 1| G P I G P I G P I G
Humidade 65 75 70 | 62- 65 50 45- 35 25 30 10 60
(%) 70 55
Oleo residual | 2.5 3 3-4 | 4.65 5 3-4 4.5- 8 6-7 | 6-11 1 0.5
*%) 7
Mineral (%) | 13- | (40) | 15- (40) 30 | 39- | (40) | 40 | 60- | 50 60
15 17 49 65
Valor <4000 <3000 <2000 4200 | 3000- | 3000~
calorifico 3500 | 4000
(Keal’kg)

E - Espanha; P - Portugal;

| - Italia; G - Grécia

A diferenca observada no teor de gordura proveniente dos diferentes métodos de extraccao

deve-se fundamentalmente a eficacia de extraccao dos sistemas tradicionais. A implantacao

progressiva dos sistemas em continuo de 2 fases com a finalidade de reduzir a producédo de
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aguas rucas deu lugar ao crescente aparecimento do bagaco himido, subproduto de

consisténcia pastosa devido a sua elevada humidade.

Na Tunisia, Grécia, e em menor escala em lItalia, assiste-se a substituicdo progressiva dos
lagares que utilizam o sistema de extraccao de trés fases pelo sistema de extraccdo de duas
fases. Segue-se o problema da gestdo/reutilizacdo dos bagacos que é encarada como um dos
maiores problemas do sector. Nos paises Mediterraneos produzem-se anualmente grandes
quantidades de bagaco de azeitona que provocam graves problemas de natureza ambiental
(Zorpas et al., 2010).

0 bagaco himido é obtido a partir do método de extraccao de duas fases e retém toda a agua
de vegetacdo do fruto apresentando uma humidade média de 65 a 75% (Tabela 8) (Freitas,
2007), valor bastante superior ao do bagaco procedente do sistema de trés fases e daquele
procedente do sistema de prensas, o que dificulta o posterior processo de extraccdo de 6leo
de bagaco (Sanchez et al., 2007).

No sistema de duas fases, verifica-se ainda um aumento de producdo de bagaco himido em
cerca de 50% relativamente ao sistema de trés fases (Borja et al., 2003), devido ao aumento

do teor de agua (que no sistema anterior seria constituinte da agua ruca).

O bagaco seco, como contém um teor de gordura residual consideravel, constitui matéria-
prima para outras indUstrias onde, por accdo de solventes quimicos, se extrai essa gordura,
obtendo-se o 6leo de bagaco de azeitona. O residuo destas unidades extractoras é chamado
de bagaco extractado. Este bagaco pode ser posteriormente aproveitado como combustivel ou

para alimentacédo animal (Garcia-Ortiz e Frias, 1995 e citado por Silva, 2009).

Segundo Oktay (2006) e citado por Silva (2009), com base no seu peso seco, o bagaco seco
contém cerca de 15 % de gordura, 6% de proteinas, 16% de hidratos de carbono e 63% de
fibras. O seu poder calorifico é de aproximadamente 15 771.68 kJ kg'. E um residuo de
natureza lenhoceluldsica, considerado recalcitrante a biodegradacdo. Como se pode observar
na Tabela 9, o bagaco seco apresenta uma elevada razao C/N e um baixo teor em nutrientes
(Albuquerque et al., 2004).
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Tabela 9 - Composicao média do bagaco seco (Silva, 2009)

Parametro Valor
C(gkeh) 462
N (zgkg?) 11
P(zkg?) L0
K (gkg) 6.5
Celulose (g kgh) 266
Lenhina (g kg) 294
Acidos hiimicos (g kg'l) 19

2.4. Processos Biologicos

O tratamento de residuos baseados em processos bioldgicos sdao os mais utilizados uma vez
qgue permitem o tratamento de residuos ao transformar compostos organicos em CO, e H,0

(ou CH4 e C0O,), com custos relativamente baixos.

A capacidade que certos microrganismos tém para degradar substancias organicas toxicas €
um facto bem documentado. O tratamento biologico fundamenta-se na utilizacdo dos
compostos de interesse, como substrato para o crescimento e a manutencao de

microrganismos (Freire et al.,2000).

2.4.1. Digestao Anaerodbia

No processo de digestdo anaerobia através da utilizacdo de microrganismos, o carbono
organico é convertido por oxidacoes e reducodes sucessivas ao seu estado oxidado (CO,) e
reduzido (CH4), de modo a produzir uma mistura gasosa maioritariamente composta de

metano e didxido de carbono, conhecido por biogas (Figura 10) (Angelidaki et al., 2004).

Biomassa
> animal e Biogas
vegetal \
Pré-tratamento —— Digestio anaerdbia Residuo
Outros produtos
Residuo/
Efluente

Figura 10 - Método da digestao anaerdbia (adaptado de Deublein & Steinhauser, 2008)

A utilizacdo de matéria organica para a producao de energia nao é uma ciéncia recente. Na
realidade, documentos antigos fazem referéncia a utilizacdo de energias renovaveis antes do
nascimento de Cristo. Existem registos que no ano 3000 a.C., o povo Sumério aplicava o

método de tratamento anaerébio de residuos (Verma, 2002).
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Em 1776 Alessandro Volta recolheu gas do lago Como para o examinar e verificou que a
formacdao de gas depende de um processo fermentativo. O fisico inglés Faraday também
realizou algumas experiéncias com gas recolhido em pantanos e identificou um
hidrocarboneto na sua composicao (Silva, 2009). Mais tarde, por volta de 1800, Dalton, Henry
e Davy descreveram a estrutura quimica do metano. Em 1821, Avogadro definiu a formula de

estrutura do metano (Verma, 2002).

Na segunda metade do século 19, em Franca, o processo de fermentacdo anaerdbia foi
estudado com o objectivo de retirar o odor libertado pelos efluentes. Durante a investigacao
foram identificados alguns dos organismos que actualmente se considera possuirem um papel
fundamental no processo fermentativo. Em 1868 Béchamp propds, pela primeira vez, a
presenca de uma populacao mista de microrganismos que convertem etanol em metano, uma
vez que verificou que dependendo do substrato, havia formacao de varios produtos durante o

processo fermentativo (Verma, 2002).

Actualmente, a digestao anaerobia € um método bem estabelecido e aplicado no tratamento
de varios residuos de origem doméstica, municipal, industrial e agricola. Como vantagens da
digestao anaerdbia nomeia-se a baixa formacao de biomassa bacteriana, o tratamento de
elevadas cargas organicas, elevado valor energético do metano gerado e o baixo consumo
energético (Botheju et al., 2011). Tendo em consideracdo a consciencializacdo global
relativamente a sustentabilidade ambiental, a digestao anaerobia é considerada um processo
promissor para a geracao de energia renovavel e como método de estabilizacao de residuos
(Borja et al., 2002; Rincon et al., 2008)

Num futuro proximo, é muito provavel que a digestdo anaerdbia seja o processo de
tratamento de residuos mais utilizado por razées ambientais. O futuro da digestdo anaerdbia
devera ser direccionado no sentido de ser o processo mais utilizado no tratamento sustentavel
de residuos. Das vantagens da utilizacao da digestdo anaerdbia para o tratamento de residuos
destacam-se as seguintes (Brites & Gafeira, 2007):
— Tecnologia de tratamento de efluentes
—  Processo natural de tratamento de residuos
— Menores custos de implantacao pois requer menos espaco do que o tratamento
aerébio
— Beneficios ambientais
—  Elimina odores
— Beneficios energéticos
—  Processo de producao em cadeia

—  Produz combustivel renovavel de elevada qualidade
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Todavia, também existem inconvenientes relativamente a este sistema, dos quais se

destacam:

0 inicio do processo da digestao anaerdbia é um processo lento
Dependendo do tipo de composto a tratar, € um processo mais sensivel a agentes
toxicos

Eficiéncia de tratamento em geral mais baixo do que o dos processos aerdbios

Segundo RISE-AT (1998) os seguintes factores influenciardo o custo total do biogas produzido

pelo tratamento anaerobio:

Precos da energia

Impostos de energia assim como das politicas de energia renovaveis

Preco dos terrenos para a implantacédo de instalacdes de tratamento de residuos
Despesa com a mao-de-obra

Custo de construcao e da matéria-prima

2.4.2. Processo de digestao anaerobia

A biodegradacao anaerobia de matéria organica ocorre na auséncia de oxigénio e na presenca

de microrganismos anaerobios. Na Tabela 10 estdo exemplos do tipo de microrganismos e

populacdes de microrganismos envolvidos neste processo.

Este processo é consequéncia de uma série de interaccdoes metabdlicas entre varios grupos de

microrganismos e de uma serie de reaccoes quimicas durante as quais a matéria organica €

decomposta (Eliyan, 2007).

Tabela 10 - Populacédo bacteriana proveniente de um digestor anaerdbio (adaptado de Eliyan,
2007, citado de Khanna et al, 1995)
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Grupo Células/mL

Bactérias hidroliticas totais 10%-10°

Proteoliticas 10’

Celuloliticas 10°

Hemiceluloliticas 10%-107
Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio 108-10°
Bactérias homoacetogénicas 10°
Bactérias metanogénicas 10°-10°
Bactérias sulfato-redutoras 10*




A digestao anaerobia € um processo complexo (Figura 11) que pode ser dividido em quatro
fases de degradacéao - hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese - de acordo com a

principal reaccao de decomposicao que ocorre em cada fase (Eliyan 2007; Carvalho, 2010).

MATERIA ORGANICA COMPLEXA

PROTEINAS HIDRATOS CARBONO LIPIDOS

MATERIA ORGANICA SOLUVEL

AMINOACIDOS, AGUCARES ACIDOS GORDOS CADEIA LONGA

ACIDOS GORDOS VOLATEIS E ALCOOIS

ACIDO ACETICO ,I.. Hz, CO2
L METANO , CO2 J

Hidralise Fermentacdo (Acidogénese [l ; Acetogénese [ll) Metanogénese [l

Figura 11 - Diferentes etapas da digestao anaerobia (Carvalho, 2010)

As diferentes etapas sao levadas a cabo por diferentes grupos de microrganismos que
estabelecem uma inter-relacao sintrofica e impéem diferentes caracteristicas ao meio (Figura
12) (Verma 2002).

/ Hz; COz; L S
/ CHs;COOH
Biomassa L"< Blomes

\ Alcoois; acido Hz; COz;

propidnico, acido CHs;COOH
butirico
Bactérias
Acidogénicas

Figura 12 - Representacdo esquematica da producao de biometano a partir de substancias

organicas complexas (adaptado de Oreopoulou & Russ, 2007)
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2.4.3. Etapas envolvidas no processo da digestao anaerébia

Neste capitulo descreve-se resumidamente as principais fases envolvidas na digestao

anaerobia.

2.4.3.1. Hidrélise

Na fase de hidrolise os compostos insolUveis de cadeia longa como lipidos, polissacaridos,
proteinas e acidos nucleicos sao divididos em moléculas mais pequenas e sollveis, que podem
posteriormente ser consumidas por microrganismos durante a fase de fermentacao
acidogénica. Estes componentes sollveis incluem acidos gordos, monossacaridos,
aminoacidos, compostos aromaticos simples e outros compostos de cadeia curta. A hidrélise é
catalisada por enzimas extracelulares (Civit, 2009) (e.g. celulases, celobiases, xilanases,
amilases, lipases e proteases) segregadas para o meio por diferentes tipos de bactérias
hidroliticas (Carvalho 2010). Considera-se que este grupo de organismos € composto por
bactérias facultativas que podem viver na presenca (Streptococci) ou na auséncia de oxigénio
(Bactericides e Clostridia) (Yadvika et al., 2003; Botheju et al., 2011). A hidrolise de hidratos
de carbono ocorre em poucas horas, a hidrélise de proteinas e lipidos ocorre em alguns dias e

a hidrolise da lenhoceluloses e da lignina é lenta e incompleta (Botheju et al., 2011).

No processo de biodegradacdo anaerdbia a hidrolise tem um papel preponderante na
quantidade final de biogas produzido, na velocidade da reaccdo global e pode ser o passo
limitante do processo (Angelidaki et al., 2004). A velocidade desta etapa depende de factores
tais como o pH, temperatura, composicdo e tamanho da particula do substrato e da
concentracdo de produtos intermediarios (Juanga, 2005). Esta limitacdo é ultrapassada, em
alguns processos industriais, através da aplicacao de reagentes quimicos de modo a promover
a hidrolise que resulta num tempo de digestao mais curto e maior producdo de metano (RISE-
AT, 1998).

As reaccoes de decomposicao dos diferentes compostos organicos, que ocorrem durante a
hidrolise sao:

— Lipidos = Acidos Gordos

— Polissacarideos = Monossacaridos

— Proteinas = Aminoicidos

— Acidaos Nucleicos = Purinas e Pirimidinas

2.4.3.2. Fermentacao
Muitos dos microrganismos anaerdbios facultativos obtém a sua energia de crescimento
através da fermentacao de carbono organico. A fermentacdo consiste num processo que pode

ocorrer na auséncia de luz através de bactérias anaerdbias estritas ou facultativas. Na
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fermentacdo, os compostos organicos ndo s6 servem como dadores de electrées, como

também actuam como receptores de electroes (Barakat et al., 2012).

2.4.3.3. Acidégenese

Os componentes organicos sollveis, que incluem os produtos da hidrélise, sdo degradados a
compostos mais simples (Figura 13) como por exemplo CO,, H,, etanol, propanol, butanol,
metanol, glicerina e acetona, acido acético (CH;COOH), propionico (CH;CH,COOH), butirico
(CH5CH,CH,COOQH), formico (HCOOH), caprionico e lactico (C3H¢Os3) (Boubaker, 2008).

Matéri o Aminoacidos Acidogé Produtos intermediarios
atéria organica cidogénese ; ;
soltvel Monossacarideos o2 [PVUEE“H'FD: butirato,
alcoois, etc.)

Acidos gordos

Figura 13 - Etapa de acidogénese ilustrando os compostos organicos degradados e os produtos

formados (adaptado de Deublein & Steinhauser, 2008)

As equacgdes 1, 2 e 3 representam trés reaccoes tipicas da acidogénese onde a glucose é
convertida respectivamente a etanol, propionato e acido acético (Deublein & Steinhauser,
2008).

C4Hq20,=2CH;CH,0H+2C0, (1)
CgHy2 04+ 2H,=2CH;CH, COOH+2H,0 (2)
C4H,,0,=3CH,COOH (3)

Devido a sua capacidade de duplicacdo e reduzida sensibilidade as oscilacées de pH, as
bactérias acidogénicas normalmente representam cerca de 90% da populacdo bacteriana nos
digestores (Civit, 2009). Quando o meio se torna demasiado acido, significa que a producao
de acido pelas bactérias acidogénicas € mais rapido do que o seu consumo pelas bactérias
metanogénicas, o que faz com que o valor de pH do meio diminua, provocando um
desequilibrio, que leva a inibicdo da formacdo de metano. Uma forma de corrigir esta
situacdo consiste em alcalinizar o meio (por exemplo, pela adicdo de bicarbonato de sodio)

de modo a neutralizar o pH e equilibrar novamente o sistema (Eliyan, 2007).

2.4.3.4. Acetogénese

Na acetogénese, os restantes produtos da acidogénese, i.e. acido propionico, acido
butirico e alcoois, sdo transformados pelas bactérias acetogénicas a hidrogénio, dioxido de
carbono e acetato (Figura 14) (Deublein & Steinhauser 2008; Carvalho 2010; Weiland, 2010).
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Produtos intermediarios Acidogénese
(Propianato, butirato,
alcoois, etc.)

- Acetato, didxido de
= carbono e hidrogénio

Figura 14 - Ilustracdo da reaccdo de acetogénese (adaptado de Deublein & Steinhauser, 2008)

Neste processo o hidrogénio desempenha um papel fundamental uma vez que a reaccao so6
ocorrera se a pressao parcial do hidrogénio for suficientemente baixa de modo a permitir a
conversao de todos os acidos. Esta diminuicao da pressao parcial do hidrogénio esta a cargo

de bactérias que o consomem (Deublein & Steinhauser, 2008).

Relativamente as reaccdes que ocorrem nesta etapa, a equagao que representa a conversao
do acido propidnico a acetato (Tabela 11), apenas alcancavel quando a pressao de hidrogénio
for baixa, € das mais importantes (Ostrem, 2004) uma vez que, de todos os produtos
metabolizados pela populacdo acidogénica, apenas o hidrogénio e o acetato podem ser

utilizados directamente pela populacao metanogénica (Louzada, 2006).

Tabela 11 - Equacdes que intervém na degradacdo acetogénica (adaptado de Deublein &
Steinhauser 2008)

Substrato Reaccio
Acido propidnico CH;{CH;)CO0OH + 2H,0 — CH;CO0H + CO, + 3H,
Acido butirico CH3{ CHz)oCO0 + 2H;0 — 2CHLC00 + HY + 2H;
Acido valérico CH;{CH,),COCH + 2H,0 — CH,COO + CH,CH,COOH + H* + ZH,
Acido isovalérico {CH;),CHCH,COO + HCO;™ + H,0 —3CH,C00" + H, + HY
Acido capridnico CH4{CH,)LCOOH + 4H,0—CH3*COO + H* + GH,
Didxido de carbono/Hidrogénio [2C0; + 4H; — CH;CO0™ + HY + 2H,0
Glicerina CsHz0; + H,O — CHCOOH + 3H; = CO,
Acido lactico CH;CHOHCOO + 2H,0 — CH;CO0" + HCOS + HY + 2H,
Etanol CH;(CH;)OH + H,O — CH;COOH + 2H,

2.4.3.5. Metanogénese

A metanogénese € um processo comum a muitos meios anaerobios. Este processo
estritamente anaerdbio é frequentemente associado a decomposicdo de matéria organica. O
acetato, didxido de carbono e o hidrogénio sdo provavelmente os substratos mais importantes

para as bactérias metanogénicas em ecossistemas naturais.
Uma vez que estes organismos utilizam apenas compostos simples para sustentar o seu

crescimento, eles dependem da associacdo com bactérias fermentativas que degradam

compostos organicos complexos em substratos Uteis. Na maior parte das vezes, estas
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associacoes sintroficas entre as bactérias metanogénicas e fermentativas sao obrigatdrias
(Berry et al., 1987).

As arquea metanogénicas, que se desenvolvem em meios de baixo potencial redox e
estritamente anaerobios, sdao responsaveis pela Ultima fase do processo metabdlico de
degradacdo anaerobia (Yadvika et al., 2003; Weiland, 2010). O acetato, o CO, e o H,
resultantes da fermentacao sao metabolizados a CH,4 (60-70%), CO, (30-40%) e noutros gases
(Botheju et al., 2011). A producao de metano é maior quando formado a partir da reducao do
dioxido de carbono, no entanto, a baixa concentracao de hidrogénio nos digestores faz com

que a reaccao de acetato seja a principal produtora de metano (Verma, 2002).

Segundo Coates et al (1996) e Neves (2009), citados por Carvalho (2010), a metanizacao dos
substratos € realizada através de dois grupos fundamentais de bactérias metanogénicas
(Tabela 12):

e Arquea hidrogenofilicas, que convertem H,/CO, a metano, ao desenvolverem
uma bioregulacao da pressao parcial de H, que se sabe ser inibidor da accao
das bactérias acetogénicas.

e Arquea acetofilicas, que convertem o acetato a CH4 e CO,, contribuindo com
cerca de 70% do metano total. Os microrganismos deste grupo possuem uma
baixa velocidade de crescimento, constituindo a etapa mais lenta do

processo de metanizacao.

As bactérias metanogénicas incluem, entre outras, as espécies methanobacterium,
methanobacillus, methanococcus e methanosarcina (Rincon et al., 2008) e podem ser
divididas em trés grupos (Rincon et al., 2008) (Tabela 12), em funcdo do tipo substrato

metabolizado:

(CO,): €O, HCOO~,CO
(Metilo): CHyOH,CHyNHy, (CH:).NHF (CH:):NH* CH,5H, (CH,).5

(Acetato): CH 000

Em geral, pode dizer-se que as espécies methanosarcina spp. € methanosaeta spp. sao
consideradas as mais importantes da digestdao anaerobia uma vez que consomem acetato, H, e
CO, (Karakashev et al., 2005) e estao presentes na maioria das populacdes dos digestores

anaerobios.

A carga organica, o tipo de substrato, a temperatura e o tempo de retencao hidraulico sao

alguns dos parametros que afectam a diversidade das arquea metanogénicas.
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Tabela 12 - Reaccdes que ocorrem durante a degradacdo metanogénica (adaptado de
Deublein & Steinhauser, 2008)

Tipo de substrato Reacgdo Quimica AG;” (substrato)
(k) mol™)

CO; 4H; + HCO5 + HY — CH4 + 3H;0 -135,4

CO, +4H, -3 CH, + 2H,0 -131,0
Cco, 4HCOO + H0 + HY — CHy + 3HCOS -130.4
Acetato CH;COO +H,0 - CH, + HCO, -30,9
Metilo 4CH:0H — 3CHy + HCOs + HY +H20 -314,3
Metilo CH;OH +H; = CH, + H,0 -113,0
Exemplo do tipo metilo:
Etanol 2CH;CH,0H + CO, = CH, + 2CH,COOH -116,3

*AGs - Energia livre de formacao do metano

2.4.4. Parametros de processo importantes na digestdao anaerobia

A velocidade a qual os microrganismos crescem € de importancia primordial nos processos de
digestao anaerdbia. Os parametros de operacao do digestor tém de ser controlados de modo a
favorecer a actividade microbiana e, consequentemente aumentar a eficiéncia da degradacao

anaerdbia do sistema (Borja et al., 2004). Alguns destes parametros estao descritos abaixo.

e Carga Organica Alimentada - A carga organica pode ser definida como a medida da
capacidade de conversao bioldgica de um sistema anaerébio (Juanga, 2005). E caracterizada
pela quantidade de solidos volateis (SV) ou caréncia quimica de oxigénio (CQO) que entra por

dia e por unidade de volume no digestor (Nayono, 2009).

e pH - As bactérias metanogénicas tém um metabolismo bastante sensivel ao pH. A
producédo de uma grande quantidade de acidos gordos volateis na acidogénese pode provocar
uma descida do pH que pode levar a destruicdo da populacdo metanogénica se o valor deste
baixar dos 6,5 ou aumentar acima de 8,5 (RISE-AT, 1998; Civit 2009;Liu, 2011).

Quando nao ha separacao fisica das diferentes fases, para que a digestao anaerédbia decorra
normalmente, a concentracao de acidos gordos volateis no meio deve ser inferior a 2000mg/L
(Yadvika et al., 2003).

e Temperatura - A temperatura influencia as propriedades fisico-quimicas dos
componentes existentes no substrato, a velocidade de crescimento e o metabolismo dos
microrganismos logo, influencia directamente a dinamica da populacao existente no digestor

(Apples et al., 2008). O aumento da temperatura aumenta a velocidade das reaccées de
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decomposicao de compostos organicos, mas diminui a solubilidade de gases dissolvidos na
agua [@1].

A digestao anaerobia pode ocorrer a temperaturas que variam entre a temperatura psicrofila
(5°C - 20°C) e a temperatura termofila (50°C - 60°C). De acordo com RISE-AT,1998, o
intervalo mesofilo (20 a 40°C, sendo a temperatura optima de 35°C), e o intervalo termdfilo

(50 a 60°C) promovem as condicdes dptimas para a producédo de biogas.

A medida que a temperatura aumenta a producdo de biogéas vai ser superior e o processo
digestivo torna-se mais rapido (Liu, 2011). No entanto, o aumento da temperatura também
contribui para o aumento da concentracao de amonia no meio (1,5 - 3,0 mg/L NH; a pH > 7,6

(Tabela 14)), o que pode inibir a actividade microbiana (Dererie, 2010).

¢ Razdo Carbono/ Azoto (C/N) - De forma a se obter um processo de digestdao anaerobia
eficiente é importante garantir uma razdo carbono/azoto (C/N) apropriada. A razdo optima
de C/N em reactores anaerdbios é de 20-30 (Verma, 2002). Se a razdao C/N for elevada
promove a formacao e acumulacao de acidos e é indicadora do rapido consumo do azoto pela
populacdo metanogénica (Verma, 2002). Esta acumulacdo de acidos, atrasa ou inibe a
actividade metanogénica e a producao de metano diminui. Por outro lado, se a razao C/N for
demasiado baixa, provoca a acumulacdo de azoto e o aumento do valor de pH acima de 8,5
(Yadvika et al., 2003). Consequentemente, a amonia atinge concentracoes que sao toxicas

aos microorganismos (Mata-Alvarez, 2000 e citado por Eliyan, 2007).
Razbes optimas C/N do digestor podem ser obtidas ao se misturar residuos que contenham

razdes C/N elevados com residuos cuja razdo C/N é baixa (Verma, 2002). A razdo C/N de

diferentes residuos encontram-se ilustradas na Tabela 13.
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Tabela 13 - Razdo C/N de alguns residuos (adaptado de Eliyan, 2007)

Residuo Razao C/N
Estrume de pato 8
Excrementos humanos B
Estrume de galinha 10
Estrume de cabra 12
Estrume de porco 18
Estrume de ovelha 19
Estrume de vaca 24
Jacinto de agua 25
Residuos sdlidos urbanos 40
Estrume de elefante 43
Palha de milho 60
Palha de arroz 70
Palha de aveia a0
Serradura = 20

e Substancias Toxicas - Segundo Mata-Alvarez (2003) e citado por Eliyan (2007), a
presenca de varios tipos de substancias toxicas € responsavel pela inibicdo da metanogénese,
0 que resulta numa baixa producdo de biogas e aumento da concentracdo de acidos volateis.
Apesar de a biometanogénese ser sensivel a varios agentes toxicos (Tabela 14), nao existe um
consenso geral relativamente a tolerancia dos microrganismos as substancias toxicas. O efeito
de toxicidade depende da concentracdo de biomassa assim como da capacidade que as
bactérias tém de se adaptar aos efeitos toxicos e as condicoes do meio, isto €, variacdes de

pH e temperatura.
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Tabela 14 - Concentracao de inibidores na digestdo anaerobia (adaptado de Eliyan, 2007)

Inibidor Concentracao
(mg/L)
Acidos volateis > 2,000 (como acido acético)?
Azoto amoniacal 1,500 - 3,000 (a pH > 7,6)
Sulfureto (soltvel)Y » 200
> 300 (toxico)
Calcio 2,500 - 4,500;
8,000 extremamente inibitorio
Magnésio 1,000 - 1,500;
3,000 extremamente inibitorio
Potassio 2,500 - 4,500;
12,000 extremamente inibitério
Sédio 3,500 - 5,500;
8,000 extremamente inibitorio
Cobre 0,5 (metal soluvel)
Cadmio 150¢
Ferro 1,710¢
cré 3
Cr3 500
Nickel 2d

entre pH 6,6 - 7,4 e tamponizac 3o adequada, pode ser tolerada
uma concentracdo de Acidos wolateis de 6,000 a 8,000 mg/L

® concentracio de gés de exaustio acima de 6% & téxica

Milimol de metal por kg de sélido seco

4 Quando existente em baixas concentracdes, promove a formacdo

de metano. Necessario as bactérias metanogénicas

e Agitacdo - Nos sistemas anaerobios, o objectivo da agitacdo é o de misturar o
substrato com a biomassa, evitar a formacado de espuma assim como evitar gradientes de
temperatura dentro do digestor. No entanto, uma agitacao excessiva pode afectar a accao
dos microrganismos destruindo os agregados formados, sendo preferivel utilizar velocidades
de agitacao mais baixas (RISE-AT, 1998).

2.5. Biodegradacao de compostos aromaticos

Apesar da existéncia de organismos capazes de degradar uma grande variedade de substratos,
que se conheca, nao existe uma Unica espécie na natureza que seja capaz de degradar todas
as substancias naturais. A diversidade dos processos metabolicos reflecte a diversidade de
organismos existentes na composicao da biomassa bacteriana. Pode-se esperar um maior
numero de populacoes bacterianas a medida que a mistura de substrato se torna mais
complexa. A natureza permite que determinadas populacdes microbianas se tornem

dominantes para a conversao de determinado tipo de substrato, e que mais tarde sejam
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substituidas por outras populacées que atacam outro tipo de substratos (Heider & Fuchs,
1997).

Nas primeiras etapas da degradacao de compostos aromaticos, a diversidade da populacao
microbiana depende do tipo de ligacdes intramoleculares que tém de ser hidrolisadas e do
tipo de mondmeros resultantes da fermentacdo. As ligacoes glicosidicas, peptidicas e ester
sao facilmente hidrolisadas enquanto as ligacbes C-C e éter requerem condicdes oxidantes

extremas (Kaiser & Hanselman, 1982).

Muitos organismos anaerobios produzem grande quantidade de produtos finais reduzidos. A
composicao dos produtos depende do metabolismo energético dos organismos envolvidos e
este pode ser alterado, ao se ajustarem as condicoes de crescimento dos organismos, o meio
de cultura ou através da utilizacdo de populacdes mistas de organismos (Kaiser & Hanselman,
1982).

O tratamento termoquimico tem sido utilizado de modo a aumentar o rendimento durante a
digestao de matéria organica. Sob condicoes de temperatura e pH elevado, os componentes
sdo parcialmente solubilizados e sdo produzidos compostos aromaticos de baixo peso
molecular que sao, de seguida, degradados a CH, e CO, (Healy & Young, 1979; Healy et al.,
1980; Sleat & Robinson, 1984).

Healy & Young (1979) investigaram a susceptibilidade da degradacdo anaerdbia de compostos
monoaromaticos que incluiam, entre outros, o acido vanilico, acido ferdlico, fendis, acido p-
hidroxibenzoico e o siringaldeido. Durante a investigacdo, os autores observaram que em
todos os casos ocorreu a fissdo do anel aromatico e a consequente producado de CO, e CH,.
Mostraram que, apds um curto periodo de aclimatizacdo, tanto os catecdis como os fenois

podem ser fermentados por uma populacdo mista de bactérias a CO, e CH,.

2.5.1. Compostos Fenélicos

Os compostos fendlicos sao estruturas quimicas que apresentam grupos hidroxilo e anéis
aromaticos, na forma simples ou de polimeros, que lhes confere poder antioxidante
(Cormenzana, 1996). Estes compostos podem ser naturais ou sintéticos. Quando presentes em
vegetais podem existir na forma livre ou complexada como, por exemplo, a acucares e
proteinas. Entre os compostos mais importantes, destacam-se os flavonoides, os acidos

fenolicos, os taninos e os tocoferdis (Angelo & Jorge, 2007).

Muitos dos derivados hidrocarbonados, maioritariamente constituidos por compostos
fenolicos, sao subprodutos obtidos a partir de processos de transformacao industrial (Healy &
Young, 1979). Esta fraccao fenolica, constituida essencialmente por acidos e aldeidos, é

responsavel pela elevada accao antibacteriana detectada nestes residuos devido a sua
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elevada toxicidade, especialmente para as bactérias metanogénicas, fazendo com estes

residuos sejam muito dificeis de degradar biologicamente (Benitez et al., 1997).

0 ciclo do carbono depende de um equilibrio dinamico entre a sintese e a degradacao do
carbono organico. Estes compostos recalcitrantes, juntamente com alguns polimeros
recalcitrantes naturais, acabam como residuos e eventualmente acumulam-se no meio
ambiente, pelo que surge a necessidade de reduzir a quantidade de material recalcitrante

existente nos residuos (Healy & Young 1979, Tuomela et al., 2000).

2.5.2. Lignina

A lignina (Figura 15) € responsavel pela integridade e rigidez estrutural das plantas superiores
e evita 0 entumecimento da lenhocelulose. E 0o composto aromatico mais abundante na Terra
e um importante constituinte da biomassa terrestre (Li et al., 2009). E um complexo polimero
aromatico, tridimensional, de elevado peso molecular que consiste de varias unidades de

fenilpropano unidas por ligacdes C-C e de diaril-éter (Healy & Young, 1979).

Ao reagir com agentes oxidantes fracos, a lignina decompde-se em monomeros fendlicos mais
pequenos (Healy & Young, 1980; Taherzadeh et al., 2008; Yogui et al., 2010).

OH

CHO OCH,

HO

HO

HO

CHO

Figura 15 - Estrutura quimica da Lignina [@2]
A lignina, que se considera ser um material recalcitrante sob condicdes anaerébias (Healy &

Young, 1980; Bahri et al., 2008), encontra-se em residuos domésticos e industriais. E

sintetizada por plantas ao ligar alcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 16) de
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modo a formar p-hidroxifenol (H), guaiacilo (G) e siringilo (S), que sao respectivamente
unidades monoméricas da lignina (Klink et al, 2004; Bahri et al., 2006). A lignina é
biossintetizada via radical livre por reaccoes de acoplamento iniciada por peroxidases e

lacases.

OH _OH

J IS
L ’

- T //’ .
N L U
K[/ SOCH; H;CO *[/ OCH,

N

OH OH OH
Alcool Alcool Alcool
coniferilico sinapilico p-cumarilico

Figura 16 - Alcoois precursores das unidades fenilpropanoides guaiacilo, siringilo e p-
hidroxifenol (Barbosa et al., 2008)

A estrutura aromatica de elevado peso molecular, baixa solubilidade, rigidez,
heterogeneidade e reticulacao das ligacoes intramoleculares faz a lignina praticamente
inacessivel tanto a microrganismos como a enzimas. Devido a estas caracteristicas, alguns
autores consideram que a lignina contribui substancialmente na estabilidade do carbono nos
solos (Bot et al., 2005).

Apenas um nUmero limitado de microrganismos sdo capazes de produzir oxiredutases
especificas que sao necessarias para clivar estas ligacoes. (Kirk and Farrell, 1987 citado por
Bahri et al., 2006). O método do tratamento térmico sob condicdes alcalinas, para aumentar
a biodegrabilidade anaerdbia da lignina e de outros materiais recalcitrantes, tem sido
estudado. Neste método, espera-se quebrar a estrutura da lignina em compostos aromaticos
mais simples que possam ser degradados. Esta solucdo ira diminuir a quantidade de matéria
recalcitrante uma vez que serdo utilizados para a producao de biometano (Healy & Young,
1979).

2.5.2.1. Biodegradacao anaerdbia da Lignina

Em condicbes anaerodbias, a lignina pode ser degradada por bactérias. Segundo Li et al.,
(2009), a primeira demonstracao da producdo de gas a partir de derivados monoméricos da
lignina foi feita por Boruff & Buswell (1934) que mostraram que 54% da lignina existente em

talos de milho foi convertida a CO, e CH, apds 600 dias de incubacao.
Tém sido estudados microrganismos capazes de degradar a lignina e compostos relacionados a

subprodutos Uteis (Chen et al., 1985). Em trabalhos desenvolvidos por Crawford et al., (1983)

e Kern et al., (1987), citados por Li et al., (2009), das espécies mais activas na degradacao
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aerébia de ligninas sintéticas, conhecidas até a data, destacam-se a estirpe 99 de
Xanthomonas sp e a Streptomyces viridosporus. De modo a se obter processos Uteis que
desintegram a lignina em monémeros mais simples, é importante que se utilizem métodos que
deixam o nlcleo aromatico intacto e que assegurem a conversao microbiana da mistura

resultante, em compostos fendlicos mais simples (Li et al., 2009).

Na natureza, a degradacdo da lignina ocorre através da accao sequencial de diferentes
populacées microbianas. Healy & Young (1979) juntaram comunidades metanogénicas a
degradacdo de mondmeros de lignina obtidos a partir do tratamento térmico alcalino do
madeira. Foram estudados 11 monomeros da lignina e em todos os casos observou-se a

degradacédo dos compostos aromaticos e consequente producdo de biometano.

A producao de biocombustiveis e de bioenergia obtido a partir de residuos lenhocelulésicos é
considerada uma das solucoes mais promissoras de modo a diminuir o efeito de estufa,
provocado pelas emissdoes de gas e de modo a promover uma alternativa as energias fosseis
(Wong, 2009).

2.5.2.2. Biodegradacao anaerébia de monémeros derivados da lignina

0 siringaldeido e a vanilina sao formados a partir da despolimerizacao parcial de polimeros da
lignina através das unidades siringilo (S) e guaiacilo (G), respectivamente. A natureza e a
quantidade de monémeros (G,S) pode variar consoante a espécie, idade e sua localizacdo na

parede celular da planta (Benner et al., 1984; Barbosa et al., 2008; Barakat et al., 2012).

Varios investigadores tém demonstrado que na degradacdo anaerobia a metano e didxido de
carbono de compostos monoméricos aromaticos, incluindo os que derivam da lignina, o
oxigénio molecular ndo é necessario para a clivagem da estrutura dos anéis aromaticos. No
entanto, o oxigénio molecular é necessario para a clivagem das ligacées intermonoméricas

presentes nas ligninas (Benner et al., 1984).

Benner et al., (1984) verificaram que a lignina das madeiras gimnospérmicas e angiospérmicas
é parcialmente degradada a produtos finais gasosos sob condicées anaerdbias. Healy & Young
(1979) mostraram que um meio constituido por uma populacdo de bactérias anaerobias,
enriquecido com excrementos, é capaz de clivar os anéis aromaticos de 11 derivados de
lignina e que os substratos aromaticos sao estequiométricamente fermentados a dioxido de
carbono e metano. Colberg & Young (1985) sugeriram que, em condicdes anaerobias, a
producao de metano e de didxido de carbono a partir de substratos derivados da lignina é

mediada por diferentes populacées de microrganismos.

A fraccdo solida de biomassa lenhoceluldsica, rica em celulose pode ser convertida a

bioetanol e biometano (Figura 17). A fraccao liquida consiste essencialmente de hidrolisados
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hemiceluldsicos ricos em xilose e arabinose, além de conter outros subprodutos que podem

inibir a fermentacao a bioetanol. O biometano pode ser produzido a partir da fraccao liquida

(Barakat et al., 2012).
Biomassa
Lenhocelulésica

Pré-tratame nto

Fracgéo solida

Fraccédo liquida

o 6

-Arabinose

-Furfural
-5-hidrdxilmetilfurfural (HMF)
-Vanilina
-Siringaldeida | A TTm=al

-
-
-
—

-Lignina e oligdmeros 2 Bioetanol

Biometano

Figura 17 - Esquema de producdao de etanol e de metano a partir de compostos

lenhocelulodsicos (adaptado de Barakat et al., 2012)

Barakat et al., (2012) investigaram a biodegradacdo anaerobia em regime mesofilo, de
polimeros derivados da lignina (furfural e 5-hidroxilmetilfurfural (HMF)) e dos seus derivados
(vanilina e siringaldeido). Efectuaram a digestao anaerdbia, em continuo, da xylose (1g/L) na
presenca de furfural, HMF, vanilina e siringaldeido (1g/L). Os autores concluiram que a
quantidade final de metano produzido (mL/gSV) foi mais elevada para a mistura de xilose (1g
/L) com siringaldeido (1g/L) ou HMF do que para as outras misturas. A vanilina foi convertida
a metano em menor percentagem. Ainda no referido trabalho foi efectuada a digestao
anaerobia em continuo de furfural, HMF, siringaldeido e vanilina numa concentracao de 2g/L
sem adicao de xilose. Geraram-se 105 mL CH4/8yanitina € 435 ML CH4/ Zseringatdeido- A excepcao da
vanilina, os restantes compostos foram quase totalmente degradados por digestao anaerdbia.
No entanto, ao compararem estes resultados com os obtidos na presenca de xilose, apds 5
dias de fermentacao, verificaram que a velocidade da digestdao de furfural, HMF, vanilina e
siringaldeido era mais lenta. Estes resultados sugerem que a presenca de um co-substrato

(xilose) facilita a digestao destes subprodutos.
A baixa producao de metano a partir da vanilina comparada aos outros subprodutos pode ser
explicada pela rapida conversao da vanilina a um derivado fenol que pode actuar como

inibidor da digestao anaerobia a estas concentracoes (Barakat et al., 2012).
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Capitulo Il - Materiais e Métodos

Neste capitulo apresenta-se a descricdo dos materiais e reagentes utilizados, bem como da

metodologia experimental seguida.

3.1. Meio de cultura

O meio base contém os nutrientes essenciais para o desenvolvimento de populacoes
anaerdbias mistas. O meio de cultura, constituido pelo meio base e substrato, utilizado no
presente trabalho encontra-se descrito por Wieghant and Lettinga., 1985 (Tabela 15). Para
neutralizar e tamponizar o meio de cultura utilizou-se um tampao de fosfato constituido por
Na,HPO, (3g/L) e NaH,PO, (0,3g/L).

Tabela 15 - Composicao do meio de cultura utilizado para o desenvolvimento da biomassa
anaerdbia mista (adaptado de Wiegnant and Lettinga, 1985, Bras, 2003 e Lopes, 2005).

Componentes Substancia Concentracao
CaCl, 0,058 g/L
KCl 0,025g/L
NH,CL 0,017 g/L
Nutrientes MgCl, 0,011 g/L
NaH,PO, 0,037 g/L

Solucao de micronutrientes 1,0 ml/L

Fonte de Carbono Glucose 1,8 g/L
Na,HPO, 3,0g/L
NaH,PO, 0,3¢g/L

Tampao fosfato

A solucdo de micronutrientes, que é utilizada para a introducao de oligoelementos, continha

a composicao indicada na Tabela 16.
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Tabela 16 - Composicao da solucao de micronutrientes (adaptado de Wieghant and Lettinga,

1985 e Lopes, 2005)

Compostos Concentracéo
H;BO; 50 mg/L
FeCl,.4H,0 2000 mg/L
ZnCl,.2H20 50 mg/L
CuCl,.2H,0 30 mg/L
HCL (37%) 1 mL/L
(NH4)6M00;.4H,0 90 mg/L
NiCl,.6H,0 50 mg/L
Na,Se0.5H,0 100 mg/L
MnCl;.4H,0 500 mg/L
EDTA 1000 mg/L

Como co-substrato nos ensaios de biodegradacao de compostos modelo como a vanilina e o

siringaldeido usou-se uma solucdo de acetato de sodio e glucose (a+g). Para esta solucao,

adicionou-se num baldo volumétrico de 100 mL (NORMAX), 80 mL da solucédo de glucose (g) 55

g/L e 20 mL da solucao de acetato de sodio (a) 55 g/L.

3.2. Substratos utilizados nos ensaios de biodegradacao

3.2.1 Siringaldeido

0 siringaldeido € um composto organico que se encontra espalhado na natureza. Encontra-se

na madeira de varias espécies de arvores uma vez que € um monomero resultante da

degradacdo da lignina. Como contém varios grupos funcionais, pode ser classificado como um

composto aromatico, fendlico ou aldeido. E um sélido incolor solivel em &lcoois e solventes

organicos polares (Figura 18) (Meyers and Norris, 1967).

H5CO

O

e

OCH;

OH

Figura 18 - Estrutura quimica do siringaldeido (Meyers and Norris, 1967)

Para os ensaios da biodegradacao anaerobia do siringaldeido, foi preparada uma solucao de

500 mg/L em meio base.
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3.2.2 Vanilina

A vanilina, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, tradicionalmente conhecida como aroma de
baunilha é um composto cristalino de cor amarela, solivel em cloroféormio e éter (Figura 19).
Apresenta como um dos isémeros a o-vanilina muito usada como percursor na producdo de

farmacos.

20 H b) O

OH

OCH;

Figura 19 - Estrutura quimica da o-vanilina (a) e vanilina (b) (Walton et al., 2003)

A vanilina é obtida tradicionalmente da vagem de uma orquidea tropical, a Vanilla planifolia
(Figura 20), fazendo dela a Unica orquidea de interesse comercial fora do contexto

ornamental.

)2 |t

o

Figura 20 - Orquidea Vanilla planifélia (Pacheco & Damasio, 2009)

Ambas as formas de vanilina sao aromatizantes, sendo largamente utilizados em alimentos,
bebidas, perfumes e farmacos. Existem varias espécies do género Vanilla, que crescem em
locais diferentes e, consequentemente produzem aromas que possuem leves variacoes
(Pacheco & Damasio, 2009). Aproximadamente 50% da producdo mundial de vanilina sintética
sao usados como intermediarios para a sintese de herbicidas, agentes antiespumantes ou
drogas tais como a papaverina, L-dopa, L-metildopa e agentes antimicrobianos (Walton et al.,
2003). A vanilina possui propriedades antimicrobianas e antioxidantes. E eficaz contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que provocam a degradacdo de alimentos e tem

sido eficaz na inibicao do desenvolvimento de fungos na fruta (Walton et al., 2003).
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A accao antimicrobiana do fenol e dos seus derivados lesam as células microbianas ao alterar
a permeabilidade selectiva da membrana citoplasmatica, provocando a perda das substancias
intracelulares vitais. Esses compostos também desnaturam proteinas (Walton et al., 2003;
Pacheco & Damasio, 2009). As propriedades antioxidantes da vanilina devem-se ao facto de
esta interagir com espécies radicais, evitando os processos oxidativos (Angelo & Jorge, 2007).
Tais caracteristicas justificam o amplo uso da vanilina em alimentos na condicdo de
conservantes. Todavia, o efeito antimicrobiano da vanilina bem como de varios outros
extractos vegetais ainda nao é totalmente compreendido (Pacheco & Damasio, 2009). A
reactividade da o-vanilina difere da vanilina devido aos impedimentos estereoquimicos
relacionados com a posicdo do grupo -OH no anel aromatico e a ligagcdo intramolecular do

hidrogénio com o oxigénio do grupo carbonilo do aldeido (ponte de hidrogénio).

Para os ensaios da biodegradacdo anaerdbia da o-vanilina, foi preparada uma solugcao de 500

mg/L dissolvida em meio base.

3.2.3. Bagaco de azeitona seco e humido

O processo de extraccdao de azeite gera uma quantidade de subprodutos sélidos e liquidos
que, para serem reaproveitados, terao de estar sujeitos a tratamentos diversos. As azeitonas,
cujo bagaco é utilizado neste trabalho, foram colhidas entre 25/11/2011 e 17/12/2011, sendo

o azeite extraido a 19/12/2011 num lagar da regido da Cova da Beira.

As condicdes climatéricas observadas em 2011 (temperaturas elevadas no Outono e pouca
precipitacao) assim como pragas que afectaram as oliveiras provocaram uma maturacao mais
tardia da azeitona. Estes factores influenciaram, de forma negativa, tanto a quantidade de
azeitona colhida como a sua composicao traduzindo-se num rendimento de extraccao de

azeite mais baixo.

Os subprodutos utilizados neste trabalho provém do sistema de extraccao por centrifugacao
continua de 3 fases. O bagaco seco foi obtido no final do processo depois da sua separacao,
por centrifugacdo, das aguas rucas e do azeite e apds secagem (Figura 21 a 28). De modo a
ser utilizado nos ensaios, o bagaco seco foi fragmentado num almofariz de pedra e peneirado
durante uma hora com crivos com abertura de malha (Di) de 0,25mm a 0,40 mm. Foi
recolhido o bagaco seco retido entre estas duas medidas de modo a se obter diametros de
particula com caracteristicas uniformes entre 0,25mm< Di <0,40mm. O bagaco seco foi

armazenado em sacos de plastico selados de modo a evitar contaminacdes exteriores.

0 bagaco himido (Figura 27 (c)) foi retirado do processo antes da separacdo das aguas rucas
do bagaco e da sua posterior transferéncia para o secador. Para a sua utilizacdo nos ensaios,
o bagaco humido foi homogeneizado de modo a se obter uma pasta com caracteristicas

uniformes. O bagaco foi armazenado num recipiente de plastico e refrigerado num
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refrigerador FOC 2251 a 4°C de modo a evitar evaporacao da agua remanescente assim como
a possivel fermentacao do bagaco.

Os bagacos foram caracterizados em laboratorio, estando as principais caracteristicas
apresentadas na Tabela 17.

Tabela 17 - Valores médios e respectivos desvios padrao do teor de Solidos totais (ST); solidos
totais volateis (STV) e teor de proteina no bagaco de azeitona seco e himido. Os valores

entre parénteses correspondem ao nimero de réplicas (n)

Parédmetros ST STV Cinzas Proteina
ESTl'rghaga;D Eswfghagaqn g:inzasfghagaqn mg M-NH alfghagagu
Bagaco de Azeitona Seco |0,9411 + 0,0004|0,7552 + 0,0004|0,1859 £ 0,0009 28,6 + 1,3

Substrato

(2) (2) (2) (2)
Bagaco de Azeitona Humido | 0,4360 + 0,0050(0,4223 + 0,0068|0,0137 + 0,0019 14,3 + 0,6
(2) (2) (2) (2)

3.3. Extraccao do Azeite

3.3.1. Variedades de azeitona

As azeitonas sao fruto de olivais da zona sul da Beira Interior e foram colhidas de forma
manual. O bagaco utilizado nos ensaios € um subproduto da indUstria oleicola, para a

producéo de azeite, caracteristico de azeitonas das variedades [@3]:

e Verdeal - Bastante regular e produtiva. Adapta-se bem em solos Alentejanos e
noutras regioes de Portugal. Caracteriza-se por um fruto que amadurece \
tardiamente, utilizado para conserva em verde ou triturado, mas" 4
principalmente para a extraccao de azeite, com um bom rendimento. O

azeite resultante ¢ bastante fino, com um frutado marcante, a

persistente, com verde de folha e sabor bastante amargo e picante.

e Cordovil - Pode ser utilizada para conserva em verde, mas a sua
. de ~ . . =
principal utilizacao é para a extraccao de azeite, pois apresenta‘b :

9
bons rendimentos. O azeite é muito rico em acido oleico, é muito
fino, com frutado intenso e caracteristico, acentuado verde de

folha e medianamente amargo e picante.

e Galega - Variedade mais difundida no territério portugués e apresenta
aptidao dupla, tanto para conserva como para a elaboracao de azeite. O
azeite obtido é doce e suave, caracterizando-se ligeiramente frutado

com aroma acentuado de maca. Quando as azeitonas sao apanhadas mais
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verdes, o azeite resultante é amargo e picante.

3.3.2.Descricado do processo produtivo

Uma vez que a qualidade do azeite, assim como as caracteristicas dos residuos provenientes
da extraccao do azeite dependem da variedade da azeitona, condicdes climaticas, método de
colheita da azeitona e método de extraccao de azeite, descreve-se no presente trabalho o

método de extraccao de azeite e separacado dos respectivos residuos.

O azeite, a partir do qual o bagaco obtido € um subproduto, foi extraido através de um

sistema de extraccdo continuo de trés fases (Figura 21), envolvendo as seguintes etapas:

(F )
o)

Figura 21 - Esquema do sistema de extraccdo continuo de trés fases (adaptado de Aires,
2007)

- Recepgdo, Limpeza e Lavagem da azeitona - A recepcao da azeitona faz-se no patio de

recepcao onde esta é descarregada em tegdes de aco inoxidavel (Figura 22).

Figura 22 - Tegdo de recepcao onde é descarregada a azeitona a entrada do lagar

38



A azeitona é encaminhada por tapetes transportadores até a limpadora onde sao retirados,

entre outros, folhas, ramos, pedras e areia (Figura 23).

Figura 23 - Limpadora da azeitona. a) Fraccao de azeitona limpa, lavada e pesada. b) Tapete

transportador. c) Deposito, no exterior do lagar, de folhas, ramos e pedras

Nesta etapa de limpeza e lavagem, as folhas e os restantes residuos sdao separados para um
lado e a azeitona limpa para outro, onde é pesada e transportada para os tegbes de
armazenamento. O tempo de chegada até ser moida ndo deve ultrapassar as 12 horas de

modo a evitar fermentacées indesejaveis (Aires, 2007).

- Moenda- O primeiro passo da extraccdo do azeite é a moenda das azeitonas para produzir
pasta de azeitona, através de diferentes tipos de prensas. A moenda é feita por moinhos de

martelos, e consiste na trituracao da azeitona até formar uma pasta (Figura 24).

Uma vez que este procedimento influencia bastante a qualidade, durante a moenda é de
primordial importancia (Aires, 2007):
e 0 uso de crivos adequados conforme o estado de maturacao das azeitonas;
e moenda realizada de maneira a obter uniformidade relativamente ao grau de
moenda desejado;
e tempo reduzido de contacto da massa de azeitona com o ar;
e reducdo da superficie livre de massa, diminuindo assim as perdas de aroma do

azeite.

Este grau de trituracdo ou moagem é ajustado consoante o estado de maturacédo da azeitona,

para uma melhor extraccao do azeite [@4].
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Figura 24 - Moinho e termobatedeira vista lateral (a) e frontal (b)

Num estudo de Angerosa e Di Giacinto (1995) e de Luaces et al., (2005, 2006), citados por
Custddio (2009), concluiu-se que o sistema da moenda influencia a qualidade do azeite e que
a temperatura da azeitona durante a moenda é o principal factor responsavel pela quantidade
de compostos volateis e pigmentos do azeite virgem, estando relacionada com a actividade do

sistema enzimatico.

- Termobatedura - A termobatedura consiste num batimento lento e continuo da massa da
azeitona resultante da moenda (Figura 25). Esta massa de azeitona € batida e aquecida
simultaneamente numa termobatedeira durante cerca de 45 minutos a uma temperatura
inferior a 30 °C [@4].

O aumento da temperatura da pasta de azeitona reduz a sua viscosidade. A reducao da
viscosidade facilita a separacdo e obtém-se rendimentos de extraccao mais elevados, mas a
qualidade do azeite diminui. Estudos de Morales e Aparicio (1999) e de Ranalli et al. (2001),
citados por Custddio (2009), mostram que realizar a termobatedura a 30°C permite obter o
aroma «verde» agradavel e rendimentos de extraccao satisfatorios, mas a 35°C a qualidade e
0 nimero de defeitos aumenta e o rendimento de extraccdo ndo aumenta substancialmente.

Pretende-se, na termobatedura, formar uma fase oleosa continua através do aquecimento e
movimento lento de pas sobre a pasta de azeitona. Desta forma, a emulsdo agua/azeite é
destruida, como também se facilita a unido de pequenas gotas de azeite em gotas de

diametro superior [@5].
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Figura 25 - Termobatedeira. a) Entrada de depdsito; b) e c) Depdsito de pasta munido de pas

- Separacdo solido-liquido - Nos lagares com sistema continuo por centrifugacao, a
separacao da fase solida da fase liquida ocorre por accao da forca centrifuga, que acentua a
diferenca entre os pesos especificos dos liquidos imisciveis e do material solido. Neste

processo utiliza-se uma centrifuga horizontal chamada decanter (Figura 26).

Figura 26 - Centrifuga horizontal (decanter)

Os decanters sao constituidos por um tambor cilindro-cénico que tem no seu interior um

parafuso sem-fim. E devido a uma pequena diferenca de velocidade do tambor e do parafuso
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interior (mais rapido), que o bagaco himido é arrastado para uma das extremidades e o
azeite, ainda misturado com alguma agua residual, é arrastado para o lado oposto (Aires,
2007).

Apds a moenda e a termobatedura, a massa de azeitona é submetida a uma centrifugacéo a
alta velocidade numa centrifuga horizontal. A separacdo entre a fase solida e a liquida, por
centrifugacdo, é facilitada pela adicao de agua morna com o intuito de tornar a massa mais
fluida.

Os bagacos humidos sdao encaminhados através de sem-fins ao descarocador, maquina que
separa o caroco partido da azeitona (que serve de combustivel para a secagem do bagaco e

aquecimento das caldeiras (Figura 27)), das aguas rucas.

Figura 27 - a) Etapa de descarga e separacao de residuos (bagaco himido); b) Separacédo de

aguas-rucas; c) Descarga de bagaco himido

A polpa humida entra no secador de bagacos onde, através de calor, é evaporada para a

atmosfera (Figura 28).
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Figura 28 - a) Depdsito de descarga no exterior do bagaco seco; b) caldeira de aquecimento

que utiliza o bagaco seco como combustivel; c) depésito da caldeira cheia de bagaco seco

- Separacdo liquido-liquido - Apos a separacao do bagaco e das aguas rucas, a fase liquida, é
encaminhada para uma centrifuga vertical onde se faz a separacao do azeite e da agua

residual (Figura 29).

Figura 29 - Centrifuga Vertical

O azeite é armazenado em depositos de aco inoxidavel em ambiente inerte e com pouca
luminosidade (Figura 30). O ideal é que as paredes e tectos protejam o azeite de
temperaturas elevadas e que nao deixem passar odores estranhos. A temperatura ideal de
armazenamento € entre os 15 e os 18°C para permitir uma correcta maturacdo dos azeites

sem favorecer a sua oxidacao (Custddio, 2009).
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Figura 30 - Depositos de azeite de aco inoxidavel

3.4. Inoculo

Os inoculos (lamas mistas) usados nos ensaios anaerobios, foram desenvolvidos em reactores
descontinuos sem agitacdo, em condi¢cées mesofilas (37 + 2°C) e termofilas (50 + 2°C). Foram
alimentados, por substituicao do sobrenadante por alimentacao fresca, de forma descontinua

em intervalos de 48h.

A caracterizacdo e quantificacdo da biomassa nos reactores foi realizada através da
determinacdo dos Sdlidos Suspensos (SS) e Solidos Suspensos Volateis (SSV). Admite-se para

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

3.5. Parametros Analisados

3.5.1. Absorvancia
A absorvancia foi medida apds todas as recolhas efectuadas, através de um
espectrofotometro UV-Visivel Evolution 260 BIO. As amostras foram diluidas de 1:10 para se

efectuarem as leituras UV-Visivel.

3.5.2. Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)
A determinacdo da caréncia quimica de oxigénio (CQO) foi realizada segundo o Standard
Methods (APHA, AWWA 2005).

A CQO ¢é usada para quantificar a matéria organica, contida numa amostra, susceptivel de ser
oxidada por um oxidante forte. O método seguido na determinacdo de CQO baseia-se na
oxidacao da amostra, em refluxo fechado, por um excesso conhecido de dicromato de

potassio numa solucao de acido sulfurico concentrado/sulfato de prata, durante 2 horas, a
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temperatura de refluxo do acido (148 + 2°C). Nestas condicoes a oxidacdo da matéria
organica a CO, e H,0 é acompanhada da reducdo de uma quantidade equivalente de

dicromato hexavalente (cor amarela) a cromio trivalente (cor verde).

Depois da oxidacdo, é titulado o dicromato que nado reagiu e os equivalentes de oxidante

consumidos durante a reaccao sao convertidos em mg CQO por litro de amostra.

3.5.3. pH

O pH foi medido durante os ensaios num equipamento 744 pH Meter da Methrom. O pH é um
dos parametros mais importantes a considerar durante os ensaios de biodegradacdo
anaerobia. No presente estudo a existéncia de alcalinidade nos frascos de reaccdo, dentro dos
valores considerados 6ptimos para a biodegradacdo anaerobia, € um factor importante a ser
controlado de modo a evitar um aumento na concentracdo de acidos organicos volateis, que
podem provocar uma descida no valor de pH, e consequente inibicdo do processo (Dublein &
Steinhauser, 2008).

O hidrogenofosfato de sodio (Na,HPO4) e o dihidrogenofosfato de sodio (NaH,PO4) foram os
reagentes utilizados, quando necessario, para manipular a alcalinidade, mantendo o pH no
intervalo de 7,0 - 8,0.

3.5.4. Biogas
Antes de cada recolha, a quantidade de biogas produzido foi medido através de uma Seringa
Hipodérmica Intermutavel (NORMAX PORTUGAL) de 20 mL.

3.5.5. Sélidos

A quantificacdo de Solidos Suspensos Totais (SST), Sdlidos Suspensos Volateis (SSV), Sélidos
Totais (ST) e Solidos Volateis Totais (SVT) foi realizada segundo o Standard Methods (APHA,
AWWA 2005).

Os SST foram determinados por filtracdo a vacuo de um volume conhecido de amostra,
utilizando membranas Whatmann GF/C de 1,2 ym de porosidade, e posterior secagem da
fraccao solida retida na membrana em estufa Bindman a 105 + 2°C durante 24h. Depois de
seca, a fraccao solida retida na membrana foi pesada numa balanca Mettler Toledo AB204-S.

O peso destes solidos retidos na membrana, apos estufa indica a quantidade de SST.
Para determinacao dos SSV, depois de secas a 105°C e pesadas, as fraccdes solidas retidas nas

membranas foram calcinados numa mufla Nabertherm L9/12/B170 a 500°C durante doze

horas. Apds arrefecimento, foram novamente pesadas numa balanca Mettler Toledo AB204-S.
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A diferenca de peso verificado entre a fraccao solida retida na membrana depois da estufa e
a fraccéo sélida retida na membrana depois de calcinada indica a quantidade de SSV.

Para determinar os ST e os SVT em substratos sélidos com a finalidade de caracterizar os
bagacos de azeitona, o procedimento foi essencialmente o mesmo com a diferenca de que
nao houve filtracao de volume conhecido, sendo inicialmente pesada uma massa conhecida de
amostra. A excepcdo deste passo, repetiu-se o restante procedimento para a célculo de SST e
SSv.

3.5.6. Teor de Proteina

O teor de proteina foi calculado a partir da determinacao do azoto de Kjeldahl. Para se obter
o teor de proteina, multiplica-se o azoto de Kjeldahl por um factor, kp, o qual varia em
funcao do tipo de proteina. Para o bagaco de azeitona utilizou-se um factor de Kjeldahl (kp)
de 6,25 g-proteina/g-N-NH; (Briggs, 1998 e citado por Tomé, 2009).

3.5.6.1. Azoto de Kjeldahl

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

0 método de Kjeldahl é uma técnica analitica utilizada para avaliar o azoto presente na
forma trivalente negativa em substancias organicas. Através desta técnica é avaliado o azoto
presente na amostra na forma organica (proteinas, aminoacidos, péptidos, acidos nucleicos,
ureia e outros materiais organicos sintéticos) e de NHs;. O azoto presente em ligacdes do tipo
N-N e N-O (como por exemplo, azidas, nitratos, nitritos, outros grupos azotados), ndo é
quantificado através do método de Kjeldahl.

O método de Kjeldahl envolve a mineralizacao, destilacao e titulacdo de uma amostra. A mineralizacao
consiste na digestao da amostra a quente, em meio acido (H,50, concentrado) e na presenca
de um catalisador (mercdrio, cobre ou selénio), durante a qual ocorre a transformacédo do
azoto organico e do azoto amoniacal em NHs, o qual reage com o H,SO, originando, entre

outros compostos, sulfato de amonio (NH,4),SO4[@6].

A destilacdao tem por objectivo promover a libertacao do NH; presente no (NH4);SO4. A
libertacdo do NH; ocorre pela alcalinizacdo do meio através da adicdo de uma base forte
(hidroxido de sodio/tiossulfato de sddio), sendo depois fixado numa solucao de acido bédrico e
indicadores. A concentracdo da amonia é entdo determinada por titulacdo com acido
sulfarico, de um modo indirecto, pois na pratica o acido mede a quantidade de iao borato

presente na solucao.
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3.5.7. Azoto Amoniacal (N — NH;)

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

Segundo Raij (1991) e citado por Santos (2007), uma pequena parte de azoto presente no
solo, designado azoto inorganico, encontra-se nas formas amoniacal (WHJ), nitrica (NO5) e

nitrosa (W25). O amoniaco e os nitratos sao as formas mais importantes de azoto inorganico.

O amoniaco é muito sollvel em agua e reage com ela para formar o ido amonio, NH, num

equilibrio que se desloca para a esquerda a pH elevado (Peixoto, 2008):
NH, + H,0 = NH,.H,0 = NH} + OH"

Antes da destilacdo, e de forma a libertar o NHs, alcaliniza-se o meio através da adicdo de

uma base forte de modo a elevar o pH da solucao.

3.5.8. Lignina

O método aplicado para a determinacao da lignina divide-se em duas etapas de hidrdlise
acida cujo objectivo é o de separar a amostra, em compostos que sejam quantificados de
forma mais simples. A lignina é separada em compostos que sdo solUveis e insolUveis em
acidos. Os compostos insollveis em acido (lignina insolivel) podem incluir proteinas e cinzas,
pelo que estes compostos devem ser considerados durante a analise gravimétrica. A lignina
soluvel é determinada por espectroscopia UV-Visivel. Durante a hidrolise, os hidratos de
carbono poliméricos sao hidrolisados em formas monoméricas solUveis na fraccdo liquida
(Sluiter et al., 2008).

A lignina solivel foi medida a 280 nm por espectroscopia UV-Visivel através de um

espectrofotometro Evolution 260 BIO.

Para a determinacdo da lignina sollvel e lignina precipitada em meio acido (insollvel),

utilizou-se o método descrito por Sluiter et al., 2008 e esquematizado na Figura 31.
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Precipitacio da
lignina em meio
acido

‘ pH=1,5 (H:504)
Decantacdo 24 Horas
\ |

Centrifugacdo

10 minutos
| 4000 rpm

| Separar da fase precipitada Filtragdo para quantificagdo gravimétrica
Descartar Diluir precipitado para 50 mL de P
R e i dgua destilada Solugdo contendo lleiapmimci de
I

lignina soldivel lignina insoldvel

Determinagéo de lignina soldvel

Teor de proteina por espectroscopia UV-Visivel

Figura 31 - Fluxograma do procedimento adoptado para determinacao da lignina (adaptado
de Oliveira, 2011)

3.5.9. Compostos Fendlicos Totais

O contelldo em compostos fenolicos totais foi determinado segundo o método de Folin-
Ciocalteau, tendo como base o uso do reagente de Folin-Ciocalteau (FC) e de acido galico
como substancia de referéncia. O método consiste numa reaccao de reducdo do reagente
pelos compostos fendlicos da amostra que na presenca de carbonato de soédio, produzem uma
apreciavel concentracdo de ides fenolato. Estes ides fenolato reduzem o reagente FC (cor
amarela) a uma solucdo azul que depois é analisada por espectrofotometria (Cicco &
Lattanzio, 2011). Este reagente é uma mistura dos acidos fosfomolibdico (H3PMo,04) e
fosfotungstico (H;W1,04) que ao oxidar os fenodis, € reduzida a uma mistura de 6xidos azuis de
tungsténio (Wg0,3) e de molibdénio (MogO,;) de coloracao azul. Esta solucdao azul tem o
maximo de absorcao proximo de 750 nm (apesar de na generalidade se considerar o maximo
de absorcao a 750 nm, neste trabalho e de acordo com varios autores (Waterhouse, 2002;
Remoéne et al., 2009), mediu-se a absorvancia a um comprimento de onda de 765 nm) e é

proporcional ao teor de compostos fendlicos (Jornal da Comissao Europeia, 2010).
Devido a complexidade e competitividade das reaccées envolvidas no método de Folin-

Ciocalteau, a reaccdo de equilibrio é muito instavel e nao é facil encontrar as condicoes

exactas para o ensaio (Cicco & Lattanzio, 2011). A falta de selectividade do reagente de
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Folin-Ciocalteau para os grupos fenolicos permite a ocorréncia de interferéncias por parte de
outras substancias redutoras presentes na amostra, tais como aminas alifaticas terciarias,
dioxido de enxofre, alguns aminoacidos, Fe (ll), acido ascorbico e aclcares redutores que
podem provocar uma leitura excessiva do contelido fendlico existente na amostra (Magalhaes
et al., 2007; Remédne et al., 2009). Uma vez que o ensaio revela a presenca de varias
substancias diferentes, de modo a minimizar as interferéncias, utiliza-se um padrao de
referéncia e o resultado do teste deve ser quantificado em termos de equivalentes de
concentracdo do padrdo. E frequentemente utilizado o &cido galico como padrio de
referéncia, porque é um reagente relativamente barato e estavel na forma pura. Contudo,
quando em solucdo, o acido galico oxida rapidamente, pelo que deve ser armazenado em
frascos completamente cheios, devidamente selados e refrigerados. O tempo de

armazenamento da solucao ndo deve exceder duas semanas (Waterhouse, 2002).

Além das interferéncias referidas acima, segundo Cicco & Lattanzio (2011), sob determinadas
condicoes pode ainda ocorrer a formacao de precipitados, o que limita a aplicacdo do
método. No entanto, a adicdo de sulfato de litio previne a precipitacao de sais complexos de
sodio (Agostini-Costa et al., 1999).

Segundo Cicco et al., (2009), o maximo de absorcdo do espectro depende do pH da solucao e
da concentracdo de compostos fendlicos existentes na solucao. Estes autores consideram que
o método de Folin-Ciocalteau € uma técnica generalista porque alguns dos parametros mais
especificos do método (quantidade de reagente Folin-Ciocalteau utilizado, concentracao de
carbonato de sodio, a sequéncia pela qual os reagentes sdao adicionados, comprimento de
onda, padrao utilizado, tempo de adicao dos reagentes e tempo e temperatura de incubacao
da amostra), podem ser adaptados consoante a natureza da amostra em estudo. Apesar dos
parametros poderem ser adaptados, € necessario ter especial atencao ao tempo de reaccao e
a temperatura de ensaio porque, a reaccdo de oxidacdo provocada pelo reagente de Folin-
Ciocalteau é lenta e o produto corado formado € instavel. Como a medicdo é baseada na
cinética do processo, o tempo de leitura colorimétrico, assim como a temperatura do ensaio
afectam a extensao da reaccao. A temperatura elevada, o produto azul tem um tempo de

vida curto, pelo que é aconselhavel trabalhar a temperatura ambiente (Waterhouse, 2002)

O conteldo em fenois totais foi padronizado para a concentracao de acido galico através da
determinacdao de uma recta de calibracao para este mesmo composto, e os resultados
expressos em mg de equivalentes de acido galico (GAE - gallic acid equivalents) (Pimpao,
2009).

Para a determinacao da recta de calibracao (Figura 32) pipetou-se 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e

100 pL da solucao de acido galico (5g/L) diferentes baldes de 10 mL, perfazendo-se o volume

final com agua destilada. De cada solucao pipetaram-se 400 pL e adicionaram-se 2000 pL de
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reagente de Folin-Ciocalteau (1:10). Ao fim de 8 minutos adicionaram-se 1600 pL de
carbonato de sodio 7,5%. Os tubos foram agitados e de seguida incubados, a temperatura
ambiente, durante 90 minutos, até a solucdo adquirir uma cor azul. Leu-se a absorvancia a
765nm num espectrofotometro Evolution 260 BIO, considerando que o branco da solucao

contém 0 pL de acido galico, e obtendo-se a curva de calibracdo com a seguinte equacéao:

A =762 nm
Abs =11,101 = — 00119 I =(,0068
Onde:

Abs( Aoz ) — Absorvincia ao comprimento de onda de 765 nm
C — Concentracio fendis (mgGAE /L)
R® — Coeficiente de determinacio
Os valores representados indicam a média de quatro determinacdes experimentais e

respectivos desvios padrao (Figura 32).
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Concentracdo de fendis (mg GAE/SL)

Figura 32 - Curva de calibracdo e respectivos desvios padrao obtidos pelo método de Folin-
Ciocalteau para quantificacdo de fendis. O ponto sem preenchimento ndo foi considerado

para o calculo da curva de calibracéo

Para a analise das amostras seguiu-se o método resumido na Figura 33. Como branco do

método utilizou-se, como amostra, agua destilada.
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Colocar num tubo de ensaio: 2 Minutos | Adicionar ao tubo de ensaio:
- 2000 pL de Folin (1:10) % - 1600 uL de Carbonato de
- 400 pL daamostra Sodio

90 Minutos

Ler absorvdncia a 765 nm

Figura 33 - Apresentacdo esquematica geral do método utilizado para a analise de fenois

através do método de Folin- Ciocalteau.

Para quantificacao dos fenois nas amostras recolhidas nos ensaios de lixiviacdao dos bagacos de

azeitona, efectuou-se uma diluicao de 1:4.

3.6 - Metodologia Experimental

Os ensaios de biodegradacao (Figura 34) foram utilizados com o intuito de quantificar tanto a
biodegrabilidade do substrato, como o potencial de producdao do biogas produzido pela
conversao anaerobia de substrato organico, em regime mesofilo (37+2°C) e termofilo (50°C +

2°C), durante um intervalo de tempo definido.

-
-

BN
//)///
iddddd
I - |

Figura 34 - Representacao esquematica do método dos ensaios de biodegradacao anaerobia
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Para o estudo, a biomassa usada como inoculo foi previamente lavada duas vezes com solucao
tampao de fosfato (Na,HPO, (3g/L) e NaH,PO, (0,3g/L)), para remocao do substrato residual.
A lavagem foi efectuada a temperatura de incubacdo das culturas. Entre cada lavagem
deixou-se decantar o meio, separou-se o sobrenadante que era descartado e a seguir

adicionou-se novo volume de solucao tampao.

3.6.1. Biodegradacao anaerdbia de compostos aromaticos derivados de
lignina

Os ensaios em regime termofilo de biodegradacao anaerobia do siringaldeido e da o-vanilina
consistiram basicamente na incubagdo em descontinuo, das solugcdes com biomassa anaerobia
termofila, em frascos Amber Screw cap bottles da SUPELCO, de 100 ml de capacidade,

agitados a 50 rpm e aclimatizados a 50 + 3°C num banho OLS 200 Grant.

Foi preparada uma solucao de 500 mg/L de seringaldeido (Syr) ou o-vanilina (Van) em meio
base e uma solucao de acetato de sodio + glucose em meio base, conforme descrita na seccao
3.1.

Os ensaios foram preparados em frascos de incubacao Amber Screw cap bottles da SUPELCO.
ApOs a adicdo da mistura reaccional (solucado e indculo) os frascos foram de seguida fechados
agitados e incubados no banho OLS 200 GRANT 200 a 50 + 3°C e a 50 rpm.

As solucoes, depois de devidamente aclimatizadas, foram adicionadas aos frascos de

incubacao nas composicdes indicadas (totalizando um volume de solucao de 58 mL):

A - Ensaios com o siringaldeido (Syr):
» 55 mL da solucao de 500 mg/L Syr, 3 mL de meio base
» 55 mL da solucao de 500 mg/L Syr, 3 mL da solucao (a+g)

B - Ensaios com a o-vanilina (Van):
» 55 mL da solucao de 500 mg/L Van, 2,5 mL de meio base, 0,5 mL da solucao (a+g)
» 55 mL da solucao de 500 mg/L Van, 2 mL de meio base, 1 mL da solucao (a+g)

» 55 mL da solucao de 500 mg/L Van, 3 mL da solucao (a+g)

Ensaio controlo (a+g):

> 3 mL da solucao de acetato de sodio + glucose (a+g)
Cada frasco foi incubado com 10 mL de biomassa termoéfila de modo a obter-se um teor de

SSV entre 0,5 e 2 gssv/L. Agitou-se a mistura reaccional e mediu-se o pH. De seguida foi

retirada uma amostra de modo a determinar as condicdes iniciais do ensaio. O procedimento
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experimental seguido esta resumido na Figura 35. Antes da recolha da amostra procedeu-se a

medicao do biogas formado.

| Quantificacdo de Biogds |

| Leitura de PH |

Recolha de amostras

(1a3 mL)

Centrifugacio a 13 000 rpm

durante 5 min

[Microcentrifuga Sigma P15}

Transferéncia de eppendorf
-

-

Centrifugacdo a 13 000 rpm

durante 5 min

[Microcentrifuga Sigma P15}

Transferéncia de eppendorf

J y

CaQo Absorvancia

das amostras diluidas

(1:10)

Figura 35 - Representacao esquematica do método utilizado para o tratamento das amostras

recolhidas ao longo do ensaio

Os ensaios relativos ao siringaldeido decorreram durante 95 dias, tendo sido recolhidas
amostras ao fimde 0, 1, 6, 8, 12, 14, 18, 26, 28, 31, 35, 39, 52, 60, 68, 75, 88, 94 e 95 dias.

Os ensaios relativos a o-vanilina decorreram durante 120 dias, tendo sido recolhidas amostras
ao fimde O, 1, 6, 8, 12, 19, 28, 30, 33, 37, 41, 54, 62, 70, 71 e 90, 107 e 120 dias. Repetiu-se
0 ensaio relativo a biodegradacdo anaerdbia em regime termofilo da o-vanilina, tendo-se
procedido exactamente como ilustrado na Figura 35 com excepcao das condicées de
centrifugacdo da Ultima amostra (20 minutos a 4000 rpm numa centrifuga Eppendorf 5702
RH). Estes ensaios decorreram durante 56 dias, tendo sido recolhidas amostras ao fim de 0, 6,
21, 26, 43 e 56 dias.

Para se quantificar o teor de siringaldeido por espectrofotometria de UV-Visivel, tracou-se
uma curva de calibracao ao comprimento de onda de 248 nm e outro de 364 nm.
Seleccionaram-se estes comprimentos de onda, a partir do espectro obtido para uma solucao
de 30 mg/L e de 50 mg/L de siringaldeido (Figura 36).
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Comprimento de onda (nm)
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Absorvncia

D T T 1 1 T
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Comprimento de onda (nm)

— 50 mg/L Syr

Figura 36 - Espectro do siringaldeido para uma concentracéo de (a) 30 mg/L e (b) 50 mg/L

Para se efectuar a curva de calibracao (Figura 37), preparou-se em meio base, uma solucao
mée de siringaldeido 100 mg/L. Foram feitas diluicoes, em quadruplicado, a partir da solucao
mae de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 80 mg/L. Leu-se a absorvancia de cada amostra a 248

nm e a 364 nm, considerando que o branco da solucao contém 0 mL de siringaldeido.
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Procedeu-se ao calculo da média e respectivo desvio padrao dos diferentes valores obtidos

para cada concentracao e obtiveram-se as curvas de calibracao com as seguintes equacoes:

a:: A =248 nn

Abs =0,0408 = C; + 0,09582 R%=0,9978
3 -
T
25 1
E
=
3 2
o
-} _
T 1,5 -
&
=
s 1
[%:]
=
<05 -
D = T T T T T T T 1
o 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracéo Syr (mg/L)
b) A =364 nm
Abs = 10,0757 x C; 40,1022 R%=0,2295
3 -
25 - . - -
z 1
=
3 2
m ®
JBis
1=
&
=
s 1
1%}
=]
<05 -
D ! T T T 1
o 20 40 a0 80

Concentracao Syr (mg/L)

Figura 37 - Curvas de calibracao e respectivos desvios padrao obtidos para o
siringaldeido a: (a) 248 nm e (b) 364 nm. Os pontos sem preenchimento nao foram

considerados para o calculo das curvas de calibracao
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3.6.2. Biodegradacao de bagaco de azeitona
Para completar a informacao sobre as caracteristicas das amostras que sao retiradas durante
o decorrer dos ensaios de biodegradacao com bagacos de azeitona, efectuaram-se ensaios de

lixiviacao.

3.6.2.1. Lixiviacdo do bagaco de azeitona seco e humido a T= 37 + 2°C e
T=50 + 2°C

Para os ensaios de lixiviacdo mesofila e termofila de bagaco de azeitona seco e humido
colocou-se em cada frasco de incubacdo, providos de um agitador magnético, 60 ml de meio
base preparado com solucdao tampao fosfato (3g/L Na,HPO, + 0,3 g/L NaH,PO,) e bagaco
himido (0,5 a 1g) ou bagaco seco (1 a 5g). Os frascos foram fechados, colocados sobre uma
placa de agitacao e aclimatizados numa estufa de incubacdo termostatizada FOC 225 a 37
+3°C ou a 50 + 2°C num agitador orbital Aralab Agitorb 200, a 150 rpm.

Os ensaios decorreram durante 16 dias, tendo sido recolhidas amostras ao fim de 2, 66 e 186

minutos e de 1, 2, 6 e 16 dias. Antes de cada recolha foi lido o pH e de seguida procedeu-se

Leitura de PH

Recolha de amostras

conforme ilustrado na Figura 38.

(1a3mlL)

Centrifugacdo a 13 000 rpm

durante 15 min

[Microecentrifuga Sigma P15)

Transferéncia de eppendorf

P

Centrifugacdo a 13 000 rpm

durante 15 min

[Microcentrifuga Sigma F15)

Transferéncia de eppendorf

v |

cao Absorvancia

das amostras diluidas

(1:10)

Figura 38 - Representacao esquematica do método utilizado para o tratamento das amostras

recolhidas ao longo do ensaio de lixiviacao
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As amostras recolhidas no final do ensaio foram usadas para a determinacao de sélidos, CQO,
lignina, fenois, azoto amoniacal, proteina e espectrofotometria de UV-visivel. O
procedimento utilizado no final do ensaio esta resumido na Figura 39.

& mlL de amostra Restante amostra
Fim do ensaio

Wl Pl

Centrifugacio 15min + 15min a Centrifugacio 20 min 3 4000
13000 rpm rpm
W g
wn.n] Absorvincs Ac':'fcagi:- daz amostras com
[H250s]=5Ma pH= 2,5

W
Método de Foldin

. ¥ volume b -
Precipitado e - L
Centrifugacio 10 AMOELra Decantacao (24 horas) com
min 34000 rom posterior homogeneizagao
¥ volume
Eobrenadante amostra
Azroto de Kjeldah hMembranas

FilttragSo por vacuo

[Teor de proteina)

\‘ Sobdos [LPA) —

=5y, 58

Teor de Lignira

Teor de Lignina Solive

Abszorvinca do fitrado
[dilvicio 1:1)}a ZB0nm

ATOtn AMOoniaca

Figura 39 - Representacédo esquematica do método utilizado no final do ensaio

3.6.2.2. Biodegradacao anaeréobia mesoéfila

Os ensaios de biodegradacdo anaerobia de bagaco de azeitona foram realizados em
quadruplicado. No inicio do ensaio, colocou-se em cada frasco de incubacdo 50 ml meio base
preparado com solucdao tampao fosfato, previamente aclimatizado, 10 mL de biomassa
previamente lavada e sedimentada e 5g bagaco de azeitona seco cuja granulometria se
encontra entre 0,25 <Di< 40 mm ou 1g de bagaco himido. Todos os frascos, antes da adicao

da biomassa, foram borbulhados com azoto durante 5 minutos.
A excepcao das ultimas duas recolhas, para a analise das amostras recolhidas ao longo do

ensaio, seguiu-se a metodologia indicada na Figura 40. As duas Ultimas amostras recolhidas

para o bagaco seco foram centrifugadas durante 20 minutos a 4000 rpm numa centrifuga
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eppendorf 5702RH, transferindo-se o sobrenadante para eppendorfs limpos e repetiu-se este
procedimento mais duas vezes. O restante método seguiu a metodologia indicada na Figura
40.

| Quantificagdo de Biogds |

l

| Leitura de PH |

1

Recolha de amostras

(1a3 mL)

Centrifugacdo a 13 000 rpm

durante 15 min

[Microcentrifuga Sigma P15)

Transferéncia de eppendorf

L

"

Centrifugacdo a 13 000 rpm

durante 15 min

[Microcentrifuga Sigma P15)

Transferéncia de eppendorf

V l

Cao Absorvincia

das amostras diluidas

(1:10)

Figura 40 - Representacao esquematica do método utilizado para o tratamento das amostras

recolhidas ao longo do ensaio

Terminados os ensaios, quantificou-se o biogas, leu-se o pH e prosseguiu-se a monitorizacao.
As amostras foram de seguida centrifugadas para determinacdo de sdlidos, CQO, lignina,

fenois, azoto amoniacal e proteina conforme a Figura 39.
Com base na producdo cumulativa de biogas obtido nos ensaios de biodegradabilidade

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

unidade de tempo.
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Capitulo IV - Analise dos resultados e discussao

Os resultados experimentais obtidos durante o decurso do trabalho experimental foram
tratados e analisados com o intuito de dar uma pequena contribuicao para a evolucao das
tecnologias de digestao anaerobia. A aplicacdo mais controlada da biotecnologia permite gerir
a poupanca de matéria-prima, a valorizacdo de residuos organicos de indUstrias agro-
alimentares, a producdo de biocombustiveis (ao formar, entre outros compostos, metano) e
contribuir para a diminuicao do impacto ambiental causado pela descarga descontrolada de
residuos.

4.1 Biodegradacao anaerdébia de compostos aromaticos gerados por
degradacao da lignina

No presente subcapitulo foi analisado a biodegradacao anaerobia, em regime termofilo (50 =
2°C), do siringaldeido (Syr) e da o-vanilina (Van), que constituem aldeidos fenodlicos

resultantes da degradacao de polimeros de lignina.

De modo a compreender-se melhor o comportamento da populacao mista anaerobia, utilizou-
se também um controlo do método, composto apenas de biomassa anaerdbia e de solucdo de

glucose e acetato de sodio (a+g).

4.1.1. Caracterizacdo da biomassa

No inicio de cada conjunto de ensaios caracterizou-se a biomassa anaerobia mista,
determinando a concentracao de solidos suspensos (SS) e de sélidos suspensos volateis (SSV).
No primeiro ensaio ocorreu um erro experimental nao se tendo, por este motivo, considerado
os valores obtidos. Assim, assumiram-se para os calculos, quando necessario, os valores

relativos ao segundo ensaio (Tabela 18).

Tabela 18 - Concentracdo de sdlidos suspensos (SS) e de solidos suspensos volateis (SSV)

presentes no inoculo para o ensaio duplicado, da biodegradacao da o-vanilina (Van).

SS (g/L) | ssv (g/L)

35,1 7.7

4.1.2.Biodegradacao do Siringaldeido
Foram efectuados em cada lote de ensaios, testes com solucao 500 mg/L de siringaldeido
(Syr), com mistura de 500 mg/L de Syr e 3 g/L de acetato de sodio e glucose (a+g), e com

solucdo 3 g/L de acetato de sodio e glucose (a+g). Na Tabela 19 estdo apresentados os valores
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relativos a CQO registados no inicio e no fim do ensaio, bem como o periodo de tempo
relativo a cada um.

Tabela 19 - Valores médios de CQO e correspondentes desvios padrdo, obtidos nos ensaios da

biodegradacao do siringaldeido e do controlo do ensaio.

Parametros |CQO Inicial | CQO Final | % Remocao | Tempo Ensaio
Ensaio (mg CQO/L)|(mg CQO/L) CcQo (Dias)
335210
500 mg/L Syr ral 53,5 95
()
3545 = 47
3 g/L (a+g) + 500 mg/L Syr Q) 253 93 52
1 *®
2856 102 | 12019
Controlo 95 28
3 g/L (a+g) (2)* (2)*

*Entre parentesis estd indicado o nimero de analises efectuadas para cada concentracao

Os resultados da caréncia quimica de oxigénio bem como a evolucao dos espectros de UV-

visivel relativos aos ensaios com siringaldeido estao apresentados nas Figuras 41 e 42.
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Figura 41 - Variacao do CQO em funcao do tempo para: (a) 500 mg/L Syr; (b) 500 mg/L Syr +
3 g/L (a+g); e (c) Controlo (3 g/L (a+g))
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Figura 42 - Evolucdo dos espectros (diluidos de 1:10), relativamente aos ensaios:

mg/L Syr; (b) 500 mg/L Syr + 3 g/L (a+g); e (c) Controlo (3 g/L (a+g))
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Pela analise da Figuras 41 e 42 e da Tabela 19 verifica-se que a adicao de (a+g) a solucao
reaccional, proporciona um aumento significativo no valor de CQO inicial, que se traduz numa
maior quantidade de matéria organica disponivel para a fermentacdo microbiana. A
velocidade de degradacao do siringaldeido é maior e mais eficiente quando se adicionam co-
substratos (acetato de sodio e glucose) aproximando-se, no final, ao perfil de CQO obtido
para o controlo (Figura 43). De facto, verifica-se uma reducdao de CQO, corroborada pela
analise dos espectros de cada ensaio, na ordem dos 53,5%, em 95 dias, para o ensaio de
500mg/L de siringaldeido; 93%, em 52 dias, para o ensaio de 3g/L de (a+g) + 500 mg/L de

siringaldeido e de 95%, em 28 dias, para o controlo.
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—+— 500 mg/L Syr 3g/L (atg) —m— 500 mg/L Syr+3 g/Lia+g)

Figura 43 - Sobreposicao dos valores de CQO obtidos para cada ensaio

Pela evolucao da CQO verifica-se que a partir de 18 dias de ensaio, a CQO do controlo se
aproxima do valor de CQO obtido para o ensaio com 500 mg/L Syr + 3 g/L (a+g). No ensaio
com Syr apenas ao fim de 95 dias de reaccao se obtém um valor de CQO de cerca de metade
do inicial, indiciando uma velocidade de degradacao mais lenta. Este tipo de resposta indica
uma alteracao significativa da estrutura molecular do siringaldeido, a qual é corroborada
pelos espectros de UV-Visivel obtidos (Figura 42 (a)). No ensaio com apenas 500 mg/L de Syr a
alteracdo dos espectros é lenta e gradual, observando-se o desaparecimento dos picos de
absorcao a 366 nm, a 314 nm e a 212 nm ao final de 95 dias de ensaio. A presenca de co-
substrato 3 g/L (a+g) implica uma alteracdo rapida e acentuada da estrutura molecular,

podendo considerar-se o composto, ao final de 18 dias, degradado (Figura 42 (b)).

A producao média de biogas para a mistura de siringaldeido com glucose e acetato foi mais
elevada. No ensaio de siringaldeido na presenca de co-substratos produziu-se uma maior
quantidade de gas num intervalo de tempo significativamente menor (Figura 44 e Tabela 20).

Todavia, o valor maximo acumulado para o biogas na mistura Syr e (a+g), é inferior a soma do
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controlo e da solucao de Syr, o que se pode atribuir a eventuais fugas ocorridas no sistema de

medicao.
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Figura 44 - Producao média de biogas acumulado obtido nos diferentes ensaios

Tabela 20 - Biogas produzido nos diferentes ensaios

Parametros Biogas Acumulade| Tempo Ensaio
Ensaio (mL) (Dias)
500 meg/L Syr 22 95
3 g/L (a+g) + 500 mg/L Syr 29 3
Controlo 22 26

A medida que aumenta a producédo de biogas, os valores de CQO tendem a diminuir (Figura
45), sendo indicativo da eficiéncia de conversdo da matéria organica, presente no meio, em
biogas. Teoricamente a partir da degradacdo do siringaldeido deveriam ter sido produzidos
548 mLcha/8composto (Barakat et al., 2012), o que corresponde ao dobro do volume
experimental obtido, calculado nas mesmas condicdes (281 mLcus/gsr). Este resultado esta
coerente, pois no final do ensaio a remocao de CQO foi apenas de 53,2%, ou seja, apenas

metade do siringaldeido foi biotransformado.
Nos ensaios com co-substratos, os resultados experimentais indicam a existéncia de perdas

significativas no biogas recolhido, pelo que nao se efectuou uma analise comparativa entre o

valor experimental e o teoricamente esperado.
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(a+g))
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A producao média de biogas, por unidade de massa de indculo e por unidade de tempo foi

determinada através da expressao:

Volume biogis (mlL)

Produca édin de biogds =
FOGUES0 Meaia a8 I0g3s = o ceq indculo (mgS5V) % Tempo (dias)

Apesar de se admitir a existéncia de perdas significativas na recolha do biogas, observe-se
gue os valores obtidos no ensaio com co-substrato foram idénticos (Tabela 21) aos do ensaio
com 500 mg/L Syr e 3g/L de (a+g), o que se justifica pelo facto da carga da CQO inicial ser

relativamente proxima.

Tabela 21 - Producdo média de biogas por unidade de massa de indculo obtido para os

diferentes ensaios.

Ensaio
Parimetro 500 mg/L Syr| 500 mg/L Syr + 3 g/L (a+g) |3 g/L (a+g)

Produgdo média de biogas
(mL biogas/(g 55V |biomassa)-dia))

4 12 11

A cinética de degradacédo da CQO dos diferentes ensaios aproxima-se de um modelo de pseudo

primeira ordem, em que a concentracao de substrato residual foi determinada a partir de:

ks o B okar J‘jlds— k[rdr
ar =~ s AR |

Desenvolvendo a expressao anterior obtém-se:

5 = §,et™™

onde:

S - Concentracao substrato residual (mg CQO/L)
So - Concentracao inicial de substrato (mgCQO/L)
k - Constante cinética (dia™)

t - Tempo (dias)

O valor de Sy e k para cada ensaio (Tabela 22) foi determinado através do método dos
minimos quadrados, por ajuste do modelo proposto aos pontos experimentais. Pelos
resultados obtidos observa-se que na presenca de co-substrato a velocidade de reaccao é
significativamente mais elevada, indicando que a velocidade da reaccao depende da

concentracao do substrato.
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Tabela 22 - Valor de k e de S, para cada ensaio

Ensaio
Parametros 500 mg/L Syr| 500 mg/L Syr + 3 g/L (a+g) | Controlo
k (d7) 0,007 0,089 0,145
So (mg CQO/L) 699 3557 2846

A variacdo do substrato removido (%) e da producao de biogas com o tempo de incubacao
mostram uma evolucao semelhante. Pela analise da Figura 46, verifica-se que a medida que o
substrato removido aumenta, a producdao de biogas também aumenta, o que traduz a
conversao efectiva dos substratos. Saliente-se que o ensaio com 500 mg/L de Syr (Figura 46
(a)) necessitou de aproximadamente o dobro do tempo de reaccao do observado nos ensaios
com 500 mg/L Syr e 3 g/L (a+g) (Figura 46 (b)), para se obter uma taxa de conversao da CQO
de cerca de metade. Assim, para culturas anaerdbias ndo adaptadas a aldeidos fenodlicos, a
presenca de co-substratos parece ter um papel determinante no mecanismo subjacente a

metabolizacao destes contaminantes.
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Figura 46 - Evolucdo da percentagem de substrato consumido e producdo de biogas
acumulado para a) 500 mg/L Syr; b) 500 mg/L Syr + 3g/L (a+g); e c) Controlo (3 g/L (a+g))

4.1.3.Biodegradacao da o-vanilina

Efectuaram-se ensaios em duplicado no estudo da biodegradacdo anaerdbia da o-vanilina
(Van) em regime termofilo. Os ensaios prolongaram-se por um periodo entre 98 e 120 dias. O
ensaio em duplicado da o-vanilina (ensaio 2) foi desenvolvido cerca de dois meses depois do
primeiro ensaio e apesar de existir alguma variacao, os resultados foram similares (Tabelas 23
e 24).
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Tabela 23 - Valores de CQO e respectivos desvios padrao obtidos nos ensaios da

biodegradacao da o-vanilina (Van)

Parametros COO Inicial | COO Final | % Remogdo de | Tempo ensaio
Ensaio (mg CQO/L) | (mg CQO/L) Co0 (dias)
0,5g/L (a+g) +500 mg/L Van 1271240 | 656 = 25 48,4 120
(2) (2)
1g/L (a+g) +500 mg/L Van 16972 1411 Sz =14 69,1 120
(2) (2)
3 g/L (a+g) +500 mg/L Van 354[5 ; 47 ?T’ 86,5 120
2 2

* Entre parentesis estd indicado o n® de andlises efectuadas para cada concentracéo

Tabela 24 - Valores de CQO e respectivos desvios padrao obtidos no duplicado dos ensaios da

biodegradacao da o-vanilina (Van)

Parametros CQO Inicial CQO Fimal | % Remogao de | Tempo do Ensaio
Ensaio (mg CQO/L) | (mg CQO/L) CQo (dias)
0,5g/L (a+g) +500 mg/L Van R 37,7 98
(2) (2)
1g/L (a+g) +500 mg/L Van 1697247 75 53,2 98
(2) (2)
3 g/L (a+g) +500 mg/L Van 3[32?? :'25;- 77,8 98

*Entre parentesis estd indicado o n® de analises efectuadas para cada concentracéo

Em termos percentuais ha uma reducdo de CQO na ordem dos 48,4 % para 0,5 g/L de (a+g) +
500 mg/L de o-vanilina e de 37,7 % no respectivo duplicado; de 69,1% para 1 g/L de (a+g) +
500 mg/L de o-vanilina e de 53,2 % no respectivo duplicado; de 86,5% para 3 g/L de (a+g) +

500 mg/L de o-vanilina e de 77,8% no respectivo duplicado.

A variacdo da CQO em funcdo do tempo nos ensaios efectuados com a o-vanilina esta
apresentada na Figura 47. Os resultados indicam um lento processo de degradacao da o-
vanilina em regime termofilo, independentemente da presenca de co-substratos. Apenas ao
final de 50 - 60 dias de ensaio ocorre uma diminuicao acentuada da CQO, altura a partir da
qual se observa uma remocao significativa deste composto, confirmada pela evolucao dos
espectros de UV-Visivel (Figura 48), nos quais se observa alteracdoes acentuadas para um

tempo de reaccao idéntico.
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A medida que se aumenta a concentracdo de co-substrato (a+g) na mistura reaccional,
regista-se um aumento no valor inicial de CQO, que se traduz numa maior quantidade de
matéria organica disponivel para a fermentacdo microbiana (Figura 49). Para igual periodo de
tempo, o ensaio efectuado com 3 g/L de (a+g) tende a ser mais eficiente, pois obtém-se
valores da CQO residual no final, mais baixos. O facto destas populacdes mistas terem acesso
a co-substratos directos e facilmente metabolizaveis, favorece o seu desenvolvimento mesmo
na presenca de outros compostos de dificil degradacdo (o-vanilina). Estas condicoes podem

causar uma maior actividade metabodlica, tornando as populacdes menos susceptiveis a

.....

3500 ¥—n
apop | @ FE— —x
2500 -

2000

mg COO/fL

1500

% e .,

1000 o ' e
R T =
500 - —3

o 20 40 80 80 100 120
Tempo [dias)

Wan+05g/L (atg) —+—Van+ 1g/Lia+g) —m—Van + 3g/L (a+g)

Figura 49 - Variacao da CQO em funcao do tempo para os ensaios com o-vanilina (Van) na

presenca de diferentes teores de co-substratos

As curvas cumulativas de biogas estdo apresentadas na Figura 50. A degradacédo da vanilina
por via anaerobia deve gerar teoricamente, 626 mL de CH4/gcomposto (Barakat et al., 2012).
Como a mistura reaccional continha cerca de 50% de o-vanilina e 50% de (a+g), o volume de
metano no biogas deve corresponder a cerca de 51,6%, ou seja, deveria obter-se 968
MLpiogas/ Smistura reaccional- Obtiveram-se experimentalmente 418 mL biogas/gmistura de Van e (a+g),
que corresponde a uma fraccao de cerca de metade (48,3%) do teoricamente esperado, o que

esta de acordo com o valor da CQO efectivamente removida (48,4%).
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Figura 50 - Producdo cumulativa de biogas a partir da biodegradacdo de 500 mg/L de o-

vanilina (Van) com: 0,5 g/L (a+g) e 1 g/L de (a+g)

Seria de esperar que a producao de biogas fosse mais elevada no ensaio com 3 g/L (a+g), uma
vez que € o que contém mais matéria organica na mistura reaccional. Verifica-se que no
ensaio que contém 1 g/L de (a+g), a producdo média de biogas € superior a observada para o
ensaio de 0,5g/L (a+g), o que esta de acordo com o esperado (Tabela 25). Por outro lado, a
medida que se aumenta a concentracdo inicial de (a+g) a producdo de biogas tende a
aumentar. Visto isto, pode-se considerar a possibilidade de terem ocorrido perdas
significativas de gas ao longo dos ensaios de 500 mg/L de o-vanilina com 3g/L de (a+g), uma
vez que a percentagem de remocao de CQO foi elevada (86,5% para o primeiro ensaio e 77,8

% no ensaio duplicado).

Tabela 25 - Biogas acumulado e producdao média de biogas por unidade de massa de inoculo

obtido para os diferentes ensaios com o-vanilina (Van)

Parametros Biogas Acumulado| Tempo | Producdo Média Biogas

Ensaio (mL) (dias) | (Mlbiogss/85SVbiomassa-d)
300 mg/L Van + 0,5 g/L (a+g) 23 120 2,5
300 mg/L Yan = 1 g/L (a+g) 34 120 3,7
500 mg/L Van + 3 g/L (a+g) 11 120 1,2

Na Figura 51, ilustra-se a relacao entre a remocao de CQO e a producdo de biogas. Em todos
os casos verifica-se que a medida que a CQO é removida, o biogas é produzido. Entre os
ensaios com 0,5 e 1 g/L de (a+g), a medida que aumenta a percentagem da CQO removida

obtém-se uma maior conversao de matéria organica em biogas.
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Figura 51 - Evolucdo da CQO e producao de biogas acumulado nos ensaios de biodegradacao
de 500 mg/L de o-vanilina (Van) com: (a) 0,5 g/L (a+g) e (b) 1 g/L (a+g)

Durante o decorrer da fase experimental para analise dos espectros e da CQO foram
recolhidas amostras ao longo do tempo. Apesar do volume total recolhido para analise ter
sido diferente no primeiro ensaio e no ensaio duplicado, a evolucao dos resultados parece nao
ser afectada, pois foi similar (Figura 47).

4.1.4. Analise Comparativa da biodegradabilidade de aldeidos fendlicos

Face aos resultados obtidos, pode-se dizer que a adicao de um co-substrato a mistura
reaccional favorece a degradacao do siringaldeido e da o-vanilina. Este resultado é evidente
quando se compara a diferenca da degradacao observada no ensaio de 500 mg/L de
siringaldeido, com a observada no ensaio que contém a mesma concentracao de siringaldeido,
mas em que se adicionou 3g/L de (a+g). Os meios de cultura enriquecidos com co-substratos

parecem favorecer a conversao da matéria organica em biogas.
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Como a glucose é facilmente metabolizada por populacdes anaerobias e o acetato um
substrato directo das bactérias arquea metanogénicas acetoclasticas, a sua adicao ao meio de
cultura contribui para o aumento da actividade das populacoes acetogénicas e metanogénicas
(Louzada, 2006). Segundo Lopes (2005) e citado por Oliveira (2011), “a presenca de acetato
no inicio da reaccd@o deve contribuir para um aumento da predomindncia das arquea
metanogénicas acetocldsticas, obtendo-se deste modo um aumento da actividade e um
aumento do biogds produzido”. Ainda segundo Oliveira (2011), “a glucose parece estimular
significativamente a producdo média de biogds, o que pode indicar um controlo da reaccdo
de degradacdo por parte das acidogénicas fermentativas, que ao produzirem substratos das

acetogénicas e metanogénicas, estimulam indirectamente o crescimento destas populagées”.

Comparando os ensaios de 3g/L (a+g) + 500 mg/L de siringaldeido e de 3g/L (a+g) + 500 mg/L
de o-vanilina (Figura 52), constata-se que, em condicoes idénticas, a degradacdo do
siringaldeido é mais rapida. Relativamente a CQO, em menos tempo de ensaio, o siringaldeido
é praticamente todo degradado (93 % de remocao de CQO), aproximando-se dos resultados

obtidos para o ensaio do controlo (3g/L) (95 % de remocao de CQO).
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Figura 52 - Comparacao da degradacao de 500 mg/L Syr + 3 g/L (a+g); 500 mg/L o-vanilina
(Van) + 3g/L (a+g) e do controlo (3g/L (a+g))

Num estudo sobre os mesmos compostos mas em regime mesofilo, Barakat et al., (2012)
obtiveram um resultado semelhante no que diz respeito a degradacao do siringaldeido e da
vanilina. Tendo em consideracao as propriedades antimicrobianas e antioxidantes da vanilina,
estes autores justificam que a baixa producao de biogas a partir da vanilina é provocada pela

rapida conversao da vanilina a um derivado fendlico que actua como inibidor da digestdao
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anaerdbia. Quando se analisa com mais pormenor o grafico referente a variacao da CQO na
degradacdo da o-vanilina (Figura 49), verifica-se que ha um periodo de remocao seguido de
um patamar no qual a CQO permanece aproximadamente constante. Apos este periodo
observa-se uma diminuicao da CQO mais acentuada. Este comportamento pode indicar uma
aclimatizacao das culturas a presenca de compostos intermediarios que se vao acumulando,

.....

degradados numa segunda etapa de reaccao (a partir do 58° dia de reaccao).

4.2 Biodegradacdao anaerébia do bagaco de azeitona humido e

seco

A lixiviacdo consiste na extraccdo dos constituintes solUveis contidos numa fase solida por
contacto com um solvente. Como a populacao microbiana envolvida na biodegradacdo do
bagaco de azeitona depende da quantidade de substrato acessivel, estudou-se a lixiviacdo de

compostos da fase solida do bagaco de azeitona para o meio aquoso.

4.2.1 Ensaios de Lixiviacao
Para os bagacos de azeitona seco e himido foram desenvolvidos ensaios de lixiviacdo a 37 =

2°C e 50 + 2°C, de acordo com o descrito na seccdo 3.6.2.1., por um periodo de 16 dias.

No decorrer do tratamento de resultados os ensaios de lixiviacao a 37 + 2°C e 50 + 2°C serao

representados de acordo com a denominagao que se apresenta nas Tabelas 26 e 27.

Tabela 26 - Denominacao aplicada nos ensaios de lixiviacao a 37 + 22C

Ensaio Massa de bagago de azeitona
LBS.1 1g bagaco de azeitona seco
LBS.2 2g bagago de azeitona seco
LBS.5 5g bagaco de azeitona seco
LBH.0,5 | 0,52 bagaco de azeitona himido
LEH.1 1g bagaco de azeitona himido

Tabela 27 - Denominacao aplicada nos ensaios de lixiviacao a 50 + 22C

Ensaio Massa de bagaco de azeitona
LB5.1* 1g bagago de azeitona seco
LES.2* 2g bagaco de azeitona seco
LBS.5* 5g bagaco de azeitona seco
LBH.0,5* | 0,5g bagaco de azeitona hdmido
LEH.1* 1g bagaco de azeitona himido

76



0 aumento da matéria organica carbonada na fase aquosa foi quantificado pela evolucao dos

valores de CQO (Tabela 28 e 29) e por espectrofotometria de UV-visivel.

Tabela 28 - Valores iniciais e finais de CQO obtidos para a lixiviacao a T=37 + 2°C do bagaco

de azeitona
Pardmetros CQO Inicial CQO Final Tempo do ensaio
Ensaio (mg CQO/L) (mg CQO/L) (dias)
LBS.1 B4 am 16
LBS.2 T 820 16
LB5.5 134 2665 16
LBH.0,5 403 2118 16
LBH.1 537 2911 16

Tabela 29 - Valores iniciais e finais de CQO obtidos para a lixiviacao a T=50 + 2°C do bagaco

de azeitona
Parametros | CQO Inicial COO Final |Tempo do ensaio
Ensaio (mg CQO/L) | (mg CQO/L) (dias)
LBS.1* 74 hE8 16
LBS.2* 154 1141 16
LBS.5* 322 25272 16
LBH.0,5* 494 661 16
LEH.1* 967 1657 16

Para ambas as temperaturas (Tabelas 28 e 29) e a medida que se aumenta a massa de bagaco
seco e humido, o valor final da CQO tende a aumentar o que se explica pelo aumento do teor
de compostos que sao lixiviados para a fase liquida. Um dado curioso relativamente a estes
resultados € que se observa em geral uma melhor eficiéncia de lixiviacdo de bagaco seco para
a temperatura de 50 + 2°C. A 37 + 2°C obteve-se para o bagaco himido uma melhor lixiviacao
dos compostos. Este factor pode provavelmente ser atribuido a uma diferenca na composicao
das fraccbes, que podem ser mais ou menos solUveis a determinadas temperaturas. Além do
aumento de matéria organica na fase aquosa ser quantificado pela evolucao dos valores da
CQO (Figura 53), os espectros tracados ao longo do tempo apontam no mesmo sentido (Figura
54).
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Figura 53 - Valores da CQO obtida para os ensaios de 1; 2 e 5g de bagaco de azeitona seco e
de 0,5 e 1g de bagaco de azeitona himido a 37 + 2°C a: (a) T= 37 £ 2°C e (b) T= 50 + 2°C
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Figura 54 - Exemplo de espectros (diluidos de 1:10), obtidos ao longo do tempo para: (a) 1g;
(b) 2g; e (c) 5g de bagaco de azeitona seco e (d) 0,5g; (e) 1g de bagaco de azeitona humido, a
37 £2°C

De modo a aprofundar o estudo relativo a evolucdo da CQO e dos espectros de UV-Visivel, no
final do ensaio, procedeu-se a analise da concentracdo de fendis, teor de proteina, azoto
amoniacal, SSV, SS, LT, LS e LPA.

O azoto amoniacal (Tabela 30) foi quantificado na fraccao solubilizada obtida apds a
acidificacdo da amostra para a precipitacdo da lignina insoluvel em meio acido (LPA).
Independentemente da massa e do tipo de bagaco os valores obtidos foram bastante

similares.
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Tabela 30 - Concentracdo de azoto amoniacal (mg N-NHs/L) na fraccao solubilizada apos

acidificacao da amostra para os ensaios de lixiviacao a T=37 + 2°C e a T=50 + 2°C dos bagacos

de azeitona
T= 37+ 2°C T=50z 2°C
Parametros | Azoto Amoniacal | Azoto Amoniacal

Ensaio (mg NH;-N/L) (mg NH3-N/L)
Lixiviado de 1g de 18 Mo+ 1,7Y
bagaco seco (2)*
Lixiviado de 2g de 43 40 + 4,0"
bagaco seco (2)*
Lixiviado de 5g de o1 60 + 5,0V
bagago seco (2)*
Lixiviado de 0,5g de - 31 = 3,4"
bagaco himido (4)*
Lixiviado de 1g de 40 38+ 2,6"
bagago himido (2)*

" Desvio padrao

Ty O e m
“' M? de analises efectuadas para cada concentracdo

O teor de proteina nos lixiviados do bagaco de azeitona (T=37 + 2°C), calculado a partir do
azoto de Kjeldahl do precipitado em meio acido (Tabela 31), é significativamente mais
elevado no bagaco humido (para cerca de 1g de bagaco) do que para o bagaco seco. Contudo,
comparativamente aos resultados obtidos no bagaco de uva obtiveram-se valores bastante
inferiores (para 0,5g de bagaco de azeitona humido, o teor de proteina foi de 0,119 g/L e
para igual massa de bagaco de uva o teor de proteina foi de 0,308 g/L (Oliveira, 2011)). A

lixiviacdo a temperaturas mais elevadas originou nos lixiviados teores de proteina inferiores.
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Tabela 31 - Concentracao do teor de proteina (g/L) para os ensaios de lixiviacdo a T=37 + 2°C

e T=50 + 2°C dos bagacos de azeitona medido no precipitado apos acidificacdo da amostra

T=37+2°C T=50 <+ 2°C
Parametros | Teor de Proteina | Teor de Proteina
Ensaio (/L) (/L)
Lixiviado de 1g de 1
g 0,063 0,050 + 0,004
bagaco seco (2)*
Lixiviado de 2g de 1
g 0,084 0,049 £ 0,003
bagaco seco (2)*
Lixiviado de 5g de 0,106 = 0,002"
0,178 5
bagaco seco (2)”
Lixiviado de 0,5g de 0115 0,028 = 0,050"
211 .
bagago humido (4)
Lixiviado de 1g de 0,096 = 0,003"
0,208
bagago himido (2)*

" Desvio padrao

i 0 e -
“' M? de analises efectuadas para cada concentracéo

A lignina precipitada em meio acido (LPA) no bagaco seco a 37 + 2°C variou entre 0,900 e
1,248 g/L e a 50 + 2°C entre 0,923 e 1,669 g/L. Neste caso o aumento da temperatura do
ensaio contribuiu para um aumento do teor de (LPA) lixiviado (Tabela 32 (a) e (b)).Para o
bagaco himido o LPA diminuiu quando se efectuaram ensaios a temperaturas mais elevadas,
por exemplo, para 1g de bagaco himido o LPA diminui de 2,839 g/L a 37 + 2°C para 1,494g/L
a 50 = 2°C. No geral, o teor de LPA para o bagaco de azeitona foi superior ao obtido para o
bagaco de uva. A uma T=37 + 2°C, o LPA para 0,5g de bagaco de uva foi de 0,451 g/L
(Oliveira, 2011).

A diminuicdo do teor de LPA e do teor de proteina no bagaco de azeitona humido, quando se
efectuaram ensaios de lixiviacdo a temperaturas mais elevadas (Tabelas 31 e 32) esta de
acordo com a diminuicao obtida nos valores da CQO (Tabela 29), podendo justificar os
resultados obtidos.

O teor de lignina soluvel (LS) no licor lixiviado foi em geral superior a temperaturas mais

altas.

O teor de fendis (mg GAE/L) do lixiviado parece manter-se constante e é independente da

temperatura, tendo para a mesma massa de bagaco valores muito proximos (Tabela 33).
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Tabela 32 - Concentracao (g/L) de SS, Cinzas, SSV, LS, LPA e LT para os ensaios de lixiviacao
a (a) T=37 £ 2°C e (b) T=50 + 2°C, dos bagacos de azeitona

a)

b)

Parametros 55 Cinzas S8V LS LPA LT
Ensaio (@) | (&) | @Y | @Y | @ | @Y
Lixiviado de 1g de
0,984 0,0ne 0,968 0,063 0,200 0,963
bagaco seco
Lixiviado de 2g de
1,080 0,032 1,048 0,108 0,964 1,072
bagaco seco
Lixiviado de 5g de
1,530 0,104 1,426 0,109 1,248 1,357
bagaco seco
Lixiviado de 0,5g de
L. 2,024 0,153 1,871 0,070 2,115 2,185
bagaco humido
Lixiviado de 1g de
L. 2,330 0,100 2,233 0,092 2,839 2,931
bagaco humido
arametros 55 S5V Cinzas Ls LPA LT
Ensaio (e/L) (2/L) (=/L) (e/L) (e/L) (e/L)
Lixiviado de 1g de |1,476 = 0,065%| 0,973 + 0,698%| 0,5 |0,106 = 0,001 0,923 + 0,701%(1,029 = 0,701
bagago seco 2) 2) 2) 2) 2) 2)
Lixiviado de 2g de |1,465 = 0,107%|0,1443 = 0,108% 0,020 0,109 1,394 «£ 0,103*|1,502 « 0,102%
bagaco seco 12) 12) i2) i2) i2) i2)
Lixiviado de 5g de |1,934 + 0,457% 1,867 + 0,410%| 0,07 |0,113 = 0,001 1,66% + 0,280 (1,875 + 0,412
bagago seco 2) 2) 2) 2) 2) 2)
Lixiviado de 0,5g de|1,450 + 0,347% 1,242 + 0,086*| 0,21 |0,100 + 0,007% 1,214 + 0,083*(1,314 + 0,088
bagaco humido i4) i4) i4) i4) i4) (4]
Lixiviado de 1g de |2,117 + 0,564% 1,590 + 0,164*| 0,53 |0,114 = 0,004 1,4%4 + 0,167*(1,608 + 0,168

bagaco humido

{2)

{2)

{2)

{2)

{2)

{2)

* Desvio padrao

Entre parentesis estd indicado o n” de analises efectuadas para cada concentracao
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Tabela 33 - Concentracdo em fenois (mg GAE/L)) para os ensaios de lixiviacdo a T=37 + 2°C e

T=50 + 2°C dos bagacos de azeitona

T=37 = 2°C T=50 =z 2°C
Parémetros | Concentragdo Fendis | Concentragdo Fendis

Ensaio (mg GAE /L) (mg GAE/L)
Lixiviado de 1g de ” 79 + 22"
bagaco seco (2)*
Lixiviado de 2g de 120 104 + 8"
bagago seco (2)*
Lixiviado de 5g de 206 258 + 23"
bagago seco (2)*
Lixiviado de 0,5g de ‘0 27 + 4
bagacgo himido (4)*
Lixiviado de 1g de 57 70 + 9"
bagaco humido (2)*

" Desvio padrdo

7% 0 e -
“'MN® de andlises efectuadas para cada concentracdo

Apesar de alguma variabilidade, estes resultados indicam a presenca, no licor sobrenadante,
de um elevado teor de matéria organica solubilizada, a qual pode incluir lignina, proteinas e

fenois.

4.2.2 Biodegradacao anaeroébia de bagaco de azeitona

O processo biodegradacao anaerdbia é consequéncia de uma série de reaccées metabolicas de
varios grupos de microrganismos, durante as quais a matéria organica é decomposta (Eliyan,
2007), gerando produtos que podem ser valorizados a nivel econémico e ambiental. A
valorizacao energética do bagaco de azeitona, para producdo de biogas, constitui uma via
alternativa aos processos classicos de tratamento de residuos, contribuindo em simultaneo
para a diminuicdo do impacto ambiental associado a descarga directa destes nos
ecossistemas. Os ensaios de degradacao em descontinuo, permitem uma recolha de dados e
de informacao sobre a viabilidade de aplicacdo dos processos anaerobios a valorizacdo destes
residuos relevante e pertinente, nomeadamente por se tratarem de substratos complexos,
podendo seguir-se a cinética envolvida (incluindo o tempo de reaccao). Neste contexto,
procedeu-se ao estudo da degradacao do bagaco de azeitona de diferentes caracteristicas em

processos descontinuos anaerdbios.
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4.2.2.1. Caracterizacao da biomassa
No inicio do ensaio caracterizou-se a biomassa anaerdbia mista utilizada quanto a
concentracdo de solidos suspensos (SS) e de sélidos suspensos volateis (SSV) (Tabela 34),

verificando-se que o indculo continha um elevado teor de inertes (cerca de 83%).

Tabela 34 - Concentracdo de sdlidos suspensos (SS) e de solidos suspensos volateis (SSV)

presentes no inoculo para o ensaio da biodegradacao dos bagacos de azeitona a 37 + 2°C

55 S5V
(/L) (a/L)
20,9 3,583

4.2.2.2. Biodegradacao anaerdbia de bagaco de azeitona seco e humido

No presente subcapitulo foi analisada a biodegradacdo anaerdbia em regime mesofilo do
bagaco de azeitona seco e himido. Com base nos resultados obtidos nos ensaios de lixiviacao,
optou-se por se utilizarem massas de bagaco para as quais se obtiveram lixiviados mais
concentrados. Esta maior concentracao de matéria organica presente nos lixiviados, faz com
que o substrato a degradar esteja mais disponivel a populacao microbiana. Os ensaios foram
desenvolvidos em quadruplicado (Tabela 35). Seleccionou-se para este estudo uma massa de
bagaco seco de 5g e de bagaco himido de 1g, pelo facto dos lixiviados apresentarem nestas
condicbes caracteristicas relativamente proximas (Tabelas 28 a 33), nos parametros
analisados. Saliente-se porém que o teor de fendis era cerca de 3,5 vezes superior no bagaco

seco (Tabela 33), podendo implicar um processo de degradacao mais lento.

Tabela 35 - Caracterizacao dos ensaios desenvolvidos para a biodegradacao do bagaco de

azeitona.
arametros Massa de Bagaco| Volume Indculo | Volume meio base

Ensaio (8) (mL) (ml)
Bbs.1 5 g de bagago
Bbs.2 de azeitona 10 50
Bbs.3 SBCO
Bbs.4
Bbh.l 1 g de bagaco
Bbh.ll de azeitona 10 50
Bbh.1ll himido
Bbh.1V

Ao longo do ensaio, a biodegradacao do bagaco de azeitona foi quantificado a partir da
medicdo do biogas produzido, da analise da CQO e pela leitura dos espectros de cada recolha.

Os resultados da CQO inicial e final, assim como a producdo cumulativa de biogas estao
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apresentados na Tabela 36. Considerou-se como CQO inicial o valor maximo obtido em cada
ensaio de lixiviacdo. Em todos os casos até ao 6° dia, verificou-se um aumento do valor da

CQO, que se pode atribuir a lixiviacdo mais acentuada dos compostos sollveis do bagaco.

Tabela 36 - Resultados obtidos para o biogas acumulado e para a CQO final e inicial do

processo
Pardametros [CO0 Maximo®| CQO Final | % CQO | Tempo do ensaio | Biogas Acumulado
Ensaio (mg CQO/L) |(mg CQO/L)| removido (dias) (mL)
Bbs.1 B62 78,9 100 67
Bbs.2 5g bagaco 2665 672 74,8 100 57
Bbs.3 Seco 630 76,4 100 R4
Bbs.4 T3 73,2 100 34
Bbh.l 219 92,5 28 92,5
Bbh.ll | 1g bagaco 2911 219 92,5 28 41**
Bbh.1Il himido 260 91,1 28 34
Bbh.IV 260 91,1 28 40

* Considerando o valor da CQO final dos lixiviados a 37 £ 25C

**Foram registadas fugas significativas durante o processo de medigio

Apesar dos ensaios terem sido desenvolvidos em quadruplicado, exibem comportamentos
diferentes, principalmente na evolucao da CQO residual (Figura 55). As variaces no valor da
CQO durante a fase inicial da reaccao podem dever-se a uma homogeneizacao insuficiente da
amostra do bagaco utilizado em cada ensaio, ou ainda a uma deficiente agitacdo da mistura
reaccional durante o decorrer do ensaio. O bagaco himido é constituido por uma mistura
complexa de oleo residual e de agua residual do processo de extraccao e de vegetacao
residual, tornando-se dificil uma homogeneizacao eficiente da amostra. Para o bagaco seco
observou-se um teor de CQO maximo no vaso de incubacao no 6° dia de ensaio, altura a partir
da qual a CQO diminui paulatinamente. Para a mesma temperatura de ensaio, a CQO maxima
obtida nos lixiviados para 5g de bagaco seco foi de 2665 mg CQO/L (Tabela 28), valor
significativamente mais elevado do que a CQO residual obtida no final dos ensaios (entre 562-
713 mg CQO/L). Estes resultados indicam claramente que ocorreu degradacdo da matéria
organica que se vai solubilizando, sendo a remocao obtida de 73,2 a 78,9% (Tabela 36). O
processo de metabolizacdo dos substratos é contudo lento, sendo necessarios cerca de 100
dias para se obterem teores de degradacao relevantes. Relativamente a variacdo da CQO
residual para os ensaios com bagaco humido observou-se uma variabilidade acentuada nos
resultados na fase inicial da reaccao (Figura 55 (b)). Considerando a evolucao da CQO nos
ensaios de lixiviacdo para o bagaco humido (Figura 53 (b)) pode dizer-se que a solubilizacao
dos compostos ocorre predominantemente nas primeiras 24 horas (1 dia), devendo os valores
da CQO ser bastante elevados. Assim, considera-se que estes ensaios necessitam de ser

confirmados, devendo-se prestar particular atencdo quer a homogeneizacdo da amostra do
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bagaco a analisar, quer a agitacdo magnética durante os ensaios de degradacdo, quer a

recolha da amostra a analisar para quantificacao da CQO.

A partir dos 5 dias de ensaio a CQO tende sempre a diminuir, confirmando a ideia de que a
lixiviacdo € de facto significativa na fase inicial. O facto de ocorrer uma lixiviacdo de
compostos de forma rapida e acentuada, pode implicar a existéncia de periodos de
aclimatizacao mais alargados, uma vez que a populacdo anaerdbia nao estava adaptada a este
tipo de substratos complexos. Por outro lado, convém realcar, pela evolucao da CQO inicial,
das primeiras 24h (Figura 55), que o processo de hidrdlise de matéria complexa, seguida da
fermentacao anaerobia, se inicia rapidamente, estando praticamente completo para o bagaco

himido nos primeiros 15 dias de ensaio.

0 biogas acumulado em resultado da degradacao da matéria organica variou no bagaco seco
entre 54 e 67 mL (Figura 56 (a)), sendo por grama de bagaco seco de 11 a 13 mL. Desprezou-
se o valor obtido no ensaio Bbs4 por ser muito inferior, indiciando fugas no sistema. Para o
bagaco humido os resultados ndo sdao concordantes, pois o valor deveria ser superior ao
medido no bagaco seco, pelo que se apresentam os resultados obtidos experimentalmente a
titulo meramente exemplificativo (Figura 56 (b)). Pode apenas referir-se que por grama de
bagaco himido a producao deveria ter sido cerca de 7 vezes superior a obtida para igual
massa de bagaco seco (pelos dados obtidos, a producao variou entre 34-92,5 mL/gpagaco humido)»
sendo o resultado de 92,5 mL o mais proximo do valor esperado. Refira-se o facto de terem
ocorrido fugas significativas durante o processo de medicao do biogas nos ensaios Bbh.Il e
Bbh.llII.
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Figura 55 - CQO obtido, a T= 37 + 2°C para o : (a) Bagaco de azeitona seco e (b) Bagaco de

azeitona humido
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Com base nestes resultados, verifica-se que € no ensaio Bbs.1 que se obteve uma maior

producdo de biogas. A medida que o valor da CQO diminui, a producéo de biogas aumenta, o

gue exprime a conversao do substrato em biocombustivel (Figura 57).

a) 900 - - 80
gso0 1 T - 70
f —t
700 - I.' .-._____ - | :
f —a, . - 60 g
500 -/ = S
2 F w———=. 503
g 500 - e : =
g — - 40 E
w200 # E
. 300 - ¥ r 30,
200 {1 0 8
100 1 J - 10
0 ¥ . . 0
0 50 100
Tempo (dias)
—a— C0O0 —+— Biogas Acumulado
b) 700 1 - 100
A+ - 90
600 - -
|I *. B ED ‘E
500 | - 70
- n =
S a00 | - - 60 =
g - - 50 E
300 - ]
g - a0 §
PU— — o — L
200 - / 30§
Loap =
100 @
/ - 10
D * T T T T T T T D
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (dias)

—a— CQ0 —+— Biogds Acumulado

Figura 57 - Relacao entre a CQO e o biogas acumulado, a T= 37 + 2°C, obtido para o ensaio:
(a) Bbs.1 e (b) Bbh.I

Note-se que, apesar do tempo de reaccdo para o ensaio referente ao bagaco himido ser

menor, a percentagem de remocao da CQO é maior, quando comparada ao valor obtido para
0 bagaco seco (Tabela 36).

A evolucao dos espectros ao longo do tempo (Figura 58) manteve-se para o bagaco seco
praticamente constante, bastante diferente da evolucao observada para os ensaios com o
bagaco humido. Neste ultimo, as absorvancias aumentam nas primeiras 24 horas, diminuindo

a partir desta altura, estando este tipo de resposta de acordo com a obtida para a evolucao
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da CQO em alguns dos ensaios (Figura 55 (b)). Para o bagaco seco, o facto do processo de
lixiviacao ocorrer de forma mais lenta, pode favorecer o processo de adaptacao de culturas
mistas de microrganismos aos novos substratos. Todavia, o teor de fenoéis mais elevado a par
da presenca de acidos humicos (Silva, 2009), que vao sendo lixiviados (Tabela 33), pode
ajudar a explicar um processo de degradacdo mais lento, e valores de absorvancia mais
elevados (Figuras 55 (a) e 58 (a)) registados nestes ensaios. De acordo com a literatura sobre
0 assunto, os compostos fenolicos podem originar a inibicdo de alguma populacdo anaerobia
(Eliyan, 2007).
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Figura 58 - Espectros (diluidos de 1:10), obtidos para a biodegradacao a T= 37 + 2°C para o
ensaio: (a) Bbs.1 e (b) Bbh.I

A diferenca na composicao do bagaco pode estar associada a presenca de lipidos em teores

mais elevados nos lixiviados do bagaco humido. Sabe-se que o bagaco obtido nestas

90



condicoes, ainda contém um teor significativo de matéria gorda (subcapitulo 2.3.2), estando
por isso presente na fase liquida em contacto com este bagaco. Como se sabe os lipidos sao
hidrolisados, na primeira fase do processo de digestao anaerdbia, a acidos gordos de cadeia
longa, que sao depois consumidos por microrganismos durante a fase acidogénica. A fase de
hidrolise tem um papel fundamental na quantidade de biogas produzido, na velocidade da
reaccao global e pode ser o passo determinante do processo (Carvalho, 2010). Considerando
os valores referidos na literatura sobre o assunto para a composicdo do bagaco seco e do
bagaco himido (Rincon et al.,2008; Silva, 2009), verifica-se que estes sao ricos em carbono e
apresentam um elevado teor em celulose (18-20%), proteina, gordura, acucares e lignina (13-
15%). Entre os compostos organicos presentes no bagaco himido incluem-se agucares (3%),
acidos gordos volateis (C2-C7) (1%), proteinas (1,5%), pigmentos (0,5%), polifendis (0,2%) e
polialcoois (0,2%) (Borja et al., 2003; Rincon et al., 2008; Silva, 2009). Para além disso, de
acordo com Silva (2009), os bagacos secos tém uma elevada razdao C/N e sdo pobres em
nutrientes, facto que pode ser determinante na escolha dos processos anaerobios para a sua

tratabilidade e valorizacao.

A celulose é um polimero facilmente hidrolisavel, e a hemicelulose é constituida por aglcares
igualmente degradaveis. Porém, a lignina esta ligada a celulose e hemicelulose formando uma
populacdes, embora esse efeito seja temporario, visto haver possibilidade das populacdes se
regenerarem e reiniciarem o processo de conversao dos substratos. Este comportamento
observado por outros autores no estudo da degradacao anaerdbia mesofilica de compostos
lenhocelulédsicos (Rincon et al., 2008), esta de acordo com os resultados obtidos no presente
trabalho.

Com base nos resultados obtidos, é possivel que o facto dos lipidos presentes em maior
quantidade no bagaco humido (cerca de 2,5 a 3% de azeite é retido na polpa (Rincon et al.,
2008)), terem como co-substratos proteinas e acucares, favoreca a sua degradabilidade,
cadeia longa (Cirne et al., 2007). A propria temperatura de processo pode aumentar a
solubilidade dos compostos organicos (Apples et al., 2008) no meio reaccional fazendo com
que sejam mais facilmente metabolizados. Como a hidrélise pode ser a etapa que define a
velocidade do processo (Angelidaki et al, 2004; Carvalho, 2010), a rapida conversao dos
acidos gordos, que depois sao consumidos pelos microrganismos durante a fase acidogénica,
resulta numa velocidade de degradacao mais elevada e consequentemente numa maior

producao de biogas.
As celuloses e hemiceluloses, por hidrélise podem originar aclcares, nomeadamente pentoses

(xilose e arabinose) e hexoses (glucose,manose e galactose), que sao substratos das bactérias

fermentativas (fase acidogénica). As ligninas podem ser transformadas em polifenois e fendis
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e estes Ultimos sdo passiveis de metabolizacao por microrganismos anaerdbios (Yadvika et al,
2003; Deublein & Steinhauser, 2008; Civit, 2009 ; Carvalho, 2010; Botheju et al., 2011
Barakat et al., 2012).

No bagaco himido, tanto o processo de lixiviacdo/solubilizacdo dos compostos como a
degradacao, ocorrem em tempos de ensaio mais curtos, comparativamente aos observados
para o estudo do bagaco seco. O elevado grau de humidade, bem como o teor mais elevado
de compostos hidrofilicos, proporcionam a formacao de lixiviados mais concentrados para
igual massa de bagaco. A presenca desta matéria organica favorece o desenvolvimento das
populacdes anaerdbias, originando a formacdo de biogas. Assim, no processo produtivo, a
diminuicao do caudal de aguas rucas em detrimento da formacao de um bagaco himido como

residuo, pode ser uma boa escolha, pois verifica-se um elevado grau de tratabilidade.

A producdao média de biogas, tal como foi efectuado para os ensaios da biodegradacdo da
vanilina e do siringaldeido, estdo apresentados na Tabela 37.

Tabela 37 - Producdo média de biogas

Parametros Produgido média de biogas Producgdo média de biogas
Ensaio (mL biogés/(g SV siomassa).dia)) (mL biogas/(gpagaco)-dia))
Bbs.1 19,0 0,13
Bbs.2 16,1 0,11
Bbs.3 15,3 0,11
Bbs.4 9.6 0,07
Bbh.l 93,5 3,30
Bbh.ll
Bbh. 1l
Bbh.IV

Relativamente aos valores apresentados na Tabela 37, é no ensaio Bbh.l que a quantidade
média de biogas produzido é maior. No caso do bagaco seco, a quantidade média de biogas
produzido variou entre 18 e 22 mLpjogss/ gssv.dia (admite-se que no caso Bbs.4 tenham ocorrido
fugas de biogas).

A degradacao da proteina, azoto amoniacal, ligninas LS, LT e LPA e concentracdo de fenois foi

monitorizada por quantificacdo destes compostos no final dos ensaios de biodegradacao
(Tabelas 38 a 41) e de lixiviacao (Tabelas 30 a 33).
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Tabela 38 - Concentracao residual de azoto amoniacal (mg NH3;-N/L) e respectiva % de

remocao para os ensaios de biodegradacao dos bagacos de azeitona a T=37 + 2°C

Parametros | Azoto Amoniacal| % Remocgio®*
Ensaio (mg (NH;-N)/L) (NH;-N)
Bbs.1 29 13,1
Bbs.2 25 1.0
Bbs.3 26 15,0
Bbs.4 27 47,0
Bbh.| 16 60,0
Bbh.II 15 62,5
Bbh.III 13 67,5
Bbh.IV 11 72,5

*Considerando o teor de MH;-M lixiviados

Tabela 39 - Concentracao residual do teor de proteina e respectiva % de remocédo para os

ensaios de biodegradacao dos bagacos de azeitona a T=37 + 2°C

Parametros| Teor Proteina | % Remogio*
Ensaio (e/L) (Teor Proteina)
Bbs.1 0,045 74,8
Bbs.2 0,035 80,3
Bbs.3 0,029 23,7
Bbs.4 0,044 72,3
Bbh.l 0,027 87,0
Bbh.II 0,027 37,0
Bbh.1lI 0,026 87.5
Bbh.IV 0,042 79,8

*Considerando o teor de proteina lixviados

Considerando os valores obtidos na caracterizacao efectuada aos lixiviados a 37 + 2°C
(Tabelas 30 a 33) pode dizer-se que, apos os ensaios de biodegradacdo anaerobia efectuados
a mesma temperatura, que houve uma remocao significativa dos compostos analisados
(Tabelas 38 a 41), corroborando os resultados obtidos para a CQO e biogas (Tabela 36).
Verificou-se, em geral, uma tendéncia para taxas mais elevadas de remocdo da matéria
solubilizada nos ensaios com bagaco himido, em particular para a lignina precipitada em
meio acido (LPA) (Tabela 40) e fenois (Tabela 41).
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Tabela 40 - Concentracao residual de SS, SSV, Cinzas, LS, LPA e LT e % de remocao de LS e

LPA para os ensaios de biodegradacao dos bagacos de azeitona a T=37 + 2°C

arametros| | g LPA LT 58 SSY Cinzas |% Remogio|% Remogdo
;l:-ai\ @ | @ | @V | @ | @ | @y | s LPA®
Bbs.1 0,023 0,272 0,295 0,417 0,317 0,100 78,9 78,2
Bbs.2 0,015 0,298 0,313 0,400 0,333 0,067 86,2 76,1
Bbs.3 0,020 0,304 | 0,324 | 0,283 0,323 0,050 81,6 75,6
Bbs.4 0,016 0,489 0,505 0,550 0,523 0,017 85,3 60,8
Bbh.l 0,015 0,143 0,158 0,270 0,170 0,100 83,7 94,5
Bbh.lI 0,017 | 0,213 0,220 0,260 0,240 0,020 81,5 92,5
Bbh.ll 0,014 | 0,134 | 0,148 0,180 0,160 0,020 84,8 95,5
Bbh.IV 0,013 0,208 0,221 0,260 0,250 0,010 85,6 92,7

*Conziderando o teor de LS e LPA lixiviados

Tabela 41 - Concentracao residual de fenois e respectiva % de remocao para os ensaios de

biodegradacao dos bagacos de azeitona a T=37 + 2°C

arametros Fendis % Remocio
;k (mg GAE/L) fencis*
Bbs.1 71 76,8
Bbs.2 &7 78,1
Bbs.3 65 78,8
Bbs.4 86 71,9
Bbh.I 3 96,6
Bbh.lI 3 96,5
Bbh.llI 4 95,4
Bbh.IV 5 94,3

*Considerando o teor de concentracao de fendis lixiviados
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Capitulo V - Conclusao e perspectivas de trabalho

futuro

A aplicacdo das tecnologias de digestdo anaerobia tem actualmente como objectivo
fundamental o reaproveitamento de sub-produtos e residuos que permitem simultaneamente
a sua valorizacdo como biocombustivel, contribuindo para a producao de energia de forma
sustentada, bem como a sua valorizacao organica, gerando como produto final uma biomassa
estabilizada que eventualmente, apos tratamento de polimento, podera ser aplicada para fins
agricolas (composto). Neste contexto, seleccionou-se um estudo comparativo sobre a
degradabilidade anaerobia do bagaco seco (processo de 3 fases) e de bagaco himido

(processo de duas fases) gerados como residuo na producédo de azeite, em regime mesofilo.

Numa primeira etapa do trabalho experimental efectuaram-se ensaios de degradacao de
compostos modelo derivados da lignina, aldeidos fenolicos, visto que os polifenois podem ter
efeitos bacteriostaticos, sendo de dificil degradacdo. Os resultados indicaram que o
siringaldeido é degradado mais rapidamente do que a o-vanilina, por populagées mistas
anaerobias adaptadas a glucose (subcapitulo 4.1.). A presenca de co-substratos directos de
populacdes acidogénicas, acetogénicas e metanogénicas contribuem para uma diminuicdo do
tempo necessario a degradacao destes compostos. Por exemplo, por analise dos espectros de
UV-visivel e na presenca de 3g/L de uma mistura de glucose e acetato de sodio (a+g), a
degradacdo ocorre em cerca de 18 dias, tempo bastante inferior ao necessario para obter
uma degradacao idéntica quando alimentada como substrato Unico (Figuras 41 e 42). A
degradacdo do siringaldeido na presenca de co-substratos tende a seguir uma cinética de
pseudo-primeira ordem, verificando-se um aumento da constante de velocidade cinética (k)

com a adicao de co-substratos (Tabela 22).

A o-vanilina, apesar de apresentar uma estrutura quimica muito similiar a do siringaldeido,
demonstrou ser um composto de degradacdao mais lenta, observando-se neste caso,
claramente, a formacdo de um patamar, sendo necessario cerca de 60 dias para se iniciar o
processo de degradacao efectivo, mesmo na presenca de co-substratos (Figura 49).
Comparando as curvas cumulativas de biogas para o siringaldeido (Figuras 45 e 46) e o-
vanilina (Figuras 50 e 51), pode referir-se que na o-vanilina a producao tende a manter-se
constante num periodo de tempo que coincide com o patamar observado para o valor da CQO,
observando-se a partir do dia 90 um aumento mais acentuado da sua producao (até aos 120

dias), sendo no siringaldeido a producdo mais acentuada para tempos inferiores a 40 dias.

Em média, a producdo de biogas foi de 532 mL/g de siringaldeido e de 418 mL biogas/ g

mistura a 50% de o-vanilina e solucao de glucose e acetato de sodio. Estes resultados sugerem
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uma menor taxa de conversao da o-vanilina, pois mesmo na presenca de substratos

facilmente metabolizaveis originam uma menor producao de biogas.

Atendendo a que nos residuos de agro-industriais a formacao de siringaldeido e vanilina, por
hidrolise das ligninas, ocorre na presenca de outros co-substratos como agucares, proteinas e
lipidos, admite-se que em residuos reais a sua biodegradabilidade seja favorecida. Neste
contexto, o estudo do efeito da adicao de outros co-substratos complexos a estes compostos
fendlicos seria um trabalho futuro a propor. Para uma melhor compreensao da degradacao de
compostos fenodlicos simples e polifendis seria ainda interessante analisar o efeito da
temperatura e da separacdao de fases no processo de digestdo anaerobia, bem como da

mistura de compostos fenodlicos na presenca de co-substratos.

A analise preliminar do estudo destes compostos fendlicos permitiu um melhor entendimento
sobre o comportamento de populacdes mistas anaerdbias durante o processo de bio-
remediacao de residuos solidos gerados na producédo de azeite. Na segunda etapa do presente
estudo avaliou-se o potencial de producdo de biogas durante a degradacdo anaerobia de
bagacos seco e humido, recolhidos numa unidade de processamento de azeite da Beira
Interior. Optou-se por estudar a sua degradacdo por via himida, pois o processo de
biodegradacao efectuado por microrganismos € bastante mais eficaz na presenca de elevados
teores de humidade. Os compostos organicos, antes de serem metabolizados pelas culturas
microbiologicas sao solubilizados, para posterior hidrélise a compostos mais pequenos, por

exo-enzimas e finalmente metabolizados no interior das células.

Os testes preliminares de lixiviacdo indicaram que para se obter uma carga organica (expressa
em CQO), aproximadamente igual em ambos os bagacos, deveriam-se estudar massas
diferentes. Para o bagaco seco seleccionou-se uma massa de 5g (CQOjixiviado = 2665 mgCQO/L)
e para o hiumido uma massa de 1 g (CQOyxiviade = 2911 mgCQO/L). A caracterizacao dos
lixiviados dos bagacos, efectuado a 37 + 2°C, indicou uma presenca significativa de matéria
organica constituida por azoto amoniacal, proteina, lignina (sollvel e precipitada em meio
acido) e ainda de fendis (Tabelas 30 a 33). A lixiviacdo de compostos ocorre de forma mais
acentuada nos primeiros dias de ensaio, sendo mais elevada para o bagaco himido,
principalmente nas primeiras horas (Figura 53). No geral pode referir-se que a lixiviacao é

predominante nos primeiros 5-6 dias.

Apesar de se ter efectuado a sua caracterizacdo a 50 + 2°C, ndo se deu muita relevancia a
este estudo, pois durante o decorrer do trabalho experimental nao foi possivel efectuar
ensaios de biodegradacdo em regime termofilo, ficando esta tarefa a executar como trabalho

futuro, de forma a complementar o presente estudo.
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Relativamente ao bagaco seco observou-se que o processo de degradacao dos lixiviados é
significativamente mais lento (pelo menos 100 dias) do que para o bagaco himido (que ocorre
predominantemente em cerca de 20 dias) (Figura 54). A diferenca na composicao fisico-

quimica destes bagacos pode explicar a diferenca de resposta nos testes efectuados.

Refira-se todavia que, considerando o valor maximo obtido para os diferentes parametros nos
lixiviados, obtiveram-se boas eficiéncias de remocao de matéria organica. Para o bagaco seco
a remocao de CQO variou de 73-79%, a de azoto amoniacal de 43-51%, a de proteina de 72-
84%, a de LPA de 61-78% e a de fenois de 72 a 79%. Estes valores foram no geral inferiores aos
obtidos no estudo do bagaco himido (Tabela 42), indiciando uma melhor eficiéncia de
tratamento deste tipo de residuos. Pela CQO removida estima-se que a producdo de biogas
neste residuo se aproxime, no caso do bagaco seco, do valor experimental (11 - 13 mL/Zpagaco

seco), devendo no bagaco hiimido ser cerca de 7 vezes superior.

Tabela 42 - Eficiéncia de tratamento obtida no bagaco seco e no bagagco hiimido a 37 + 2°C

%Remocao L.
i Bagaco seco| Bagaco humido
Parametros
cao 73-79 71-94
Azoto Amoniacal 43-51 60-72
Concentragdo de proteina 72-84 80-88
Lignina (LPA) 61-78 92-95
Fenois 72-79 94-97

Face aos resultados alcancados deve-se salientar a importancia da biometanizacao do bagaco
humido, o qual além de ser eficientemente degradado, apresenta um elevado potencial
energético, evitando-se simultaneamente na pratica, a producdo de aguas rucas no processo
produtivo, caracterizadas pela sua elevada carga organica de dificil remediacdo. A
composicao do bagaco himido parece favorecer o processo de degradacao anaerdbia por via
mesofila, em detrimento do bagaco seco, residuo para o qual se pode eventualmente optar
por uma via de valorizacao alternativa e indicada na literatura sobre o assunto como, por
exemplo, a compostagem e posterior aplicacdo do composto como correctivo de solos,

alimentacao animal e como combustivel.

Em condicées idénticas de degradacdo anaerobia mesofila, obtiveram-se para 1 g de residuo

de indUstrias agro-alimentares os resultados apresentados na Tabela 43.
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Tabela 43 - Resultados comparativos da degradacdo anaerobia mesodfila de diferentes

residuos de industrias agro-alimentares

Residuo Biogas
(Mlpiogss/gssy.d
Dreche cervejeira " 19-36
Bagaco de uva @ 43-65
Bagaco de azeitona hdmido 93,5
Bagaco de azeitona seco 15-19

" (Tome, 2009)
& {Oliveira, 2011)

No dominio da degradacdo anaerobia e de forma a investigar mais detalhadamente os
mecanismos intervenientes nestes processos, sao ainda propostos alguns outros aspectos de
trabalho futuro:

- Ensaio de biodegradacao do bagaco de azeitona seco e himido em regime termofilo.

- Co-remediacdao com outros bagacos nomeadamente de uva, visto apresentar uma
composicao diferente e um potencial de biogas semelhante.

- Ensaio de degradacao de lipidos presentes no bagaco de azeitona e na presenca de
co-substratos.

- Analise do teor de CH..

- Caracterizacdo microbiologica da populacédo para identificar as espécies dominantes
envolvidas na degradacao.

- Digestdo anaerobia em fases (hidrolise, acidogénese e metanogénese),

desenvolvendo cada fase da degradacdo com espécies microbianas especificas.

O objectivo das propostas de trabalho futuro é o de se adquirir um conhecimento mais

profundo do tema e da viabilidade do processo como tecnologia de valorizacao.
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