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RESUMO

Esse artigo apresenta uma revisdo sobre os diferentes protocolos para a determinagdo da atividade metanogénica
especifica (AME) de in6culos e potencial bioquimico de metano (PBM) de residuos sélidos organicos. Os protocolos
propostos se diferem tanto em relagdo aos procedimentos adotados para a incubacdo do lodo, quanto ao método utilizado
para quantificacdo do metano produzido durante o teste. S3o discutidos os principios dos métodos manométricos e
volumétricos, e descritos brevemente os protocolos de incubagao do lodo, de medi¢do do metano e o procedimento para

realizagdo da AME e PBM obtida pelos métodos mais utilizados pela comunidade cientifica nacional e internacional.

PALAVRAS-CHAVE: AME, PMB, Batelada, Residuo Orgénico, Inculo.

ABSTRACT

This article presents a review of the different protocols for the determination of specific methanogenic activity (SMA) of
inoculants and biochemical potential of methane (BMP) of organic solid residues. The proposed protocols differ both in
relation to the procedures adopted for the sludge incubation, as well as the method used to quantify the methane produced
during the test. The principles of manometric and volumetric methods are discussed, and the sludge incubation, methane
measurement protocols and the procedure for performing SMA and BMP obtained by the methods most used by the
national and international scientific community are briefly described.
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INTRODUGAO

A digestdo anaerdbia de residuos solidos orgénicos, tais como residuos biologicos, lodos, dejeto bovino, culturas
energéticas e outras biomassas, para a producdo de bioenergia ¢ uma tecnologia amplamente aplicada.

A capacidade de produgdo de metano por um consorcio de microrganismos anaerobios, realizada em condigdes
controladas de laboratorio, para viabilizar a atividade bioquimica maxima de conversdo de substratos organicos a biogas
ainda contém problemas de reprodutibilidade devido aos diversos protocolos para sua determinacgdo. A determinagdo da
capacidade do lodo anaerébio em produzir metano ¢ importante porque a remog¢do de elétrons equivalentes, ou seja
compostos reduzidos causadores da demanda quimica de oxigénio (DQO), da dgua residudria a ser tratada s6 ocorrera de
fato com a formagdo do metano, que por ser praticamente insoluvel em agua, escapa facilmente da fase liquida. A
determinagdo do potencial bioquimico de metano (PBM) ¢ um parametro-chave para avaliar os problemas de projeto,
econdmicos e de gerenciamento para a implantagdo em grande escala dos processos de digestao anaerdbia.

Torna-se importante esclarecer que a falta de uma padronizacdo para o teste de BMP dificulta, de certa forma, a
comparacao dos resultados absolutos obtidos a partir de cada metodologia atualmente disponivel. Nesse sentido, entende-
se que os resultados obtidos a partir de cada um dos métodos ora descritos devam ser utilizados muito mais como base
relativa de comparacao em cada local em que vier a ser aplicado e levando-se em conta ainda o objetivo principal de
aplicagdo do resultado. Nos ultimos anos tem sido publicado grande quantidade de trabalhos referentes aos testes BMP,
porém a comparagdo de dados de biodegradabilidade na literatura ¢ muito dificil. Isso ndo se deve apenas a variedade de
equipamentos usados, mas também as diversas condigdes ¢ protocolos ambientais usados. Por exemplo: a mistura de
nutrientes, in6culos, volume liquidos e de headspace, pH, pressdo de headspace ¢ o sistema de detec¢do podem diferir de
um teste para outro. Um dos desafios com o uso da tecnologia em processos anaerdbios € a dificuldade em avaliar quanto
de biogas pode ser produzido a partir de um determinado substrato (PBM) ou determinado indculo a partir da atividade
metanogénica especifica (AME).

Portanto, a maior contribui¢ao deste artigo serd no sentido de fornecer subsidios para a comunidade cientifica e para os
operadores de reatores anaerdbios escolherem um determinado método para medi¢do do PBM do residuo s6lido organico
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e AME do in6culo, além da proposigdo de algumas padronizacdes minimas a serem empregadas por qualquer método que
venha a ser escolhido.

OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi levantar, verificar e analisar as formas de medi¢ao do biogas em sistemas anaerdbios
em escala laboratorial.

METODOLOGIA

Neste trabalho foram realizadas consultas bibliograficas nas bases de dados da “Biblioteca Digital Brasileira de Teses e
Dissertagdes - BDTD”, “ScienceDirect”, “SciELO” e livros sobre o assunto nos quais foram levantados aspectos sobre
testes de atividade metanogénica especifica e testes de potencial bioquimico de metano. Para constru¢do dos resultados
considerou-se firmar a pesquisa bibliografica sob trés grandes aspectos: tipos de ensaios, formas medi¢ao de metano e
métodos manométricos e volumétricos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

a. M¢étodos Manométricos

Os métodos manométricos se baseiam na medigao da pressdo exercida sobre um sensor (membrana trasdutora de pressao)
acoplado ao frasco de reagdo. Dependendo da configuragio do sistema a pressdo medida pode ser devido a mistura de
gases do biogas, que ¢ constituido principalmente por metano e didéxido de carbono, ou devido somente ao metano. Como
¢é possivel, através de calibragdo do sistema, estabelecer uma correlagdo entre a pressao medida e a quantidade de metano
presente dentro do frasco de reagdo, o registro diario da pressdo permite determinar a taxa diaria de producdo de metano
e, por conseguinte, o valor da Atividade Metanogénica Especifica (AME).

A grande vantagem do método manométrico ¢ a possibilidade de se acoplarem os medidores de pressdo a
microcomputadores, permitindo assim o monitoramento instantaneo e a automagao do processo, enquanto que a principal
desvantagem esta relacionada ao custo de aquisi¢ao e manutengdo dos equipamentos. Um exemplo de respirometro ¢
apresentado na Figura 1, e varios autores ja desenvolveram equipamentos semelhantes para a determinacdo da AME
usando o procedimento manométrico (JAMES et al, 1990).

Frascos de rea¢do (V=11L)

Septa para amostragem

Agitadores magnéticos

Valvula solendide de 3 vias
Reservatério de gas (V = 80 ml)
Manbdmetro

Cabos elétricos

Termostato de imersao

Banho de agua

Motor do agitador magnético

- Painel de controle da valvula solendide
- Computador par a aquisicao de dados

Figura 1: Respirometro para a realizaciio de testes de AME. Fonte: Guwy (2004).

O sistema mostrado na Figura 1 consistia de 8 frascos de reagdo de 1 L submersos em um banho termostatizado, sendo a
mistura do seu conteudo feita com agitadores magnéticos. O sistema de medi¢ao de gas era constituido de uma valvula
solenodide de 3 vias controlada por um medidor de pressdo (mandémetro ou transdutor de pressao), de tal forma que duas
vias (vias 1 e 2 indicadas na Figura 1) ficavam normalmente abertas permitindo a comunicagdo do frasco de reagdo com
o reservatorio de gas. No decorrer do ensaio de AME a pressdo no frasco de reagdo e no reservatorio de gas aumentava e
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era registrada progressivamente pelo mandmetro até atingir um valor limite. Quando a pressdo detectada no mandmetro
atingia o limite estipulado, o controlador emitia um sinal elétrico para a valvula solenoide para fechar a via de entrada
para o reator (via 1) e abrir a via de purga (via 3). Isso fazia com que a pressao do sistema fosse aliviada devido a liberagdo
do gas acumulado no reservatdrio. Apos a despressurizagdo o controlador enviava um novo sinal para a valvula para
fechar a via 3 e abrir novamente as vias 1 ¢ 2, iniciando assim um novo ciclo (INCE et al, 1995). Outros respirdmetros
utilizam sistemas de medigdo semelhantes, substituindo o manémetro por transdutores de pressao (GUWY, 2004).

Angelidaki et al. (1998) desenvolveram um sistema automatizado computadorizado de monitoramento da atividade do
biogas (BAM) para avaliar a producdo de gas em frascos fechados (Figura 2).

FC /O card PC Controller

)

Vials 1 2 16 NC
Figura 2: Descricdo esquematica do modelo sistematico BAM; (A) Porta de amostragem multiportas; (B)
transdutor de pressido; (C) engrenagem e motor; (D) placa codificada em posi¢cao; (E) captador; (F) interface de
energia; (V1 e V2) valvulas. Fonte: Guwy (2004).

Na Figura 3 ¢ demonstrado um sistema mais elaborado proposto por Jorgg (1999), que usou um sensor automatizado de
cabegote multifuncional para monitorar a degradacdo anaerébia (Figura 3).

GAS COLLECTING SYSTEM

GAS CIRCULATING PUMP
CO3;AND CH JR-SENSORS

MULTIFUNCTION HEAD
B awl

REACTION VESSEL
| —

Figura 3: Sensor automatizado de cabe¢ote multifuncional. Fonte: Guwy (2004).

Zandvoort et al. (2002) incluiram a atividade ¢ determinada por medi¢do em linha do aumento da pressao do headspace
como resultado da produ¢@o de metano nos frascos de soro utilizando transdutores de pressdo. Para medir a pressdo no
frasco de soro, um tubo de borracha butilica foi conectado a saida do transdutor de pressdo. Na outra extremidade do tubo,
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uma agulha foi conectada usando um adaptador Luer-lock. A agulha foi colocada através da rolha de borracha butilica do
frasco de soro. O sinal do transdutor foi enviado a um computador com placa de aquisi¢do de dados (PCL - 818 - HD)
através de um cartdo multiplexador (PCLD - 789D) no qual os dados foram armazenados pelo programa de aquisi¢ao de
dados.

E importante ressaltar que os procedimentos manométricos s6 dispensam o uso de cromatografo caso haja a absorgdo do
diéxido de carbono em etapa prévia a medi¢ao de pressdo. FDZ-Polanco et al. (2005) desenvolveram um respirometro
acoplado a um sistema de absorc¢do de gas carbonico (Figura 4), de forma que a pressdo medida pelo trasdutor ¢ devida
apenas ao gas metano.

1- Frasco de reagdo (200 ml)

2- Solugdo alcalina (15 gNaOHL)

3- Headspace da camara de lavagem do biogas
4- Tubo coletor

5- Porta de amostragem

6- Agulha de seringa

7- Transdutor de pressdo

8- Computador para aquisi¢do de dados

Figura 4: Respirometro desenvolvido para a remocio do CO: previamente 2 medi¢cio da pressido. Fonte: Guwy
(2004).

Um outro sistema respirométrico que pode ser utilizado e, que também utiliza a concepgao de absor¢ao do gés carbonico
previamente a medi¢do de pressdo, ¢ uma adaptagdo do kit comercial Oxitop® disponivel no mercado e usualmente
empregado nas determinagdes da demanda bioquimica de oxigénio (DBO).

A Figura 2 corresponde ao modelo de Respirometro desenvolvido por FDZ-Polanco et al. (2005) para remogao do CO»
previamente a medi¢ao da pressdo pastilhas de NaOH colocadas em uma ‘cestinha’ suspensa, através da qual os gases
s30 obrigados a passar antes de atingirem o trasdutor de pressao.

A determinag@o da DBO com o sistema Oxitop® (Figura 5) se baseia no fato de que durante a respiracao aerébia havera
consumo de oxigénio dissolvido na fase liquida, com consequente reposi¢do pelo oxigénio molecular presente na fase
gasosa. Desta forma a pressdo parcial do oxigénio no headspace tende a diminuir devido a reposi¢do do oxigénio
consumido pela atividade microbiana. Como ha, durante a degradagio aerébia, produgdo de gas carbdnico, ¢ preciso que
se tenha um dispositivo para sua absor¢@o antes que a pressdo seja medida, de forma que a queda de pressdo devido ao
consumo de oxigénio seja percebida e quantificada corretamente. Nos equipamentos Oxitop®, a absorg¢do de gas
carbonico ¢ feita por:

1- Frasco de reacdo (200 ml);

2-  Solugao alcalina (15 gNaOH/L);

3- Headspace da cAmara de lavagem do biogas;
4-  Tubo coletor;

5- Porta de amostragem;

6- Agulha de seringa;

7- Transdutor de pressio;

8- Computador para aquisi¢ao de dados.
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ra a medicdo de AME. Fonte: Borges (2004).

Figura 5: Sistema Oxitop® pa

Com base no exposto ¢é possivel adaptar o equipamento Oxitop® para sua utilizagdo nas determinagdes de AME, s6 que
nesse caso o equipamento registraria acréscimos de pressao, devido a producdo de metano, ao invés da redugao de pressdao
devido ao consumo de oxigénio.

Atualmente o Sistema de Teste de Potencial Automatico de Metano (AMPTS) desenvolvido pela empresa Bioprocess
Control Sweden Company configura-se no equipamento mais moderno em termos de medi¢do do CH4 em bioprocessos
de bancada. Embora o AMPTS elimine CO; e outros gases acidos no biogas antes de estimar o rendimento de CHa, o
instrumento utiliza o principio basico do teste BMP convencional. A produgdo de metano ¢ diretamente medida on-line
por meio do método de deslocamento de liquido e flutuabilidade. O AMPTS fornece dados de alta qualidade com
requisitos minimos de mao-de-obra.

b. Meétodos Volumétricos

Os métodos volumétricos se baseiam na determinagido do volume de biogés ou metano produzido em um frasco reacional
que contém o lodo a ser testado. A literatura reporta trés metodologias comumente utilizadas que empregam
procedimentos volumétricos: I) medigdo do volume e composicdo do biogas, II) medicdo apenas da composi¢do do
biogas, IIT) medigdo direta do volume de metano.

)] Medigdo do volume e composigao do biogas

Nesse procedimento, frascos de vidro (tipo antibidtico por exemplo) sdo inoculados com lodo a ser testado, substrato e
solucdo de nutrientes, ¢ incubados a 30 °C por um periodo que varia de 7 a 20 dias. O teste deve ser finalizado quando a
produgdo acumulada de metano se estabilizar, ou seja, ¢ fundamental que a taxa maxima de produc@o de metano (ponto
de maxima inclinagdo na curva obtido em grafico tipo “volume acumulado de metano” versus “tempo de incubagido™)
seja obtida antes que o teste seja encerrado (Figura 6). O monitoramento da produgdo de metano pode ser feito diariamente
com o auxilio de uma seringa esmerilhada (que ndo ofereca resisténcia ao deslocamento), ¢ a determinagao da composi¢do
do biogas amostrado pode ser feita por cromatografia gasosa (AQUINO et al., 2007).

F 3

Taxa maxima producao CH, = dV/dt

Volume acumulado
de CHa(ml}

Tempo incubacgao (d)
Figura 6: Determinacio grafica da taxa maxima de producio de metano. Fonte: Aquino et al. (2007).
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1)) Medigdo apenas da composi¢ao do biogas

De forma similar ao procedimento descrito anteriormente, frascos de vidro (tipo antibidtico por exemplo) sdo inoculados
em triplicata com lodo anaerdbio, substrato e solu¢ao de nutrientes, e incubados até que a produgdo acumulada de metano
se estabilize (Figura 7). A diferencga principal para o método descrito anteriormente esta relacionada a forma de medigao
do metano produzido. Nesse caso o monitoramento da producdo de metano ¢ feito diariamente amostrando-se um volume
fixo de biogas (Ex. 0,5 ml) de dentro do frasco de reagdo e determinando-se a quantidade de metano (massa ou nimero
de moles) produzida, por cromatografia gasosa (STEIL et al, 2004).

A grande vantagem dessa metodologia ¢ que cla dispensa a medi¢do do volume de biogas e o uso de seringas de vidro.
Por outro lado, sua grande desvantagem reside no fato de que o frasco de reag@o trabalha sob pressdes muito maiores,
aumentando o risco de perda de biogas, principalmente durante o procedimento de amostragem do volume fixo. Além do
mais, para evitar erros na construgdo da curva de calibragdo, € preciso que o volume de biogas amostrado seja exato (Ex.
1 ml), uma vez que esse volume determinara a quantidade de metano injetada no cromatédgrafo (AQUINO et al., 2007).

Headspace

L -

Figura 7: Protocolo de incubagio para ensaios em batelada. Fonte: Angelidaki et al. (2009).

18)) Medigao direta do volume de metano

A tinica diferenca entre o “método de medi¢ao do volume e composi¢ao” descrito anteriormente ¢ o “método da medigao
direta de metano” é que, para se medir o volume de apenas metano, deve-se lavar o biogas com uma solucao de soda (Ex.
NaOH 15%) para que haja a absor¢do do CO» (Figura 8).

Aparato | Aparato II (Frasco de Mariotte)

Garrafa com

Gas livre de CO, soluglo de NaOH [+
medigio volume com e

sernga esmerilhada)

MalH

Frasco Frasco
incubagdo MNaOH 15% Proveta

graduada

Figura 8: Esquema de dois aparatos experimentais para lavagem do biogas e medicdo do volume de metano
produzido. Fonte: Aquino et al. (2007).

c. Métodos Alternativos
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Tauber et al. (2011) indicaram um método novo, barato e facil de usar, desenvolvido para medir baixos rendimentos de
gas em biorreatores, com base no principio da contagem de bolhas por meio de técnicas de imagem digital e
reconhecimento de padrdes. Nenhum controle externo de hardware é necessario para as medicdes, ¢ o dispositivo pode
ser transformado em uma ferramenta multicanal sem mais acessorios para detectores. O método provou ter um
desempenho excepcional de acordo com as medicdes de teste e calibragdo em relagdo ao fluxo de gas padrao e revelou

uma curta periodicidade nos rendimentos de gas de dois reatores de biogds mesofilico em escala laboratorial paralelos,
fornecendo dados bem analisaveis sobre eles (Figura 9).

Figura 9: Dispositivo Bubbler, (a) Vista lateral: p Tubos de vidro em forma de L. com liquido tingido e bolhas de
gas (elipses brancas), g tabuleiro branco, ¢ cAmara, 1 fonte de luz. (b) De cima: d linha de partida para deteccao
automatica de tubo, escala e milimétrica para correcio manual de tamanho de bolha, f marcador de referéncia
para calculo automatico de tamanho de bolha, r reator (agitado), s computador, t termostato, o dngulo de
inclinacido —10 °). Fonte: Tauber et al. (2011).

Espectroscopia

As técnicas espectroscopicas determinam a absorbancia, transmissdo, difusdo ou fluorescéncia da radiag¢@o ultravioleta
(UV), visivel (VIS) e infravermelha (IR).

Espectroscopia de infravermelho préximo (NIR)

O NIR ¢ uma ferramenta til para a previsdo quantitativa de compostos nas industrias farmacéuticas, alimenticia e
agricola. Os modelos fornecem uma maneira indireta rapida, barata e simples de prever os PBMs de varias matérias
primas. A precisdo do método BMP deve ser melhorada para melhorar ainda mais os modelos de previsdo de PBM.

Espectroscopia de infravermelho médio por transformada de Fourier (FITR)

O FITR utiliza apenas uma pequena quantidade de determinacgdo da amostra e requer interpretagdo dos espectros obtidos.
O instrumento ndo é novo, mas a modificagdo com microfones altamente sensiveis forneceu uma versao avangada do
FITR. O FITR convencional ¢ fundido ao detector fotoacustico para formar a espectroscopia fotoacustica (FTIR-PAS)
(Bekiaris et al., 2015). Até o momento, o FTIR-PAS foi aplicado por Bekiaris et al., 2015 para determinar o PBM de
varias biomassas de plantas e os componentes quimicos de materiais vegetais que estdo associados com PBM.

Kit Envital®

Recentemente Bellaton et al. (2016) introduziram um teste rapido em fluorescéncia, o kit Envital®, para estimar a
biodegradabilidade anaerdbia do lodo de esgoto. O ensaio produziu resultados em 48h. Ele usa um indicador redox

fluorescente. A comparagdo com AMPTS II confirmou os valores estimados de PBM de acordo com um limite de
incerteza de 25%.
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CONCLUSOES

Ap6s levantamento bibliografico € possivel verificar a variabilidade dos testes de atividade metanogénica especifica e de
potencial bioquimico de metano. Ambos os testes sdo utilizados para verificagdo da conversao anaerobia da carga organica
em fluxos gasosos. Métodos manométricos tem a vantagem de serem automaticos, portanto, com uma melhor precisao
na aquisi¢ao dos dados. Em contraponto, os métodos volumétricos sdo mais acessiveis economicamente além dos testes
serem realizados com maior simplicidade de operacao. A conversdo anaerdbia permite a implementacao de uma economia
circular, realizando a estabilidade da matéria organica em condi¢des controladas, visando recuperagio energética.
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