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RESUMO

O processo de industrializacdo da uva gera uma variedade de residuos, e o0 bagaco &
o principal residuo gerado no processo de vinificacdo, que se manejado de forma
inadequada pode resultar em poluicdo devido ao alto conteudo de matéria organica
biodegradavel e sélidos. Dessa forma, faz-se necessario a utilizacdo de tecnologias
para agregar valor ao residuo, além de diminuir o impacto ambiental. Uma delas é a
digestdo anaerobia que permite obter metano por meio da acdo dos microrganismos,
sendo vista como uma forma adequada para o tratamento e destinacdo de residuo
agroindustrial. O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da relacdo indculo
(microrganismos)/substrato (bagaco da uva) no Potencial Bioquimico de Metano
(PBM) do bagaco da uva. O experimento foi realizado em escala laboratorial através
de um sistema de frascos reatores em batelada, removendo um conjunto de triplicata
de frascos para amostragem e andlise, a cada intervalo de 48 horas, tendo o teste
duracédo de 12 dias. Os frascos reatores continham residuo, indculo e 20% de solucéo
nutritiva, mantendo 20% de headspace. Foram incubados em estufa na temperatura
mesdfila (35 £ 2°C) e agitados manualmente a cada 24 horas. A quantificacdo do
metano foi realizada por meio da coleta do biogas produzido. Foram utilizadas 3
diferentes relacdes inéculo/substrato (I/S) 0,75, 1,5 e 3, avaliando a
biodegradabilidade e producédo especifica de metano do bagaco da uva, através de
ensaios de PBM, determinando ainda, as remoc¢des organicas relativas ao processo
de digestdo. Dentre as relagcfes estudas, a relacéo I/S 3 proporcionou os resultados
mais promissores para carregamento de sistemas anaeroébios, indicando que o
bagaco da uva apresenta potencial de tratamento biologico através da digestédo
anaerobia.

Palavras-chave: Digestdo anaerobia. Residuo agroindustrial. Biogas. Biometano.
Vitis vinifera.



ABSTRACT

The grape industrialization process generates a variety of residues, and bagasse is
the mainstay of a poorly managed vinification process that can result in large amounts
of solid and biodegradable organic material. Thus, it is necessary to use technologies
to add value to the waste, in addition to reducing the environmental impact. One of
them is an anaerobic digestion that allows methane to be obtained through the action
of microorganisms, being seen as an appropriate way for the treatment and disposal
of agro-industrial waste. The objective of this work was the effect of the inoculum
(microorganisms) / substrate (grape marc) relationship on the Biochemical Potential of
grape marc methane (BPM). The experiment was performed on a laboratory scale
using a batch reactive vial system, removing a set of vial samples for sampling and
analysis, with a 48-hour interval, with a lasting test of 12 days. Reactor flasks contain
residue, inoculum and 20% nutrient solution while maintaining 20% headspace. They
were incubated in the mesophilic greenhouse (35 + 2 ° C) and shaken manually every
24 hours. Methane quantification was performed by collecting biogas produced. Three
different inoculum/substrate (I/S) 0.75, 1.5 and 3, were used to evaluate the
biodegradability and specific methane production of grape marc through BPM assays
and to determine the organic removals related to digestion process. Among the studied
relationships, the I/S 3 ratio provided the most promising results for the anaerobic
system making, and the grape bagasse has potential for biological treatment through
anaerobic digestion.

Keywords: Anaerobic digestion. Agroindustrial waste. Biogas. Biomethane. Vitis
vinifera.



LISTAS DE FIGURAS

Figura1- Remocgdes organicas nas diferentes relacdes I/S. (a) Remogéo 25
de SV. (b) Remocédo de DQO.

Figura2 - Micrografia de amostra do inoculo I/S 0,75, mostrando
predominio de cocos agrupados (Methanosarcinas sp) e isolados  3q
(setas) além de bacilos curtos e bacilos com extremidades
arredondadas (circulos).

Figura 3 -  Micrografias de amostras do inoculo I/S 0,75, mostrando bacilos 31
longos (elipses) e curtos (circulo).



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

LISTAS DE TABELAS

Condicdes experimentais utilizadas para os diferentes ensaios
de PBM realizados.

Caracterizacao fisico-quimica do indculo, substrato e relacbes
I/S.

Resultados de metanizagao (%M) e Biodegradabilidade
(%BD).

Volume de biogas, percentual e volume de metano para as
relagdes I/S.

Rendimentos de metano.

24

26

28



SUMARIO

L INTRODUGAOD ... ..ottt ane . 13
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 14
2.1 Residuos AgroindustriaiS da UVa ........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 14
2.2 Digestao Anaerobia de Residuos OrganiCoS.........ccceeevvevviiieeeeiiiie e 15
2.2.1 Potencial Bioquimico de Metano (PBM) ..........ouuiiiiiiiiiiii e 16
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cuo ittt 17

4. ARTIGO 1 — EFEITO DA RELACAO INOCULO/SUBSTRATO NO POTENCIAL

BIOQUIMICO DE PRODUCAO DE METANO EM BAGACO DA UVA ..........cc.c....... 22
INTRODUGAO ..ottt ettt 24
MATERIAIS E METODOS ....ocooiiieiteeeeeee ettt ete e eaesaeanaeee e 25
SUDSrato € INOCUIO ..o eeeaee 25
Configuragao experimental do ENsaio de PBM ..., 26
Relacdes inoculo/substrato utilizadas N0 PBM...........cciiiiiiiiiiiiii e, 27
Coleta e CaracterizaGao dO BIOGAS ........cccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeee et e e e e e e e e e e e 28
Morfologia da comunidade microbiana do iNOCUlO...............ccooviiiiiiiiiiiii e, 29
ANAIISES ESTALISHICAS ......uvvrviiiiiiiiiiiii it 29
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooutiiiiieiiieieiesisie et 29
DQO metanizada e Biodegradacdo anaerobia...........cccccooveevviiiiii i, 29
REMOGOES OFJANICAS......cciiiiieiiiiiiiiiae ettt e e e e e et e e e e e e e e e e eeeees 30
Rendimentos de MELANO ..........uuiiiiiiiii et 32

Rendimento em Relacdo aos Solidos VOIALEIS ........ccooevveviiiiiiiiiiii e, 32

Rendimentos em Relag8o a DQO .......uuiiiiiiiiiiceeiiiieeeee e 34
Morfologia da comunidade microbiana do iNOCUlO...............ccoeviiiiiiiiiiii e, 34
CONCLUSAD ...ttt ettt 37

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt ettt 38



13

1 INTRODUCAO

O setor agricola produz uma grande quantidade de subprodutos e residuos
representando um crescente interesse industrial, tanto por razbes econdmicas como
por razdes ambientais e de sustentabilidade. Isto também é verdadeiro quando estes
residuos séo provenientes da vinificacdo (SPIGNO et al., 2008; THANARASU et al.,
2018).

As vinicolas estdo entre as industrias que mais sofrem com o acumulo de
residuos organicos, bem como entre as que buscam por novas tecnologias para
agregar valores aos residuos, além de diminuir o impacto ambiental. Embora as
vinicolas gerem residuos biodegradaveis, os mesmos necessitam de um tempo
minimo de degradacéao, constituindo uma fonte de poluentes (HUBER et al., 2012). O
bagaco da uva é o principal residuo gerado no processo de vinificacdo e a sua
utilizacdo tem um importante impacto na reducdo de residuos, permitindo agregar
valor, jA que neste material, que hoje é desperdicado e subutilizado, encontram-se

varias substancias bioativas e ricas em polifenois (SALES et al., 2012).

Segundo Oliveira et al. (2018), o manejo inadequado de residuos sélidos e
semi-sélidos organicos podem resultar na poluicdo de &guas superficiais e
subterraneas, solo e ar, devido ao alto conteido de matéria organica biodegradavel.
De acordo com Silva et al. (2014), atualmente os problemas que ocasionam
preocupacdes para o setor das agroindustrias sdo em relacéo a geracéo de residuos

e seu destino final.

Dessa maneira, a valorizacdo, o tratamento e descarte correto de residuos
organicos podem ser viabilizados através da digestdo anaerodbica, degradando e
estabilizando a matéria organica. O processo de biodigestdo anaerdbia consiste na
acao dos microrganismos em biodegradar os residuos organicos, transformando-os

em compostos organicos de cadeias menores (ESPOSITO et al., 2012).

A recuperacdo de energia por meio da digestdo anaerdbica de residuos
agroindustrias, pode ser investigada por meio da realizacédo de ensaios de potencial
bioguimico de metano, em que € possivel determinar a biodegradabilidade e
rendimento de conversdo de metano em substratos (ANGELIDAKI et al., 2009),

monitorando o volume do biogas gerado a partir dos substratos, avaliando o poder de
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degradacdo biolégica dos residuos por meio da producgéo total de biometano (SILVA
et al., 2016).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Residuos Agroindustriais da Uva

A uva (Vitis vinifera) é uma das culturas fruteiras mais cultivadas em todo o
mundo. A producdo de uvas no Brasil em 2017 foi a maior da historia viticola, com
818.783 milhdes de quilos produzidos destinados ao processamento (vinho, suco e
derivados) (MELLO, 2018). Dessa maneira, a atividade vitivinicola € um dos principais

setores industriais no processamento de alimentos (FILHO et al., 2018a).

No processo de industrializacdo da uva sé@o gerados residuos, subprodutos da
vinificacdo, provenientes do esmagamento e da prensagem das uvas. A recuperacao
destes residuos pode representar um grande avango na manutencdo do equilibrio
ambiental, visto que, para as vinicolas esta grande quantidade de residuos é motivo
de problemas de armazenagem, transformacao ou eliminagcdo em termos ecoldgicos
e econdmicos (CZAMANSKI, 2013). Assim, a vinificagcdo envolve todos 0s passos
realizados durante a elaboracéo de vinho, gerando diferentes residuos caracterizados
por alto conteddo de compostos biodegradaveis e sélidos suspensos (NAVARRO et
al., 2005).

Segundo Zhang et al. (2017), os subprodutos sélidos organicos da producao
de vinho incluem o bagaco da uva, engaco, borras de vinho e lodo. O bagaco de uva
consiste de casca de uva, polpa e sementes coletadas ap6s extrato de suco de uva
(ACHKAR et al., 2016; BARCIA et al., 2014). E um material lignocelulésico complexo,
e um dos residuos de vinicola mais abundantes e sem valor, gerados ap0s a processo
de prensagem (DEVESA-REY, 2011).

Esses residuos representam um risco para o0 meio ambiente quando liberados
sem tratamento adequado (MAKADIA et al., 2016). Segundo Ros et al. (2016), o uso
de residuos vinicolas in natura para fins agricolas pode ser prejudicial, pois pode
alterar o consumo de oxigénio no solo devido ao alto conteudo organico desses
residuos. Isso pode resultar em varios problemas ambientais e publicos (RAHMANIAN
et al., 2015).
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Segundo Makadia et al. (2016), as recentes restricbes em padrdes ambientais,
avancos na quimica moderna e na biotecnologia, juntamente com o interesse
industrial na minimizacdo de residuos, resultaram em um interesse crescente na

exploracdo de residuos da industria de vinhos.

2.2 Digestdo Anaerdbia de Residuos Orgéanicos

A digestdo anaerobia (DA) é uma abordagem promissora e potente para a
valorizacdo sustentavel dos recursos de biomassa em um futuro com economia de
base bioldgica (ACHKAR et al., 2016). A busca por fontes de energia alternativas é

objeto recorrente de pesquisas (FILHO et al. 2018b).

A DA de residuos organicos fornece uma variedade de beneficios para a saude
publica, e para o0 meio ambiente, incluindo a producéo de energia, reducédo de gases
efeito estufa, a possibilidade de reciclagem de nutrientes, redu¢cdo do volume de
residuos e reducdo de odores (PHAM et al., 2015). Sendo uma opcéo interessante
para recuperacdo de energia de residuos vinicolas com alto contetido organico. E
simples de projetar e operar, requer condi¢cdes operacionais amenas e gera biogas,
rico em metano, que pode ser usado para producéo de eletricidade (ELEUTHERIA et
al., 2016).

Dessa maneira, as fracdes organicas de residuos agricolas sao consideradas
recursos energeticos renovaveis promissores e podem ser exploradas através de um
processo de DA (ACHKAR et al., 2016). Para Ros et al. (2014), a digestao anaerdbica
dos subprodutos da producéo de vinho mostra-se um tratamento muito promissor, ja
gue é possivel usar o biogas como fonte de energia limpa. Assim, através da digestao
anaerobica, o material organico contido na biomassa é convertido biogas, cujos
principais constituintes sdo o metano (CH4) e o carbono diéxido de carbono (CO2)
(KONRAD et al., 2016; RIBEIRO et al., 2016). Além disso, outro subproduto desta

tecnologia, chamado biodigerido, € um fertilizante de alto valor para o cultivo de

culturas e pode substituir fertilizantes minerais comuns (ACHINAS et al., 2017).

Tendo em conta que o0 uso do processo de digestao anaerdbica de biomassa
da industria do vinho é uma alternativa adequada, pois ndo so6 reduz os custos em
energia, como é capaz de melhorar a eficiéncia do tratamento (MIGUEL E VIEIRA,

2009), em que, devido a sazonalidade do fluxo de carga organica das biomassas
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dessas industrias torna-se favoravel, uma vez que 0S microrganismos presentes

possibilitam a interrupcao na alimentacao de fluxo de carga (MOLINA et al., 2007).

Segundo Chernicharo (2007), os processos realizados em tratamentos
biol6gicos sdo baseados na capacidade dos microrganismos em utilizar a matéria
organica biodegradavel presente no meio como fonte de alimento, transformando-a
em subprodutos que podem se apresentar na forma liquida (agua), solida (lodo) ou na

forma gasosa (COz2, CHa).

Durante o processo, quatro complexas etapas se desenvolvem: hidrélise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese, cada qual ocorre com a predominancia
de grupos especificos de microrganismos, onde, o sucesso do tratamento no decorrer
do processo, ocorre quando os microrganismos fermentativos e metanogénicos
estejam coordenados entre si (KISPERGHER, 2013). Fatores como teor de nutrientes,
umidade, disponibilidade de bactérias, teor de matéria organica, sdo algumas das
propriedades que devem ser consideradas no processo de biodigestédo. (FILHO et al.,
2018b). Como também, para uma digestao eficiente, é imprescindivel determinar as
melhores condi¢cdes de mistura, de modo a maximizar a produgcédo de metano e evitar
a inibicdo do processo (ALVAREZ et al., 2010).

2.2.1 Potencial Bioquimico de Metano (PBM)

Diferentes tipos de substratos, fornecem uma producéao diferente de metano,
gue pode ser avaliado usando o potencial bioquimico de metano (PBM)
(DECHRUGSA et al., 2013). O ensaio PBM é uma ferramenta Util para determinar a
biodegradabilidade e rendimento de conversdo de metano em substratos
(ANGELIDAKI et al., 2009). De acordo com Angelidaki et al. (2009), com aumento da
procura por sustentabilidade energética, tem-se aplicado de forma gradativa
tecnologias para a producéo de bioenergia evidenciando a importancia da aplicacao

desses ensaios.

Os ensaios PBM fornecem um método barato e repetitivo para fazer
comparacdes relativas da digestibilidade anaerdbica e producéo potencial de biogas
entre varios substratos (LESTEUR et al., 2010). Simplicidade, baixo custo e rapida
resposta sdo algumas das vantagens reportadas em relacdo ao método PBM. (FILHO
et al., 2018b). Determina o valor experimental da produ¢cdo maxima de metano que

gera uma quantidade conhecida de residuos organicos (GONZALEZ et al., 2015),
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possibilitando avaliar a biodegradabilidade de materiais residuais (BILGILI et al.,
2009).

O PBM é a metodologia mais utilizada por académicos e técnicos praticantes
para determinar a producdo maxima de metano de um determinado substrato
(RAPOSO et al.,, 2011). Registrando o metano produzido quando o substrato é
misturado com um indculo anaerdbico ativo até que somente pequeno volume de
metano é produzido (ANGELIDAKI et al., 2009; HOLLIGER et al., 2016).

O PBM ¢é usado para otimizar a digestao anaerébica que permite encontrar qual
substrato tem o maior potencial e desse modo determinar a produgédo de metano em
funcdo de diferentes misturas (RODRIGUEZ et al.,, 2017). O grau e a taxa de
degradacdo, bem como, o rendimento do biogas, dependem das caracteristicas
guimicas e fisicas do substrato, mas também, dos parametros escolhidos para
operacdo do processo, como temperatura e tempo de retencdo, que moldam a
composicdo dos diferentes grupos microbianos e comunidades ativas no processo
(SCHNURER, 2016). Assim, a probabilidade e taxa de degradacdo do substrato
dependem da concentracdo de microrganismos durante o ensaio, o pH e a

temperatura do in6culo e das amostras de residuo utilizadas (CABEZA et al., 2016).

Como também, é influenciado pela relacdo entre in6culo e substrato e o
tipo de substrato (RAPOSO et al., 2011), que segundo Dechrugsa et al. (2013), a
relacdo indéculo/substrato foi identificada como um parametro chave que afeta a
eficiéncia da degradacéo anaerdbia e, mais importante, a precisao do ensaio. Dessa
forma, o ensaio PBM é hoje um parametro chave para avaliar viabilidade de

implementacdo de um sistema de digestdo anaerdbica em larga escala.
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4. ARTIGO 1 — EFEITO DA RELACAO INOCULO/SUBSTRATO NO POTENCIAL
BIOQUIMICO DE PRODUCAO DE METANO EM BAGACO DA UVA

RESUMO

O processo de industrializagdo da uva produz grandes volumes de residuos solidos
organicos, sendo o bagaco da uva o principal residuo gerado no processo de
vinificacdo. Esses residuos agroindustriais, configuram uma fonte de energia
disponivel, que quando dispostos de forma incorreta podem causar poluicdo devido
ao seu alto conteudo de materia organica. Os residuos da uva podem contribuir com
a geracao de energia por meio da digestdo anaerdbia, vista como uma forma
adequada para o tratamento e destinagdo de residuos de biomassa agroindustrial,
gerando CO2 e CHa4. O trabalho teve como objetivo a avaliar o efeito da relacdo
indculo/substrato no Potencial Bioquimico de Metano (PBM) do bagaco da uva. O
experimento foi realizado em escala laboratorial através de um sistema de frascos
reatores em batelada, removendo um conjunto de triplicata de frascos para
amostragem e analise, a cada 48 horas, tendo o teste duracéo de 12 dias. Os frascos
reatores continham residuo, in6culo e 20% de solu¢do nutritiva, mantendo 20% de
headspace. Os frascos reatores foram incubados em estufa na temperatura mesdéfila
(35 2°C) e agitados manualmente a cada 24 horas. A quantificacdo do metano foi
realizada por meio da coleta do biogas produzido, que foi submetido a andlise de
cromatografia gasosa. Foram utilizadas 3 diferentes relagbes inoculo/substrato (I/S)
0,75, 1,5 e 3, avaliando a biodegradabilidade e producéo especifica de metano do
substrato (bagaco da uva), através de ensaios de PBM, determinando-se a DQO
metanizada, biodegradabilidade, os rendimentos de metano com relacéo aos solidos
volateis e DQO, remocbes organicas e avaliando-se ao final da degradacdo a
morfologia da comunidade bacteriana por meio de microscopia eletronica de
varredura. A relacdo I/S 3 proporcionou 0s resultados mais promissores para
carregamento de sistemas anaerébios, indicando que o bagaco da uva apresenta
potencial de tratamento biol6gico através da digestdo anaerdbia. O bagaco da uva
também apresentou potencial para producao de produtos de valor agregado como o0s
acidos graxos.

Palavras-chave: Digestdo anaerObia. Residuo agroindustrial. Biogas. Biometano.
Vitis vinifera.
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ABSTRACT

The process of industrialization of grapes produces large volumes of solid organic
waste, and grape marc is the main residue generated in the winemaking process.
These agroindustrial residues constitute an available energy source, which when
improperly disposed can cause pollution due to their high content of organic matter.
Grape residues can contribute to energy generation through anaerobic digestion, seen
as an appropriate way for the treatment and disposal of agroindustrial biomass
residues, generating CO2 and CHa4. The objective of this work was to evaluate the effect
of inoculum/substrate relationship on the biochemical potential of grape bagasse
methane (PBM). The experiment was performed on a laboratory scale using a batch
reactor flask system, removing a set of triplicate flasks for sampling and analysis every
48 hours, with the test lasting 12 days. Reactor flasks contained residue, inoculum and
20% nutrient solution, maintaining 20% headspace. Reactor flasks were incubated in
an greenhouse at mesophilic temperature (35 + 2°C) and shaken by hand every 24
hours. The methane quantification was performed by collecting the biogas produced,
which  was submitted to gas chromatography analysis. Three different
inoculum/substrate (I/S) ratios (0.75, 1.5 and 3) were used to evaluate the
biodegradability and specific methane production of the substrate (grape marc)
through PBM assays, determining the COD methanized, biodegradability, methane
yields with respect to volatile solids and COD organic removals and the evaluation of
the bacterial community morphology by scanning electron microscopy at the end of the
degradation. The I/S 3 ratio provided the most promising results for loading of
anaerobic systems, indicating that grape pomace has potential for biological treatment
through anaerobic digestion. Grape bagasse also presented potential for the
production of value added products such as fatty acids.

Keywords: Anaerobic digestion. Agroindustrial waste. Biogas. Biomethane. Vitis
vinifera.
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INTRODUCAO

A producédo de vinho € uma atividade que se destaca em todo o mundo
(DEVESA-REY et al.,, 2011), produzindo grandes volumes de residuos sélidos
organicos. De acordo com Mello (2018), a producdo de uvas no Brasil destinadas ao
processamento (vinho, suco e derivados) foi de 818.783 milhdes de quilos em 2017,
48,74% da producéo total de uvas, o restante (51,26%) destinada ao consumo in
natura. Segundo Silva et al. (2014), atualmente a preocupacdo no setor das
agroindustrias sdo em relacdo a geracdo de residuos e seu destino final. A alta
geracdo em termos quantitativos e lenta biodegradabilidade em certos casos, causam
impactos ambientais, e, em outros, a geracado de subprodutos que podem ser toxicos,
cumulativos ou de dificil degradacao (IPEA, 2012). O manejo inadequado de residuos
sélidos organicos podem resultar na poluicdo de aguas superficiais e subterraneas,
solo e ar, devido ao alto conteddo de matéria organica biodegradavel (Oliveira et al.,
2018).

Alguns dos subprodutos formados durante a vinificacdo podem ser usados para
diferentes finalidades (DEVESA-REY et al., 2011). Segundo Zhang et al. (2017), os
subprodutos soélidos organicos da producdo de vinho incluem o bagaco da uva,
engaco, borras de vinho e lodo. O bagac¢o da uva é o principal residuo solido orgéanico
das industrias vinicolas e os principais componentes do bagaco da uva sdo sementes
e casca (CHRIST & BURRIT, 2013; DUBA et al., 2015).

Além disso, segundo Gonzélez et al. (2015), residuos agroindustriais,
configuram uma fonte de energia disponivel, pois, segundo Avaci et al. (2013), pode-
se recuperar biogas através da digestdo anaerdbia é vista como forma ideal de
tratamento de residuos da biomassa. A digestdo anaerdbia do substrato organico é
um processo complexo que depende da atividade coordenada de um complexo
microbiano para converter substratos organicos em biogas (ZHANG et al., 2013).
Sendo uma tecnologia promissora para gestdo de materiais organicos e producao de
energia renovavel, reciclagem de nutriente e reducéo de fluxos de residuos (LI et al.,
2018). Durante a reducdo da carga organica presente em um residuo, ha a
minimizagcdo do poder poluente e dos riscos sanitarios desses dejetos e ao mesmo
tempo, tem-se como subproduto o biogas, que pode ser convertido em energia térmica

ou elétrica e o biofertilizante utilizado como adubo (STEIL et al., 2002).
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O processo da DA é regulado por fatores ambientais sendo alguns dos
principais a temperatura (regime mesofilo ou termofilo) e o pH (Sabado-Ventura et al.,
2014), e também a composicao do residuo e o estado fisico e estrutura do substrato
e a relacao indculo/substrato (ANGELIDAKI & SANDERS, 2004; ZARKADAS et al.,
2016; CORDOBA et al., 2018).

A relacdo substrato/inéculo (S/I) € um importante parametro na digestao
anaerobia e é um dos fatores mais importantes para o inicio de uma equilibrada
populacao microbiana no sistema anaerobico (HAIDER et al., 2015; ZHU et al., 2014).
Em trabalho realizado por Latifi et al. (2019), os resultados mostraram que a
diminuicao da relacao I/S levou ao acumulo de acidos graxos e altas concentracfes
de amdnia no reator, resultando em menores rendimentos de metano. Nesse sentido,
a relacao entre inoculo/substrato, ou ainda substrato/inoculo, que € incubada nos
reatores, influencia na producéo especifica de metano, tendo em conta que diferentes
residuos requerem proporcdes distintas devido a caracteristicas intrinsecas aos seus

processos geradores.

Diante da diversidade de fatores que afetam a digestacéo anaerodbia, ensaios
de biodegradabilidade anaerdbia séo utilizados para estabelecer biodegradabilidade
e determinar o potencial final de metano dos residuos, mas também sao usados para
determinacdo da taxa de a biodegradacdo em geral (ANGELIDAKI & SANDERS,
2004) e testes de Potencial Bioquimico de Metano (BPM) podem ser utilizados para
tais fins (HOLLIGER et al., 2016).

Dessa maneira, frente a geracao de residuos que faz parte do processo de
industrializacdo da uva, a digestdo anaerdbia se torna uma alternativa viavel para
tratamento e destinacdo de tais residuos, como também, pode-se reverter em
beneficios para o préprio sistema de produc¢éo da vitivinicultura. Assim o objetivo deste
estudo, foi comparar a influéncia da relacéo inoculo/substrato no potencial bioquimico
de metano do bagaco da uva, avaliando-se ao final da degradacéo a morfologia da

comunidade bacteriana por meio de microscopia eletrénica de varredura.
MATERIAIS E METODOS

Substrato e inoculo

Para os ensaios de Potencial Bioquimico de Metano (PBM), foi utilizado como

substrato 0 bagaco da uva prensada, remanescente do processo de vinificacdo
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consistindo de cascas, sementes e umidade, sem engaco. A uva utilizada nesse
processo, procede do cultivo de duas cultivares, a hibrida Isabel e BRS Violeta. O
residuo foi coletado na Vitivinicola Quintas Sao Braz, localizada na zona rural do

municipio de Petrolina-PE, Brasil.

O procedimento de coleta e caracterizacdo do bagaco da uva foi realizado
conforme procedimentos da German Guideline VDI 4630 (2016) e da ABNT NBR
10007, onde foram coletadas amostras simples, retirando-se quatro sub-amostras de
trés secdes (do topo, do meio e da base da pilha de residuos), para integralizar a
amostra composta, que foi embalada, identificada e transportada sob refrigeracao.
Para caracterizacao fisico-quimica do bagaco da uva foram realizadas em triplicata,
analises de sdlidos totais e sdlidos totais volateis, pH, umidade, fésforo, nitrogénio
total e demanda quimica de oxigénio (DQO), de acordo com APHA (2012), e matéria
organica (MO) segundo Carmo e Silva (2012). Os metais niquel, ferro, potassio, sodio,
célcio, cobre, manganés, zinco e chumbo foram determinados por meio de digestéao
com &cido nitrico e posterior analise em espectrofotometro de absorcao atbmica com
atomizacgao por chama de ar-acetileno no comprimento de onda especifica para cada
elemento quimico analisado conforme APHA (2012).

A origem, os critérios de qualidade e a preparacdo do inéculo atenderam ao
preconizado pela VDI 4630 (2016), sendo utilizado lodo anaerdbio proveniente da
descarga de um reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) tratando esgotos
domésticos em Estacdo de Tratamento da Companhia Pernambucana de
Saneamento, situada em Petrolina — PE, Brasil. A atividade metanogénica especifica
do lodo para os substratos propionato, butirato e acetato é de 0,125 L CHs4 kg STV d-

! considerada uma boa atividade para lodos anaerébios (ANGELIDAK et al., 2009).

Configuracéao experimental do Ensaio de PBM

O ensaio de PBM foi conduzido por adaptacdo da VDI 4630 (2016) a
metodologia do frasco sacrificio adotada por Amorim et al. (2013). O experimento foi
conduzido em um sistema de 66 frascos reatores em batelada, cada um com volume
total de 115 mL (HOLLIGER et al., 2016), sendo removido um conjunto de triplicata
de frascos para amostragem e analise, a cada 48 horas, tendo o teste duragéo de 12
dias. Os frascos reatores continham residuo, inéculo e 20% de solucédo nutritiva,

preenchendo um volume til de 92 mL, para manter 20% de headspace (ANGELIDAKI
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et al., 2009). Os frascos reatores foram incubados em estufa na temperatura mesofila
(35 £ 2°C) e agitados manualmente a cada 24 horas (SOUTO et al., 2010). A producao
de metano devido a possivel presenca de substrato residual no indculo foi subtraida

atraveés da realizacdo de controles branco.

Relacbes inoculo/substrato utilizadas no PBM

Foram testadas trés relacdes inoculo/substrato (I/S) 0,75, 1,5 e 3,0, que foram
alcangadas mantendo-se uma concentragao fixa de inoculo (15 gSV L) e variando-

se a concentracdo do substrato, de 5 a 20 gSV L (Tabela 1).

Tabela 1 - Condi¢des experimentais utilizadas para os diferentes ensaios de PBM realizados.

Relagbes Inoculo ~ Substrato _
(I/S) Volume Concentragao Volume Concentragdo
L) (gSV LY (L) (g SV LY
0,75 0,015 15 0,007 20
1,50 0,015 15 0,004 10
3,00 0,015 15 0,002 5

Previamente a montagem do experimento, 24 horas antes, foi realizada a
aclimatizagdo da biomassa microbiana nos frascos reatores, colocando-se apenas o
lodo anaerdbico e a solugdo nutritiva, enriguecendo-os para posteriormente
receberem o bagaco da uva. Apds a mistura e homogeneizacéao do inoculo e bagaco,
foi aferido o pH do conteudo dos frascos utilizando-se bicarbonato de sodio, deixando-
os préximos da neutralidade. Por conseguinte, os frascos foram vedados com tampas
de borracha nitrilica e lacres de aluminio, com auxilio de alicate recravador, onde, na
borracha foi inserida uma agulha acoplada a uma seringa de 10 mL para coleta e

medicao do biogas realizadas diariamente.

A avaliacdo do efeito da relacéo I/S no PBM foi determinada pelo célculo da
DQO efetivamente transformada em metano (%M), da percentagem de
biodegradacgéo anaerdbia (%BD), pela percentagem de remocao de solidos volateis e
DQO, e pelos rendimentos de metano por massa de sdlidos volateis adicionados (L
CHa4/kg-SV) e por grama de DQO removida (L CH4/kg-DQO).

O rendimento de metano (%R) foi calculado com relacdo ao metano tedrico
(VTch4) obtido segundo Chenicharo (2007) (Tabela 2). As caracteristicas do substrato,

do inéculo anaerdbio e das relacdes I/S estdo dispostas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica do indculo, substrato e relagdes I/S.

Parametros Unidades Indculo I?jagago /s
auva 0,75 15 3,0
pH - 8,15 3,72 7,23 7,40 7,53
Umidade % 51,75 68,37 - - -
ST g kg? 90,73 473,34 217,25 125,78 172,29
STV g kg? 44,04 409,20 197,54 107,72 148,97
DQO gLt - 36,30 4,88 339 2,71
MO % - 98

NT % 0,89 1,31 - - -
NHs g kg 1,82 0,02 - - -

P mg L 90,14 542,98 - - -

K g kgt 580 0,14 - - -
Na g kg? 6,50 0,0022 - - -
Mg g kgt 1,50  0,0167 - - -
Ca g kg? 1,60 0,0024 - - -

Nitrato g kg? 0,11 0,062 - - -

Zn mg kg - 0,000 - - -
Cu mg kg - 0,034 - - -
Mn mg kg - 0,099 - - -
Fe mg kg - 1,648 - - -

Ni mg kg - 0,054 - - -
Pb mg kg - 0,000 - - -

AGV mg HAc L1 - - 612,39 528,41 538,90
AT mg HAc L1 - - 22,67 9,33 12,00

Volume tedérico  (NL CHskg™
de CHg4 (VTCH4) SVadicionado)
L CHa4 kg
AME STV d.
*AME: Atividade Metanogénica Especifica

- - 45,51 68,49 136,79

0,125 - - - -

Coleta e Caracterizagcao do Biogés

A coleta do biogas foi realizada no periodo de 24 e 48 horas de experimento,
tempo em que ocorreram picos de producdo. Assim, a caracterizacdo do biogas
procedeu-se quanto a composi¢do de metano e gas carbodnico, no qual, uma parcela
do biogas foi transferida para seringas plasticas de 10 mL com auxilio de valvulas de
3 vias que permitiam a conexao entre as seringas, e destas para frascos coletores de

gas com borracha nitrilica.

O biogas foi caraterizado em cromatografo gasoso Agilent modelo 7890 A com
detector do tipo FID equipado com metanador. A coluna utilizada foi a agilentHayesep
Q 80/100. Foi utilizado o N2 com fluxo de 25 mL min' como gas de arraste. A

temperatura do detector foi de 300°C, a do forno da coluna foi de 60°C e o tempo de
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corrida de 11 min. Para os célculos das concentra¢des foram construidas duas curvas
de calibragdo, uma para o CO2 (250, 500 e 1000 ppm) e CHa (0,5, 1 e 3 ppm).

O volume de metano produzido (Vcha) foi obtido por meio da composigao
e do volume do biogés, a taxa de producdo de metano foi determinada em relacéo a
DQO e aos SV adicionados. Os valores foram normalizados para a temperatura
padréo e presséao (VDI 4630, 2016).

Morfologia da comunidade microbiana do in6culo

Ao final dos ensaios de PBM foram retiradas amostras da biomassa contida
nos frascos reatores (inoculo) para caracterizacdo por meio de exames em
microscopio eletrénico de varredura (MEV), com a finalidade de distinguirem-se as

principais morfologias celulares presentes na biomassa.

Adaptando-se a metodologia de Araujo et al. (2003), amostras de 0,5 mL de
lodo foram fixadas com tampé&o fosfato (pH 7,3) contendo glutaraldeido 25%, por 2 h
a 4 °C. Apos a fixacao, fez-se a desidratacdo com solucdes de etanol lavando-se as
amostras 6 vezes, em intervalos de 10 min, com concentracdes crescentes (45, 70,
80, 95 e 100% v/v). Essas amostras foram fixadas em suportes de aluminio (stubs)
com fita de carbono dupla face e secas a 30 °C em estufa, por 2 horas. Em seguida,
as amostras foram cobertas com uma camada de ouro de 20 nm de espessura, no
Sputter Quorum Modelo Q 150R ES, com corrente de 15 mA e tempo de metalizagcéo
de 90 segundos. As observacdes foram realizadas no microscépio eletrénico de
varredura VEGA3 TESCAN.

Analises Estatisticas

Os resultados foram avaliados estatisticamente no software Sisvar® (versdo
5.6), através de estatistica descritiva e andlise de variancia (ANOVA) aplicando o

teste deTukey ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
DQO metanizada e Biodegradagao anaerdbia

A DQO metanizada ou metanizacédo (%M) e a biodegradabilidade (%BD) sdo
apresentadas na tabela 3. Houve diferenca significativa entre as relacbes /S

estudadas para a metanizagéo, em que, a relacéo I/S 3 foi superior estatisticamente
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as demais. Nao houve diferencas significativas entre as relacdes I/S para a %BD,
embora, numericamente a maior biodegradabilidade (16,50%) tenha sido observada

na relacéo I/S 3.

Segundo Elbeshbishy e Nakhla (2012), valores muito préximos de metanizacao
e biodegradabilidade enfatizam que ndo houve inibicdo da metanogénese, em que

apresentem diferenca percentual menor que 5%.

Em contrapartida, os valores obtidos alcancaram diferencas percentuais, entre
a metanizacao e biodegradabilidade, de 70 — 74%, indicando que ao fim do tempo de
digestdo houve acumulo de &cidos graxos volateis, causando possivel inibicdo. No
entanto, tais dados expdem a aptiddo do substrato em produzir 4cidos graxos volateis
(AGV), que segundo Dahiya et al. (2015) devido a seus grupos funcionais, os AGVs
sdo extremamente Uteis para a indUstria quimica. E, além disso, também sé&o
substratos para a producdo hidrogénio, bem como biopolimeros, como
polihidroxialcanoatos (PHAs) (RAGANATI et al., 2014; DOMINGOS et al., 2017).
Como foram produzidos em estudos realizados por Zhang e Angelidaki (2015), Liu et
al. (2016), Garcia-Aguirre et al. (2017) e Cho et al. (2017).

Tabela 3 - Resultados de metanizacéo (%M) e Biodegradabilidade (%BD).

Relagao I/S Metanizac&o Biodegradabilidade
% %
0,75 51,87b 14,52a
15 53,21b 15,72a
3,0 63,12a 16,50a
%CV 5,31 5,24

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si segundo teste de Tuckey a 5% de
significancia.

Remocgdes Organicas

Neste estudo a eficiéncia na remocao dos compostos organicos foi quantificada
através do monitoramento das concentracdes de sélidos volateis e DQO de entrada e
saida dos frascos reatores. A Figuras 1 apresenta as comparacdes entre as relacdes
I/S estudadas.

A Figura 1la mostra a remocéao de sélidos volateis ao fim do tempo de digestéo
em funcéo das relacdes I/S estudadas. Nao houve diferenca significativa segundo o
teste de Tukey a 5% de significancia, entre as relacbes de 0,75 e 3,0, que
proporcionaram as maiores reducdes, 59,22 e 59,24%, respectivamente. A relacao de

1,5 obteve o menor percentual de redugao em torno de 56,73%.
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Em trabalhos realizados por Zhu et al. (2010), Brown e Li (2013), Shi et al.
(2014), Li et al. (2016) e Li et al. (2018) as maiores reducdes de SV foram obtidas nos
reatores com 0s maiores rendimentos de metano, diferente do presente estudo, em
gue pode-se observar que as maiores remocdes foram obtidas nas relacées com
extremos de carregamentos distintos, mostrando uma tendéncia incerta quanto a
remocado de matéria organica e as relacfes inoculo/substrato, assim como em
Cordoba et al. (2018). Ros et al. (2016) obtiveram percentuais de remocéao de SV,
também estudando residuo de bagaco da uva de 12 — 35%.

A Figura 1b mostra a remoc¢ao de DQO ao fim do tempo de digestdo em funcéo
das relacbes I/S estudadas. A relacédo I/S 3,0 obteve o melhor desempenho em
percentual de remocéo (77,5%), relacdo esta, que também obteve a melhor producéo
especifica de metano em relacéo aos solidos volateis. Enquanto as relagbes de 1,5 e
0,75 obtiveram 61,7% e 57,2%, respectivamente.

Em estudo realizado por Leite et al. (2014), com residuos tipicamente vegetais,
além de lodo de esgoto sanitéario, foi obtida uma remocao de 51% da DQO. Ja Gueri
et al. (2018) obtiveram uma reducéo de 80,98 - 81,63 %, utilizando residuo alimentar
e lodo anaerdbio em reatores de bancada. Talha et al. (2016) trabalhando com bagaco

de cana, obtiveram uma remocéo de DQO de 69,64%.

A remocao organica de DQO se mostra mais coesa em relacdo a de sélidos

volateis, apresentando maiores remoc¢des conforme as relagdes I/S aumentam.

Figura 1 — Remocg0des organicas nas diferentes relacdes I/S. (a) Remocao de SV. (b)
Remocao de DQO.
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Rendimentos de Metano

Para os calculos dos rendimentos de metano, foram utilizados os valores
obtidos de volume de biogas, percentagem de metano e volume de metano,
apresentados na Tabela 4, nos quais, houve diferenca significativa entre as relacoes
I/S aplicadas. Pode-se observar que a relagdo I/S 3, apesar de possuir 0 menor
volume de biogas produzido, obteve o melhor percentual de metano. Em
contrapartida, a relacdo I/S 0,75 obteve o menor percentual de metano, mesmo

gerando a maior quantidade de biogas.

Tabela 4 - Volume de biogas, percentual e volume de metano para as relacdes |/S.

~ Vbiogés CHa4 VcHa
Relacéao I/S (mL) % )
0,75 136,762 26,20b 35,93ab
15 133,602 31,64a 42,27a
3,0 87,40b 33,80a 29,54b
%CV 8,30 6,74 12,41

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si segundo teste de Tuckey a 5% de

significancia.

Rendimento em Relac&o aos Solidos Volateis

A relacao I/S 3 foi superior estatisticamente segundo o teste de Tukey a 5% de
significancia (Tabela 5), proporcionando os melhores resultados para a producéo
cumulativa de metano em relacdo a quantidade de SV adicionados em funcao do
tempo, com 64,22 NL CHsKg!SVadicionado, Seguida pela relacdo 1/S1,5 (45,96 NL
CH4Kg1SVadicionado) € I/S 0,75 (19,42 NL CH4Kg*SV adicionado).

Evidenciando que quanto maior foi concentracdo de inoculo adicionada, em
relac@o a de substrato, maior foi a producéo de metano por grama de sélidos volateis,
com um aumento de 70% quando a relacdo I/S variou de 0,75 para 3. Raposo et al.
(2008) também obtiveram os melhores resultados na mesma relacdo I/S de 3

utilizando residuo proveniente do processamento de sementes de girassol.

Gunaseelan (2004) utilizando o bagaco e engaco da uva obtiveram um
rendimento de 283 e 180 NL CHa KgSVadicionado, porém em 100 dias. Ja Dinuccio et
al. (2010) utilizando o bagaco e engaco da uva, com uma propor¢ao substrato/inoculo
de 1:2 durante 40 dias, obtiveram rendimentos de 98 e de 116 NL CH4Kg*SVadicionado,

respectivamente. Diferentemente do obtido por Colussi et al. (2009) e Ros et al. (2016)
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para o bagaco da uva, durante 40 dias, que obtiveram 150 e 360 NL CH4Kg"
1SVadicionado, respectivamente. Fabbri et al. (2015) utilizando também bagaco da uva,
obtiveram 145-254 NL CHa KgSVadicionado. Salienta-se que tal diferenca nos
rendimentos pode estar associada ao fato de que os estudos acima tiveram duragao
média de 60 dias, recomendando-se assim, que para ensaios de PBM sejam adotados
como critério para finalizacdo do experimento quando a taxa diaria de biogas for
equivalente a apenas 1% do volume de biogas produzido até aquele tempo de acordo
com a VDI 4630 (2016).

J& em estudos utilizando lodo anaerdbico e sementes de uva, Caramiello et al.
(2013) com uma relacéo I/S de 1, durante 38 dias e Carchesio et al. (2014) com uma
relacdo I/S de 0,5 durante 54 dias, obtiveram 118,6 e 155,2 N L CH4 Kg~*SV adicionado,

respectivamente.

Moset et al. (2015) variando relacdo I/S de 0,5 — 2, constataram que uma
relacdo mais alta fornece um PBM mais elevado para o milho (397,5 NL CH4 Kg
1SVadicionado). Kawai et al. (2014) utilizando relacdes I/S de 0,25 — 3, também obtiveram
os melhores resultados na relacdo mais alta (435 NL CH4 Kg'SV) para residuos
alimentares. Ja Pellera e Gidarakos (2016) utilizaram relacdes I/S 0,5, 1, 2 e 4,
obtiveram o0s melhores rendimentos na relacdo I/S 4 para residuos de
descarocamento de algoddo e na relacéo 2 para residuos de uva (pele, semente e
engaco). Rouches et al. (2019) avaliando o impacto das relagdes I/S (0,9, 0,5, 0,3,
0,1) na digestdo anaerobica de palha de trigo, observaram uma queda drastica na

producdo de metano nas menores relagoes.

Dessa maneira, o teste de potencial bioguimico de metano € uma técnica
essencial para avaliar a implementacdo e otimizacdo de biotecnologias anaerdbicas
(SILVA et al., 2018). Embora essa técnica seja caracterizada por longos periodos de
digestao, de 20 a mais de 100 dias (RAPOSO et al., 2012), o que ndo se adequa a
necessidade de rapidas tomadas de deciséo (SILVA et al., 2018), como no caso em
guestdo de agroindustrias. Assim, levando em consideracdo que o periodo
experimental do presente estudo, 12 dias, comparado a outros diversos estudos com
residuos organicos supracitados, sejam eles provenientes do processo de vinificacdo

ou néo, revela o potencial do bagago da uva para produgéo especifica de metano.

O rendimento de metano (%R) mostra que a producao de metano experimental

foi acima de 40% para as relacdes I/S 0,75 e 3 do volume tedrico de metano (VTcha),
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enquanto a relacdo I/S 1,5 obteve 67% de rendimento a partir do VTcra (Tabela 5).
Indicando que a fracdo organica removida anaerobiamente convertida em metano, a
partir do tratamento do bagaco da uva, € uma alternativa viavel para o aproveitamento
dos residuos do processamento da uva, frente a seu potencial poluidor se disposto in
natura no meio ambiente, visto que, apresentou bons percentuais experimentais em

relacao aos teoricos.

Rendimentos em Relacdo a DQO

Segundo Jingura e Kamusoko (2017), o potencial de metano calculado em
relacdo a DQO é uma metodologia destinada a economizar custos e tempo, utilizando
o potencial tedrico final de metano de um substrato a partir da concentracéo de DQO.
O rendimento especifico de metano variou entre 134 - 223 N LCH4 Kg* DQOremovida,
relagéo I/S 1,5 apresentou resultado estatisticamente superior as demais relagoes,

que nao diferiram entre si estatisticamente (Tabela 5).

Ros et al. (2016), realizaram ensaios com o0 bagaco da uva e obteve
rendimentos de 136 — 402 N L CH4 Kg* DQOremovida. Enquanto, em ensaio realizado
por Achkar et al. (2016) obtiveram-se rendimentos de 125 — 170 N L CHas Kg*
DQOadicionada, €M batelada. Observa-se que o maior rendimento em relagédo a DQO
removida foi de 218 N L CH4kg'DQOremovida, Na relagéo /S 1,5. Entretanto, a maior
remocao de DQO ocorreu no I/S 3,0 (77,51%). Tendo em vista que recebeu a menor

concentragdo de substrato em relagdo a de inoculo (15g SV L1/5g SV L1).

Tabela 5 - Rendimentos de metano.

- ) L CH4Kg1SV L CHs4Kg?
Relacbes I/S %R adicionados DQOremovida
0.75 42,80b 19,42c 134b
1,5 67,00a 45,96b 223a
3,0 47,00b 64,222 153b
%CV 7,89 9,63 15,82

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si segundo teste de Tuckey a 5% de
significancia.

Morfologia da comunidade microbiana do in6culo

Em ordem de se investigar por qual motivo a relacédo I/S 0,75 obteve o menor
percentual de metano entre as relagdes estudas, foi realizado para tal relagcéo, o

estudo da morfologia da comunidade microbiana do inoculo de seus frascos reatores.
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Assim, nas micrografias em MEV do inoculo I/S 0,75 (Figuras 2 e 3) percebe-
se que houve predominancia de morfologias de bactérias na forma de cocos
semelhantes a Methanosarcinas sp (cocos aderidos ao granulo setas) pertencentes

ao dominio das archeas, além de bacilos longos (elipses) e curtos (circulo).

As Methanosarcinas sp sao o Unico grupo juntamente com a Methanosaeta sp
a metabolizarem o acetato para producdo de metano. A Methanosrcina é capaz de
crescer em outros substratos além do acetato tal como o hidrogénio e predominam
em ambientes com alta concentracéo de acetato e pH entre 5,9 e 6,4. A relacao I/S
0,75 apresentou o valor de 4872 mg H Ac./L e pH de 6,86.

Observa-se ainda que encontraram-se também bacilos curtos e bacilos com
extremidades arredondadas (circulos) que indicam bactérias pertencentes a ordem
dos Methanobacteriales, que segundo Geradi (2006) os dois principais géneros sao
Methanobacterium e Methanobrevibacter. A presenca desses grupos de bactérias e
de archeas demonstram uma biomassa diversificada sugerindo haver um equilibrio
entre as comunidades de microrganismos metanogénicos acetotroficos (cocos e

filamentosas) e hidrogenotroficos (bacilos).

N&o foram visualizadas estruturas que se assemelham as formas das
Methanosaetas (filamentos delgados), embora possam estar presentes, porém nao

visualizadas.
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Figura 2 - Micrografia de amostra do inoculo I/S 0,75, mostrando predominio de cocos
agrupados (Methanosarcinas sp) e isolados (setas) além de bacilos curtos e bacilos com
extremidades arredondadas (circulos).

SEM HV: 10.0 kV WD: 17.65 mm I I VEGA3 TESCAN

View field: 27.7 pm Det: SE 5 pm
SEM MAG: 5.00 kx |Date(m/dly): 01/01/10 Performance in nanospace
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Figura 3 - Micrografias de amostras do inoculo I/S 0,75, mostrando bacilos longos (elipses) e
curtos (circulo).

SEM HV: 10.0 kV WD: 17.53 mm
View field: 13.8 pm Det: SE 2 pym
SEM MAG: 10.0 kx | Date{m/dly): 01/01/10 Performance in nanospace

CONCLUSAO

Os resultados experimentais indicaram que o0 bagaco da uva apresenta
potencial de tratamento biolégico através da digestdo anaerdbia. Podendo oferecer
producgdes volumétricas de metano em apenas 12 dias, evidenciando a funcionalidade
do ensaio de PBM em identificar o potencial do bagaco da uva e estabelecer bases

para a sua utilizacdo como substrato na implementacao de biotecnologias anaerébias.

A relacdo I/S 3,0 obteve o melhor desempenho, proporcionando o melhor
rendimento de metano em relagdo aos SV adicionados, metanizacéo e eficiéncia na
remogdo de DQO, destacando-se assim, como a relacdo mais promissora para
carregamento dos sistemas de digestacao anaerobia para o residuo de bagaco da uva

em escala real.

A analise microscépica da morfologia dos microrganismos do indculo

evidenciou grupos microbianos metanogénicos como a Methanosarcina sp. e bacilos
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com morfologia de Methanobacteriales, mesmo sendo este o tratamento com menor

rendimento de metano.
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