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A digestao anaerébia é um processo metabdlico complexo que
requer condicdes anaerdbias (potencial redox < - 200 mV) e depende
da atividade conjunta de uma associa¢io de microrganismos para trans-
formar material organico em di6éxido de carbono e metano. O processo
pode ser dividido em quatro fases, sendo: hidrdlise, acidogénese, aceto-
génese e metanogénese. Cada etapa é realizada por diferentes grupos de
microrganismos, em sintrofia, e podem requerer diferentes condicoes
ambientais (Figura 1).
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Fonte: Adaptado de Deublein e Steinhauser (2011).

Figura 1. Processos de hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.

Hidrdlise

A etapa da hidrélise degrada compostos de alta massa molecu-
lar como os lipidios, polissacarideos e proteinas em substincias orga-
nicas mais simples (monomeros) e soltveis. Esse processo ocorre pela
acdo de enzimas extracelulares excretadas pelas bactérias hidroliti-
cas. A importancia da etapa de hidrdlise na velocidade de degradacio
é dependente da caracteristica do substrato envolvido. Quando a ma-
téria organica presente é complexa e de dificil degradacio, a hidrdlise
tem grande importancia na velocidade global de degradacio, podendo
ser considerada como etapa limitante da velocidade da digestao anaeré-
bia. O tempo de duracio da etapa de hidroélise varia de acordo com as
caracteristicas do substrato, sendo de poucas horas para carboidra-
tos e alguns dias para proteinas e lipidios. Lignocelulose e lignina sio
hidrolisadas mais lentamente, muitas vezes de maneira incompleta.

Acidogénese

Os monodémeros formados na fase hidrolitica sdo utilizados como
substratos por diferentes bactérias anaerdbias e facultativas, sendo de-
gradados na fase acidogénica a dcidos organicos de cadeia curta, molé-
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culas com 1 a 5 carbonos (ex. dcidos butirico, propionico e acético), 4l-
coois, 6xidos de nitrogénio, sulfeto de hidrogénio, hidrogénio e diéxido
de carbono. A pressiao parcial de hidrogénio durante o processo afeta
diretamente o estado de oxidacdo dos produtos. Se for muito elevada,
resultarao em produtos com maior quantidade de carbono.

Na acidogénese, os carboidratos, como glicose, sao degradados em
piruvato. Esse produto é convertido em édcido lactico por Lactobacillales e
em etanol pela acdo de leveduras. Os acidos graxos sao degradados, por
exemplo, pela Acetobacter por 3-oxidacao. Portanto, os acidos graxos de-
vem ser ligados a coenzima A e a oxidagao ocorre passo a passo através da
liberacao sequencial de duas unidades de carbono, na forma de acetato. Ja
os aminodcidos sao degradados em pares pelo Clostridium botulinum atra-
vés da reacio de Stickland (Figura 2), onde um aminodcido serve como
doador de elétron e outro como aceptor. Essa reacio resulta na formacio
de acetato, amonia, diéxido de carbono e sulfeto de hidrogénio.
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Figura 2. Exemplo de reacdo de Stickland, onde um par de aminodacidos é degradado,

formando acetato, amonia e diéxido de carbono.
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Acetogénese

A terceira etapa da digestao anaerdbia é considerada critica ao pro-
cesso, sendo conduzida por um grupo de bactérias denominadas aceto-
génicas. As reacdes acetogénicas sao endotérmicas (Tabela 1), por exem-
plo, a degradacio do 4cido propionico a acetato e didxido de carbono
apresenta AG = + 74 kJ.mol .

Tabela 1. Reacdes acetogénicas. Decomposicao a elementos de baixo peso molecular.

Acido conjugado | Reagio quimica/composto quimico

Diéxido de carbono/ 2CO, +4H, = CH,COOH +2HO  -1046
hidrogénio 2 2 3 2
Formiato Acido férmico HCOOH
Acetato Acido acético CH,COOH
Propionato Acido propiénico CHé?{I;Ié)g(O)I?Ij ECZ)Z_Ij-O?)HZ +76,1
Butirato Acido butirico CH,(CH,),COOH + 2H,0 +48,1
2CH,COOH+2H,
Lactato Acido latico CH,CHOHCOOH + 2H,0 -4,2
CH,COOH + HCO, + H" + 2H,
CH,(CH)OH+HO =
Etanol 3 2 2 +9,6
ane CH,COOH + 2H,

Fonte: Adaptado de Deublein e Steinhauser (2011); Chernicharro (2007).

As bactérias acetogénicas estabelecem relacao de sintrofia com as
arqueas metanogénicas e as bactérias homoacetogénicas. Nessa etapa os
acidos de cadeia longa sao transformados em acidos com apenas um ou
dois dtomos de carbono (férmico e acético), com a concomitante produ-
¢ao de hidrogénio e diéxido de carbono. As bactérias homoacetogénicas
regem o equilibrio da direcao da reacio de consumo de hidrogénio e
gds carbonico para producio de acetado (Equacio 1). Para que a forma-
cao de acidos de cadeia curta seja termodinamicamente favoravel, esta
deve ocorrer associada ao consumo de hidrogénio gasoso pelas arqueas
metanogénicas. A sintrofia entre organismos dos grupos microbianos
distintos possibilita que ambos apresentem crescimento, assegurando a
viabilidade de producio de acetato a partir de idcidos organicos.
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2C0, + 4H, = CH;CO00H + 2H,0  Equacaol

Metanogénese

A etapa final, metanogénese, ocorre em condi¢des estritamente
anaerdbias. Deste modo, o carbono contido na biomassa é convertido a
diéxido de carbono e metano através da acao das arqueas metanogénicas.
O dominio arquea é polimérfico, de modo que possa ser distinguida a
partir dos outros dominios apenas pela sequéncia de 16S rRNA. As rea-
¢Oes que ocorrem na metanogénese sio exotérmicas (Tabela 2).

Tabela 2. Reacoes metanogénicas. Decomposicao a elementos de baixo peso molecular.

26 mo?)

4H, + HCO,- + H* — CH, +3H,0 -135,4 Virias espécies
CO, +4H, == CH,+2H,0 -131,0
4HCOO + HZO + H =— CH4 + 3HC03- -130,4 Virias espécies
CH3COO +H,0 = CH, + HCO,- -30,9 Algumas espécies
4CH,OH == 3CH, + HCO,- + H" +H,0 -314,3
CHOH+H —- CH +HO 1130 Methanobac'te.rium
3 2 40 T2 Methanospirillum
2CH,CH,0H + CO, == CH, + 2CH,COOH -116,3 Methanosarcina

Fonte: Adaptado de Deublein e Steinhauser (2011).

As arqueas metanogénicas siao divididas de acordo com suas vias
metabdlicas em acetocldstica e hidrogenotréficas. As arqueas metano-
génicas acetocldsticas (ex. Methanosarcina) convertem acetato a metano
e as arqueas metanogénicas hidrogénotréficas (ex. Methanobacterium e
Methanospirillum) convertem hidrogénio e diéxido de carbono a metano.
Ambas reagoes sao exotérmicas. Os caminhos para formac¢ao de metano
via acetato ou diéxido de carbono sdao apresentados na Figura 3.
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Fonte: Adaptado de Deublein e Steinhauser (2011).
Figura 3. (a) Formacdo de metano pelo acetato; (b) formacio de metano pelo diéxido

de carbono. CoA = coenzima A; CoM = coenzima M.

Muitos autores relatam a colaboragio de 70/30% na producio de
metano entre as arqueas metanogénicas acetocldsticas/hidrogenotréfi-
cas. Porém, trabalhos recentes mostram o dinamismo dessa relacio (Sil-
va et al., 2014). As arqueas metanogénicas acetocldsticas s3o mais sen-
siveis as mudancas de pH e elevadas concentracdes de amonia, a qual é
caracteristica de substratos agropecudrios (diferente de esgoto sanitério).
Esse fato pode implicar no predominio das arqueas metanogénicas hi-
drogenotroéficas. Na auséncia das metanogénicas acetocldsticas, o acetato
produzido durante a biodigestio é oxidado pelas bactérias homoaceto-
génicas produzindo CO, e H, (Figura 1), os quais sdo utilizados como
substrato pelas arqueas metanogénicas hidrogenotroéficas, produzindo
metano.

O metabolismo dos microrganismos anaerébios mesofilicos sio
dependentes de diversos fatores (Tabela 3), com isso, para um étimo
processo de fermentacio, multiplos parametros devem ser considerados
e controlados.
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Tabela 3. Requisitos ambientais dos microrganismos anaerébios mesofilicos.

Temperatura 25-35 32-42

pH 52-6,3 6,7-7,5

Relacio C:N 10-45 20-30
Concentracio de matéria seca (%) <40 <30

Potencial Redox (mV) + 400 até - 300 <-200

Relaciao de C:N:P:S necessaria 500:15:5:3 600:15:5:3
Elementos tracos - Essencial: Ni, Co, Mo, Se

Fonte: Adaptado de Wellinger et al., 2013.

Pressio parcial de hidrogénio

A pressiao parcial de hidrogénio desempenha um papel chave na
metanogénese. Sendo assim, uma simbiose estreita entre os microrga-
nismos produtores de H, e consumidores de H, se faz necessirio. Em
geral, para que uma reac¢do bioquimica ocorra de maneira expontanea,
necessita ser exotérmica, ou seja, a energia livre de Gibbs deve ser nega-
tiva (AG < 0).

A concentra¢iao de hidrogénio deve ser balanceada, pois os mi-
crorganismos metanogénicos necessitam de hidrogénio para producio
de metano (arqueas metanogénicas hidrogenotréficas). Por outro lado,
a pressido parcial de hidrogénio deve ser baixa suficiente (10 a 10 bar)
para que as bactérias acetogénicas nao sejam inibidas pelo excesso de
hidrogénio, paralisando a producao de dcidos de cadeia curta.

A pressao parcial de hidrogénio maxima depende das espécies de
microrganismos envolvidos e também das caracteristicas do substrato.
Para conversao anaerdbia do propionato via acido acético e diéxido de
carbono/hidrogénio para metano, a janela energética é especialmente
pequena. As baixas pressdes parciais s6 podem ser mantidas se o hidro-
génio formado for rapidamente e efetivamente removido pelos micror-
ganismos consumidores de hidrogénio.
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Temperatura

A temperatura tem efeitos importantes nas propriedades fisico-
quimicas de componentes encontrados nos substratos anaerébios. Tam-
bém influencia a velocidade de crescimento e metabolismo dos micror-
ganismos, e com isso, a dinimica populacional em um biodigestor. Os
microrganismos podem ser classificados de acordo com a temperatura,
em trés grandes grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Classificacao dos microrganismos de acordo com a temperatura.

Termofilicos 60
Mesofilicos 37
Pscicrofilicos 15

As arqueas metanogénicas acetoclasticas sao o grupo mais sensivel
ao aumento de temperatura. A temperatura tem um efeito na pressio
parcial de hidrogénio em um biodigestor, portanto influencia a cinéti-
ca do metabolismo sintréfico. Termodinamicamente, observa-se que as
reacdes endotérmicas (em condi¢des padrio), como a quebra do propio-
nato em acetato, diéxido de carbono e hidrogénio, se tornam energetica-
mente mais favoraveis em altas temperaturas, entretanto, quando as re-
acoes sio exotérmicas (ex. metanogénicas hidrogenotr(’)ﬁcas) $20 menos
favorecidas em altas temperaturas.

O aumento de temperatura tem intimeros beneficios, incluindo
um aumento na solubilidade de compostos organicos, melhorando as
velocidades de reacdes bioquimicas. Também ha um aumento na taxa de
eliminacio de patégenos. Porém, a temperatura influencia parametros
como a dissociacio da amonia, podendo ter um efeito inibitério (Kunz;
Saqib, 2016). A medida em que a temperatura aumenta, o equilibrio qui-
mico é deslocado de NH,* para NH, (aquoso), podendo causar faléncia
no processo. A amonia livre é téxica as arqueas metanogénicas, pois fa-
cilmente se difunde através da membrana celular dos microrganismos,
causando desequilibrio i6nico e/ou deficiéncia de potassio (K*).
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Em regides com grande amplitude térmica, a producio de biogas
pode ser comprometida devido as elevadas variacoes de temperaturas.
Para evitar possiveis problemas, a temperatura do reator nao deve variar
bruscamente mais do que 2 °C. E de fundamental importancia o controle
da temperatura da biomassa, a fim de garantir a uniformidade da geracao
de biogas.

pH, alcalinidade e dcidos volateis

Cada grupo de microrganismo tem um valor diferente de pH 6ti-
mo. As arqueas metanogénicas sao extremamente sensiveis ao pH, com
um valor 6timo entre 6,7 e 7,5. Os microrganismos fermentativos sao
menos sensiveis e podem se adaptar a maiores variacdes de pH entre 4,0
e 8,5. Em baixos valores de pH os principais produtos sao os dcidos acéti-
co e butirico, enquanto que em pH préximo a 8,0, os principais produtos
sa0 os acidos acético e propionico. Os acidos volateis produzidos durante
a biodigestao tendem a reduzir o pH do meio reacional. Essa reducio é
normalmente combatida pela atividade das arqueas metanogénicas, que
também produzem alcalinidade na forma de diéxido de carbono, amoénia
e bicarbonato.

O pH do sistema é controlado pela concentracao de diéxido de car-
bono na fase gasosa e HCO,-alcalino na fase liquida (Figura 4). Durante
a biodigestao, o CO, é continuamente liberado como gis. Se o pH do
sistema diminuir excessivamente, uma maior quantidade de CO, per-
manecera dissolvido no meio reacional. Se o pH do sistema aumentar, o
CO, dissolvido formaré acido carbonico, assim ions de hidrogénio serao
liberados (Deublein; Steinhauser, 2011).

23
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Fonte: Adaptado de Deublein e Steinhauser (2011).

Figura 4. Equilibrio quimico entre diéxido de carbono - ion bicarbonato — ion carbo-

nato.

Em pH 4, quase todo CO, estard na forma de molécula livre; j4 em
pH 13, quase todo CO, estaré dissolvido na forma de carbonato no subs-
trato. O ponto de equilibrio quimico entre as formas gasosas e soluveis
no sistema ocorrerd em pH 6,52 (Figura 4). Logo, o aumento do pH re-
sultara em menor concentracio de CO, na fase gasosa. Em concentracoes
de 2,5 g.L"' -5 g.L"! o bicarbonato tem forte efeito de tamponamento.

A maioria dos problemas na digestao anaerébia pode ser atribuida
ao acumulo de 4cidos volateis e, consequentemente, a queda do pH. Os
principais efeitos adversos dos acidos organicos volateis (AOVs) no pro-
cesso de digestao anaerdbia sdo relacionados ao fato de serem espécies
intermedidrias. A diminuicao do pH abaixo de 6,6 implica na inibicio
do crescimento das arqueas metanogénicas. No entanto, as bactérias aci-

dogénicas continuam suas funcoes até pH 4,5. O resultado é um rapido
acumulo de AOVs.

Uma estratégia para o controle do sistema de tamponamento e mo-
nitoramento indireto dos acidos produzidos durante a digestiao anaeré-
bia é a relacio alcalinidade intermediaria/alcalinidade parcial (AI/AP),
sendo que a primeira fornece valores equivalentes a alcalinidade por bi-
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carbonato, enquanto que a segunda a alcalinidade vinda dos acidos vola-
teis. Na Tabela 5 podemos observar a importancia do acompanhamento
da relacio AI/AP, onde sio apresentadas as relacdes e as caracteristicas
do reator segundo a experiéncia empirica.

Tabela 5. Evolucao da relacio AI/AP e caracteristicas do reator.

>0,4 Reator em sobrecarga
0,3-04 Faixa 6tima
<0,3 Reator em subcarga

Fonte: Adaptado de Mézes, et al. (2011).

O valor 6timo pode variar dependendo das caracteristicas do rea-
tor e substrato. E recomendado acompanhar a relacio AI/AP constan-
temente, pois o mais importante é observar variacdes bruscas e realizar
medidas corretivas quando necessario.

Nutrientes

As células dos microrganismos anaerdébios contém nitrogénio,
fésforo e enxofre nas proporcdes aproximadas de 12%, 2% e 1%, respec-
tivamente, de matéria seca. Para o processo anaerébio sio necessdrias
relacdes de 700:5:1 de demanda bioldgica de oxigénio, N e P. Os ions de
enxofre, potassio, cilcio, magnésio, cloro e sulfato sio necessarios para o
bom funcionamento da digestao anaerébia. Elementos tragos como fer-
ro, cobre, zinco, magnésio, molibdénio e vanadio sio importantes para
o crescimento celular.

Os compostos de enxofre podem causar problemas para o processo
anaerdbio, pois causam a precipitacio de nutrientes essenciais em niveis
tracos como ferro, niquel, cobre e molibdénio, que sdo insoltveis em
baixos potenciais redox (precipitacio como sulfeto). fons de metais pe-
sados como Cu*™ e Zn**, ions metais alcalinos e alcalinos terrosos e NH *
também podem causar efeitos inibitérios. A toxicidade é reversivel em
muitos casos e observa-se um elevado potencial de aclimatacio quando é
dado tempo suficiente aos microrganismos anaerébios.
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Nitrogénio amoniacal e amonia livre

A amonia é um nutriente essencial para o crescimento dos micror-
ganismos anaer6bios, mas também pode ser téxica em concentracgdes
elevadas. A fermentacao de materiais ricos em ureia e proteinas libera
amoénia. Em funcao do pH e temperatura do meio reacional, pode-se ter
uma geracio elevada de amonia livre (De Pra et al., 2013). O equilibrio
quimico do sistema para formacdo de amonia livre (AL) pode ser calcu-
lado através da Equacdo 2.

17 _ [total de amonia como N] - 10PH

-1y — _°
AL (NH3,mg.L™") = 14 X el6344/(273+T(°C))] + 10PH

Equacao 2

A Tabela 6 apresenta a relacio entre pH e temperatura com a con-
centracao de amonia livre em um efluente de elevada concentracio de
nitrogénio amoniacal, utilizando-se a Equacao 2.

Tabela 6. Efeito do pH e temperatura na concentracio de amonia livre (AL) em efluen-
te com elevada concentracao de nitrogénio amoniacal.

N-NH, (mg.L") Temperatura (°C) AL (mg.L")
20

3.000 5 0,14
3.000 7 20 14,34
3.000 9 20 1.031,68
3.000 5 37 0,47
3.000 7 37 46,58
3.000 9 37 2.055,77
3.000 5 55 0,15
3.000 7 55 139,51
3.000 9 55 2.911,66

A amonia livre é téxica as arqueas metanogénicas, pois facilmente
se difunde através da membrana celular dos microrganismos. A seguir, é
apresentado um esquema para exemplificar a acao inibitéria da amoénia
livre (Figura 5), onde as setas continuas indicam inibicio da reacgdo e as
setas tracejadas indicam possiveis a¢des inibitorias.
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NH,/NH, +
H, + CO, CH,
CH,CH,COO CH,COO + 3H, + CO,
CH,COO CH, + CO,

Fonte: Wiegant e Zeeman (1986).
Figura 5. Esquema proposto para explicar a acdo inibitéria da amonia livre. Setas ho-
rizontais: reacdes inibidas; Setas verticais: Acdo inibitéria. Setas pontilhadas indicam

possiveis acdes inibitorias.

A literatura apresenta inibicao da digestao anaerébia em diferen-
tes concentracoes de amonia livre. Garcia e Angenent (2009) estudaram
a digestao de dejeto suino e reportaram inibicao na producio de metano
em concentragdes a partir de 200 mg.L " a 35 °C com pH 7,6. Ja Rodri-
guez et al., (2011) relataram que niveis de até 375 mg.L"' de amonia livre
nao afetaram a eficiéncia do processo de digestao.

A aclimatacdo dos microrganismos na presenc¢a da amonia livre é
um fator chave para eficiéncia do processo. Isto pode ocorrer devido a
adaptacao das espécies de arqueas metanogénicas presentes no reator ou
através da selecao da populacio, sobressaindo-se espécies mais adaptadas
as condic¢des do reator (Silva et., 2014).
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