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RESUMO

Os testes de atividade metanogénica tem se revelado muito Uteis para monitorar processos anaerobios e
estudar a cinética, inibicdo destes processos e biodegradacdo de compostos utilizando processos anaerdbios.
Porém, um dos problemas que pode ser citado, relativamente a estes testes, ¢ o método de calculo destes
valores, pouco esclarecidos e que podem trazer sérios riscos de ndo haver uma reprodutibilidade. Assim, este
artigo propde um método racional onde a sensibilidade do analista tem a minima influencia sobre o resultado
final. Este método, denominado aqui de Método da Tangente, utiliza uma modelagem através de polindmios, a
discute e compara com outros métodos. Os valores obtidos de taxa de produgdo de metano foram menores que
os outros métodos utilizados, porém devido a utilizagdo de um método matematico, entende-se que seja mais
seguro e represente melhor, em qualquer periodo de tempo do teste a atividade metanogéncia. Também pode
ser uma ferramenta para calcular com exatidao o término da fase lag.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade metanogénica, modelagem; metodologia; processo anaer6bio

INTRODUCAO

Teste de atividade metanogénica

A atividade metanogénica caracteriza-se por ser um teste em batelada, onde ¢ avaliada a capacidade maxima

de produgdo de metano. A resposta da biomassa em condigdes padronizadas pode-se estabelecer diversos

aspectos de cinética do processo e qualidade da propria biomassa em analise. Assim, o teste pode ser utilizado,

segundo James et al (1990), para realizar os seguintes estudos:

1. avaliar o comportamento da biomassa anaerdbia sob a influéncia de compostos inibidores;

2. estabelecer a degradabilidade relativa de varios substratos;

3. observar as mudangas na atividade do lodo devido & possibilidade de aumento das concentracdes de
materiais inertes, por exemplo metais, ap6s um longo periodo de operagdo do reator e

4. avaliar os parametros cinéticos em batelada.

A atividade metanogénica pode ser utilizada também para calcular quantidade de biomassa a ser inoculada em
um reator para iniciar o processo de partida deste.

No teste de atividade metanogénica, fazem-se algumas consideragdes baseadas em estudos de Valcke e

Verstraete (1983), Dolfing e Bloemen (1985), James et al. (1990) e Monteggia (1991) que séo as seguintes:

1. o crescimento de biomassa é desprezivel, devido ao curto periodo de tempo no qual o teste ¢ realizado. O
principal grupo de microrganismos estimulado ¢ o das arqueas metanogénicas e como a taxa especifica
maxima de crescimento deste grupo ¢ muito baixa em comparagdo com os outros, a consideracdo ¢
factivel.

2. a necessidade de nutrientes a ser adicionada ¢ reduzida a nitrogénio, fosforo, enxofre e potassio. A
solucdo ¢ realizada em agua de consumo que teoricamente possui outros metais essenciais. Duas razdes
levam a essa consideracdo: a primeira ¢ que ndo hd a necessidade de nutrientes para sustentar o
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crescimento de biomassa e a segunda ¢ a dificuldade de manter os metais na sua forma ionizada no
ambiente anaerdbio.

Para a segunda consideracdo cabe a ressalva que diversos autores consideram que devem ser adicionados
micronutrientes.

No teste de atividade metanogénica, ha uma fase “lag” cujo aparecimento pode ser, segundo de Zeew (1984),
devido aos seguintes fatores:

a atividade metanogénica propria do lodo;

o periodo de estocagem do lodo;

a intensidade da mistura;

a composicdo e concentragao dos acidos volateis usados como substrato;

o pH inicial do teste;

a presenga de substancias inibidoras como, oxigénio, sulfeto e amdnia.

Sk v =

Baseado nos estudos desenvolvidos, de Zeew (1984) definiu essa fase lag como o tempo extra requerido para
se digerir o substrato, quando comparado ao tempo que se gastaria se a taxa de degradagdo fosse a maxima
desde o inicio do teste.

Em relacdo ao calculo da atividade metanagénica, deve-se considerar que diversos autores utilizam diferentes
métodos e diferentes formas para expressar os resultados. Monteggia (1991) utilizou médias moveis, ja Penna
(1994) utilizou faixas de valores para calcular a maior tangente na curva de producido acumulada de metano.
Também ¢ utilizada a taxa de producdo instantanea, ou seja, o volume de metano produzido dividido pelo
periodo de tempo para produzi-lo.

O objetivo deste artigo ¢ propor uma nova metodologia de calculo, baseada em modelos polinomiais, da
Atividade Metanogénica e compard-la com os métodos correntemente utilizados. Assim, pretende-se que o
erro que pode ocorrer devido ao método durante o calculo seja minimo e que a atividade metanogénica possa
ser calculada em qualquer tempo do experimento.

Modelos matematicos podem ser usados para representar o comportamento dos dados em uma curva de
distribui¢do Gauss. Entdo uma funcdo linear € a primeira a ser utilizada para obter o modelo desejado, pela sua
simplicidade. Porém, algumas vezes deve-se recorrer a métodos de linearizag@o mais complicados como é, por
exemplo, o método de Lineweaver-Burke. Assim, este estudo propde que modelos polinomiais podem ser
utilizados. De acordo com Kleibaum et al. (1998), a func¢ao polinomial o comportamento dos dados melhor
que qualquer outro tipo de funcdo. As vantagens de utilizar modelos polinomiais para avaliar a atividade
metanogénica sdo:

1: Métodos matematicos sdo utilizados, ao invés de métodos onde a intui¢do é necessaria;

2: E possivel usar qualquer planilha eletronica ao invés de programas especificos e de custo elevado e;

3: E possivel obter informagdes a respeito do tempo do méaximo valor da atividade metanogénica, atividade
metanogéncia a qualquer tempo e o tempo da fase lag.

METODOLOGIA

Teste de atividade metanogénica

Os testes de atividade metanogénica realizados neste estudo utilizou um respirdmetro anaerobio desenvolvido

por Monteggia (1991) . Assim, a metodologia dos ensaios obedeceu os seguintes passos:

1. Preparou-se uma solu¢do com nutrientes e composto para manter o potencial redox redutor denominada
agua de diluicdo;

2. Preparou-se 1L de solugdo contendo 10% de acetato (utilizar acetato de sodio);

3. Adicionou-se ao digestor um volume de biomassa que correspondesse a uma concentracdo entre 2.000
mg/L e 5.000 mg/L de SSV;

4. Adicionou-se um volume de agua de dilui¢do para elevar o volume total (lodo anaerdbio + dgua de dilui¢do
a 440 mL;

5. Utilizou-se parte da agua de diluigdo para transferir quantitativamente o lodo anaerébio da proveta para o
baldo;

6. Borbulhou-se N, puro no baldo para garantir uma atmosfera inerte (isenta de O,) no interior do baldo;
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7. Quando o N, foi retirado, fechou-se o baldo rdpida e convenientemente. Deixou-se em banho
termostatizado, & temperatura de 35°C, por, no minimo, 6 horas (recomenda-se 24 horas) para adaptar a
biomassa;

8. O mandmetro foi zerado e ajustada a interface de armazenamento de dados e foram verificados possiveis
vazamentos;

9. Adicionou-se um volume de solucdo de acetato que representa 2.000 mgO,/L e registrou-se o tempo no
inicio do teste;

Metodologia de calculo da atividade metanogénica

A metodologia do célculo da AME inicia pela analise de gas ¢ a modelagem da composicdo do gas CHy e
CO,. A seqiiéncia de passos para o calculo € a seguinte:

1. Analise da composi¢do do gas gerado (CH4 e CO,) via cromatografia gasosa;

2. Construgdo da curva que representa a composig@o percentual de CHy e CO, e escolha de qual curva sera
utilizada;

Calculo do volume produzido de CH,4 a cada pulso registrado;

Construgao do grafico Producao Acumulada de CH, X Tempo;

Modelagem da curva obtida;

Derivagdo da equagdo que melhor representa a curva obtida;

Calculo das tangentes da curva obtida;

Analise da concentracao da biomassa no reator;

Célculo da AME com o valor da maior tangente obtida, modelando-se a curva de produgdo de metano,
utlhzando uma fungdo polinomial mais adequada. A partir da derivada desta fungdo obtiveram-se os valores
dos pontos tangentes a curva polinomial obtida e o maior valor da tangente foi utilizado. Dividiu-se este valor

pela massa de biomassa contida no digestor.
AP
AtXSSV
,onde:

XN U AW

AP : variagdo da produgdo de metano (mL)
At: variag@o do tempo (h);
SSV: massa de solidos suspensos totais (gSSV)

RESULTADOS
Curva da composicédo de gas gerado

Com os resultados das analises do biogas produzido efetua-se, primeiramente a corre¢do dos valores das areas
obtidas com o gas padrio (utilizado para calibrar o cromatografo), os quais serdo utilizados para corrigir os
valores das areas geradas pelas analises do gads gerado no teste de AME. A Figura | apresenta um grafico
tipico da composicdo de biogas, relativamente a CHy e CO,.

COMPOSICAO DOS GASES NO REATOR QUATRO
80 -
70 - ’/’/’/—0’0—0
60 - )
£0 ] y = 58,886x 03228
<40 - R? = 0,9967
30 4
20 1 —e— %CH4
10 E —m— %C02
0 ] Poténcia (% C0O2)
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
t(h)

Figura 1. Exemplo de modelamento da composi¢o de gés.
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O modelamento da composi¢ao de CH, e CO, no biogéas gerado ¢ o unico passo em que nio ¢ obrigatdrio a
utilizagdo de polindmios. Deve ser utilizada uma fungdo matematica que melhor se ajusta aos dados, ou seja,
maior R? e melhor reprodutibilidade.

Assim, na escolha da fungdo que representara a composicao dos gases ao longo do tempo de monitoramento,
deve-se considerar a representatividade desta, ou seja, quanto do comportamento a fungdo estabelecida
explica. Para isso faz-se necessério a utilizagdo do R”. Quanto mais proximo de 1 maior representatividade
tera a funcdo. Assim, pode-se utilizar diretamente a composi¢ao de CH, ou, indiretamente a composi¢do de
CO,. Quando se utiliza a composi¢ao de CO,, a percentagem de CH, ¢ calculada pela diferencga, ou seja,

%CH, =100 — f (%CO, ), onde:

f(%CO0,): funcdo matematica que representa a composicdo de CO..

Modelos polinomiais

A utilizagdo de modelos pré-estabelecidos (fungdes matematicas) para modelar o resultado de um experimento
¢ uma tentativa de representar o comportamento dentro da distribuicio normal de Gauss. Assim, ¢
preferencialmente utilizado o modelo linear ou estabelece-se a linearizagdo dos resultados através de técnicas
como, por exemplo, uso de logaritmos, linearizacdo de equacdes (método de Lineweaver-Burk, de Hanes ou
de Hofstee).

No presente estudo, a modelagem proposta ¢ baseada nos modelos polinomiais. Estes representam mais
facilmente o comportamento dos resultados referentes a producdo acumulada de metano, pois se ajustam na
grande maioria dos casos simplesmente mudando a ordem do polindmio. Segundo Kleinbaum et al. (1998), o
polindmio de melhor ajuste de um experimento ¢ de uma ordem um nimero menor do que o nimero de
resultados a serem modelados. Porém, o ganho com o aumento da ordem do polindmio pode ndo ser
significativo em termos de R” assim recomenda-se sempre utilizar o polindmio de menor ordem quanto
possivel. Cuidado que deve ser tomado quando de sua utilizagdo é ndo considerar somente o valor de R?, mas
também verificar se o modelo proposto realmente reflete o comportamento dos resultados, ou seja, a
reprodutibilidade é boa o suficiente para que ndo ocorra um produto erroneo. O motivo é que a funcdo do
modelo podera passar pela maioria dos pontos (o que estabelece um R* elevado), porém ndo representar o
comportamento em um ou mais intervalo de tempo.

Nas Figuras 2 e 3 fica evidenciada a representatividade dos modelos polinomiais. O R* obtido é, na maioria
das vezes maior que 0,99 o que torna o modelo confiavel no intervalo de tempo do teste.

200 PRODUGAO ACUMULADA DE CH,

129 4| —e— PROD. ACUM.CH4 y =-0,0036x3 + 0,2445x2 + 3,3146x
170 Polinémio (PROD. ACUM.CH4) R? = 0,9997
160
150 -
140 -
130 -
120 -
T 110 -
O 100 -

0; r——rr—rrrrrrrrrrrr T T T LA L L B
0123456 78 91011121314151617181
TEMPO (h)

92021 22 23 24 25 26 27

Figura 2: Exemplo de modelo polinomial ajustado a produgdo acumulada de CH,.
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PRODUCAO ACUMULADA DE CH, NO REATOR DOIS

200 |
180 1
160 | Polinémio (PROD. ACUM.CH4)
140 1
120 |
100 -
80 1
60 1
40 |
20 ]

—— PROD. ACUM.CH4

y = 5E-05x% - 0,0026x° + 0,0506x* - 0,4762x3 + 2,7117x? - 0,319x
R?=0,998

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
TEMPO (t)

Figura 3: Exemplo de modelo polinomial ajustado a produgdo acumulada de CH,.

Comportamento dos modelos polinomiais.

Os modelos polinomiais podem, dentro de um determinado intervalo de tempo, ndo representar o
comportamento observado, apesar de terem um R? significativo. Este pseudo melhor ajuste pode induzir o
analista a conclusdes errdneas, comprometendo o resultado final. Na Figura 4., a producdo acumulada de
metano estd modelada com dois polindmios de ordens distintas. Pode-se observar que, no intervalo de tempo
compreendido a partir de 13 horas apos o inicio do teste até seu final, o polindmio de terceira ordem ja ndo
representa o comportamento dos resultados obtidos. Além disso, quando se efetua a derivada da fungéo
polinomial para calcular a tangente, tanto o valor maximo da tangente quanto o tempo em que ocorre no
polinémio de terceira ordem ¢ distinto do observado e calculado através do polinomio de quarta ordem, como
mostra a Figura 5.

PRODUGAO ACUMULADA DE METANO NO REATOR SEIS

150 y = 0,004x4 - 0,1842x3 + 2,4011x2 + 0,5291x
] R2 = 0,9989

120 4y = 0,0298x + 0,6297x? + 6,365x

i —m— PROD. ACUM.CH4
R?=0,9859 Polinémio (PROD. ACUM.CH4)

Polindmio (PROD. ACUM.CH4)

01 2 3 4 5 6 7 8 9101112(h153141516171819202122232425
t

Figura 4: Comparagao de modelos de dois polindmios de diferentes ordens.
As derivadas das fungdes polinomiais de terceira e quarta ordem sdo as equagdes, na Figura 5, cujos R*=1.

Para o polinémio y = 0,004x" - 0,01842x> + 2,4011x* +0,5291x, a funcdo derivada é y’ = 0,016x> — 0,5526x>
+ 4,8022x + 0,5291 e o valor maximo, o qual representa a taxa maxima de producdo de metano ¢ 12,914
mLCH,.h™.
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Ja, para o polindmio y = -0,0298x> + 0,6297x* + 6,365x, a fungio derivada é y’ = -0,0894x” + 1,2594x +
6,365 e o valor maximo ¢ 10,80 mLCH,.h"'. Esses valores maximos obtidos de taxa de produgdo de metano
ocorrem em momentos distintos e, mais importante, com valores distintos. Tomando como base o valor de
12,914 mLCHy/h, a diferenga é de 16,37%. Esta diferenga pode ser significativa quando se utiliza o teste
AME para selecionar e quantificar biomassa anaerobia utilizada na inocula¢do de um reator. Assim, deve-se
ter cuidado com o grau de polindmio utilizado e, realizar uma analise de aderéncia (reprodutibilidade) do grau
de polindmio considerado com os dados obtidos. Desvios muito elevados podem gerar resultados fora da
curva dos dados obtidos.

PRODUCAO ACUMULADA E TAXAS DE PRODUGAO DE METANO
14 150
13 ] y =-0,0298x? + 0,62972 + 6,365x
12 R? = 0,0859 [ 140

11 4 I 130

9 ] y =0,004x* - 0,1842x3 + 2,4011x? + 0,5291x 120
y =0,016x° - 0,5526x2 + 4,8022x + 0,5291 R? =0,9989

! + 110

RZ=1

r 100

r 90
+ 80
+ 70

mL CH4

T T T T T T T T T T T T T T L 60
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18\W9 20 21 22 23 24

+ 50
TEMPO

9 1 2 3 4 5 7 8
L 40

30
20

y =-0,0894x? + 1,2594x + 6,36

—o— TANGENTE(4
E(g) R=-1 I 10

—=— TANGENT
—A—PROD. ACUMCH4 __ _.

COONUGNAOWNLEORNWAGON®
L ITRTRRTTRUNTINNT PP

'
=

0

Figura 5 : Comparagdo de dois polindmios de diferentes ordens para ajuste de curvas de producdo
acumulada de metano e taxas de producdo de metano

Comparacao entre diferentes formas de céalculo da Atividade Metanogénica.

Neste item, serdo comparados os métodos de média mével, taxa de produgdo instantanea, tangente da reta,
tangente de uma fungdo polinomial e o método proposto por James et al. (1990). Ao invés de serem
comparadas as atividades metanogénicas, comparou-se, as taxas de producdo de metano como mL CHy/h o
que facilita o estudo. Tal consideragdo decorre do fato de que a divisdo da taxa de producdo de metano pela
concentragdo de biomassa pois ndo ird alterar o valor final da AME. No método de média movel, foram
utilizados sempre 5 pontos. Para a taxa de produgdo instantdnea utilizou-se o intervalo de tempo necessario
para produzir um pulso, ou seja, ser liberado um determinado volume de cada reator.

A metodologia proposta por Penna (1994), considerando pelo menos quatro pontos, esta resumida na Tabela
1.

Tabela 1: Equac0es da reta

PERIODO DE NUMERO DE EQUACAO DA RETA TAXA DE PRODUCAO
TEMPO (h) PONTOS DE CH, (mL CHyh)
6,0 - 6,99 12 Y =29,447X — 76,90 29,447
7,1-8,06 12 Y =31,625X — 92,372 31,65
8,06 9,06 13 Y =33,95X — 111,08 33,95
8,06 — 8,47 5 Y =33,147X — 104,49 33,147
8,47 — 9,006 8 Y =33,99X - 111,42 33,99
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Ja, a Figura 6 apresenta o comportamento dos valores de taxa de producdo de metano quando considerados os
métodos utilizando médias méveis e taxas instantaneas.

PRODUGAO ACUMULADA DE CH, E TAXAS DE PRODUGCAO

250 50
—e— PROD. ACUM.CH4

TAXA DE PRODUGAO DE CH4 (mL/h)
+ MEDIA (5) [ 45
—e— tangente
Polinémio (PROD. ACUM.CH4) TT

200 40

| 11
Pl
A p tl.dlllihl,

35

F 30
F 25

100 - 20
y =-0,1704x3 + 4,1873x? - 2,3659x

R?=0,9997

15

50 - 10

5 6
TEMPO (h)

Figura 6: Producdo acumulada de metano e taxas de produg@o.

Pela metodologia de James et al. (1990), o intervalo de maior freqiiéncia é aquele compreendido entre 8,06 ¢
9,06, no qual ocorreram 13 pulsos. A média inicial é de 34,74 mL CH,.h"" ¢ o intervalo compreendido pelos
valores em torno de 20% da média encontrada é 28,95 mL CH,.h"' — 42,68 mL CH,.h'. A segunda média
encontrada é de 34,73 mL CHy/h.

Tabela 2 : Comparacéo de diferentes valores de taxa de producdo de metano.

METODO DE CALCULO TAXA DE PRODUCAO

DA AME DE CH,(mL CH4/h)
Taxa de produg@o instantanea 42,92
Média movel 35,97
Equacdo da reta (Penna, 1994) 33,99
Meédia (James et al., 1990) 34,75
Tangente 31,93

O método de calculo utilizando a taxa de produgéo instantanea, apesar de conferir o maior valor de todos, ¢ de
dificil reprodutibilidade, além do que, sendo um unico intervalo de tempo, pode-se incorrer no erro de que nio
seja exatamente o valor maximo alcangavel. Isso devido ao aumento do intervalo de tempo quando se procede
a retirada de amostra de gas. Nos tempo do teste 2,5 h, 5,25 h ¢ 7,67 h foram efetuadas amostragens de gas
para fazer a curva de composi¢ao do gas gerado. Logo apoés a amostragem, os valores das taxas de producao
de metano cairam, respectivamente, de 19,40 para 17,05 de 27,72 para 23,57 e de 39,18 para 30,45 mL CHy/h.
Além disso, as oscilagdes naturais do processo também ndo conferem confiabilidade ao método.

Ja os métodos de média modvel, equacdo da reta e o proposto por James et al. (1990) por utilizarem um maior
nimero de pontos, diminuiram esse erro. Na média movel a questdo é: quantos pontos devem ser utilizados
para calcular essa média? No caso de um teste rapido, cinco pontos sdo suficientes, porém se o teste for muito
demorado, ou a geragdo de gas muito baixa esse método ja estd comprometido, assim como aquele proposto
por James et al. (1990). Nada impede que um laboratoério utilize um ntimero de pontos maior ou menor para o
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calculo da média movel. Nesse caso, provavelmente os resultados seriam totalmente diferentes daqueles
encontrados por outro laboratorio utilizando inclusive 0 mesmo método, porém com um numero de pontos
diferentes. O método de calculo proposto por James et al. (1990) é baseado na média de maior freqiiéncia de
pontos de geracdo de gas. Essa freqiiéncia pode ser alterada no momento da amostragem de gés, pois o
pesquisador ndo necessariamente tem o controle desta no periodo que o teste esta ocorrendo.

O método da equagdo da reta, também em algum momento depende da sensibilidade e pericia do pesquisador.
Como estdo apresentados na tabela 1, os valores das taxas de producdo de metano podem ser distintos
conforme o numero de pontos escolhidos e também conforme o intervalo de tempo escolhido para a calcular a
equacdo da reta. Essas diferencas tendem a serem mais acentuadas se o tempo de teste for muito grande.

Porém, o método da equacdo da reta pode ser uma alternativa quando o perfil da curva de producdo
acumulada de metano apresentar um patamar, ou seja, um periodo de tempo sem geragdo de gas, apds o qual
esta geragdo sera reiniciada. Exemplo deste tipo de curva esta apresentado na figura 7.

PRODUGAO ACUMULADA DE CH,

70

60 | | —e— PROD. ACUM.CH4 »

50

~40

30 ]

20 ]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
TEMPO (h)

Figura 7: Exemplo de curva grafico Produg@o acumulada de metano x Tempo

Neste caso, a proposto apresentada também sera valida, visto que uma funcdo linear (equacdo da reta) nada
mais ¢ do que um polindmio de primeira ordem.

Como pode ser analisado na Tabela 2, o método da tangente foi o método que resultou no menor valor da taxa
de produgdo de metano, correspondendo assim, ao menor valor de atividade metanogénica. Porém, este
método ¢ mais seguro por ndo depender da sensibilidade do operador mas sim somente do conhecimento de
matematica basica e da operacdo de uma planilha eletronica. A seguranca do valor a ser utilizado ¢ muito
importante quando se utiliza valores de atividade metanogénica para calcular a quantidade de biomassa
anaerdbia a ser inoculada em um reator ou para monitorar o desempenho deste.

CONCLUSAO

A proposta de utilizagdo de um método racional mostra-se consistente, pois sempre em um método o que se
procura é que seja seguro, facil de ser executado e econdmico. Assim, entende-se que o Método da Tangente
utilizando polindmios vem contemplar essas caracteristicas e também facilitar a comparagdo de resultados de
atividade metanogénica entre diversos pesquisadores e laboratorios. O fato de que a comparagdo entre os
métodos apresentou diversos valores de taxa de producdo de metano corrobora a necessidade de que seja
utilizado um método racional, baseado em ferramentas matematicas e estatisticas para assegurar a validade dos
resultados.
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