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Resumo

A utilizagdo de biomassas lignoceluldsicas na produg¢ao de biocombustiveis tem
ganhado espaco na pesquisa ao longo dos anos, Lemna minor, € uma espécie de
macrofita aquatica chamada popularmente de lentilha d’agua ou Duckweed (erva de
pato), com valor econémico citado em artigos para a produgédo de biocombustiveis,
como biogas, bioetanol e biodiesel. O objetivo deste trabalho foi analisar a viabilidade
de producédo de biogas (em especifico CH4 e H2) e caracterizar os compostos desta
biomassa para uma futura producdo de bioetanol. Foi utilizada uma biomassa
originaria de uma lagoa residual de tanques de piscicultura de Registro, municipio
localizado no interior de Sao Paulo, Brasil, com reprodugdo e coleta através do
laboratério LAFEN- Laboratério de Solo e Planta, da Unesp - FCAVR, Campus
Registro. A biomassa apresentou cerca de 18,5% de celulose e 17,6% de lignina total.
Através de experimentos realizados com a espécie Lemna m. os melhores resultados
na producdo de metano e hidrogénio foram 78,72% e 42,57%, respectivamente, na
composi¢do do biogas. As mesmas amostras demonstraram uma eficiéncia de
90,85% de DQO removida para o metano e 21,8% de DQO removida para o
hidrogénio.

Palavras Chaves: biogas; Lemna minor; biorrefinaria.



Abstract

The use of lignocellulosic biomass in the production of biofuels has gained
prominence in research over the years. Lemna minor, commonly known as duckweed,
is an aquatic macrophyte with economic value cited in articles to produce biofuels such
as biogas, bioethanol, and biodiesel. The objective of this study was to analyze the
feasibility of biogas production (specifically CH, and H,) and characterize the
compounds in this biomass for future bioethanol production. The biomass used
originated from a residual pond in fish farming tanks in Registro, a municipality located
in the interior of Sdo Paulo, Brazil. Reproduction and collection were carried out
through the LAFEN Laboratory for Soil and Plant at Unesp - FCAVR, Campus Registro.
The biomass presented about 18.5% cellulose and 17.6% total lignin. Through
experiments conducted with the species Lemna minor, the best results in methane and
hydrogen production were 78.72% and 42.57%, respectively, in the biogas
composition. The same samples showed an efficiency of 90.85% COD removal for

methane and 21.8% COD removal for hydrogen.

Keywords: biogas; Lemna minor; biorefinery.
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1. INTRODUGAO

Os biocombustiveis e as biorrefinarias estdo diretamente relacionados e oferecem
solugdes ambientalmente amigaveis e eficazes para combater a crise climatica e
reduzir a dependéncia de recursos fésseis. As biorrefinarias utilizam biomassa
renovavel, como culturas agricolas, residuos agricolas e algas, para produzir uma
variedade de produtos sustentaveis, como biocombustiveis, produtos quimicos,
biomateriais e alimentos (Zuliani et al.,2021). Elas contribuem para reduzir as
emissdes de gases de efeito estufa, estimulam o desenvolvimento econémico e rural,
valorizam residuos, promovem a sustentabilidade ambiental e favorecem uma
economia de baixo teor de carbono (Khan et al.,2021).

Segundo o Laboratorio de Monitoramento Global- NOAA (2023), a média mensal
global de emisséo de CO2 esta em torno de 420 ppm. Os biocombustiveis, obtidos de
fontes biolégicas renovaveis, como etanol, biodiesel e biogas, oferecem vantagens
consideraveis em relagdo aos combustiveis fésseis, pois reduzem significativamente
as emissodes de gases de efeito estufa e combatem a poluigédo do ar.

Duckweed ou lentilha d’agua, € o nome popular dado a macrofitas aquaticas da
familia Araceae. A biomassa de lentilhas d’agua é relatada possuindo potencial para
tratamento de efluentes (Heitzman et al., 2024), com potencial para alimentagao
animal por conta de seu teor de proteina (Demann et al., 2022) e para a produgéao de
biocombustiveis por causa de sua composi¢ao variada (Chen et al., 2022).

A presenca destes itens, associadas a biomassa de lentilhas, esta exemplificada
na FIGURA 1.
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Figura 1 - Potencial da biomassa de lentilhas d’agua. Nota: As setas indicam o potencial da
biomassa de lentilhas d’agua, ndo estdo necessariamente interligadas aos topicos de cada
setor da figura. Os setores indicam alguns dos principais componentes mais citados nos
artigos envolvendo lentilhas d’agua.

TRATAMENTO DE EFLUENTES
T

BIOETANOL lul o
«  Celulose Lipidios _»BIODIESEL
Lentilhas
Amido d’agua
QOutros
compostos
/ , e
BIOGAS Proteina PRECURSORES
INDUSTRIAIS

ALIMENTACAO
ANIMAL

Fonte: Adaptado de Chen et al., 2022.

Lemna minor é a espécie de interesse neste trabalho, que esta diretamente
relacionada ao conceito de biorrefinaria pois ela € uma espécie que nao esta
usualmente presente na alimentacdo humana, apresenta alto teor de proteina, tem
alta taxa de reproducao sem utilizar de terras araveis e estudos indicam que ela € uma
biomassa em potencial para a produgdo de biogas e bioetanol (Faizal et al., 2021,
Kaur et al., 2019, Yadav et al., 2017).
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2. OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliacéo do potencial da biomassa de Lemna minor para produgao de

biocombustiveis.

Objetivos especificos

-Avaliagao de Lemna minor como substrato para a produgao de etanol e
biogas.
-Avaliagao da produgéo de Hq utilizando Lemna minor;

-Avaliagao da produgéo de CH4 utilizando Lemna minor;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Caracteristicas de Lentilhas d’agua

Lentilhas d’agua sao as menores plantas aquaticas com flores e com maior taxa
de reproducao (Les et al., 2002; Wang et al., 2010), com tempo de duplicagao variando
entre 16 horas e 3 dias em condic¢des ideais (Leng et al., 1995). Lentilhas d’agua s&o
macrofitas aquaticas com alta capacidade de se sustentar em aguas residuais como
substrato nutricional (Yadav et al., 2016; Heitzman et al., 2024). As lentilhas possuem
pectinas que possibilitam agregar poluentes nessas estruturas (Krzeslowska apud,
Pagliuso, 2018).

A biomassa possui um conteudo de carbono de aproximadamente 40%, sendo
capaz de sequestrar de 60 a 150 toneladas de CO2 atmosférico por ha.ano™', além de
possuir nitrogénio na forma de proteina e aminoacidos. E o amido que destaca essa
biomassa para a pesquisa em processos fermentativos aplicados a producédo de
bioenergia (Yadav apud; Pagliuso, 2018).

A alta taxa de reprodugado seguida de outras vantagens estdo demonstradas na
TABELA 1.

Tabela 1. Vantagens da biomassa de lentilhas d’agua. Os marcadores (X) representam as
vantagens que cada espécie possui relacionadas a producdo de bioenergia.

Caracteristica Microalgas Lentilhas Plantas
d’agua terrestres

Rapido Crescimento X X

Maior Biomassa por planta X
N&o competicdo por terras araveis X X

Colheita com menos esfor¢o X X
Uso de CO, do ar X X
Baixo custo de biorrefinaria X

Baixo consumo de agua X

Fonte: Adaptado de Yang 2022.
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3.2. O uso de Lemna minor para biocombustiveis

A fermentacédo, a transesterificacdo e a digestdo anaerobica sdo exemplos de
processos mais conhecidos para a producdo de biocombustiveis. As fontes de
acucares necessarios para a fermentacao alcodlica podem vir de dois componentes
principais: a celulose e o amido através de hidrolise acida e/ou enzimatica. A
conversdo da biomassa lignocelulésica a depender de sua recalcitrancia pode ser
considerada dificil. A espécie ja foi descrita com cerca de 44% de celulose compondo
a parede celular (Zhao et al., 2014), mas em um estudo recente realizado por Kaur et
al. (2019), a parede celular apresentou cerca de 28,8% de celulose, segundo a mesma
autora, a espécie tem baixa recalcitrancia, descrita com cerca de 4.1% de lignina em
sua parede celular.

Landolt e Kandeler (1987 apud Appenroth et al., 2021), afirma que o teor de
amido pode variar de 3 a 50% do peso seco das lentilhas-d'agua. Outros estudos
indicaram que as folhas de Landoltia punctata contém aproximadamente 3-5% de
amido em relagdo ao peso seco (Liu et al.,, 2019), enquanto aquelas de Lemna
aequinoctialis e Wolffia arrhiza apresentam cerca de 10% de amido (Sembada e
Faizal, 2019).

O trabalho de Kaur et al. (2019), descreve que o teor de amido analisado em
Lemna m. se encontra na faixa dos 7,2%. Em seu estudo &€ comprovada a
desvantagem do uso de pré-tratamento acido, pois ele leva a biomassa a produzir
HMF (Hidroximetilfurfural) e Furfural quando submetido a altas temperaturas em meio
acido, sendo que estes compostos sdo potenciais inibidores da digestdo anaerébia e
da fermentacao.

O melhor pré-tratamento observado na literatura segundo Kaur et al. (2019),
se da pelo tratamento hidrotérmico, pois € um procedimento mais simples, de baixo
custo financeiro, ndo produz altas concentragbes de inibidores, ndo degrada
drasticamente a biomassa. O tratamento mantém uma propor¢do balanceada de
carbono e nitrogénio o que potencialmente melhora o rendimento da digestao
anaerdbia e da fermentacédo alcodlica (Yadav, 2017).

Em relagéo ao biogas, os principais gases advindos da digestdo anaerdbia séo
o hidrogénio, o metano e diéxido de carbono, as bactérias acidogénicas decompdem
substratos para Hz, acido acético e CO:2 e as bactérias metanogénicas posteriormente

convertem Hz e CO2 em gas metano (Cooney apud; Peixoto et al., 2012).
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3.3. Digestao anaerodbica

A digestao anaerdbica € um processo bioldgico que transforma a matéria organica
solubilizada ou semissolida em biogas, principalmente composto de gas metano (CH,)
e gas carbdnico (CO,) (FIGURA 2). O material organico complexo é transformado em
compostos dissolvidos ou matéria organica volatil. Na Acidogénese os compostos sao
convertidos em acidos organicos volateis, como férmico, acético, propidnico, butirico
e valérico. Na fermentacdo acetogénica (acetogénese): Os produtos da subfase
anterior sao transformados em acetato, hidrogénio e mondxido de carbono. Na
Metanogénese, os produtos da acetogénese sao principalmente convertidos em
metano (CH,) pelas arqueias metanogénicas, produzindo também CO:2 durante esta

etapa.

Figura 2 - Fluxograma esquematizando as etapas de acidogénese e metanogénese durante
o processo de digestdo anaerdbia.
Organicos
complexos
(Carboidratos,
proteinas, Lipidios)

Bactérias Fermentativas
(Hidrolise)

Organicos simples

(AgUcares, Aminoacidos,
Peptideos)

Bactérias Fermentativas
(Acidogénese)

Acidos Organicos
(pI’OpiOnatO,Buﬂl’anO,llllllllllllllllllllllll EEEEEE N,

etc) .
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L}
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I Bactérias Acetogénicas produtoras de .
hidrogénio .
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Fonte: Adaptado de Peixoto e Zaiat, 2008.
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3.4. Influéncia do material de suporte para produc¢ao de hidrogénio

O uso de materiais suporte para adesado da biomassa torna-se importante para
manter um ambiente propicio aos microrganismos em biorreatores, junto a baixos
tempos de detencéo hidraulica, isso favorece o crescimento dos microrganismos alvo,
o material utilizado como suporte para os reatores foram raspas de polietileno
reciclado. Além de servir como suporte para imobilizagdo da biomassa no reator, a
escolha do material tem influéncia para a selecdo de consércios microbianos de
interesse. Segundo Silva et al. (2006), entre o uso de espuma de poliuretano, carvao
vegetal, ceramica e polietileno de baixa densidade, este ultimo material demonstrou
favorecer a colonizagdo por bactérias fermentativas e hidroliticas. Este mesmo

material foi utilizado em outros trabalhos. (Rojas apud; Peixoto et al. 2011).

3.5. Importancia do pH

Para manter a atividade dos microrganismos o pH tem de estar ajustado para
0 microrganismo/consoércio microbiano a ser utilizado, no caso do inéculo de
hidrogénio o pH néo deve estar abaixo de 4,7 (Lay, 1999), pois isso acarreta a inibicao
da atividade do in6culo. Durante a fase de preparo, os reatores de hidrogénio foram
ajustados a pH 6 (x 0,2) para os reatores de metano para pH 7 (x 0,2), o qual favorece

as arqueias metanogénicas.

3.6. Efeito da temperatura

A faixa de temperatura proporciona uma atividade 6tima dos microrganismos,
podendo estar entre 25 e 40° C, a depender do in6culo metanogénico e/ou
acidogénico, esta é a faixa de temperatura mais utilizada em trabalhos envolvendo
producao de metano e hidrogénio (Li e Fang, 2007; Levin et al., 2004; Zhang e Shen
2006; Kaur et al. 2019).
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3.7. Influéncia das razées Carbono, Nitrogénio e Fésforo

A razao entre carbono e nitrogénio pode influenciar diretamente na quantidade
e na velocidade de formacgao do hidrogénio no biogas (Lin e Lay apud; Peixoto, 2011).
Rojas (2010) investigou como diferentes razdes afetam a producéo de hidrogénio a
partir de agua residuaria sintética com base em sacarose. Em seu estudo, reatores de
leito fixo e fluxo ascendente, contendo polietileno de baixa densidade para adesao da
biomassa, foram operados a 25 °C com um tempo de detengao hidraulica de 2 horas,
variando a concentracdo de uréia no meio de alimentagdo. A razdo C/N de 140
produziu os melhores resultados, com 2,2 mol H2/mol sacarose e 61% de hidrogénio
no biogas. Em contraste, a razdo C/N de 40, que teve o pior desempenho, produziu
apenas 0,6 mol H2/mol sacarose e 53% de hidrogénio no biogas. O excesso de
nitrogénio pode promover o crescimento excessivo da biomassa, reduzindo a
producdo de hidrogénio, enquanto a falta de nitrogénio controla o crescimento da
biomassa e aumenta a produtividade do hidrogénio. Para a producdo de biogas,
especificamente o hidrogénio, € necessario equilibrar a fonte de carbono com os
macronutrientes e considerar os micronutrientes, como o ferro, que em concentragoes
abaixo de 0,56 mg/L pode limitar o crescimento de Clostridium pasteurianum. (Van
Ginkel apud,; Peixoto, 2011).

As menores razdes de Carbono/ Nitrogénio e Carbono/ Fésforo proporcionam
uma melhor eficiéncia na producdo de hidrogénio, uma vez que menores
concentragbes de nitrogénio e foésforo sdo suficientes para o crescimento dos
microrganismos anaerobios. Conforme Argun et al. (2008), concentragdes excessivas
desses nutrientes podem inibir a produgdo de hidrogénio ao alterar as rotas
metabdlicas dos microrganismos envolvidos. Em seu estudo, Keanoi (2013)
demonstrou que a alta razdo C/N possivelmente ocasionara consumo rapido de
nitrogénio por microrganismos metanogénicos e nao reagira mais com o conteudo de
carbono restante do material, o que resulta em menor produgao de gas. E uma razéo
C/N baixa pode causar acumulo de amdnia (NH4), que por sua vez, o NH4 aumentara
o valor do pH do conteudo no digestor, o que é toxico para as bactérias metanogénicas
e o pH tera valores superiores a 8,5.

Os microrganismos responsaveis pela producao de metano apresentam um
crescimento lento, com um tempo de reproduc¢ao que pode variar entre 5 até 16 dias.

O tipo de substrato e o equilibrio entre as fontes de carbono e outros nutrientes, como
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nitrogénio, fosforo e enxofre, também sao cruciais. O substrato deve ser processado
de forma gradativa, pois, substratos que se degradam facilmente podem provocar um
aumento rapido na acidez. A proporc¢éao ideal de carbono para nitrogénio descrita na
literatura por Meegoda et al. (2018) esta entre 16:1 e 25:1. Qualquer variagao
excessiva nessa proporg¢ao pode impactar negativamente a produgao de biogas. Além

disso, a concentragéo de sélidos no digestor deve situar-se entre 7% e 9%.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Processamento da biomassa de Lemna m.

A biomassa fresca de Lemna m. foi produzida e coletada em uma lagoa de
tratamento de efluentes advindo de tanques de piscicultura, gentilmente cedidos pelos
agricultores proprietarios do terreno, localizado no municipio de Registro, Sdo Paulo,

demonstrado na fotografia na FIGURA 3.

Figura 3. Coleta de biomassa direta da lagoa de tratamento.

(Fonte: O autor).

Apos a colheita, foi removido o excesso de agua na biomassa fresca e
transportada para o Laboratério de Tecnologia de Alimentos, localizado na
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Registro. O
objetivo durante a coleta e processamento, foi obter uma farinha de L. minor com o
menor numero de processos para as analises de qualidade da biomassa seca. A
biomassa fresca foi lavada em agua corrente com auxilio de uma peneira até a agua
permanecer limpida e transparente. Foi adicionado 1 kg de biomassa fresca em cada
bandeja de inox (47x59cm) e a biomassa foi seca na temperatura de 45°C, durante 24
horas em estufa de circulagdo e renovagao de ar — Teknal®. A biomassa seca em
flocos retirada da estufa e triturada utilizando um processador de graos doméstico —
Philips Wallita®, até obter uma farinha de L. minor, que posteriormente passou para

moagem em moinho de facas para uma melhor padronizagéo.
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4.2 Determinagao de micro e macronutrientes

As amostras de biomassa seca trituradas foram e enviadas para o Laboratério
de Fertilidade do Solo e Nutricdo de Plantas — LAFEN, localizado na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho® — Campus de Registro, sendo
determinados os teores de micronutrientes (B; Cu; Fe; Mn e Zn) e macronutrientes (N;
P: K; Ca; Mg e S).

O Nitrogénio foi determinado pelo método Kjeldahl (1883), o Fdsforo por
colorimetria, o Enxofre por turbidimetria do sulfato de bario, o Boro por Azometina-H e
os nutrientes Potassio, Calcio, Magnésio, Cobre, Ferro, Manganés e Zinco em
espectrofotdbmetro de absorgcdo atébmica, apds digestdo nitrico-perclérica segundo
metodologia proposta por Malavolta; Vitti; Oliveira (1997). Os resultados foram

expressos em g do elemento por kg de biomassa seca de L.minor (g.kg-1).

4.3. Analise de proteina

Para obter a porcentagem da proteina bruta da biomassa, foi aplicado a
metodologia de Kjeldahl (1883), que consiste em utilizar o fator de converséo 6,25
multiplicando o valor total de Nitrogénio da amostra, obtendo o valor de proteina bruta
(EQUACAO 1). Considerando assim, que a maioria das proteinas contém nas suas

moléculas aproximadamente 16% de nitrogénio (Galvani; Gaertner, 2006).

%PB = NT x Fn (Equagéo 1)
Onde:
%PB: teor de proteina bruta na amostra;
NT: Nitrogénio da amostra.

FN: fator de conversao de 6,25.

4.4. Preparo do Substrato para os biocombustiveis

Foi utilizado um tratamento hidrotérmico da biomassa de Lemna minor (121°
por 15 min) na relagdo 1:10 (m/v) com agua destilada. A parte sdlida (FIGURA 4) foi
preparada com H2SO4 para ser caracterizada em HPLC (itens 4.18, 4.19 e 4.20)

enquanto a fragao liquida foi congelada a -20° por cerca de 24h para ser utilizada na



20

montagem dos reatores de biogas. Foram realizados testes de diluicdo de 10x, 100x,
1000x e 10000x, com o extrato obtido no pré-tratamento hidrotérmico. A diluigao
escolhida foi a de 100x, pois ela apresentou matéria orgénica em concentragéo
comparavel a maior parte dos trabalhos utilizando a mesma metodologia. Foi realizado
0 preparo de uma curva padrao construida a partir do padrao hidrogenoftalato de
potassio que permite que o resultado seja expresso em termos de Demanda Quimica
de Oxigénio.

Figura 4. Lemna minor sem tratamento a esquerda e com pré-tratamento hidrotérmico a
direita.

Fonte: o autor.

4.5. Micronutrientes adicionados para a producgéao de biogas

O meio nutricional foi produzido contendo CH4N20 (6mg/L), NiSO4-6H20
(0.15 mg/L), FeSO4:7H20 (0.75 mg/L), FeCI3-6H20 (0.075 mg/L), CoCI2:2H20
(0.012 mg/L), CaCl2-:6H20 (0.618 mg/L), SeO2 (0.0108 mg/L), KH2PO4 (1.608 mg/L),
KHPO4 (0.39 mg/L), e Na2HPO4-2H20 (0.828 mg/L). O meio foi adicionado aos
reatores no inicio das etapas de produgdo de metano e de hidrogénio, exceto no

controle negativo.
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4.6. Producao e aquisi¢ao dos inéculos

O inéculo metanogénico foi obtido de um reator de lodo anaerdbio de fluxo
ascendente (UASB) tratando aguas residuarias de abatedouro de aves localizado no
municipio de Pereiras-SP. O lodo foi retirado da zona de manta do reator. O lodo
apresenta flocos de matéria organica de cor preta que s&o facilmente visualizados

apos a insercao nos reatores (FIGURA 5A e 5B).

Figura 5. In6culos para os reatores de digestdo anaerébia. A FIGURA 5(A) mostra o lodo
metanogénico ja inserido no reator para analise da produgédo de metano, com isso é possivel
visualizar pequenos flocos de matéria organica do lodo. A direita esta o lodo acidogénico 5(B)
logo apds a retirada de seu reator de fluxo ascendente de onde foi produzido.

S a =

Fonte: o autor.

O indculo acidogénico (para a produgao de hidrogénio) foi obtido a partir de um
reator anaerdobio de fluxo ascendente continuo do laboratério da pesquisa, na
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus Araraquara, usado
para a producdo de hidrogénio a partir de aguas residuais sintéticas a base de
sacarose (Fernandes 2010), que ficou em operagao por cerca de 2 meses, produzindo
cerca de 114ml de lodo acidogénico, para a sua extragao o reator foi drenado e seu
conteudo foi centrifugado (2000 rpm, a 13°C e por 10 minutos) para recuperar a fragao
mais densa deste liquido representado na FIGURA 5B.

4.7. Preparo de reatores em batelada

Foram utilizados frascos de vidro industrial com volume total de 38 ml e 18ml
de headspace (metano e hidrogénio), conforme mostrado na FIGURA 6. Os frascos
foram previamente lavados e primeiramente foi adicionado a solugéo de 15 ml de

Lemna minor, onde cada reator possuia sua determinada concentragdo de matéria
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organica variando a diluicdo da solugado mae com agua destilada - A(1,3g/L), B(2,6g/L)
e C(5,2g/L), que foram previamente determinadas por meio de calculos da analise de
demanda quimica de oxigénio (DQO). Em seguida foram adicionadas a micronutricdo
previamente preparada (descrita no item “Meio nutricional”), 5ml do lodo de in6culo

em cada reator.

Figura 6. Reatores apds a etapa de montagem com indculo metanogénico 6(A) e
acidogénico 6(B). Nota: O lodo metanogénico a esquerda advém de um reator de abatedouro de
aves. O lodo acidogénico foi sintetizado em um reator de fluxo continuo, citado no tépico
anterior.

Fonte: o autor.

O pH de cada reator foi ajustado para 7 na etapa de produgao do gas metano
e para 6 na etapa de produgao do gas hidrogénio, utilizando bicarbonato de sédio ou
acido cloridrico para o ajuste. Para manter o ambiente anaerébio, cada frasco foi
mantido a um fluxo continuo com nitrogénio por cerca de 1 minuto antes de ser lacrado
(0 mesmo gas pode ser monitorado durante o periodo de amostragem, oferecendo
um controle para observar os possiveis vazamentos de cada frasco). Para a
finalizagdo do preparo dos reatores em batelada, a vedacao foi realizada com papel
Parafilm® na jungdo dos septos de borracha com os lacres de aluminio, proprios para
estes frascos usando um alicate recravador para lacres de aluminio.

O controle positivo para ambos os experimentos de produgéo de biogas (CH4
e H2) foi montado com a concentragao de 2,6g/L de DQO. As concentragdes de 1,3
g/L (A), 2,6 g/L(B) e 5,2 g/L(C) foram empregadas em triplicata. Foi utilizado somente
1 frasco para o controle negativo, o qual continha somente o in6culo de
microrganismos mais 15 ml de agua de abastecimento, para totalizar os 20 ml de
volume util dentro do frasco. Houve um total de 13 frascos montados para a produgao
de CHas e 13 frascos para a produgcao de Hz. A montagem para a producéo de cada

gas se diferenciou pelo uso dos indculos diferentes e do ajuste do pH inicial. Os
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frascos (FIGURA 6) foram mantidos em incubadora shaker a 120 RPM e 37° até a
estabilizacdo da produgado de ambos os gases. O periodo de amostragem durou cerca

de 610h para o metano e cerca de 60h para hidrogénio.

4.8. Determinagao da demanda quimica de oxigénio (DQO)

A quantificacdo da matéria orgénica em termos de DQO foi determinada
conforme descrito em Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2005). O método foi utilizado para determinar a concentragcdo de matéria
organica das amostras, foi utilizado para comparar as concentrag¢des iniciais de cada
triplicata e também para medir o indice de DQO removida (DQOr), que é usado para
avaliar a eficiéncia de remogéo de matéria orgénica em cada reator ao final do periodo
de amostragem.

Foram realizados testes de diluicdo para que os valores de DQO nao
ultrapassassem valores superiores a concentragdo maxima (0,800 mg/L) da curva
(y=0,2948x+ 0,0132 R2=0,986) com massa de KHP 425,6 (mg), utilizou-se a diluicdo
(100x) do liquido concentrado advindo do tratamento hidrotérmico (fracdo liquida
filtrada com papel filtro). Em seguida, 2,5 ml da amostra diluida 100 vezes, juntamente
da solucdo de dicromato e solucdo de acido sulfurico, foram transferidos para tubos
de ensaio especificos para a analise de DQO. O branco foi preparado utilizando-se
2,5 mL de agua deionizada. Em seguida, os tubos foram fechados e homogeneizados.
Apods o bloco digestor atingir 150°C, os frascos foram colocados no bloco digestor
(FIGURA7), e submetidos a 120 minutos de aquecimento. Posteriormente os frascos
foram removidos e colocados para resfriar em estante metalica coberta para evitar a
incidéncia da luz. Assim que os tubos atingiram a temperatura ambiente, efetuou-se

a leitura utilizando o espectrofotdbmetro com leitura na faixa de 620nm.
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Figura 7. Bloco digestor para a DQO (150° 2H). Fonte: o autor.

4.9. Quantificagao do biogas

A composicao de biogas (Hz, N2, CO2 e CH4) foi determinada por cromatografia
gasosa (GC2014 Shimadzu®, observado na FIGURA 8) usando detector de
condutividade térmica (TCD), coluna Carboxen 1010 PLOT — Supelco e injecéo
manual, com o uso de uma seringa gas-tight para gases 250uL da marca Hamilton,
seguindo o método com temperatura de injegdo de 220°C, detector a 230°C, forno
130-135°C, com tempo de retengcdo de 6 minutos e argbnio como gas de arraste,
descrito por Adorno e Tomita (2014). Amedi¢ao da pressao interna dos frascos foi feita
com um mandmetro de precisdo DM8200, General®, cujas pressbes aferidas foram
utilizadas para calcular o volume dos gases produzidos ao longo do tempo, usando a
equacao de estado dos gases (EQUACAO 2). Um cilindro de gases mistos, contendo
H2, N2, CH4 e COg, foi utilizado como padrao para aferir os tempos de retencéo e areas

dos gases que seriam analisados antes dos experimentos.

PV = nRT (Equagao 2)

Sendo:
P = pressao;
V = volume;

n = numero de mols;
T = temperatura;

R = constante do gas
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Figura 8. Equipamentos para amostragem do biogds. A esquerda o cromatégrafo a gas com
coluna TCD e a direita o mandmetro e a seringa especifica para medicao de gases.

Fonte: o autor.

4.10. Solidos Totais, Volateis e fixos

Para a determinagdo de MO (massa da capsula vazia), cadinhos de porcelana
foram previamente marcados e calcinados em mufla a 550°C (+ 50°C) durante 15
minutos. Apds aguardar o resfriamento (até temperatura abaixo de 150°C) a mufla foi
ajustada a 105°C. Apos alguns minutos, com a estabilizagdo da temperatura, foram
transferidos para um dessecador, para resfriamento em atmosfera seca, até
temperatura ambiente (25°+-3°), em seguida foram pesados para determinar a massa
da capsula vazia — MO.

Para a determinagdo de M1. As amostras foram homogeneizadas, e com o
auxilio de uma proveta, foram transferidos 20 ml de amostra para cada cadinho
(volume referente a cada reator de biogas, pos-producéo). A agua foi evaporada em
estufa a 103-105°C, até a massa constante (por aproximadamente 30 horas). Os
cadinhos foram colocados em dessecador para esfriar até a temperatura ambiente,
com este material foi determinada a massa M1(EQUACAO 3), correspondente ao

célculo da concentragao dos solidos totais (mg/L).
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(M1 - M0).1000
volume amostra (L)

mg/L sdlidos totais (Equacgao 3)

Apos determinagdao de M1, os cadinhos contendo as amostras secas foram
colocados no forno mufla a 550°C por um periodo de 2 horas. Apés aguardar
resfriamento de seguranga (abaixo de 150°C) e transferir a capsula para a estufa a
105 °C, foram transferidos para o dessecador, até atingir a temperatura ambiente. Sua
pesagem foi utilizada para determinar a massa M2. Com isso foi possivel determinar
os solidos volateis (EQUACAO 4) e solidos fixos (EQUACAO 5) dos indculos. As

analises foram executadas segundo os procedimentos descritos em APHA (2001).

(M1 - M2).1000
volume amostra (L)

mg/L solidos volateis (Equacao 4)

(M2 - M0).1000
volume amostra (L)

mg/L solidos totais fixos = (Equacgao 5)

4.11. Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier

Esta técnica foi utilizada para permitir a identificacdo de grupos funcionais e
diferentes estruturas quimicas das amostras. O equipamento opera mediante a
técnica de transformada de Fourier. Os espectros foram registrados na regiao entre
400 a 4000 cm™, com 4cm™' de resolucéo, 32 varreduras por amostra, pelo método
ATR (Refletadncia Total Atenuada) em um Espectrofotdmetro FTIR — Platinum ATR
Alpha / BRUKER; fonte: Laser de HeNe (emite radiagdo na regidao do infravermelho
médio); Detector: DLaTGS), localizado no laboratério do departamento de Engenharia
de Bioprocessos e Biotecnologia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara - UNESP.

4.12. Termogravimetria

A estabilidade térmica das amostras foram avaliadas utilizando o equipamento
SDT de TA Instruments do Departamento de Fisico Quimica do Instituto de Quimica
da UNESP-Araraquara. As condi¢coes de analise foram as seguintes: atmosfera de

nitrogénio com uma vazéo de 100 mL.min"", em uma rampa de aquecimento de 10
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°C.min-', com intervalo de temperatura de 25°C a 600 °C, a massa da amostra foi de

5 a 7 mg colocadas em cadinho de aluminio.

4.13. Analise elementar

A analise elementar foi realizada preparando 1g de biomassa seca, moida em
moinho de facas e triturada em almofariz de porcelana até um p6 fino e em seguida
colocada em estufa a 40° para retirada da umidade. Apds o preparo da amostra, ela
foi analisada no laboratério do Instituto de quimica de Sao Carlos -Central de analises
quimicas instrumentais (CAQI), através da técnica de analise CHNSO em um

analisador elementar da marca Thermo Scientific, modelo Flash Smart.

4.14. Teor de umidade

Foi utilizado um analisador de umidade da marca Shimadzu modelo MOC63u
(FIGURA 9). Que faz suas analises de umidade através de infravermelho, permitindo
a determinagdo da massa seca de materiais, que podem ser programados para

leituras em diferentes temperaturas.

Figura 9. Analisador de umidade Shimadzu mod. MOC63u.

Fonte: o autor.
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4.15. Teor de cinzas

Cadinhos de porcelana foram colocados no forno de mufla (FIGURA 10) a 575
1 25°C por 3h utilizando uma rampa de aquecimento pré-programada. Apos o término
de 3h, os cadinhos foram mantidos no forno de mufla até a temperatura atingir
aproximadamente 105°C. Entdo, os cadinhos foram retirados do forno de mufla e
colocados em um dessecador com silica para o resfriamento a temperatura de 25°C.
Apds 1h (aproximadamente) os cadinhos foram pesados. Posteriormente, foram
pesados aproximadamente 1g (dados em base seca) das amostras, colocadas nos
cadinhos (previamente secos e pesados) e levados ao forno de mufla novamente, o
qual foi aquecido seguindo a mesma rampa de aquecimento utilizada anteriormente.
Os cadinhos permaneceram no forno de mufla por 3h apds a temperatura atingir 575
1 25°C. Apds o periodo de 3h, os cadinhos foram mantidos no forno de mufla até a
temperatura atingir aproximadamente 105°C. Os cadinhos foram retirados do forno de
mufla e colocados em um dessecador com silica para o resfriamento a 25°C. Apés 1h

(aproximadamente) os cadinhos foram pesados.

Figura 10. Mufla e Cadinhos na preparagéao das cinzas.

Fonte: o autor.

O calculo do teor de cinzas nas amostras em estudo foi realizado segundo a
EQUACAO 6. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.

C=21+100% (Equagio 6)
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Onde:
C=porcentagem de massa de cinzas na amostra (%)
Wi=massa seca inicial das amostras antes do procedimento da mufla(g)

Wf=massa seca final apds o procedimento da mufla(g)

4.16. Porcentagem de lipidios

Aproximadamente 2 g (dados em base seca) das amostras ndo tratadas foram
submetidas a extracdo com solvente apolar: Hexano (99%), até o solvente ficar com
cor mais clara, por aproximadamente 6h em aparelho Soxhlet, com 2 ciclos por hora.
A massa de lipideos extraida foi calculada com base na diferenga entre a massa seca
inicial menos a massa seca final apds a extragdo (EQUACAO 7). O experimento foi

realizado em triplicata.

E="2""" 100 (Equagéo 7)

mi

Onde:
E = porcentagem massica de lipideos do material ndo tratado (%).
mi = massa seca inicial do material nao tratado (g)

mf = massa seca final do material apds extragcdo com hexano (g).

4.17. Porcentagem de Extrativos (Extragao apolar)

Para a determinacao do teor de extrativos, cerca de 2 g (dados em base seca)
de biomassa, previamente triturado, foram colocados em cartuchos de papel de filtro
e em seguida foram inseridos em um extrator tipo Soxhlet e extraidos com agua
destilada (210ml), 100° por cerca de 13 h, cerca de 6 ciclos de extragao (FIGURA 11).
Os cartuchos contendo o material extraido foram secos a temperatura de 40 °C para
evaporagao do solvente até a massa constante, em seguida o material foi pesado em
balanga analitica. O material obtido foi armazenado em sacos plasticos fechados até
o momento do uso. O percentual de extrativos foi determinado segundo a EQUACAO
8.
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mi—mf

E = ——+100 (Equagao 8)
Onde:
E = porcentagem massica de extrativos do material nao tratado (%).
mi = massa seca inicial do material nao tratado (g)

mf = massa seca final do material pds-extragdo com agua destilada (g).

Figura 11. Extrator Sohxlet com extrativos apolar

Fonte: O autor.

4.18. Determinagao de lignina insoluvel (Klason) e soluvel

O material bruto e o material pds extragdo soxhlet foram analisados quanto ao
teor de lignina Klason (insoluvel). Para isso, cerca de 300 mg (dados em base seca)
de cada amostra foram tratadas com 3 mL de &cido sulfurico 72% (massa/massa) em
banho-maria por 1 h a 30 °C, sendo a mistura agitada em intervalos de 15 min com
auxilio de um bastao de vidro. Apds 1 h os conteudos dos tubos de ensaio foram
transferidos quantitativamente para Elernmeyers de 250 mL com auxilio de 79 mL de
agua destilada. Para a hidrélise completa dos oligdmeros restantes, os Elernmeyers
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foram fechados com papel aluminio e autoclavados a 121 °C por 1 h. Apds a
descompressao da autoclave, os frascos foram resfriados a temperatura de 25 °C e
em seguida foram filtrados em filtros de vidro sinterizados de porosidade numero 3 de
30 mL (Schott, Alemanha) (previamente secos em estufa a 105 °C por 1,5 h e
pesados). O material retido foi lavado, com 2 por¢des de 5 mL de agua destilada e
seco em estufa até a massa constante. Esse residuo correspondeu a lignina insoluvel
em acido (lignina Klason). A determinac&o da lignina Klason foi calculada segundo a
EQUACAO 9. O célculo foi realizado através da massa dos filtros de vidro sinterizados

vazios e a massa dos filtros sinterizados contendo o material retido apods a filtracao.

L1=myit+res)- Mgit) (Equagao 9)

Onde:
L1= lignina Klason da amostra (g).
m(filt+res)= massa do filtro sinterizado seco contendo a lignina Klason(g).

m(filt)= massa do filtro sinterizado seco vazio(g).

Os filtrados foram avolumados a 100 mL em baldo volumétrico e o teor de
lignina soluvel em acido foi determinado através da leitura de absorbéancia do filtrado
obtido em um espectrofotdmetro UV-visivel a 205 nm (Marca Thermo Scientific,
modelo Genesys 10S UV-Vis). Para a determinagdo das concentragdes de lignina
soluvel, foi utilizado o coeficiente de extingdo de 105 L.g-1 .cm-1. O caélculo da
concentragao da lignina soluvel foi realizado conforme a EQUACAO 10. Apds o célculo
da concentracdo de lignina soluvel em g.L-1 o valor foi multiplicado pelo fator de
diluicdo para a determinacéo real da lignina soluvel. Entdo, a concentragao de lignina

soluvel real foi multiplicada por 0,1.

Ciig= ((Aniga/Ce) *dilui¢ao*0,1) (Equagao 10)

Onde:
Cig=Massa de lignina soluvel(g)
Aniac= Absorbancia do hidrolisado em 205 nm.

Ce=105(coeficiente de extingao)
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O teor de lignina total (Lt) foi calculado segundo a EQUACAO 11. As massas
de lignina soluvel e insoluvel foram somadas e multiplicadas por 100, o resultado foi
dividido pela massa inicial do subproduto (dados em base seca) do processo de
hidrolise acida. Desta forma o resultado final do teor de lignina foi expresso em
porcentagem (grama de lignina por 100 gramas de subproduto, dados em base seca).

Lt(%)=((Lsoi*+Linso1)*100)/(Mi) (Equagao 11)
Onde:
Lt= Lignina Total (%)
Lsol= teor de lignina soluvel em meio acido(g).
Linsol= teor de lignina Klason em meio acido(g).

Mi= massa inicial seca do produto do processo de hidrdlise acida.

4.19. Determinacao do teor de celulose

O liquido filtrado e adquirido pelo método de lignina Klason na etapa anterior
foi utilizado para a determinagao dos teores de agucares monomericos (glicose, xilose,
arabinose), através da técnica de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Para isso, uma pequena aliquota do filtrado foi passada através de cartuchos
do tipo SEP-PACK C18 para a retengdo de compostos fendlicos. A analise
cromatografica foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE,
SHIMADZU) nas seguintes condigdes: coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 x 7,8
mm); temperatura do forno: 60 °C; eluente: H2SO4 5 mM com fluxo 0,6 mL.min-1;
volume de amostra: 20 uL; detector: indice de refracao a 60 °C (SHIMADZU, modelo
RID- 20A) com um tempo de analise de 20 min. As concentragdes dos agucares,
arabinose e acido acético foram determinadas através de curvas analiticas
preparadas com padrdes, de grau analitico, secos sob pentdxido de fésforo e vacuo.

Os teores de celulose, xilana e grupos arabinosil foram calculados segundo a
EQUACAO 12. As massas de glicose, xilose e arabinose foram determinadas através
de suas concentragdes (em um volume final de 100 mL). As massas de glicose, xilose
e arabinose foram multiplicadas pelos seus respectivos fatores de hidrolise. O
resultado foi multiplicado por 100 e dividido pela massa inicial do subproduto do
processo de hidrolise acida. Desta forma os resultados finais dos teores de celulose,
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xilana e grupo arabinosil foram expressos em porcentagem (grama de componente

por 100 gramas de subproduto, dados em base seca).

C(%)=(Mfxf)+100)/(Mi) (Equacao 12)
Onde:
C = teor de celulose, xilana ou arabinose (%).
Mf = massa de glicose, xilose, arabinose (g).
f = fator de hidrélise para celulose, xilana ou arabinose.

Mi = massa inicial seca do subproduto do processo de hidrélise acida (g).

4.20. Teor de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural

Para a quantificacdo de hidroximetilfurfural (HMF) utilizou-se o filtrado obtido
apds a hidrélise acida das amostras em estudo. Para a deteccdo de HMF uma
pequena aliquota do filtrado foi passada através de membranas de 0,45um. Entao, o
filtrado foi injetado em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(Perkin-Elmer, modelo Flexar), equipado com uma coluna C18 de 250mm de
comprimento e 4mm de didmetro externo (Hypersil; Thermo- Scientific) utilizando
como eluente acetonitrila:agua (1:8) com 1%(%volume/volume) de acido acético com
um fluxo de 0,8 mL.min-1 (15,20). A analise foi realizada a 25°C. O HMF foi detectado
a 276 nm por meio de um detector UV-Visivel. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Para os calculos foi elaborada uma curva de calibragdo com padrao de HMF
(W501808-25G-K, Lot# STBD9762V, Sigma).

4.21. Difracao de Raios-X

Os difratogramas das amostras LN, Lavado e PH, foram obtidos a temperatura
ambiente dentro de uma variacao de 26 entre 5° a 70° e uma velocidade de varredura
de 5° min', com paso/tempo de 0,02°/2s. O equipamento utilizado foi um difratémetro
Rigaku modelo Rint 2000, do Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP, operando a
uma poténcia de 40 kV com uma corrente de 20 mA sendo a radiagdo Ka do Cu
(A=1,5406 A). Antes de realizar as analises de DRX, todas as amostras foram secas

a 50 °C durante 12 horas em uma estufa de ar circulante.
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4.22. indice de Cristalinidade

O método adotado para determinagao dos indices de cristalinidade foi realizado
atraves da EQUACAO 13, sugerido por Segal et al. (1959). De acordo com este
método o percentual de celulose cristalina é determinado pela diferengca da
intensidade entre o pico de maior intensidade (pico cristalino) e o pico de menor

intensidade (porgéo amorfa).

Onde:
I-i ~
%IC = (T) * 100 (Equagao 13)

%IC = indice de cristalinidade;

| = Pico de maior intensidade (pico cristalino);

i = Pico de menor intensidade (porgdo amorfa).

O célculo do indice de amorficidade foi realizado através da EQUACAO 14 (SUN
et al., 2008).

1AM (%) = 100% — IC(%)) (Equagao 14)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagao da Biomassa

Observando os resultados obtidos na analise elementar, de macronutrientes e
de micronutrientes (TABELA 2), a biomassa deste trabalho foi caracterizada com cerca
de 3% de nitrogénio, valor menor que o indicado por Kaur et al. 2019 (5,5%). O
carbono total compde cerca de 49,5% da composi¢ao da biomassa, valor menor que
o descrito por Kaur et al. 2019 com 82% de carbono e foi observado uma variagdo em
seu segundo trabalho do mesmo ano de publicagao, no qual a biomassa continha 62%
de carbono determinado. O valor detectado de fésforo foi de cerca 0,28% na biomassa
do atual estudo.

Na analise composicional (TABELA 2) a celulose (18,5%) determinada foi
menor que a celulose encontrada nos 2 artigos publicados por Kaur et al. 2019 que
estava entre 23,5 a 28,8%, a hemicelulose é descrita estar em torno de 22,3 a 26,2%,
a lignina descrita estda em torno de 3,5 a 4,1%, mas na pesquisa atual a lignina foi
determinada somando a lignina soluvel e insoluvel em acido, 5,7% e 11,9%
respectivamente, totalizando a lignina total de 17,6%. Os lipidios determinados via
extrator soxhlet apresentou teor de 5,61%, valor menor se comparado ao valor de
Kaur et al. 2019, que obteve uma variacdo de 7% e 12,6%. Os extrativos foram
determinados via extrator soxhlet e a biomassa apresentou cerca de 28,66% de
extrativos, valor superior ao encontrado na literatura que foi descrita com 8,1% e
15,2%. Aplicando a metodologia de Kjeldahl (1883) com o fator de conversao 6,25 ao
valor de N (30 g/kg), obtivemos o valor de proteina bruta de 18%, porcentagem que
se aproxima do valor descrito por Kaur et al. 2019 (15,6 - 16,9% de proteina) presente
na biomassa. A biomassa de Lemna minor possui 7 a 7,2% de amido, valores que

estao descritos nos trabalhos de Kaur ef al. 2019.
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Tabela 2. Comparacgao percentual da composicao, umidade, cinzas e carbono total da
biomassa bruta de Lemna minor. Os resultados de macronutrientes e micronutrientes foram
expressos em teores de g do elemento por kg de biomassa seca (g/kg-1). Analise elementar
realizada em triplicata, com valor médio expresso em porcentagem. Analises composicionais
realizadas em triplicatas com valor médio expresso em porcentagem, seguindo protocolos de
caracterizagao de materiais lignoceluldsicos dos laboratorios NREL. nd — Teores ou andlises nao

determinadas.

Analises Lemnam.” Lemnam.? Lemnam.?3 Eichhornia
crassipes®
Macronutrientes (g/kg™)
P 2,8 nd nd nd
K 4 nd nd nd
Ca 12 nd nd nd
Mg 24 nd nd nd
Micronutrientes (g/kg™)
B 156 nd nd nd
Cu 6,1 nd nd nd
Fe 826 nd nd nd
Mn 521 nd nd nd
Zn 42 nd nd nd
Analise elementar (%)
C 49,5 82 62 53,4
N 3 5,53 5,56 2,13
H 5,43 5,56 5,56 7,3
S 0,12 2,68 1,68 0,38
Analise composicional (%)
Celulose 18,5 23,5 28,8 35
Hemicelulose nd 26,2 22,3 24.8
Lignina 17,6 3,5 4.1 7,72
Lipidios 5,61 7 12,6 6,2
Extrativos 28,66 15,2 8,1 18,8
Proteina 18,75 15,60 16,90 17,48
Amido nd 7 7,2 nd
Umidade 11,38 12,05 12,05 11,5
Cinzas 7 7,20 7,20 13,3

Fontes: O autor?, Kaur et al. 2019, artigo “An integrated approach for efficient conversion of
Lemna minor to biogas™, Kaur et al. 2019, artigo “A sustainable biorefinery approach for
eficient conversion of aquatic weeds into bioethanol and biomethane™.
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5.2. Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier

Guzman et al, 2013, fez uma analise de FTIR em duas espécies de lentilha
(Eichhornia crassipes e Lemna minor). As bandas entre as espécies sdo semelhantes,
entre o alcance de 3402—-3344 cm~" estdo descritos como estiramento de ligagdes O—
H de compostos poliméricos, em 2858 cm~' é a vibrag&o simétrica de —CH2 e entre
1740-1725 cm™' é a vibragdo de alongamento de COO-,C — O. A banda em 1538 cm
' esta esticando a vibragdo de C — N da ligagéo peptidica de proteinas, 1423— 1417
cm™' é de estiramento fendlico -O-H e C-O de carboxilatos, a banda de 1233 cm™' é
vibragdo de acidos carboxilicos, 1130-1000 cm™" é a vibraggode C-0-Ce O-H
de polissacarideos. Entre as duas espécies Guzman, 2013, ressalta que ambas
apresentam grupos carboxilicos, grupos fosfato, amida, tiol e de hidréxido.

Observando espectro FTIR realizado por YADAV et al, 2016, em sua pesquisa
sobre lentilhas d’agua foi demonstrado um estiramento da estrutura aromatica e
vibragdo da biomassa em 1458-1595 cm-'. Grupos funcionais contendo oxigénio: OH
(em 3600-3200 cm'), COOH (em cerca de 2600 cm™), C-O-(C) (~1158 cm) e
CeOe(H) (~1058 cm™). Diferentes picos foram propostos para representagido de
caracteres cristalinos e amorfos, atribuidos principalmente a moléculas de celulose
em dois comprimentos de onda (~1428 cm-'para cristalino e 893 cm-'para amorfo)
(Ciolacu et al., 2011). O pico representativo da celulose cristalina (1428 cm)
apresenta intensidade baixa, no caso de lentilha-d'agua, o que indica sua natureza de
baixa cristalinidade. Na banda de 893 cm™' Yadav atribui este comprimento de onda a
celulose amorfa que € maior a celulose cristalina, o que € indicativo da disponibilidade
de celulose biodegradavel e, portanto, de melhor producéo de biogas.

Sadhukhan 2016, demonstrou picos semelhantes em sua analise FTIR da
espécie Lemna major, com picos referentes aos grupos funcionais C-O (1046 cm™"),
N=0 (1319 cm™") e C=0 (1605 cm").

Imron et al, 2021 apresentou um dos trabalhos mais recentes envolvendo
andlise FTIR envolvendo a espécie Lemna minor. A FIGURA 12 demonstra as 4
amostras utilizadas para este trabalho na analise de FTIR e na TABELA 3 podemos
ver as identificacbes das bandas. Foram utilizados a amostra sem tratamento
(Lemna), amostra lavada com agua (Lemna H20), amostra pos extragao soxhlet, para
remogao de lipidios e extrativos (Lemna ET) e amostra pos-tratamento hidrotérmico

(Lemna PH), apesar das amostras terem sido submetidas a diferentes situacdes os
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picos mais acentuados nao mudaram e somente alguns pontos apresentaram ruidos

ou picos nao identificados.

Figura 12. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier de Lemna minor (FTIR).
As letras (de A até H) estao identificando cada regido analisada em transmitancia identificada
na literatura e a analise foi realizada com o comprimento de onda entre 400 a 4000. Lemna
(material bruto), Lemna H20 (Lemna lavado com agua), Lemna ET (lavado com etanol) e Lemna
PH (material pds-tratamento hidrotérmico).

Lemna H20| Lemna ET‘

—_— Lemna‘ Lemna F’HL

Transmittance (A.U.)

—t T T - T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Wavenumber (cm™)

Fonte: o autor.
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Tabela 3. Identificacdo das bandas de FTIR de Lemna minor. Os comprimentos de ondas
demonstram onde cada tipo de grupos funcionais e diferentes estruturas quimicas se
localizam em determinada amostra durante a analise FTIR. As bandas de identificagado
também foram detectadas pelos autores das referéncias citadas na tabela.

Comprimento de Identificacdo das bandas de  Referéncias* Letras que
Onda (cm™) absorcao identificam as
bandas

C —-O (Alongamento);
1000-1130 C-0O-C (Vibragao); 1234 A

O-H de polissacarideos.

1239 Vibracdo de Acidos 2 B
carboxilicos.
1320 N=0O (alongamentos). 8 C
1423-1417 O-H fendlico (dobras); 1.2
C-0 alongamento de
carboxila.
1620 C=0, C=C (alongamento). 13 E
2852 CH_ (vibracéo). 2 F
2922 C—H (dobra). 1.2 G
3264 O-H (alongamento). 1234 H

Fontes: *Adaptado de Imron et al, 2021; 2Guzman et al, 2013; *Sadhukhan et al,
2016; “Yadav et al, 2016.

5.3. Termogravimetria

Em sua pesquisa, Guzman et.al (2013), realizou uma analise préxima do
observado na analise de termogravimetria de Lemna minor deste trabalho (FIGURA
13). O primeiro estagio abaixo de 250°C é a perda de agua adsorvida e alguma
desidratacdo das unidades estruturais de celulose. O segundo estagio entre 250 e
400-C supde-se que seja a decomposi¢ao térmica de hemicelulose e celulose de
ligagbes b-(1 — 4)-glicosidica. Acima de 400-C provavelmente envolve a
decomposicdo da celulose e lignina restante. A principal perda de peso ocorreu
proxima a temperatura de 300°.
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Figura 13. Analise TG de Lemna minor. A esquerda o grafico apresenta a perda massica em
porcentagem. DTG refere- se a derivada da primeira curva termogravimétrica. As condi¢des de
analise foram as seguintes: atmosfera de nitrogénio com uma vazéo de 100 mL.min-1, em uma

rampa de aguecimento de 10 °C.min-1, intervalo de temperatura de 25 a 600 °C, massa da

amostrade 5a7 mg.

Lemna 100
100 “ / ]
AN 1{-0,1
1 Y
80 - 102
N
9 H{-03
B QO
@ 60 - =
b :
4-05
40
406
20 - 107
T T T T T T T T T T -0,8
100 200 300 400 500 600

Temperature (°C)

Fonte: o autor.

5.4. indice de cristalinidade

Yadav et al. 2016, realizou uma digestao anaerdbica com esterco de gado para
producao de metano, em seu trabalho é descrito que quanto maior indice de celulose
amorfa, melhor o rendimento dos microrganismos para a degradacdo da matéria
biodegradavel. No mesmo estudo foi identificado em uma analise de FTIR, picos que
demonstraram que o pico de celulose cristalina € menor que o pico de celulose amorfa.
No atual trabalho foi identificado maior indice de celulose cristalina em relacdo a
celulose amorfa analisado na FIGURA 14 e TABELA 4 de Difracdo de raio X (XRD)
através do método descrito por Terinte et al. (2011). A celulose cristalina € maior que
a celulose amorfa (65% e 34%, respectivamente), apesar do menor valor de celulose

amorfa, a producado de metano foi viavel com o inéculo utilizado.
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Figura 14. Grafico de difracdo de raio X. Cada amostra foi identificada com sua
respectiva cor.

Intensity ((A.U.)

Lemna |Lemna PH
] ' | ' | ' ] ' ] ' ] ' ] ' | ' | ' ] ' ] ' ] ' |

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
20 (Degree)

Fonte: o autor.

Tabela 4. Dados dos pontos utilizados para o célculo de cristalinidade e regido amorfa. 1002:
representa o pico mais alto do grafico de XRD referente ao pico cristalino. lam: representa o vale
mais baixo do grafico de XRD referente ao ponto amorfo.

Amostra loo2 lam lcr % lam %
Lemna 4009,62 1397,85 65,14 34,86
Lemna lavado 4578,38 1573,29 65,64 34,36
Lemna PH 4187,59 1448,78 65,40 34,60

Fonte o autor.

5.5.Caracteristicas dos indéculos: pH inicial; Solidos Totais (ST); Volateis (SV) e
fixos (SF)

O in6culo metanogénico de cor preta apresentou granulos de microrganismos
foram coletados de um reator de tratamento de residuos de um abatedouro de aves,
apresentou pH inicial de aproximadamente 7,07. O in6culo acidogénico possui cor
branca com pH inicial levemente acido, em torno de 6,2.

Os sdlidos totais, solidos volateis e solidos fixos do indculo metanogénico foram
respectivamente 7,4 g/L (ST), seguido de 6,16 g/L (SV) e 1,23 g/L (SF). Os sélidos
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totais, soélidos volateis e solidos fixos do inéculo acidogénico foram respectivamente
5,6 g/L (ST), seguido de 5,06 g/L (SV) e 0,53 g/L (SF).

5.6. Producgéao do biogas - perfil de atividade

5.6.1. Metano

Uma caracteristica desta biomassa para a producéo de biogas é a presencga de
amido que representa de 7% da biomassa (Kaur et al. 2019), que com o auxilio do
tratamento hidrotérmico (15 min a 121°) pode ter sido utilizado como fonte de carbono
pelos in6culos durante a produgdo dos gases. Isso foi observado principalmente na
analise do metano com um periodo de amostragem de 610h (FIGURA 15). O maior
volume produzido de 6,85 ml foi observado na concentragao intermediaria de 2,6g/L
de DQO (reatores B) (em 610 horas a produgao comecgou a estabilizar), em seguida o
reator com maior concentracdo de matéria organica 5,2g/L de DQO (reatores C)
produziu 6,4 ml (em 300h apresentou perfil de estabilidade de produgdo) e a menor
producao de 5,8 ml foi observada na menor concentragcdo com 1,3g/L de DQO(
reatores A) (em 278h ja apresentou perfil de estabilidade na produgao de metano).

No controle negativo ja era esperado obter o menor tempo de producéo e menor
rendimento, onde ja nas primeiras 62h apresentou o perfil de estabilizagdo no volume
produzido, seu pico de producdo ficou em torno de 1,66 ml em cerca de 206h. No
controle positivo em 300h de experimento, sua curva de produgdo comegou a

apresentar o perfil de estabilizacdo, com pico de produgao de 9ml a partir das 400h.
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Figura 15. Perfil temporal da produgcdo acumulada de metano. Producao de metano(ml)
referente ao periodo de aproximadamente 25 dias. Controle positivo (CP) composto por
sacarose (71,4 mg), controle negativo (CN) composto somente do indculo metanogénico,
amostra A referente a concentragéo de 1,3 g/L DQO, amostra B (2,6 g/L DQO) e amostrade C
(5,2 g/L DQO). Todas as diferentes concentragoes foram realizadas em triplicata.
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Fonte: o autor.

5.6.2. Hidrogénio

A producdo de hidrogénio apresentou um perfil de geragdo mais rapido se
comparado ao experimento do metano (FIGURA 16). O periodo de amostragem durou
60h e foi observado que a producgao ja apresentava estabilizagcdo em cerca de 24h, a
produgédo maxima de hidrogénio foi de 3,34 ml na concentragao de 1,3g/L (A), com
15h de tempo de estabilizagdo de producdo, seguido de 3,14ml produzidos na
concentragao de 2,6g/L (B), com 15h de tempo de estabilizagdo de produgéo. Ja na
concentragao de 5,2g/L de DQO(C), a maior concentragao de extrato de Lemna m. se
demonstrou inibir a atividade do in6culo de hidrogénio do comeg¢o ao fim do
experimento, pois a produgdo maxima foi de 0,52ml nas primeiras 12h e

posteriormente o volume acumulado do metano em cada reator decaiu ao longo das
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60h para cerca de 0,2ml de hidrogénio, estes valores se mostraram menores que o
préprio controle negativo (inéculo + agua) durante o periodo de amostragem.
Durante a amostragem do controle negativo, foi observado um perfil de
estabilizacdo semelhante aos reatores com concentracdo de 1,3g/L e 2,6g/L de
Lemna m., com tempo de estabilizagdo em torno de 15h, mas com uma produgao
maxima de hidrogénio em cerca de 2,58ml. No controle positivo a estabilidade foi

observada em cerca de 40h e com produgdo maxima de 6,16 ml de gas hidrogénio.

Figura 16. Perfil temporal da producao acumulada de hidrogénio. Producao de hidrogénio
(ml) referente ao periodo de 2,5 dias. Controle positivo (CP) composto por sacarose (71,4 mg),
controle negativo (CN) composto somente do inéculo acidogénico, amostra A referente a
concentracédo de 1,3 g/L DQO, amostra B (2,6 g/L DQO) e amostra de C (5,2 g/L DQO). Todas as
diferentes concentracdes foram realizadas em triplicata.
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5.7. Composicao do biogas
5.71. Metano

Yadav et al. 2016, obteve um rendimento de metano compondo o gas, de 63,5%
na razao: 75:25 (lentilhas d’agua/ esterco de gado) e 36,5% de CO2 (compondo o
biogas) obtido na mesma proporgdo, que ocorreu no vigésimo oitavo dia de
amostragem.

Analisando a porcentagem média de metano referente a composic¢ao do gas de
cada ponto (FIGURA 17 e TABELA 5), cerca de 41,13% de metano foi aferido
compondo o biogas no controle negativo durante o periodo de amostragem. No
controle positivo a média em umol% de CH4 compondo o gas foi de 55,36% do biogas.
Nas amostras A, B e C, foram observados 65,47%, 71,36% e 78,72% (%umol)
respectivamente, de porcentagem média de metano presente no biogas. A maior
porcentagem de CH4 compondo o biogas foi observada nos reatores C, com 78,72%
de CHs e 21,2% de CO2 compondo o biogas, em um periodo de amostragem de
aproximadamente 25 dias (610 horas).

Figura 17. Composicédo do gas durante o experimento do metano.
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Fonte: o autor.
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Tabela 5. Composicéo do biogas durante o experimento com CHs. O gréafico esta
representando a porcentagem média de cada tipo de gas presente no biogas em umol.

MEDIA DE CHg4, CO; e H2 NO BIOGAS (%) Desvio padréo

CN CP A B C CP A B C
CH,4 41,13 9536 6546 7136 78,72 | 0,69 3,17 1,63 2,97

CcO, 58,87 4425 34,53 28,63 21,20 0,69 3,17 1,63 3,05

Ho 0 0,37 0 0 0 0,09 0 0 0

Fonte: o autor.

5.7.2. Hidrogénio

A analise da porcentagem média do gas de cada ponto (contido na seringa,
demonstrado na FIGURA 18 e TABELA 6), resultou em cerca de 37,65% de hidrogénio
no biogas foi observado no controle negativo, podendo demonstrar que o inoculo
possivelmente fez reservas de sacarose em suas células (sacarose advinda da propria
producao do indculo) o que contribuiu para ele produzir hidrogénio mesmo sem adigao
de substrato. No controle positivo a média em umol% de hidrogénio detectado foi de
54,78% do biogas. Nas amostras A, B e C, foram observados 45,19%, 42,57% e
11,16% (%umol) respectivamente, de H2 médio presente no biogas. Vale ressaltar que
a ultima porcentagem referente a maior concentragcao de extrato de Lemna minor
(5,2g/L DQO) acabou demonstrando comportamento inibitorio durante a produg¢ao do

gas hidrogénio.
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Figura 18. Composi¢éo do gas durante o experimento do Hidrogénio.
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Fonte: o autor.

Tabela 6. Composigao do biogas durante o experimento com H». O gréfico esta
representando a porcentagem média de cada tipo de gas presente na composicao do biogas em

MEDIA DE CHg, CO; e H> NO BIOGAS EQ)OL Desvio padréo
CN CP A B C CP A B C
CH, 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CO; 52,55 4522 54,81 57,43 88,84 0,50 2,63 6,35 2,51
H> 37,65 54,78 45,19 42,57 11,16 0,50 2,63 6,35 2,51

Fonte: o autor.

O primeiro cromatograma (FIGURA 19 A) € um exemplo que demonstra os
picos durante a analise de producdo de CH4 e no segundo cromatograma (FIGURA
19 B) representa um exemplo dos picos que apareceram durante a analise de
producao de H2. O tempo de retengao do hidrogénio foi detectado em 1,8 minutos,
seguido do nitrogénio em 2,06 minutos, o metano em 2,8 minutos e o diéxido de
carbono em 3,9 minutos. Durante as analises o tempo de retencdo do nitrogénio
injetado no reator somado a medicdo com o mandmetro, serviram de controle para

averiguar se os reatores estavam com vazamentos no septo.
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Neste método cromatografico o N2 néo foi incluido no balanco do biogas total
produzido, pois este gas foi utilizado para criar 0 ambiente anaerdbio dos reatores. Na
FIGURA 19 (A), temos o exemplo de cromatograma onde podemos observar o pico
no ponto 2,045 (minutos) que se refere ao N2 injetado no reator, em seguida o ponto
2,8(minutos) referentes ao pico de CH4 e por ultimo o ponto 3,8 (minutos) referente ao

CO:s2. O pico de deteccdo do Hz aparece entre 1,76 e 1,8 minutos (B).

Figura 19. Exemplo do cromatograma do GC-TCD para analise de gases, utilizando a
metodologia descrita por Adorno; Tomita (2014).
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5.7.3. Remocgao de DQO

Peixoto et al. 2012, obteve a porcentagem de remogao de DQO de 50,7% em
reatores fixos de 2L com 1 L de volume util. Kaur et al. 2019, obteve resultados de
producao de metano especificamente com a espécie Lemna minor e utilizou a razao
%TOCr (total organic carbon removal) para a andlise de metano, com eficacia de
remocao entre 48,2-54,6%. Seu experimento foi realizado com frascos de 125ml, com
100ml de volume de trabalho, com in6culo contendo 1,8g SV (solidos volateis) em 15
dias de experimento.

As condi¢cdes da incubadora shaker foram utilizadas como base para este
trabalho, sendo a agitagédo em 120 rpm e temperatura de 37°. Seu melhor rendimento
de metano (32,9 — 52,5 m3/tonelada) foi encontrado no cenario em que ela utiliza o
pré-tratamento hidrotérmico que gera menos inibidores do que o pré-tratamento
quimico.

No atual trabalho, que também envolveu a espécie Lemna minor, foi obtido uma
porcentagem de DQO removida nos reatores de metano (TABELA 7), com valores de
69,02%, 90,85% e 93,49%, respectivamente para as concentragdes A (1,3g/L DQO),
B (2,6g/L DQO) e C (5,2g/L DQO). Supde-se que este valor de alta remogao da matéria
organica deve-se ao longo tempo de amostragem (cerca de 610h de duragao), baixo
volume utilizado por reator (20ml de volume util, com 18ml de headspace) e alta
porcentagem de metano produzido.

Em relagdo aos reatores de hidrogénio, a porcentagem de DQOr (DQO
removida) foi de 21,8%, 58,17% e 74,52%, das respectivas amostras A (1,3g/L DQO),
B (2,69/L DQO) e C (5,2g/L DQO), os valores de DQOr indicam que a matéria organica
foi removida ao longo do aumento de concentragdo, mas a matéria organica foi
utilizada na produgéo de CO2 e n&o de Hz como foi visto na FIGURA 18. Portanto,
pode ter ocorrido a inibicdo do processo acidogénico por inibidores da digestao
anaerdbia, mas com os dados da DQO removida, também pode se supor que a
matéria organica foi utilizada por outros tipos de microrganismos, ndo somente 0s

acidogénicos para a produgao de outros gases, neste caso, o didxido de carbono.



50

Tabela 7. DQO removida e eficiéncia de cada concentracdo de DQO por reator. Nesta tabela
a %DQO removida representa a porcentagem média de matéria orgadnica removida apds a
produgéo de biogas. E demonstrado também quantos ml/g sdo produzidos pelo uso das
concentragbes A,B e C.

DQO removida (%) Volume produzido por g
de DQO (ml)
A B C A B C
Concentracao (2,3g/L) (2,6g/L) (5,29/L) (1,3g/L) (2,6qg/L) (5,2g/L)
CHas 69,02 90,85 93,49 3,85 2,63 1,23
H2 21,80 58,17 74,51 2,57 1,21 0,10

Fonte: o autor.

5.7.4. Inibidores da producao de biogas

Compostos fendlicos, acidos graxos e nitrogénio amoniacal, sao alguns dos
principais fatores de inibicao da produgao de biogas citados na literatura.

De acordo com o estudo de Escher (1996), compostos fendlicos tém a
capacidade de inibir o gradiente eletroquimico de prétons nas membranas celulares,
resultando em reducao no transporte de elétrons e na producgao de energia. Segundo
estudos de O’Connor (1989); Wang (1989); Sierra-Alvarez (1991) e Olguin-Lora
(2003); é gerada uma toxicidade que é associada ao tamanho molecular, substituicao
no anel aromatico e apolaridade da molécula. Além disso, tais compostos fendlicos
podem afetar a cadeia tréfica entre microrganismos, impactando a produgao de acidos
graxos, hidrogénio e consequentemente o metano, segundo Wang (1989) e Fedorak
(1984). Em um estudo conduzido por Gulgin et al. (2010), foram identificados 22
pMg/mg e 16,7 pg/mg de compostos fendlicos totais no extrato aquoso e extrato
etandlico, respectivamente, na espécie Lemna minor. Trabalhos como o de Gllgin,
(2010); Duangjarus, 2022; Sil, 2023 e Dogan, S. Y. (2024); relatam ag¢des biolégicas
desta espécie, como sua atividade antioxidante, antibacteriana e antifungica.

Outro fator inibitorio pode ocorrer durante a acetogénese, os acidos graxos de
cadeia longa sofrem oxidacdo, resultando na formacado de acetato, hidrogénio e
dioxido de carbono. Posteriormente, o acetato, hidrogénio e didxido de carbono sao
convertidos em metano e diéxido de carbono, por metanogénicos

acetotréficos e hidrogenotréficos (Zinder, 1984). Alternativamente, o acetato pode ser
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oxidado a diéxido de carbono e hidrogénio por meio da oxidacao sintréfica do acetato,
acoplada a metanogénese hidrogenotrofica (Zinder, 1984; Schnurer et al., 1999).
Estas etapas de degradagdo podem ocorrer de maneira sincronizada, e a diminuigéo
da atividade de um ou varios grupos microbianos pode afetar severamente a eficiéncia
e até levar a falha do processo de formagao de gases durante a digestdo anaerdbia.

Trabalhos indicaram que biomassas ricas em proteinas possuem alto potencial
de producdo comercial de biogas (Nordell et al., 2013). Mas infelizmente, em altas
concentracdes, a inibicdo pode ocorrer devido a instabilidade do processo devido a
liberagao de nitrogénio amoniacal (Chen et al., 2008; Yenigin & Demirel, 2013), que
causa a inibigao do processo de degradag¢ao microbiana. A amodnia € liberada durante
a acidogénese, a partir da degradacdo de aminoacidos, e em concentragbes
elevadas, ela é téxica para consoércios microbianos, especialmente os produtores de
metano (Chen et al., 2008).

5.8. Perfil inicial para produc¢ao bioetanol

O teor de lignina (17,6%) se encontra alto se comparado aos outros
encontrados na literatura (3,5% - 7,72%). O valor de celulose (18,5%) analisado foi
inferior se comparado aos trabalhos anteriormente citados (23,5—35%), isso é um
indicativo que esta biomassa apresentou caracteristicas menos favoraveis para uma
futura fermentacdo alcodlica, mas um fator que pode aumentar seu potencial
energético € o uso de enzimas para a hidrolise da celulose e do amido encontrado em
lentilhas d’agua.

A biomassa com pré-tratamento hidrotérmico ndo apresentou formacéo de
inibidores, mesmo sendo submetida a uma temperatura de 121°C, a concentragao de
furfural detectada ficou entre 0,005 e 0,015 g/L, j4 a concentracédo de
hidroximetilfurfural (HMF) ficou entre 0,008 e 0,005 g/L, valores estes que sé&o
irrelevantes para serem consideradas inibitérias, sendo furfural >1g/L e HMF >1g/L as
concentragdes de inibicdo. (Taherzadeh 2011; Kaur et al. 2019).

Por possuirem a capacidade de absorver nutrientes e remover poluentes,
Lemna m. é citada em pesquisa envolvendo fitorremediagdo de aguas residuais
(Heitzman et al., 2024). Alguns fatores podem influenciar a composicao final de

lentilhas d’agua, dentre eles podemos citar a intensidade de luz durante a fase de
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reprodugao e dependendo do periodo do ciclo de vida, as lentilhas apresentam maior
ou menor quantidade de amido (Pagliuso, 2018). Essas caracteristicas e o local onde
ela se desenvolve pode influenciar na quantidade de componentes lignoceluldsicos, o
que se espera destas biomassas ¢é alto teor de celulose e baixa recalcitréancia (baixo
teor de lignina).

Kaur et al. (2019), relata a maior producéo de glicose em torno de 36,5-44,2g e
o maior rendimento de etanol em torno de 0,167-0,231 g/g, com o mesmo tratamento

hidrotérmico utilizado.

5.9. Analise inicial do potencial econémico do Biogas

Lemna minor apresentou um volume de CHg4 interessante nos reatores B e C,
6,85 ml e 6,4 ml, respectivamente. Onde cerca de 78,72% (reatores C) da composigéao
do biogas foi identificada como CH4 nos cromatogramas. Por conta destes resultados,
ha a possibilidade de usar Lemna minor como biomassa para produgao de biogas, a
biomassa possui alta taxa de reproducdo, podendo ser adquirida em grande
quantidade e servir como fonte de alimentagcio de biorreatores.

O custo de instalacdo de um biodigestor pode variar dependendo de varios
fatores, incluindo o tamanho do projeto e as especificidades de sua instalacdo. No
entanto, um estudo realizado por Calza et al. (2015), no municipio de Cascavel — PR,
Brasil, avaliou os custos envolvidos na construgdo de modelos de biodigestores
(indiano, chinés e canadense). O biodigestor modelo canadense apresentou o melhor
custo-beneficio de construgdo e de implantagdo, variando de R$ 2.104,00 a R$
7.266,0012. Para a utilizagdo em biorreatores, outros indculos (mais acessiveis)

podem ser utilizados, assim como, fezes de suinos, caprinos e bovinos.

5.9.1. Calculo de produgao do metano

Para o calculo de volume de metano diario e mensalmente produzido, a

seguinte equacéao foi utilizada:

Vol. (CHas) = ((CMo.Q). Kr). Y (CH4) (Equagio 15)
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Sendo:

CMo- concentragcédo de matéria organica inicial (g/L)
Q- Vazao de Lemna minor produzida (g/dia)

Kr- constante de remogao DQOr (%)

Y(CHa4) (tedrico)- volume de metano produzido por g de DQOr (L)

Com uma produgéo tedrica de 100kg de Lemna minor por dia, concentragao
tedrica de 0,35 L/g DQOr (L/g) maxima do metano (Angelidaki, 2004), somadas aos
dados do experimento, Kr=0,9 (% de eficiéncia de matéria organica removida do reator
de concentragao 2,6 g/L DQO) e CMo=22 g/L (concentragcéo de DQO inicial de Lemna
m.), o volume tedrico de CH4 produzido seria igual a 693 m?dia e cerca de 20.790

m3/més.

5.9.2. Rendimento energético

Para o célculo energético foi utilizado a equacéo 16. Utilizando os dados de
producao de Chs diaria, a eficiéncia de 30% de que um gerador somado a um motor
consegue aproveitar com a queima do metano e o rendimento do metano em torno de
9,97 KWh/m?3, foi obtido o rendimento tedrico de 2.072,76 KWh/dia e 62.182,9
KWh/més. Considerando o valor de KWh entre R$ 0,60 e R$1,00, os produtores de
lemna advinda da piscicultura, poderiam ter uma economia de energia aproximada
entre R$ 37.309 e R$ 62.182 por més (com o rendimento teérico de 100kg de

biomassa de Lemna minor diario).
KWh/dia= V(CHa4). n. Re (CH4) (Equagao 16)
Sendo:
V(CHa) -Volume de metano produzido por dia (m3/dia).

n- A eficiéncia de energia de um gerador + motor (%).

Re (CH4) - Rendimento energético do metano (KWh).
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6. CONCLUSOES

Para a produgao de etanol efetiva com esta biomassa de Lemna minor, estudos
deverao ser conduzidos para realizar uma hidrdlise enzimatica e aumentar o
aproveitamento do amido e da celulose presente na fermentagcdo, com o uso de
amilases e celulases o potencial energético da biomassa pode aumentar. No presente
trabalho o valor de lignina total (somados a lignina soluvel e insoluvel em acido) foi de
17,6%, mais recalcitrante que o valor encontrado na literatura (4,1%). O valor de
celulose (18,5%) analisado também foi inferior se comparado aos trabalhos
anteriormente citados (23,5-35%).

Durante a produgao de hidrogénio os resultados demonstraram que o proprio
inoculo ja produziu um volume consideravel de H2. A menor concentragao do extrato
de Lemna m. (encontrada no reator A, 1,3g/L DQO) produziu o melhor resultado com
um aumento do volume produzido de 12,34% em relagdo ao controle negativo. Em
relagdo a porcentagem média (% umol) de hidrogénio no perfil das amostras
A(1,3g/L), B (2,6 g/L) e C (5,2 g/L), foram observados 45,19%, 42,57% e 11,16% de
H2 compondo o biogas, demonstrando que o aumento das concentragbes do extrato,
pode ter ocasionado uma inibicdo de producdo do hidrogénio, ou o consércio
microbiano pode ter utilizado outra rota metabdlica que ao invés de produzir Hz2 acabou
gerando COa.

As provaveis causas da inibicdo, podem estar relacionadas aos
subcomponentes presente na biomassa como compostos fendlicos, acidos graxos e
proteinas, que em quantidades excessivas ou insuficientes, podem acarretar o
desequilibrio da rota metabdlica dos microrganismos acidogénicos.

Os resultados da producao de metano foram promissores, pois em um periodo
de 25 dias, as concentracdes dos reatores B e C de Lemna (2,6g/L DQO e 5,2 g/L
DQO) apresentaram os melhores resultados em volume produzido, 6,4ml e 6,85ml
respectivamente, produziu em média 71,36% (nos reatores B) e 78,72% (nos reatores
C) de metano presente na composi¢cao do gas, cerca de 28,63% e 21,2% de CO2
(respectivos aos reatores B e C) e apresentou eficacia de 90,85% e 93,49% de
remogao da matéria organica (DQOr respectivos aos reatores B e C). Obteve uma
maior porcentagem de metano produzido, em menor tempo de analise, com menor
producao de CO2 e com maior eficiéncia de remogao da matéria organica dos

reatores, se comparado aos trabalhos relacionados a Lemna minor.
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