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RESUMO 

A bioenergia, especialmente o biogás, vem despertando grande interesse mundial 

devido à crescente demanda energética e viabilidade técnico-econômica. Neste 

mercado, os dejetos bovinos, muitas vezes mal gerenciados e poluentes, são uma 

fonte de energia significativa, com volume expressivo de matéria-prima. Além disso, 

devido à expansão do cultivo de lúpulo (Humulus lupulus L.) no Brasil, os resíduos 

gerados em sua poda também podem ser utilizados na digestão anaeróbica (DA), 

sendo uma alternativa de manejo e aproveitamento. Sendo assim, a junção destes 

resíduos pode promover uma integração da cadeia lavoura-pecuária, proporcionando 

um manejo adequado através da geração de bioenergia e biofertilizante. Portanto, o 

objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial metanogênico do resíduo da cultura do 

lúpulo em processos de mono e co-digestão (co-DA) com dejetos de bovinos. A 

biomassa lignocelulósica foi pré-tratada hidrotermicamente em três condições, 175, 

190 e 205°C por 10 min, visando avaliar como a severidade do processo influencia na 

biodegradabilidade do material. Os ensaios de DA foram avaliados empregando a 

biomassa in-natura, pré-tratada integralmente (lama) e utilizando apenas a fração 

líquida (hidrolisado hemicelulósico, HH), em processos de mono e co-DA. Ao final do 

processo, o digestato de cada ensaio foi avaliado quimicamente e biologicamente a 

fim de mensurar as modificações na microbiota e seu potencial de aplicabilidade. Os 

resultados indicaram que a condição mais severa de pré-tratamento (205°C, 10 min) 

proporcionou a maior produção acumulada de biometano em processos de mono e 

co-DA, empregando tanto o HH quanto a lama de pré-tratamento. Nesta condição, 

considerando o processo de mono-DA, a lama e o HH proporcionaram uma produção 

de biometano 84,78 e 57,27% maior, respectivamente, quando comparado à 

biomassa in-natura. Já para o processo de co-DA, a mistura da lama com o dejeto 

promoveu um aumento da produção de biometano de 220,66% quando comparado a 

mistura da biomassa in-natura com o dejeto. Quanto a mistura de HH e dejeto, houve 

um aumento de 167,45% na produção de biometano em relação à mistura da 

biomassa in-natura e dejeto, demonstrando, em ambos os casos, a importância da 

etapa de pré-tratamento da biomassa. As análises do digestato indicaram seu 

potencial como biofertilizante, demonstrando a presença de nutrientes essenciais 

disponíveis para a nutrição de plantas. A microbiota detectada nos digestatos 

apresentou grupos de bactérias e arqueas essencialmente relevantes para as 



 
 

 

diferentes etapas do processo de DA, indicando bom desempenho do sistema e a falta 

de patógenos ao final do processo.  

 

Palavras chave: bioenergia; manejo de resíduos; caule de lúpulo; pré-tratamento; 

biometano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 
 

ABSTRACT 

Bioenergy, especially biogas, has been attracting great interest worldwide due to 

growing energy demand and technical-economic viability. In this market, cattle waste, 

often poorly managed and polluting, is a significant source of energy, with a significant 

volume of raw material. Furthermore, due to the expansion of hop cultivation (Humulus 

lupulus L.) in Brazil, the residues generated from its pruning can also be used in 

anaerobic digestion (AD), providing an alternative for management and use. Therefore, 

combining these residues can promote integration of the crop-livestock chain, 

providing adequate management through the generation of bioenergy and 

biofertilizers. Therefore, this work aimed to evaluate the methanogenic potential of hop 

crop residue in mono- and co-digestion (co-DA) processes with cattle waste. The 

lignocellulosic biomass was pre-treated hydrothermally under three conditions, 175, 

190, and 205°C for 10 min, aiming to evaluate how the severity of the process 

influences the biodegradability of the material. The AD assays were evaluated using 

raw biomass, pretreated (slurry), and using only the liquid fraction (hemicellulosic 

hydrolyzate, HH), in mono and co-AD processes. At the end of the process, of each 

assay was chemically and biologically evaluated to measure the changes in the 

microbiota and their potential applicability. The results indicated that the most severe 

pretreatment condition (205°C, 10 min) provided a greater accumulated production of 

biomethane in mono- and co-AD processes, employing both HH and slurry. In this 

condition, considering the mono-AD process, the slurry and HH provided 84.78 and 

57.27% higher biomethane production, respectively, when compared to raw biomass. 

As for the co-AD process, mixing slurry with manure promoted an increase in 

biomethane production of 220.66% compared to mixing raw biomass with manure. As 

for the mixture of HH and manure, there was a 167.45% increase in biomethane 

production concerning the mixture of raw biomass and manure, demonstrating, in both 

cases, the importance of the pretreatment step. Analyzes of the digestate indicated its 

potential as a biofertilizer, demonstrating the presence of essential nutrients available 

for plant nutrition. The microbiota detected in the digestates presented groups of 

bacteria and archaea essentially relevant to the different stages of the AD process, 

indicating the good performance of the system and the lack of pathogens at the end of 

the process. 

Keywords: bioenergy; waste management; hop stem; pretreatment; biomethane. 



 
 

 

 

  



 

 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1 - Fluxograma das atividades executadas no projeto ................................... 25 

Figura 2 - Matriz elétrica brasileira e média mundial ................................................. 26 

Figura 3 - Etapas básicas e grupos microbianos envolvidos no processo de digestão 

anaeróbica ................................................................................................ 32 

Figura 4 - Porcentagem de produção de biogás (barra laranja escura) e do número de 

plantas em operação no país (barra laranja clara), considerando cada um 

dos setores produtivos. ............................................................................ 36 

Figura 5 - Número de plantas e volume de produção de biogás nos Estados .......... 37 

Figura 6 - Desenho esquemático da planta de lúpulo ............................................... 40 

Figura 7 - Sistema radicular da planta do lúpulo ....................................................... 41 

Figura 8 - Parte aérea da planta do lúpulo ................................................................ 42 

Figura 9 - Inflorescência (cones) da planta feminina ................................................. 43 

Figura 10 - Emissões de metano pelo setor agropecuário ........................................ 51 

Figura 11 - Processo de separação manual dos caules (a) e a biomassa limpa, 

preparada e moída (b), para uso nos ensaios ...................................... 59 

Figura 12 - Dejeto in-natura homogeneizado ............................................................ 61 

Figura 13 - Biodigestor Canadense da Fazenda Campestre (a) e coleta do inóculo (b)

 .................................................................................................................................. 62 

Figura 14 - Sistema de pré-tratamento. Banho de aquecimento de fluido térmico (a) e 

um exemplo do reator empregado nos ensaios (b) ................................ 63 

Figura 15 - Sistema de determinação do volume de biogás (a) e biorreator (b) ....... 75 

Figura 16 - Bandas de DNA obtidas em géis de agarose .......................................... 84 

Figura 17 - Preparação da biblioteca através do Index disponibilizados pela Illumina

 .................................................................................................................................. 86 

Figura 18 - Biomassa pré-tratada na condição 190°C, 10 min: lama obtida após o pré-

tratamento (a), e hidrolisado hemicelulósico (HH) (b), e celulignina (c) 

após a etapa de separação sólido/líquido .............................................. 88 

Figura 19 - As reações de hidrólise da celulose e hemiceluloses levando à formação 

de furfural, HMF, ácido levulínico e fórmico, além da humina ................ 93 

Figura 20 - Produção de metano obtida na DA dos HHs ......................................... 107 

Figura 21 - Produção de metano obtida na DA das lamas ...................................... 108 

Figura 22 - Produção de metano na co-DA dos substratos HH e dejeto ................. 112 



 
 

 

Figura 23 - Produção metano obtida na co-DA das lamas e dejeto .........................114 

Figura 24 - Produção de metano nos processos de mono e co-DA da biomassa in-

natura e dejeto ......................................................................................114 

Figura 25 - Redução de SVT e avaliação do pH ao final do processo .....................119 

Figura 26 - Resultado da Classificação por nível taxonômico ................................ 126 

Figura 27 - Classificação geral dos resultados de filos de bactérias ...................... 127 

Figura 28 - Abundância de reads (%) em nível de gênero de bactérias e arqueas nos 

ensaios de mono e co-DA .................................................................... 132 

Figura 29 - Abundância de reads (%) em nível de gênero da microbiota do dejeto 

bovino e inóculo ................................................................................... 133 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Classificação e tipo de biomassas ............................................................ 28 

Tabela 2 - Biomassas e seus produtos/subprodutos empregadas no mercado brasileiro 

de energia elétrica .................................................................................... 29 

Tabela 3 - DA de biomassas lignocelulósicas pré-tratadas hidrotermicamente ......... 48 

Tabela 4 - Co-DA de diferentes biomassas lignocelulósicas e dejetos bovinos......... 55 

Tabela 5 - Materiais obtidos após os ensaios de pré-tratamento hidrotérmico .......... 64 

Tabela 6 - Ensaios de potencial bioquímico de metano (PBM) ................................. 74 

Tabela 7 - Condições de termociclagem ................................................................... 84 

Tabela 8 - Classificação das peneiras e distribuição granulométrica ........................ 87 

Tabela 9 - Fator de severidade (Log R0), severidade combinado (Log R’0) e pH das 

biomassas pré-tratadas ............................................................................ 88 

Tabela 10 - Composição físico-química da biomassa in-natura e das celuligninas 

obtidas após a etapa de pré-tratamento para determinação da 

porcentagem de solubilização dos macrocomponentes ......................... 91 

Tabela 11 - Composição química do HH em cada condição de pré-tratamento ........ 92 

Tabela 12 - Comparação entre a solubilização de hemiceluloses e produção de 

xilooligossarídeos em condições similares de pré-tratamento ............... 94 

Tabela 13 - Análise de série de sólidos e pH dos substratos e inóculo utilizados nos 

ensaios de DA ........................................................................................ 96 

Tabela 14 - Composição elementar (%), nitrogênio orgânico, sólidos totais e DQO dos 

substratos provenientes da biomassa lignocelulósica e dejetos bovinos

 ............................................................................................................... 98 

Tabela 15 - Comparação da composição elementar de diferentes biomassas 

lignocelulósicas in-natura, comumente utilizadas em processos de DA 

para produção de biometano e hidrogênio, e dejetos bovinos ............... 99 

Tabela 16 - Concentrações de micro e macronutrientes encontrados nos substratos e 

inóculo utilizados na DA e co-DA ......................................................... 101 

Tabela 17 - Concentrações dos açúcares, ácidos orgânicos e aldeídos furânicos no 

início do processo ................................................................................ 104 

Tabela 18 - Concentrações dos AGVs no início do processo .................................. 105 

Tabela 19 - Concentrações dos macrocomponentes da biomassa nos reatores .... 106 



 
 

 

Tabela 20 - Valores de PBMT, PBM, digestibilidade e parâmetros cinéticos da DA 110 

Tabela 21 - Valores de PBM e parâmetros cinéticos das co-Da ..............................116 

Tabela 22 - Análise de série de sólidos do digestato dos ensaios de DA e co-Da ...118 

Tabela 23 - Composição química dos digestatos obtidos nos processos de DA e co-

DA ........................................................................................................ 121 

Tabela 24 - Concentrações de AGVs no digestato ................................................. 122 

Tabela 25 - Concentração de nutrientes presentes no digestato proveniente dos 

processos de DA e co-DA .................................................................... 124 

Tabela 26 - Principais grupos de arqueas metanogênicas encontradas nos efluentes

 ................................................................................................................................ 129 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

AGV Ácidos Graxos Voláteis 

CNA Confederação da Agricultura e Pecuária do Brasil 

co-DA Co-digestão Anaeróbia 

COV Carga Orgânica Volumétrica 

DA Digestão Anaeróbia 

DQO Demanda Química de Oxigênio 

ENEL Entidade Nacional de Eletricidade 

EPE Empresa de Pesquisa Energética 

FS Fator de Severidade 

FSC Fator de Severidade Combinado 

GEE Gases de Efeito Estufa 

Gt Gigatonelada 

GW Gigawatts 

HPLC Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

ILP Integração Lavoura Pecuária 

ILPF Integração Lavoura Pecuária Floresta 

IPCC Painel Intergovernamental de Mudanças Climáticas 

LUPAM  Grupo de pesquisa: Lúpulo, Aplicações e Manejo 

MDL Mecanismos de Desenvolvimento Limpo 

MO Matéria Orgânica 

pH Potencial Hidrogeniônico 

PT Pré-tratamento  



 
 

 

SFT Sólidos Fixos Totais 

ST Sólidos Totais 

SV Sólidos Voláteis 

SVT Sólidos Voláteis Totais 

TRH Tempo de Retenção Hidráulica 

CG Cromatografia Gasosa 

Kw Quilowatt  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

SUMÁRIO 

1          INTRODUÇÃO ............................................................................................. 21 

2          REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................ 26 

2.1       BIOENERGIA NO BRASIL .......................................................................... 26 

2.2       PRODUÇÃO DE BIOGÁS ........................................................................... 30 

2.3       CENÁRIO DO BIOGÁS NO BRASIL ........................................................... 34 
2.4       POTENCIAL DAS BIOMASSAS DE SEGUNDA GERAÇÃO E DEJETOS  

NA DA ......................................................................................................... 38 

2.4.1 A CULTURA DO LÚPULO E SEUS RESÍDUOS ............................................ 38 
2.4.1.1 COMPOSIÇÃO QUÍMICA DO CAULE DE LÚPULO E PROCESSOS DE 

FRACIONAMENTO PARA MELHORARIA DA DA ..................................... 45 

2.5       PRODUÇÃO DE DEJETOS E POTENCIAL NA DA .................................... 50 

2.6       CO-DIGESTÃO ANAERÓBIA DE BIOMASSAS LIGNOCELULÓSICAS E 

DEJETOS BOVINOS .................................................................................. 53 

2.7       SUBPRODUTO DA DA: DIGESTATO ......................................................... 57 

3           MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................ 59 

3.1        MATERIAIS ................................................................................................. 59 

3.1.1     COLHEITA E PREPARAÇÃO DOS RESÍDUOS DE PODA DE LÚPULO .. 59 

3.1.2     ANÁLISE DE GRANULOMETRIA DO CAULE DE LÚPULO MOÍDO ........ 60 

3.1.3     OBTENÇÃO E PREPARO DO DEJETO..................................................... 60 

3.1.4     OBTENÇÃO E PREPARO DO INÓCULO .................................................. 61 

3.2        PRÉ-TRATAMENTO HIDROTÉRMICO DO CAULE DE LÚPULO ............. 62 

3.3        ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS DOS SUBSTRATOS E INÓCULO ............ 64 
3.3.1     CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO CAULE DE LÚPULO IN-NATURA, DA 

FRAÇÃO SÓLIDA E DA LAMA .................................................................. 65 

3.3.2     CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO HIDROLISADO HEMICELULÓSICO . 65 

3.3.3     ANÁLISE DA SÉRIE DE SÓLIDOS ............................................................ 67 
3.3.4     DETERMINAÇÃO DA DEMANDA QUÍMICA DE OXIGÊNIO (DQO) E     

POTENCIAL BIOQUÍMICO DE METANO TEÓRICO (PBMT) DOS HH ..... 68 
3.3.5     DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO ELEMENTAR E POTENCIAL 

BIOQUÍMICO DE METANO TEÓRICO (PBMT) DAS FRAÇÕES SÓLIDAS

..................................................................................................................... 71 
3.3.6     ANÁLISE DE MACRO E MICRONUTRIENTES DOS SUBSTRATOS E 

INÓCULO .................................................................................................... 72 

3.4        BIODIGESTÃO ANAERÓBIA ..................................................................... 73 

3.4.1     MONITORAMENTO DO PROCESSO DE DA ............................................ 75 

3.4.2     CÁLCULO DOS PARÂMETROS DE PROCESSO ..................................... 76 

3.4.3     MODELAGEM CINÉTICA DA DA ............................................................... 78 

3.5        ANÁLISES DOS DIGESTATOS .................................................................. 80 

3.5.1     POTENCIAL HIDROGENIÔNICO (PH) ...................................................... 80 

3.5.2     ANÁLISE DA SÉRIE DE SÓLIDOS ............................................................ 81 

3.5.3     DEMANDA QUÍMICA DE OXIGÊNIO (DQO) .............................................. 81 

3.5.4     COMPOSIÇÃO QUÍMICA ........................................................................... 81 

3.5.5     ANÁLISE DE MICRO E MACRONUTRIENTES ......................................... 82 

3.5.6     ANÁLISE DE METAGENÔMICA ................................................................ 83 

4           RESULTADOS E DISCUSSÕES ................................................................ 87 

4.1        PRÉ-TRATAMENTO HIDROTÉRMICO DO CAULE DO LÚPULO ............. 87 



 
 

 

4.2        COMPOSIÇÃO DOS SUBSTRATOS E INÓCULOS PARA OS ENSAIOS  

DE DA E CO-DA .......................................................................................... 95 

4.2.1    ANÁLISE DA SÉRIE DE SÓLIDOS E PH .................................................... 95 

4.2.2    ANÁLISE DE DQO E COMPOSIÇÃO ELEMENTAR ................................... 97 
4.2.3    ANÁLISE DE MACRO E MICRONUTRIENTES DOS SUBSTRATOS E 

INÓCULO..................................................................................................... 99 
4.3       AVALIAÇÃO DA DIGESTÃO (DA) E CO-DIGESTÃO (CO-DA) 

ANAERÓBICA ........................................................................................... 103 

4.3.1    COMPOSIÇÃO QUÍMICA INICIAL DOS REATORES ................................ 103 

4.3.2    POTENCIAL BIOQUÍMICO DE METANO EM DA ..................................... 106 

4.3.3    POTENCIAL BIOQUÍMICO DE METANO EM CO-DA ............................... 112 

4.4       ANÁLISES DO DIGESTATO ...................................................................... 117 

4.4.1    ANÁLISE DE SÉRIE DE SÓLIDOS E AVALIAÇÃO DO PH FINAL ........... 117 

4.4.2    COMPOSIÇÃO QUÍMICA .......................................................................... 120 

4.4.3    ANÁLISE DE MICRO E MACRONUTRIENTES ......................................... 123 

4.5       ANÁLISE DE METAGÊNOMICA ................................................................ 126 

5          CONCLUSÃO ............................................................................................. 135 

            REFERÊNCIAS .......................................................................................... 139 
            APÊNDICE A – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA 

CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA ................................................................. 159 
            APÊNDICE B – MASSA DE ENTRADA DE CADA FRAÇÃO 2:1 SVT 

(SUBSTRATO:INÓCULO) ......................................................................... 167 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



21 
 

 
 

1 INTRODUÇÃO 
 

A energia cumpre um papel indispensável na economia de um país, fornecendo 

suporte para diversos setores e serviços de suma importância. Em escala global, os 

combustíveis fósseis predominam na oferta de energias primárias mas, em muitos 

países, a energia renovável já representa uma parcela relevante deste setor 

(Nogueira; Capaz; Lora, 2021). Segundos dados do relatório da Empresa de Pesquisa 

Energética (EPE, 2023), em 2022, a participação das energias renováveis na matriz 

energética mundial representava apenas 14%, enquanto para o Brasil tal energia já 

corresponde à 47,4%, valor este representativo e muito associado ao uso das 

bioenergias. 

A bioenergia é uma forma de energia renovável produzida a partir de uma 

biomassa, que pode ser de origem vegetal e animal. Tal energia pode ser utilizada 

para gerar calor, eletricidade ou mesmo combustível para motores de combustão em 

geral. Este tipo de energia renovável e de baixo carbono, promove o sequestro do gás 

carbônico atmosférico, além de oferecer inúmeros benefícios ambientais e 

socioeconômicos, apoiado nas metas globais de mudança climática dentro da Agenda 

2023 da ONU (IPEA, 2018; Röder; Welfle, 2019).  

No Brasil, a bioenergia é fortemente representada pelo uso da cana-de-açúcar, 

que equivale à 15,4% da matriz energética renovável do país. Além disso, o carvão e 

a lenha vegetal (9,0%), e a lixívia (7,0%) - subproduto do setor de celulose -, são 

outras fontes relevantes de bioenergia para o país (EPE, 2023). Visando aumentar e 

melhorar ainda mais este índice de renovabilidade da matriz energética brasileira, 

muitos estudos vêm sendo realizados visando explorar novas biomassas e 

desenvolver tecnologias de segunda geração (2G) para produção de bioenergia 

(Chandel et al., 2021; Dias et al., 2011; Lorenzi; Andrade, 2019). 

As bioenergias 2G são produzidas a partir de culturas não alimentares, 

produzidas diretamente para este fim, ou a partir de resíduos agrícolas de culturas 

alimentares ou de resíduos do setor florestal. Uma das principais vantagens em utilizar 

subprodutos do setor agroindustrial na produção de bioenergia 2G é que não há 

consumo de fertilizante adicional, água ou terra para cultivar tal matéria-prima, 

melhorando ainda mais a pegada de carbono destes processos (Dahman et al., 2019). 
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Muitos setores agroindustriais utilizam parte destas biomassas lignocelulósicas, como 

palhas, bagaços, cascas, para produzir bioenergia a partir da sua queima direta em 

caldeiras, no processo chamado de cogeração. Entretanto, ainda há uma quantidade 

substancial de biomassa que pode ser usada para a produção de novos 

biocombustíveis (Menandro et al., 2017). 

Além das biomassas lignocelulósicas, as biomassas residuais de origem animal 

também podem promover a geração de bioenergia, com destaque para dejetos de 

animais, que apresentam um grande caráter poluidor, necessitando de tratamento 

para um manejo adequado (Abbas et al., 2023). 

O agronegócio brasileiro se intensifica a cada ano e ganha destaque no 

mercado mundial, sendo importante fonte de criação de riqueza para a economia do 

país. No Brasil, a bovinocultura apresenta o segundo maior rebanho do mundo, e 

ganha destaque como o maior exportador de carne bovina (Galvão, 2017). Sendo 

assim, a ampliação e intensificação das atividades pecuárias resultam em novas 

exigências para o descarte seguro de grandes quantidades de dejetos que são 

gerados na produção desse setor (Capitani; Farina, 2022) 

Diante desse cenário de demanda energética, uso da terra e mudanças 

climáticas, surgem diversas alternativas tecnológicas para o tratamento destes 

resíduos do setor agroindustrial e agropecuário para geração de energia. Dentre 

essas alternativas, a que desperta grande interesse devido sua facilidade de 

implementação e viabilidade técnico-econômica é a digestão anaeróbica (DA) (Vu et 

al., 2020).  

O processo de DA, também chamado de biodigestão, é um tratamento 

biológico que permite a decomposição e estabilização de diversos resíduos, como os 

lignocelulósicos e dejetos de animais, enquanto produz simultaneamente bioenergia 

(biogás), nutrientes que podem ser utilizados para correções de solo (biofertilizante), 

além de compensar a emissão de gases de efeito estufa (Wagner et al., 2018).  

Em 2022, o biogás representou apenas 2,1% da matriz energética brasileira 

(EPE, 2023). Entretanto, muitos dos entraves políticos referentes à produção e a 

distribuição desse biocombustível vêm se modificando ao longo dos últimos anos, 

mediante uma estratégia federal de incentivo ao uso sustentável de biogás e 
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biometano. O objetivo destas estratégias é fomentar programas e ações para reduzir 

as emissões de metano e incentivar o uso de biogás e biometano como fontes 

renováveis de energia e combustível (BRASIL, 2022). 

Neste mercado, a cadeia produtiva lavoura-pecuária pode contribui para a 

produção desta bioenergia, favorecendo uma destinação correta e segura destes 

resíduos, minimizando as emissões de gases de efeito estufa (Capitani; Farina, 2022). 

Sendo assim, a geração de biogás a partir de dejetos e resíduos agroindustriais pode 

ser aderida a um plano de desenvolvimento sustentável do agronegócio, 

proporcionando soluções sistêmicas que contemplem energia, alimento e meio 

ambiente (Galvão, 2017). 

Dentre as biomassas lignocelulósicas de baixo uso podemos destacar o 

resíduo de poda da cultura do lúpulo (Humulus Lupulus L.), composto por caules e 

folhas, que representa aproximadamente 75% da biomassa produzida no cultivo. Este 

resíduo é normalmente queimado ou utilizados em compostagem após a colheita dos 

cones, visto que não apresenta valor comercial e possui baixa efetividade de 

recobrimento de solo, trazendo problemas ambientais devido à baixa 

biodegradabilidade (Kanai et al., 2021). Sendo assim, além do seu uso na produção 

de mudas, por meio de estacas herbáceas (pedaços do caule), o resíduo pode ser 

destinado no processo de DA, trazendo benefícios a cadeia mediante a produção de 

bioenergia, já que a cultura exige alta taxa de incidência de luz, natural e artificial 

(Agehara, 2020). 

Atualmente o Brasil possui 50 cultivares no Registro Nacional de Cultivares, 

sendo que todas livres de patentes (RNC, 2023). Apesar das dificuldades naturais de 

um novo cultivo se estabelecendo, em 2018 foi fundada a Associação Brasileira dos 

Produtores de Lúpulo (APROLÚPULO), que conta atualmente com mais de 170 

associados, presentes em quatorze Estados e o Distrito Federal. Segundo dados da 

Aprolúpulo (APROLÚPULO, 2022), o Brasil atualmente possui cerca de 50 hectares 

de lúpulo, com produção estimada em 20 toneladas. Já os dejetos bovinos 

representam uma expressiva biomassa no país, tornando cada dia mais preocupante 

o manejo deste resíduo. O Brasil produziu em 2021 mais de 224,6 milhões de cabeças 

de gado, reportando sucessivos crescimentos ao longo dos anos (IBGE, 2021a). 
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Sendo assim, a junção dos resíduos da cultura do lúpulo com os dejetos 

bovinos pode promover uma integração da cadeia lavoura-pecuária, proporcionando 

um manejo adequado dos resíduos na geração de bioenergia e biofertilizantes, por 

meio dos processos de co-digestão anaeróbica (co-DA). A cultura do lúpulo está em 

expansão no país e vale destacar que os resíduos lignocelulósicos gerados ainda não 

foram explorados em estudos científicos. Além disso, regiões onde cultivares de lúpulo 

vêm ganhando destaque, como Santa Catarina e Minas Gerais, os plantios estão 

localizados próximos à produção animal, como suinocultura e bovinocultura, 

respectivamente, sendo muitas vezes lotados em uma mesma propriedade. Assim, o 

manejo integrado pode favorecer a sustentabilidade no setor. 

Neste sentido, visando contribuir com estudos no âmbito de manejo de 

resíduos e produção de energia renovável, este projeto tem por objetivo avaliar o 

potencial metanogênico, em estudos de mono e co-digestão, utilizando dejetos 

bovinos e caule de lúpulo pré-tratados em meios aquosos. Foi avaliado como o caule 

de lúpulo pré-tratado pode contribuir com o processo de DA dos dejetos bovinos, 

utilizando tanto a fração líquida do pré-tratamento quanto a lama (mistura da fração 

sólida + líquida). Foi avaliado também como a etapa de pré-tratamento e as condições 

operacionais deste processo influenciam na produção do biogás e biometano, entre 

os processos de DA e co-DA. Para isso, alguns objetivos específicos foram 

delineados:  

• Avaliar o efeito das condições operacionais do pré-tratamento hidrotérmico do caule 

de lúpulo em relação ao fracionamento da biomassa; 

• Avaliar o potencial bioquímico de metano (PBM) da biomassa in-natura, das frações 

obtidas nos ensaios de pré-tratamento (lama e hidrolisado hemicelulósico), e do dejeto 

bovino, assim como a co-DA entre os substratos pré-tratados e o dejeto; 

• Realizar um ajuste de modelo cinético e obter parâmetros cinéticos;  

• Caracterizar quimicamente e biologicamente os digestatos obtidos a fim de verificar 

as mudanças biológicas no sistema e composição do mesmo para potencial aplicação 

em fertirrigação. 

A Figura 1 ilustra o fluxograma de atividades conduzido ao longo da pesquisa, 

representando os substratos e delineando suas frações após passarem pelo pré-
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tratamento hidrotérmico. Além disso, demonstra a utilização desses substratos nos 

processos de DA e co-DA, assim como seus produtos finais, biogás/biometano e 

digestato. 

 

Figura 1 - Fluxograma das atividades executadas no projeto 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Bioenergia no Brasil 
 

A bioenergia, energia proveniente da biomassa, produzida a partir de uma 

matéria orgânica de origem vegetal e/ou animal, pode ser disponibilizada em rotas 

para produção de biocombustíveis líquidos, sólidos ou gasosos (Monroy; Acitores; 

Cifuentes, 2018), sendo considerada uma excelente alternativa às fontes de energia 

de origem fóssil, dominantes na matriz energética mundial (Khan et al., 2022). 

No caso do Brasil, as bioenergias vêm sendo fortemente produzidas e 

utilizadas, com destaque em 2022, para produtos energéticos provenientes da 

biomassa da cana, da lenha e do carvão vegetal, além de lixívia – resíduo da produção 

de celulose. Dentro dos setores econômicos, as bioenergias representam 42,7% de 

toda a energia consumida no setor industrial, 21,5% no setor de transportes, e 25,9% 

no setor residencial (EPE, 2023). 

Em relação a matriz elétrica brasileira, em 2022, 87,9% da produção interna foi 

proveniente de fontes renováveis (Figura 2), com destaque para a energia hidráulica 

(63,1%), seguida de eólica (12,1%) e biomassa (7,7%), representada por lenha, 

bagaço de cana, biodiesel e lixívia (EPE, 2023). Apesar do número ser muito superior 

à média mundial (26,6%, em 2020), a energia elétrica dominante no país ainda é a 

hidráulica, que vem sofrendo quedas de produção, ano após ano, devido as mudanças 

climáticas. 

 

Figura 2 - Matriz elétrica brasileira e média mundial 

 

1A renovabilidade é calculada com base na oferta interna de energia elétrica, ou seja, toda a geração 

nacional mais a importação líquida, o que inclui a parcela importada de Itaipu. 

Fonte: Adaptada de EPE, (2023). 
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Apesar da bioenergia ainda representar uma baixa parcela na matriz elétrica 

brasileira, o país tem grande potencial na produção, visto que a quantidade de 

biomassa produzida é bastante expressiva, podendo alcançar 1 Gt em 2030 (Moraes 

et al., 2017). Entretanto, os resíduos/subprodutos gerados após colheita e 

beneficiamento da maioria das biomassas agroindustriais e florestais ainda são muito 

subutilizados no país, comumente deixados para decomposição natural - mesmo que 

em excedente para manter a preservação e qualidade do solo -, não proporcionando 

o aproveitamento do mesmo. Existem diversos tipos de fontes de biomassa que 

podem ser empregadas na geração de energia. A Tabela 1 apresenta detalhes e 

classificação das mesmas.  

Em relação ao mercado de energia elétrica, o Brasil possui hoje 633 

empreendimentos em operação com foco na bioenergia, gerando 17 GW de potência 

outorgada. Essa bioenergia direcionada à energia elétrica representa 8,55% da 

potência total produzida no país, que correspondem 190 GW (ANEEL, 2023). A Tabela 

2 apresenta os tipos de biomassas empregadas nesta geração de bioenergia, além 

da quantidade de empreendimentos vinculados ao setor, além da potência outorgada. 

De acordo com os dados da Tabela 2, o setor agroindustrial apresenta a maior 

produção de energia elétrica do mercado de bioenergia, que abrange as culturas 

agroenergéticas, resíduos, sedimentos e subprodutos das atividades agrícolas. Além 

das principais culturas produzidas no Brasil, como soja, milho, cana-de-açúcar, o país 

possui outras oportunidades que proporcionam potencial de crescimento. Essas 

possibilidades surgem de outras diversas biomassas não tradicionais e seus resíduos, 

mesmo que produzidas em menor quantidade e de menor valorização no mercado, 

ainda representam fontes de potencial energético, auxiliando no contexto de uma 

matriz energética mais segura, e diminuição de impactos socioeconômicos e 

ambientais (Lopes; Martins; Miranda, 2019).  
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Tabela 1 - Classificação e tipo de biomassas 

Classe Tipo Biomassa Referências 

Vegetais não 

lenhosos 

Sacarídeos Cana-de-açúcar, beterraba sacarina, sorgo sacarino 

Cortez; Lora; Gómez, 2008; 

Goldemberg, 2009  

Celulósico Algodão, biomassas energéticas 

Amiláceos Milho, mandioca, batata 

Aquáticos Algas e microalgas 

Oleaginosas Milho, girassol, soja, mamona 

Vegetais 

lenhosos 

Madeiras Eucalipto, pinus,  Cortez; Lora; Gómez, 2008; 

Santos; Nascimento; Alves, 

2017 
Resíduos florestais 

Galhos, resíduos de podas, cavacos refugados do 

setor industrial 

Resíduos 

orgânicos 

Urbanos 
Lixo domiciliar, comercial, esgoto e efluente 

doméstico Goldemberg, 2009; Júnior et 

al., 2009; Santos; Nascimento; 

Alves, 2017 
Agroindustriais e 

agropecuária 

Esterco e excrementos, casca, bagaço, palha, pó de 

serra, licor negro, gorduras de beneficiamento animal  
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Tabela 2 - Biomassas e seus produtos/subprodutos empregadas no mercado 
brasileiro de energia elétrica 

Fonte Combustível 
Quantidade de 

Empreendimentos 

Potência 

outorgada (kW) 

Agroindustriais 

Bagaço de cana-de-açúcar 

Biogás 

Capim elefante 

Casca de arroz 

423 

5 

3 

14 

12.431.209,20 

32.615,80 

49.636,00 

56.833,00 

Biocombustíveis 

líquidos 

Etanol 

Óleos vegetais 

1 

5 

320,00 

17.180,40 

Floresta 

Biogás 

Carvão vegetal 

Gás de alto forno - biomassa 

Lenha 

Licor negro 

Resíduos florestais 

1 

6 

12 

13 

21 

74 

5.000,00 

30.197,00 

124.265,05 

237.202,80 

3.299.414,00 

749.250,00 

Resíduos 

Animais 
Biogás 18 6.493,20 

Resíduos 

Sólidos Urbanos 

(RSU) 

Biogás 

Carvão 

Resíduos Sólidos Urbanos 

26 

3 

8 

201.887,60 

8.250,00 

24.413,00 

Total  633 17.274.617,05 

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados da ANEEL, (2023). 

 

As previsões socioeconômicas, em nível mundial, indicam um aumento no uso 

das terras agrícolas para produção de alimentos, rações e bioenergia (Popp et al., 

2017). Diante do crescimento populacional, o aumento de área cultivada é cada vez 

mais explorado devido à alta demanda por alimento e energia. Entretanto, é 

necessário estratégias de manejo para melhorias no uso da terra, recuperação de 

pastagens degradadas e intensificação da pecuária, como, por exemplo, aumentar as 

taxas de lotação do gado, são medidas propostas com frequência para liberar área 

adicional para o cultivo de produção de bioenergia, sem comprometer a produção de 

alimentos (Frank et al., 2017; Pereira; De Castro, 2022).  
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Este cenário produtivo, mesmo que promissor, permite abordar problemas e 

desafios da bioenergia no Brasil e em outros países, como promover a oferta 

sustentável de biomassa, com alta produtividade, além da adoção de processos 

eficientes para sua conversão em formas finais e úteis de energia. O Brasil, seguindo 

esse conceito, tem investido cada dia mais no desenvolvimento de biocombustíveis a 

partir de fontes secundárias de biomassas, ou biomassas de segunda geração (2G), 

que são residuais e de baixo valor mercadológico (Nogueira; Capaz; Lora, 2021).  

Muitas vezes, o excesso destas biomassas provoca danos ambientais ligados 

à disposição inadequada destes resíduos orgânicos in-natura ou não tratados no solo, 

que incluem a contaminação do solo por dejetos e resíduos com altos teores de 

produtos químicos de lixiviação de nutrientes; eutrofização de rios e lagos; e emissão 

de GEEs produzidos durante a decomposição da biomassa (Frigo et al., 2015). Nesse 

cenário, a produção de biogás pode contribuir para atingir o aumento da bioenergia 

no país e tratamentos de resíduos (Cruz et al., 2021). Portanto, as biomassas 

residuais, especialmente biomassas 2G e de baixa utilização mercadológica, como é 

o caso de dejetos de animais, seriam matérias-primas valiosas para o 

desenvolvimento de bioenergia limpa e renovável para regiões agroindustriais e, 

simultaneamente, uma ferramenta para mitigar os efeitos ambientais da produção 

pecuária. 

 

2.2 Produção de Biogás 
 

A produção de biogás ocorre através do processo de digestão anaeróbica (DA), 

que pode ser definida como a conversão de matéria orgânica, de origem vegetal ou 

animal, em dióxido de carbono, metano, além de outros gases presentes em menores 

proporções. Esse processo ocorre em sucessivas etapas biológicas, sendo 

dependente das diversas interações entre microrganismos, em um ambiente com a 

ausência de oxigênio (Meegoda et al., 2018). Ao final do processo, além do biogás é 

obtido um lodo, chamado de digestato, muito empregado para adubação devido a sua 

composição mineral proveniente das biomassas empregadas no processo (Franco; 

Bezerra, 2018). 
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A flexibilidade de uso do biogás, cuja característica física é semelhante ao gás 

natural, propicia com que ele possa ser utilizado em um sistema de geração distribuída 

(GD), ou seja, geração de energia elétrica que ocorre na própria unidade de consumo 

(UC) ou próximas a elas, ou por meio de uma geração centralizada (GC), que se 

caracteriza principalmente por grandes centrais de geração de energia elétrica 

conectadas ao Sistema Interligado Nacional (SIN). Além disso, o biogás pode ser 

purificado para a obtenção do biometano, que pode ser utilizado em substituição do 

diesel de origem fóssil e do gás natural, reduzindo as emissões de CO2 em até 95% 

quando comparado aos combustíveis fósseis (Gomes et al., 2016).  

Na DA, uma série de processos bioquímicos são realizados por um grupo de 

microrganismos anaeróbios, que atuam coletivamente para transformar a massa 

orgânica em biogás e em um material digerido, rico em nutrientes. Cada grupo 

microbiano tem características únicas, como taxa de crescimento, diversidade e 

densidade no sistema, trazendo respostas diversas dependendo das condições 

operacionais (Tyagi et al., 2021).  

O processo de DA é normalmente descrito em cinco fases, conforme 

apresentado na Figura 3, a saber: hidrólise, acidogênese, acetogênese, 

metanogênese, além da sulfetogênese (KotharI et al., 2014).  

Durante a hidrólise, as enzimas hidrolíticas, excretadas pelas bactérias, 

hidrolisam os polímeros insolúveis, carboidratos, lipídios e proteínas em oligômeros e 

monômeros, fazendo com que fiquem disponíveis para os microrganismos. Nesta 

etapa, os compostos orgânicos complexos, como os presentes em materiais 

lignocelulósicos, por exemplo, apresenta uma hidrólise muito lenta, o que pode se 

tornar uma etapa limitante durante o processo DA (Zhou et al., 2018). Portanto, nestes 

casos, há necessidade de técnicas para diminuir a recalcitrância da biomassa e, 

assim, aumentar a disponibilidade destes materiais para a decomposição microbiana 

anaeróbica (Olatunji; Ahmed; Ogunkunle, 2021).  
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Figura 3 - Etapas básicas e grupos microbianos envolvidos no processo de 
digestão anaeróbica 

 

Fonte: Adaptado de (Atelge et al., 2020; Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015). 

 

Na segunda etapa, a acidogênese, um grande grupo de bactérias anaeróbicas 

facultativas e obrigatórias convertem os produtos da hidrólise -açúcares simples, 

aminoácidos e ácidos graxos-, em ácidos orgânicos ou ácidos graxos voláteis (AGV) 

de cadeia curta, álcoois, e alguns compostos inorgânicos como dióxido de carbono, 

hidrogênio, sulfeto de hidrogênio e amônia (Zhou et al., 2018). Alguns dos principais 

ácidos liberados nesse estágio são ácido butírico, ácido acético, ácido propiônico e 

valérico (Rajendran et al., 2013, 2020). 

Na acetogênese, terceiro estágio do metabolismo anaeróbico, os ácidos graxos 

voláteis e álcoois são convertidos em acetato, hidrogênio e dióxido de carbono (Mir; 

Hussain; Verma, 2016). 

Já a metanogênese marca o estágio final da digestão anaeróbica, onde 

intermediários acessíveis são consumidos por microrganismos metanogênicos para 

produzir metano (Ferry, 2010b).  
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O metano é produzido pelas arqueas, por duas vias metabólicas principais: 

arqueas hidrogenotróficas, que utilizam o hidrogênio como doador de elétrons e o 

dióxido de carbono como aceptor de elétrons para a produção de metano; e as 

arqueas acetoclásticas, que transformam o acetato em metano e em dióxido de 

carbono. Em digestores anaeróbios, cerca de 70% do metano produzido é advindo da 

degradação do acetato durante o metabolismo das metanogênicas acetoclásticas e 

menos de 30% é produzido por metanogênicas hidrogenotróficas (Mir; Hussain; 

Verma, 2016).  

Na presença de sulfato, sulfito e outros compostos sulfurados, as bactérias 

redutoras de sulfato (ou bactérias sulforedutoras) são capazes de utilizar o hidrogênio 

para formação de sulfeto, que pode se dissolver no meio (HS- , S2− , H2Saq) ou 

constituir o biogás (H2Sgás) (Chen et al., 2014; Jiménez et al., 2018; Nuvolari, 2011; 

O’flaherty; Collins; Mahony, 2006).  

Estes compostos podem causar alterações nas rotas metabólicas no processo 

de DA, nas fases de acetogênese e metanogênese, conforme Figura 3. Isso se dá 

devido as bactérias redutoras de sulfato competirem com os outros microrganismos 

do meio, como as bactérias fermentativas, acetogênicas e metanogênicas, pelos 

mesmos substratos, como o hidrogênio e o acetato, resultando na formação de 

metano, por meio da metanogênese, e sulfeto, através da redução de sulfeto (Callado; 

Damianovic; Foresti, 2016).  

Além disso, tais compostos podem reduzir a produção do biogás devido à 

competição entre as bactérias redutoras de sulfato e as metanogênicas (Chernicharo, 

2016). Essa competição está relacionada a uma série de fatores, em particular ao pH 

e à relação entre Demanda Química de Oxigênio (DQO) e o sulfato. 

Como as fases de degradação são todas intimamente ligadas umas às outras, 

mesmo que os microrganismos sejam funcionalmente distintos, um desequilíbrio entre 

a comunidade bacteriana e arqueas pode causar uma deterioração em desempenho 

do reator e, portanto, mudanças na quantidade de metano produzido (Franke-Whittle 

et al., 2014a). 

A identificação, análise e monitoramento da comunidade microbiana de 

bactérias e arqueas é essencial para conhecer e até mesmo prever processos de 
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estabilidade, instabilidade e explicar o desempenho do sistema. O desequilíbrio de um 

nível trófico pode afetar toda a comunidade microbiana, resultando em desequilíbrios 

ou falhas no processo. Portanto, a caracterização da composição e estrutura da 

comunidade microbiana é indispensável para analisar e melhorar a eficiência da 

digestão anaeróbia (Luo; Wang; Angelidaki, 2013; Wang et al., 2012b).  

A maior parte dos microrganismos não podem ser estudados através de 

métodos de cultivo e há limitações de conhecimento das pesquisas realizadas sobre 

diversidade microbiana através de métodos independentes, como a análise de genes 

específicos. Essas técnicas foram significativamente favorecidas com o 

desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de DNA, as quais possibilitaram 

o estudo em larga escala da microbiota em um determinado ambiente (Shokralla et 

al., 2012). Entretanto, ferramentas de biologia molecular têm sido utilizadas com base 

nas variações e análise da sequência de nucleotídeos presentes no gene RNAr 16S, 

por conter regiões conservadas e variadas (exclusivas de uma única espécie, por 

exemplo), e contribuir para a caracterização da diversidade microbiana (Madigan et 

al., 2016).  

A análise metagenômica torna possível o estudo aprofundado da diversidade e 

abundância da comunidade microbiana, uma vez que podem ser geradas milhares de 

sequências a partir de uma única amostra, sendo possível detectar aqueles 

microrganismos que estão em baixa quantidade ou que sejam raros na amostra. 

Portanto, podem fornecer informações detalhadas e significativas da composição e 

estrutura da comunidade em reatores anaeróbios (Cho et al., 2013). 

 

2.3 Cenário do Biogás no Brasil 

 

No Brasil, o incentivo à geração de biogás e biometano é relativamente recente, 

com o surgimento em 2002 pelo Programa Federal de Incentivo às Fontes Alternativas 

de Energia (Proinfa), cuja finalidade era diversificar a matriz energética nacional e 

reduzir as emissões de gases de efeito estuda (GEE). Embora o biogás já fosse 

avaliado como fonte de energia no país há muitos anos, este foi o primeiro estudo que 

regionalmente mapeou a capacidade real de geração de biogás e biometano a partir 
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do uso de biomassas, considerando os 26 estados brasileiros  (Guerino Filho et al., 

2019). 

Hoje, com a Política Nacional de Biocombustíveis (RenovaBio), que visa 

expandir cada dia mais a produção de biocombustíveis no país, além do novo mercado 

do gás, que busca a formação de um mercado aberto, dinâmico e competitivo, e com 

toda a evolução do ambiente regulatório referente ao seu uso, a produção e aplicação 

dos biocombustíveis está em plena expansão. Tal efeito é averiguado na 

implementação de novas biorrefinarias que visam a obtenção de diversas bioenergias 

(MME, 2020). 

Nesta expansão, o setor do agronegócio apresenta grandes vantagens já que 

há várias possibilidades de integração com suas cadeias produtivas, além da grande 

geração de biomassas residuais, que hoje intensificam problemas ambientais 

relacionados à disposição de resíduos orgânicos. Neste cenário, o uso desses 

resíduos para geração de biogás constitui uma alternativa que contribui para a 

redução de impactos ambientais e para a oferta de energia renovável, agregando valor 

aos resíduos orgânicos gerados pelo setor produtivo e de transformação (Ferreira et 

al., 2018; Singh; Kalamdhad, 2022). 

Conforme disponibilizado no Sistema de Informações de Geração da ANEEL 

(SIGA), o Brasil possui 50 empreendimentos em operação com geração elétrica a 

partir do biogás tendo como origem a biomassa, totalizando aproximadamente 246 

MW de potência outorgada. Desses, mais da metade, 26 empreendimentos, geram 

biogás a partir de biomassas e a maioria está localizada no Estado de São Paulo 

(ANEEL, 2023). A Associação Brasileira do Biogás estimou que o Brasil deixa de 

aproveitar, por ano, aproximadamente 44,1 bilhões m3 de biogás, considerando a 

geração de resíduos da agroindústria, pecuária e saneamento, que poderiam fornecer 

19 GW de capacidade instalada para a produção de energia elétrica ou 120 milhões 

de m³/dia de biometano (ou gás natural renovável). Se traduzidos em equivalência 

energética, esse montante de biogás poderia suprir 34,5% da demanda por energia 

elétrica ou substituir 70% do consumo de diesel do país (ABIOGÁS, 2021). 

Em 2022 o país apresentava 885 plantas de biogás em operação. As 

quantidades das fontes de substratos utilizadas na produção de biogás no Brasil estão 

representadas na Figura 4. Observa-se que, um grande número de plantas em 
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operação utiliza os resíduos do setor agropecuário, entretanto, sua participação na 

produção de biogás é a menos representativa com apenas 10% da produção nacional.  

 

Figura 4 - Porcentagem de produção de biogás (barra laranja escura) e do 
número de plantas em operação no país (barra laranja clara), considerando 

cada um dos setores produtivos. 

 

RSU: Resíduos Sólidos Urbanos 

Fonte: Biogasmap, (2022). 

 

Embora o maior número de plantas hoje do Brasil esteja vinculado ao setor 

agropecuário (78%), ele é responsável por apenas 10% do volume total de biogás 

produzido no país, cerca de 0,29 bilhões de Nm³/ano. A maior parte de biogás 

produzido no país, aproximadamente 74% do volume total (2,46 bilhões de Nm³/ano), 

é gerado nas plantas que processam resíduos sólidos urbanos (RSU) ou efluentes 

das estações de tratamento de esgoto, representando apenas 10% das plantas em 

operação no país (Biogasmap, 2022). 

A Figura 5 reporta a produção de biogás no território nacional, assim como a 

distribuição destas plantas. Os dados reportados foram baseados em dados públicos 

das agências reguladoras dos setores de energia elétrica (ANEEL).  
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Figura 5 - Número de plantas e volume de produção de biogás nos Estados 

 
Fonte: Biogasmap, (2022). 

 

É possível observar que o estado de São Paulo é o maior produtor de biogás 

do país, com uma produção de aproximadamente 1,05 bilhões de Nm³/ano, distribuído 

em 74 plantas em operação. Grande parte desta produção do estado está vinculada 

ao setor sucroenergético. O estado do Rio de Janeiro aparece como o segundo maior 

produtor, com uma geração de quase 0,389 bilhões de Nm³/ano de biogás, com 12 

plantas em operação. Neste caso, grande parte da produção vem de tratamento de 

RSU e esgoto. 

Por ser um estado que dispõe de um moderno sistema agroindustrial, sendo o 

maior do Brasil e um dos mais expressivos do mundo, São Paulo já apresenta grandes 

empreendimentos no setor de biogás voltando ao setor agroindustrial, com destaque 

para empresas do setor sucroenergético, como Raízen, São Martinho, Cocal, dentre 

outras (Martinez et al., 2023).  

Neste contexto em que a biomassa representa uma fonte renovável e 

abundante de energia e tem potencial para se tornar uma fonte global de recursos, a 

reutilização desses resíduos é uma grande oportunidade para gerar energia na forma 

de biogás, pois representa uma troca de fonte de substrato atraente em termos de 
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redução do impacto no desenvolvimento e uso de energia renovável (Bühring; Silveira, 

2018). 

 

2.4 Potencial das Biomassas de Segunda Geração e Dejetos na DA 
 

Atualmente diversos produtos vêm sendo desenvolvidos a partir de resíduos 

da agropecuária como biocombustíveis, biomateriais, produtos químicos, 

farmacêuticos, cosméticos e produtos de higiene. Além disso, é possível obter 

agroquímicos como biofertilizantes e biopesticidas, enfatizando a bioeconomia, 

gerando inúmeros benefícios socioeconômicos e ambientais à nossa sociedade (Vaz 

Junior, 2020). 

É de suma importância avaliar a classificação e composição das biomassas, 

uma vez que biomassas de diferentes origens e regiões são utilizadas e convertidas 

em formas úteis de energia ou outros materiais, por diversos processos. A junção da 

avaliação com o processo de aproveitamento das biomassas pode servir de base para 

sua eficiência e rendimento para o produto desejado. Dentre as biomassas, podemos 

destacar os resíduos de poda da cultura do lúpulo, já que sua produção no país vem 

crescendo muito ao longo dos últimos anos e ainda não há aplicação efetiva dos 

resíduos desta cultura (Kanai et al., 2021), além dos dejetos de bovinocultura, devido 

a larga produção de animais no país (Silva, 2018). 

 

2.4.1   A Cultura do Lúpulo e Seus Resíduos 
 

O lúpulo (Humulus lupulus L.) é uma planta herbácea, perene e trepadeira que 

pertence à ordem Rosales e à família Cannabaceae, considerada de antiga 

domesticação e uso, encontrada na natureza em quase todas as regiões de clima 

temperado do Hemisfério Norte (Jastrombek et al., 2022). Esta planta tem como 

característica ser constituída por sistema radicular profundo, dioicas, anemófilas e 

dextrogiras (Aquino et al., 2022). 

As grandes regiões produtoras de lúpulo no mundo encontram-se no 

Hemisfério Norte, na faixa entre as latitudes 30° e 55°, que compreende as áreas frias 
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da América do Norte, Europa e Ásia (Aquino et al., 2022). A vida útil do lúpulo pode 

alcançar até 50 anos, entretanto, a renovação das plantas é realizada de 10 a 20 anos 

conforme as tendências do mercado por novas variedades (Fagherazzi et al., 2017). 

No Brasil, acreditava-se que as condições climáticas não seriam favoráveis 

para o seu cultivo, um dos motivos pela qual a grande maioria do lúpulo é importado 

(Mongelli et al., 2016), vindo da Alemanha e dos EUA. Porém, com o passar dos anos, 

a cultura vem se estabelecendo mostrando grande capacidade de adaptação 

(Fagherazzi et al., 2017), o que torna sua expansão um atrativo para produtores de 

todo o país.  

Contudo, a produção de lúpulo no país ainda enfrenta alguns obstáculos, tal 

como a falta de tecnologias em maquinários que são utilizados em diversas etapas, 

além de que a planta tem demanda específica principalmente ao fator fotoperíodo 

(incidência de luz solar na planta ao longo dos dias). Entretanto, certas cultivares têm 

se adaptado ao clima do Brasil e conseguiu-se produção e qualidade de lúpulo 

significativa. Portanto, a expansão do cultivo do lúpulo no Brasil é uma necessidade 

mercadológica que possivelmente proporcionará diversas vantagens, principalmente, 

a priori, à indústria cervejeira (MAPA, 2022). 

A parte aérea da planta de lúpulo é anual e sua parte abaixo do solo é perene, 

assim, a rebrota ocorre a cada estação. A coroa, que é a base da planta que senesceu 

ou foi podada continua bem desenvolvida e viável para ser refeita na primavera 

(Doods, 2017). A Figura 6 mostra as partes da planta do lúpulo. 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

 

Figura 6 - Desenho esquemático da planta de lúpulo 

 

Fonte: Adaptado de DOODS (2017). 

 

O lúpulo produz inflorescências anualmente, chamadas de cones, ao longo de 

um período de aproximadamente quatro meses. A temperatura e o fotoperíodo são as 

principais restrições de produção da planta, e como a produtividade e a oferta global 

de lúpulo são influenciadas por esses fatores climáticos, algumas tecnologias e 

manejos de ambiente controlado podem ser adotadas como alternativa (Bauerle, 

2019).  

A parte subterrânea da planta é composta por um sistema radicular 

permanente, composto por raízes verdadeiras e rizomas, enquanto sua parte aérea 

se renova a cada ano. As raízes podem se desenvolver até 4,0 m de profundidade e 

até 5,0 m lateralmente (Figura 7) (Fagherazzi et al., 2017), mas concentram-se na 

faixa de 20 a 30 cm. Os rizomas tendem a crescer apenas perto da superfície e têm 

brotos que dão origem a novas raízes e brotos (Spósito et al., 2019). 
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Figura 7 - Sistema radicular da planta do lúpulo 

 

Fonte: Fotos do grupo de pesquisa. 

 

A parte aérea da planta do lúpulo é formada por ramos, folhas e cones. Para 

que ocorra a formação de frutos, por ser uma planta dioica, o pomar precisa de 

plantas femininas e masculinas, para que ocorra a polinização cruzada. Ao contrário 

de outras plantas trepadeiras que possuem gavinhas para a fixação dos galhos, no 

lúpulo, os galhos possuem pelos aderentes que se prendem as estruturas à medida 

que se envolvem em uma estrutura. Os ramos do lúpulo apresentam crescimento 

indefinido, chegando a um comprimento de 8 a 9 m. Estes, vão se tornado mais 

grossos e lignificados a medida do seu crescimento (Spósito et al., 2019). 

Já os ramos, também chamados de caules, podendo crescer até seu 

comprimento máximo em três meses. Os ramos primários crescem verticalmente em 

torno da estrutura de sustentação, no sentido horário. Na fase inicial são de 

consistência herbácea, de forma tendencialmente hexagonal e movimento de 

enrolamento dextrogiro (Rodrigues; Morais; Castro, 2015). O caule é piloso, oco, de 

coloração verde ou roxa, com formato hexagonal (Portugal, 2021). 

A Figura 8 apresenta os ramos primários enrolados ao redor da estrutura de 

sustentação (a) e a planta em desenvolvimento no sistema de condução vertical (b). 

Nota-se ainda, na Figura 8 (c e d), o aspecto interno do caule e sua coloração. 
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Figura 8 - Parte aérea da planta do lúpulo 

    
(a) (b) (c) (d) 

Fonte: Fotos do grupo de pesquisa. 

 

Os ramos primários, bem desenvolvidos e lignificados, com a estrutura da 

planta já estabelecida, são chamados de caule. Nos ramos primários, que é 

segmentado por nós e entrenós, forma-se em cada nó um par de folhas e, nas axilas 

de cada folha há uma gema que dá origem a um ramo lateral, conhecido como ramo 

secundário, com somente folhas, ou, com folhas e inflorescências (ramo secundário 

misto). O lado superior da folha possui coloração verde escuro, diferente da face 

inferior (Spósito et al., 2019). As folhas se apresentam em pares, de maneira opostas 

umas a outra nos nós, e podem conter de 3 até 7 lóbulos (Rodrigues; Morais; Castro, 

2015). 

As flores femininas desenvolvem-se em cones, responsáveis por conferir 

amargor, aroma e estabilidade microbiológica à cerveja (Korpelainen; Pietiläinen, 

2021). Na Figura 9 encontram-se os cones, principal parte do lúpulo e de grande 

importância comercial.  

Sendo assim, o interesse comercial nas plantas de lúpulo está relacionado 

predominantemente às inflorescências das plantas femininas, pois os cones formados 

possuem grande quantidade de glândulas de lupulina, ricas em resinas e óleos 

essenciais. São nessas glândulas que estão presentes os componentes mais 

relevantes para o a indústria cervejeira, os quais são sintetizados e armazenados. 

Entre os compostos presentes nas resinas estão o α- e β-ácidos, responsáveis pelo 
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amargor da cerveja, e os óleos essenciais, responsáveis pelo aroma da cerveja 

(Aquino et al., 2022; Fagherazzi et al., 2017). 

 

Figura 9 - Inflorescência (cones) da planta feminina 

 

Fonte: SPÓSITO et al., (2019). 

 

O α-ácido, representando de 3 a 17% na composição da resina, é expelido 

pelas glândulas de lupulinas, e seu aspecto é um pó de cor amarelada, sendo extraído 

como um pó hidrofóbico. Para ser solubilizado em água, o ácido precisa ser 

isomerizado através de calor em solução (100 - 130°C), resultando em iso-α-ácido. Já 

o β-ácido, que representa de 3 a 7% de composição da resina, não sofrendo 

isomerização, e, assim, é insolúvel em água, tendo uma alta atividade antimicrobiana 

e como agente antioxidante (Spósito et al., 2019). 

Embora o lúpulo seja majoritariamente empregado no setor cervejeiro, os óleos 

e resinas apresentam propriedades sedativas, além de apresentarem efeitos 

antibacterianos e antifúngicos. Sendo assim, os cones também vêm sendo avaliados 

na produção de repelentes (Bedini et al., 2015), como agente antioxidante (Alonso-

Esteban et al., 2019), antimicrobiano (Bocquet et al., 2019), e no setor farmacêutico, 

apresentando excelentes atividades anti-inflamatória (Bartmanska et al., 2013; Van 

Cleemput et al., 2009) e no tratamento do câncer (Mouratidis et al., 2013; Roehrer et 

al., 2019).  

Os caules e as folhas representam aproximadamente 75% da biomassa 

produzida no cultivo do lúpulo, sendo, estes, normalmente queimados ou aterrados 

após a colheita dos cones, já que estudos recentes comprovam que esse material não 

apresenta boa performance como recobrimento direto no solo, diferentemente das 

palhadas de outras culturas. Recentemente a utilização de resíduos agroindustriais 
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provenientes de plantas chamam a atenção por se tratar de resíduos de grande valor 

para reutilização. Esse valor agregado reduz a quantidade de descarte incorreto e 

desenvolve uma nova oportunidade de negócio, podendo construir um sistema de 

reciclagem circular regional (Kanai et al., 2021). 

Devido aos diversos usos dos cones, a cultura do lúpulo no Brasil está em 

crescente expansão, sendo necessário que haja aplicações para as outras partes da 

planta, como os resíduos da poda, compostos majoritariamente por caules primários, 

secundários e folhas. Alguns estudos da literatura apontam que, mesmo em menor 

quantidade, outras partes da planta, como caule e folhas, também apresentam 

concentrações de lupulina, e podem ser efetivos na ação bacteriostáticas, 

principalmente contra bactérias Gram-positivas (Abram et al., 2015; Sugiyama; Oda; 

Kurosaki, 2006). Assim, percebe-se que o lúpulo pode ser utilizado em diversas outras 

aplicações além de seu uso no mercado cervejeiro, entre elas, aplicações voltadas ao 

uso medicinal, antioxidante e bactericida (Abram et al., 2015; Buţu; Rodino; Buţu, 

2016). 

A produção de lúpulo no Brasil enfrenta alguns obstáculos, como uma cadeia 

produtiva não estabelecida, poucas tecnologias em maquinários que são utilizados 

em diversas etapas, além da demanda específica que planta a possui, principalmente 

ao fotoperíodo (incidência de luz solar na planta ao longo dos dias). Entretanto, certas 

cultivares têm se adaptado ao clima do Brasil e conseguiu-se produção e qualidade 

de lúpulo significativa (MAPA, 2022). 

Mesmo que o cultivo no país ainda esteja sendo consolidado e recente, um 

número considerável de produtores brasileiros está cultivando o lúpulo, sendo assim, 

é importante e promissor incentivar estudos e investimentos relacionados a cultura 

(MAPA, 2022). Estratégias para gerir e valorizar os resíduos gerados na produção de 

lúpulo devem também ser considerado. Após a colheita, muitas folhas e caules 

permanecem como resíduos orgânicos sem aproveitamento específico (Afonso et al., 

2021). Entretanto, para emprego deste tipo de biomassa é necessário realizar uma 

etapa de pré-tratamento anteriormente, visando abertura da sua estrutura 

macromolecular, o que irá favorecer os processos de biodegradação (Kasinath et al., 

2021). 
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2.4.1.1 Composição Química do Caule de Lúpulo e Processos de Fracionamento 

para Melhoraria da DA 
 

O caule de lúpulo, assim como as demais biomassas lignocelulósicas são 

constituídas por celulose (35–50%), hemiceluloses (20–35%) e lignina (10–25%), bem 

como pequenas quantidades de extrativos e cinzas (Akhiar, 2016; Ponnusamy et al., 

2019).  

A celulose é um polímero linear de glicose, formado por ligações do tipo β-O-4. 

Trata-se de uma molécula bastante estável e insolúvel na grande maioria dos 

solventes (Jong, 2014; Nagarajan et al., 2017).  

As hemiceluloses são heteropolissacarídeos amorfos, ramificado, composto 

por unidades de hexoses (glicose, manose e galactose), pentoses (xilose e 

arabinose), ácidos urônicos, desoxihexoses (ramnose e fucose) e grupos acetilas, 

com um comprimento de cadeia mais curto em comparação com a celulose. Devido à 

estrutura e natureza das hemiceluloses, a interação com a celulose ocorre facilmente, 

proporcionando flexibilidade e estabilidade à matriz lignocelulósica (Sjostrom, 2013).  

Por fim, a lignina é o terceiro principal constituinte da planta, sendo uma 

macromolécula fenilpropanóides que confere resistência mecânica à sua estrutura. A 

biossíntese de lignina contribui extensivamente para o crescimento da planta, 

desenvolvimento de tecidos/órgãos, resistência e respostas a uma variedade de 

estresses bióticos e abióticos (Liu; Luo; Zheng, 2018). Nos processos de conversão 

das biomassas lignocelulósicas em bioenergia e em produtos de maior valor 

agregado, a lignina é componente limitante do processo, que dificulta especialmente 

as reações biológicas empregando microrganismos ou enzimas (Zoghlami; Paës, 

2019).  

Os extrativos consistem em gorduras, lipídios, resinas, esteroides, taninos, 

terpenos, terpenoides, compostos fenólicos e flavonoides (Okolie et al., 2019). São 

componentes não estruturais da planta, solúveis em água ou solventes orgânicos, 

como etanol e hexano.  

As cinzas são resíduos sólidos inorgânicos e não combustível, proveniente da 

queima completa da biomassa, que inclui elementos e minerais como silicatos, 

carbonatos, fosfatos, cálcio, magnésio, sódio, potássio, entre outros (Nanda et al., 
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2013; Vassilev et al., 2012). As quantidades de materiais inorgânicos na composição 

da biomassa podem variar, se apresentarem em maior quantidade, ou estarem 

presentes na forma de contaminantes (Nakashima et al., 2017). 

A caracterização da biomassa fornece informações importantes para escolha 

de processos de pré-tratamento e assim melhorar a digestibilidade da biomassa. O 

objetivo de um pré-tratamento é desestruturar a biomassa lignocelulósica, tornando-o 

mais acessível para o ataque do microrganismo, o que auxilia no aumento do 

rendimento do biogás (Ponnusamy et al., 2019).  

Em relação aos resíduos da cultura de lúpulo, ainda há poucos trabalhos na 

literatura reportando a composição química do resíduo da cultura de lúpulo (Lukešová 

et al., 2019; Reddy; Yang, 2015), e eventuais aplicações destes resíduos, com 

trabalhos recentes na área de compostagem (Luskar et al., 2022), produção de papel 

(Haunreiter; Dichiara; Gustafson, 2021), biocompósitos (Harder et al., 2023) e de 

nanofibrilas de celulose (Kanai et al., 2021). Entretanto, ainda não há relatos de uso 

deste material nos processos de DA. 

Existe uma gama de pré-tratamentos que podem ser aplicados ao processo 

para facilitar a desestruturação da biomassa, e sua escolha depende de vários fatores 

como características dos substratos, custo do processo, produto final de interesse, 

dentre outros (Rabelo; Pradella; Ienczak, 2019). Muitos processos de pré-tratamento 

têm sido avaliados visando aumentar a digestibilidade da biomassa em processos de 

digestão anaeróbica (DA), como o pré-tratamento mecânico (Apul; Sanin, 2010), 

hidrotérmico (Wang et al., 2018a), ozonólise (Goel; Tokutomi; Yasui, 2003), dentre 

outros. 

Segundo Hashemi et al., (2021), para que o pré-tratamento seja eficaz na DA 

ele precisa promover o aumento da área superficial da biomassa, para facilitar o 

processo de hidrólise, diminuir a recalcitrância da mesma e da cristalinidade da 

celulose, além de promover uma menor formação de inibidores. 

A primeira etapa da DA, a hidrólise, é considerada muitas vezes uma etapa 

limitante, pois a matéria orgânica complexa, como as frações macromoleculares, 

precisa ser solubilizada e hidrolisada em componentes mais simples. Neste sentido, 

a etapa de pré-tratamento é crucial, e pode levar a um fracionamento prévio da 
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biomassa e, assim, diminuir drasticamente o tempo da etapa de hidrólise no processo 

da DA, tanto para mono quanto para co-digestão (Kasinath et al., 2021).  

Dentre os processos de pré-tratamento, o hidrotérmico apresenta inúmeras 

vantagens, pois utiliza apenas água a altas pressões e temperaturas como catalisador 

químico, o que minimiza os custos operacionais. Além disso, apresenta eficácia na 

abertura da estrutura macromolecular da biomassa, levando a uma remoção parcial 

das hemiceluloses, aumento da acessibilidade à celulose, com mínima formação de 

produtos inibitórios fermentativos (Santucci et al., 2015).  

A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos encontrados na literatura que 

empregaram o pré-tratamento hidrotérmico em biomassas lignocelulósicas para 

produção de biogás no sistema de mono-digestão.  

Alguns trabalhos compararam o efeito das condições operacionais do pré-

tratamento hidrotérmico na DA comparado a biomassa biodigerida sem pré-

tratamento. Luo et al., (2019) avaliaram o desempenho do pré-tratamento hidrotérmico 

da palha de arroz empregando diferentes condições operacionais. Os autores 

demonstraram que o aumento da temperatura de pré-tratamento promove uma 

mudança na estrutura química da celulose e favorece a solubilização das 

hemiceluloses. O pré-tratamento à 100°C e 150 min levou a um melhor desempenho 

na DA, com produção de metano de127,6 NmL/g ST, pouco mais de 22% superior que 

a produção observada na biomassa sem pré-tratamento. 
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Tabela 3 - DA de biomassas lignocelulósicas pré-tratadas hidrotermicamente 

Biomassa 
Condições 

Operacionais 
Inóculo 

DA Produção máxima 

(NmL CH4/g SV) 
Referências 

Microalgas 130°C, 15 min 

Reator DA de 

tratamento de 

esgoto 

Inóculo:substrato, 

0,5:1 SV, 35°C 170  Passos; Ferrer, 2015 

Palha de arroz 180°C, 15 min, 10% (m/m) Reator DA 
35 g ST/L, 35°C, 50 

dias 
175 Wang et al., 2018a 

Resíduos da 

colheita de girassol 
180°C, 30 min 

Reator DA de 

tratamento de 

esgoto 

0,5 g SV/L, 35°C, 

150 rpm 
289,47  Lee e Young Park, 2020 

Palha de cártamo 

180°C, 60 min, 8,3% (m/m) Reator de DA 

mesófilo de estação 

municipal de 

tratamento de 

esgoto 

Inóculo:substrato, 

2:1 SV 

406,9 (fração líquida) 

Hashemi; Karimi; 

Mirmohamadsadeghi, 

2019 
120°C, 60 min, 8,3% (m/m) 191,4 (fração sólida) 

Capim Napier 175°C, 15 min, 9% (m/m)  
Lodo ativado 

residual de DA 

Inóculo:substrato, 

2:1 SV 
248,2 ± 5,5  Phuttaro et al., 2019 
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Segundo Başar; Eskicioglu; Perendeci, (2022), o pré-tratamento hidrotérmico 

foi benéfico para produção de metano utilizando biochar e cinzas de madeira no 

processo de DA. O pré-tratamento à 200°C a 0 min (há uma rampa de aquecimento 

do reator, não apresentada no trabalho) promoveu uma produção acumulada de 

metano de 256,9 NmL/g SV, correspondendo a um aumento de aproximadamente de 

32% em relação a biomassa não pré-tratada. Em condições mais severas de pré-

tratamento, superiores à 220°C e 20 min, foi observado uma alta degradação de 

açúcares, causando uma forte inibição na produção do metano. 

A eficácia do pré-tratamento pode depender de vários fatores, como 

temperatura, tempo de residência, pressão, características físico-químicas da 

biomassa, concentração de sólidos, entre outros (Yousefifar et al., 2017).  

Um dos importantes fatores determinados nos processos de pré-tratamentos à 

altas pressões e temperaturas é o fator de severidade. O aumento da severidade do 

pré-tratamento favorece as reações de hidrólise da celulose e das hemiceluloses e 

provoca o início das reações de desidratação das pentoses e hexoses (Hendriks; 

Zeeman, 2009). A Equação 1 descreve o fator de severidade do processo (Overend 

et al., 1997). 

 

log (𝑅0) = log [𝑡. 𝑒𝑥𝑝 (
𝑇 − 𝑇 𝑟𝑒𝑓

14.75
)] (1) 

Onde: 

Log (R0): fator de severidade 

t: tempo de residência, em min. 

T: temperatura de pré-tratamento, em °C.  

Tref :temperatura de referência, 100°C.  

O valor 14,75 é uma constante arbitrária ω baseada na energia de ativação, quando 

se assume uma cinética de pseudo primeira ordem. 
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O fator de severidade combinado é calculado com base no fator de severidade 

(log R’0) (Equação 2), considerando o valor do pH determinado após a etapa de pré-

tratamento (Chum; Johnson; Black, 1990). 

 

log 𝑅′0 = log 𝑅0 − 𝑝𝐻 (2) 

Onde: 

Log (R’0): fator de severidade combinado 

Log (R0): fator de severidade 

pH: potencial hidrogeniônico da lama pré-tratada  

 

A severidade das condições de pré-tratamento pode influenciar e até definir os 

parâmetros operacionais do digestor alimentado com a biomassa pré-tratada.  

Phuttaro et al., (2019) constataram que a biomassa pré-tratada a 200°C 

resultou na produção de altas concentrações de 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, 

o que inibiu significativamente a fase metanogênica da DA. Em ensaios semi-

contínuos, o digestor alimentado com a biomassa pré-tratada a 200°C, como uma 

carga orgânica volumétrica de 4 g SV/L.dia, resultou em falha total do processo de 

DA. Apesar dos estudos empregando diversas biomassas, é importante reportar que 

não há trabalhos na literatura empregando as biomassas de resíduo de lúpulo para tal 

avaliação, o que demonstra os desafios deste estudo.  

 

2.5 Produção de Dejetos e Potencial na DA 
 

No Painel Intergovernamental sobre Mudanças Climáticas constam 

informações sobre o aumento do aquecimento global que será ainda mais evidente 

neste século danificando, especialmente, os sistemas de produção agropecuária em 

virtude da dependência climática variável dos mesmos (IPCC, 2021). 
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De acordo com Dortzback et al., (2021), a pecuária é considerada uma 

atividade de grande impacto ambiental, devido as emissões de gases poluentes e aos 

grandes volumes de resíduos gerados. Sua importância econômica a torna uma das 

principais atividades emissoras de GEE no país e no mundo, especialmente pelos 

extensos rebanhos bovinos.  

Durante a Conferência das Nações Unidas sobre as mudanças Climáticas 

(COP26), em 2021, o Brasil se comprometeu, junto à 100 outros países, a reduzir as 

emissões de metano em 30% até 2030, usando de base o ano de 2020. As nações 

terão que tornar a pecuária mais limpa, obrigatoriamente, para cumprir o tratado 

(Zaparolli; Vasconselos, 2022).  

A Figura 10 apresenta os dados sobre emissões de metano provenientes do 

setor agropecuário, onde é possível observar uma emissão de mais de 13 milhões de 

toneladas ao longo dos últimos anos, sendo esta emissão dada majoritariamente pela 

fermentação entérica e pelo manejo de dejetos animais.  

 

Figura 10 - Emissões de metano pelo setor agropecuário 

 

Fonte: SEEG, (2022). 

Resultado da fermentação entérica, o metano é gerado no rúmen, um dos 

compartimentos do estômago dos bovinos, liberado majoritariamente por meio da 

eructação (arroto) e, em menor escala, por flatulência. Seu potencial para aumentar a 
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temperatura global, em um curto período de tempo (20 anos), é 80 vezes maior que o 

do CO2 (Zaparolli; Vasconselos, 2022).  

Dos produtos restantes provenientes da pecuária, 35% são resíduos não 

comestíveis (resíduos de ração, pelos, resíduos e partes de animais após o 

abatedouros, entre outros) e 50% correspondem à água residual referente à produção 

(efluentes), totalizando um valor de 4 milhões de toneladas que podem ser utilizadas 

para outras aplicações industriais, como a geração de energia (Rodas; Botton; 

Furtado, 2020).  

Diante de problemas relacionados às atividades agropecuárias, a área rural 

enfrenta problemas com a gestão de resíduos advindos da mesma. Além da emissão 

de GEE, que contribuem de forma negativa para o aquecimento global, os dejetos de 

animais podem ser responsáveis também pela contaminação do solo e águas 

subterrâneas, em razão da grande quantidade de nitrato (Resende, 2017). Em 

contrapartida, esses resíduos apresentam potencial energético e são fonte de matéria 

orgânica para a produção de biogás.  

Sendo assim, a DA é uma solução possível para esse problema, pois pode 

produzir biogás e biofertilizantes, que têm benefícios econômicos. A reintrodução do 

biofertilizante na lavoura é uma questão relevante, especialmente em relação aos 

níveis seguros de coliformes termotolerantes, que estão associados à contaminação 

fecal e que representam riscos para a saúde humana e animal (Manzoli et al., 2022).  

De acordo com o Observatório da Pecuária Brasileira, o efetivo dos rebanhos 

bovinos no país chegou a 224 milhões de cabeças em 2021. Deste, mais de 22.856 

milhões provem do Estado de Minas Gerais, ocupando o terceiro lugar no ranking 

nacional. Rio Grande do Sul e São Paulo também se destacam do ranking do país, 

ocupando os 7° e 8° lugares, respectivamente (IBGE, 2021b). Os três estados além 

de serem grandes produtores pecuários, também imperam como os principais 

Estados no cultivo do lúpulo (Kretzer; Creuz, 2022; Spósito et al., 2019). Sendo assim, 

a integração destas cadeias pode ser atrativa para ambos os setores econômicos.  

A DA é uma prática adequada para rentabilizar os resíduos, mas é limitante 

pela inibição de amônia quando ocorre a fermentação de dejetos bovinos em mono-

digestão (Shah et al., 2015). A co-DA de dejetos com outros resíduos orgânicos podem 
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efetivamente regular o suprimento de nutrientes, melhorar a capacidade de 

tamponamento e, eventualmente, aumentar a produção de metano (Wang et al., 

2018b). Portanto, a junção de dejetos com os resíduos lignocelulósicos do lúpulo 

serão avaliados quanto ao potencial de melhorias no processo de DA.  

 

2.6 Co-digestão Anaeróbia de Biomassas Lignocelulósicas e Dejetos Bovinos 
 

A DA pode ocorrer na presença de um ou mais substratos, sendo conhecida 

como co-digestão anaeróbia (co-DA). Um dos principais objetivos da co-DA é 

minimizar os efeitos dos compostos inibidores no processo anaeróbico, trazendo um 

equilíbrio de nutrientes ao processo, e melhorando o efeito sinérgico entre os 

microrganismos, contribuindo, assim, para melhorar a estabilidade e o desempenho 

da DA de resíduos de difícil degradação (Buendía et al., 2009). 

Alguns autores relatam que as biomassas vegetais podem ser utilizadas em 

processos de co-DA juntamente com dejetos de animais, promovendo benefícios ao 

processo de digestão em termos de rendimento, produtividade, e vantagens 

econômicas e ambientais, umas vez que ocorre destinação e tratamento de diferentes 

resíduos transformando-os em fonte de energia (Aboudi; Álvarez-Gallego; Romero-

García, 2016; Avaci et al., 2013; Bah et al., 2014). 

Dentre as biomassas vegetais, as lignocelulósicas se destacam pela 

dificuldade na DA, devido a sua estrutura complexa e recalcitrante. Além disso, a alta 

relação C/N destas biomassas pode limitar o crescimento microbiano e, assim, o 

carbono não será totalmente degradado ou mesmo demandará de longos tempos para 

degradação da matéria orgânica total. Nestes casos, a co-DA destas biomassas com 

substratos de maior teor de nitrogênio, como é o caso dos dejetos de animais, pode 

trazer benefícios ao processo, melhorando a produção do metano (Abouelenien et al., 

2014; Rajlakshmi et al., 2023).  

Estudos realizados por Zhao et al., (2018) demonstraram um rendimento 

específico de metano superior na co-DA empregando uma proporção de 2:1 

(substrato:dejeto) de palha de aveia e dejetos bovinos com 841,77 mL/g SV, uma 

produção cumulativa 26,64% maior do que a produção empregando apenas a 
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biomassa vegetal digerida sozinha em comparação com uma produção empregando 

apenas a biomassa vegetal (155 ± 26 NmL/g SV).  

Diversos trabalhos avaliaram o processo de co-DA de biomassas 

lignocelulósicas com dejetos bovinos, conforme pode ser observado na Tabela 4. 

Mendieta et al., (2020) descreveram que processos DA empregando biomassas 

lignocelulósicas muito dificilmente atingem uma viabilidade técnico-econômica 

atrativa, seja pelo potencial metanogênico reduzido da biomassa ou pela cinética da 

reação excessivamente lenta, devido às características recalcitrantes da mesma. 

Neste sentido, estratégias de pré-tratamento podem ser realizadas visando diminuir 

tal recalcitrância e favorecendo, assim, o processo (Elalami et al., 2020; Volpi et al., 

2022).  

A co-DA a partir de substratos lignocelulósicos e dejetos animais oferece uma 

rota promissora para a produção eficiente de biogás (Neshat et al., 2017; Ulukardesler, 

2023). Um requisito importante para a comercialização da tecnologia de co-DA é 

localizar propriedades de produção animal e agrícola próximas umas às outras, para 

que grande quantidade de resíduos lignocelulósicos e dejeto estejam disponíveis em 

abundância e próximo ao local de consumo. 
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Tabela 4 - Co-DA de diferentes biomassas lignocelulósicas e dejetos bovinos 

Biomassa Pré-tratamento Dejeto Inóculo 
Condições 

operacionais 

Produção 
máxima de 

metano (NmL/g 
SV) 

Referências 

Azevém 
perene 

Silagem por 100 dias, à 
15°C 

Bovino 

Reator industrial de 
co-DA de dejeto 

bovino e silagem de 
capim 

35°C, razão 
azevém:dejeto 0,6:0,4 

(SV), 35 dias 
285,7 

Himanshu et 
al., 2018 

Resíduos 
de colheita 
de milho 

Hidrotérmico à 175°C e 
30 min 

Bovino Próprio dejeto 55°C, 26 dias 

306,96 

Kovačić et al., 
2018 

Palha de 
soja 

Hidrotérmico à 121°C e 
90 min 

261,44 

Resíduos 
de colheita 
de girassol 

Hidrotérmico à 121°C e 
90 min 

245,02 

Palha de 
arroz 

Moagem à 40 mesh Bovino 
Reator de DA para 

tratamento de 
esgoto de cervejaria 

35°C; 140 dias 460,2 ± 30,0 
Xu et al., 

2019 
35°C; 140 dias, 1% de 

limonita 
601,0 ± 28,0 

Resíduos 
da cultura 
do milho 

- 

Bovino 
Reator de DA de 
dejetos bovinos 

55°C; 21 dias 

357,41 

Joseph et al., 
(2019) 

Pré digestão com o 
inoculo à 55°C por 3 dias 

446,84 

Pré digestão com o 
inoculo à 55°C por 7 dias 

518,58 
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Tabela 4 - Co-DA de diferentes biomassas lignocelulósicas e dejetos bovinos (Continuação) 

Biomassa Pré-tratamento Dejeto Inóculo 
Condições 

operacionais 

Produção 
máxima de 

metano (NmL/g 
SV) 

Referências 

Casca de 
nozes 

- 

Bovino 

Reator de DA 
mesófilo de estação 

de tratamento de 
águas residuais 

industriais 

37°C; 30 dias; 200 
rpm, razão 

casca:dejeto 3:1 (SV) 

173,2 ± 8,7 

Şenol, 2020 

Solução de hidróxido de 
sódio à 4% (m/m), 10% 

sólidos (m/m), 24 h 
342,5 ± 9,6 

Solução de hidróxido de 
potássio à 4% (m/m), 

10% sólidos (m/m), 24 h 
289,2 ± 7,7 

Solução de hidróxido de 
cálcio à 3% (m/m), 10% 

sólidos (m/m), 24 h 
289,2 ± 7,7 

Palha de 
colza 

Explosão de vapor à 
180°C e 5 min, seguido 
de moagem superfina 

Bovino 
Reator de DA de 
dejetos bovinos 

37°C; 40 dias, razão 
dejeto:biomassa 60:40 

535,4 ± 6,8  
Gaballah et 

al., 2020 

Palha de 
trigo 

Físico, por moagem 
obtendo partículas de 
1mm, seguido de químico 
com 1 mol/L de 
bicarbonato de sódio à 
temperatura ambiente 

Bovino Próprio dejeto 
35°C; 125 dias, 3% 
sólidos totais e 1:1 
biomassa:dejeto 

307,0 

Mosadegh 
Ranjbar; 
Karrabi; 

Shahnavaz, 
2022 
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 2.7 Subproduto da DA: Digestato 
 

Como uma biotecnologia bem estabelecida, a DA pode não apenas produzir 

energia renovável na forma de biogás por meio da decomposição de vários resíduos 

orgânicos (Yin et al., 2018; Zhang et al., 2018), mas também oferecer uma alternativa 

à estabilização de resíduos, reduzindo o volume e recuperando os nutrientes por meio 

da aplicação do lodo digerido (Capson-Tojo et al., 2018). A fração líquida digerida é 

um subproduto do sistema de DA e contém quantidades abundantes de 

microrganismos não patógenos e substâncias inorgânicas (Akhiar, 2016; Hagos et al., 

2017). 

Um dos maiores desafios para o desenvolvimento da indústria de 

aproveitamento energético dos resíduos agroindustriais é a necessidade da 

destinação correta do efluente dos biodigestores, também conhecido como digestato. 

Por um lado, existem tecnologias para o tratamento do digestato, que visa a remoção 

de nutrientes (nitrogênio e fósforo), possibilitando o reuso do efluente ou o seu 

lançamento em corpos hídricos receptores. Porém, o emprego destas tecnologias 

agrega custos que impactam na viabilidade econômica destes empreendimentos 

(Miele et al., 2015). 

Em alguns casos, o lodo residual necessita de uma espécie de beneficiamento 

final para estabilizar a porção restante de matéria orgânica para aumentar a qualidade 

do fertilizante e aplicabilidade como condicionador de solo (Bustamante et al., 2013). 

Algumas características indesejáveis do digerido, como odor, viscosidade, alta 

quantidade de água e ácidos graxos voláteis residuais podem restringir a sua 

aplicação direta em solos agrícolas sem qualquer tratamento (Abdullahi et al., 2008). 

Além disso, esse efluente pode conter patógenos como bactérias, parasitas, vírus e 

fungos, o que normalmente acontece quando os processos de DA ocorrem abaixo de 

condições termofílicas (Walker; Charles; Cord-Ruwisch, 2009).  

Uma opção é separar digestato em uma fração líquida e uma sólida, onde a 

fração sólida pode ser compostada para obter produtos finais valiosos e prontos para 

uso na agricultura (Holm-Nielsen; Al Seadi; Oleskowicz-Popiel, 2009). Por apresentar 

um baixo teor de sólidos, o processo de compostagem costuma ser diferente (Franke-

Whittle et al., 2014a). Já a fração líquida tem sido utilizada como agente de pré-
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tratamento biológico para diferentes tipos de biomassa lignocelulósica em pesquisas 

laboratoriais, apresentando vantagens na biodegradação e na produção de biometano 

(Tambone et al., 2017). 

A maior parte do digestato apresenta um caráter alcalino, possui alto teor de 

umidade e baixa relação C:N, assim como baixa biodegradabilidade (Zeng; De 

Guardia; Dabert, 2016).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Materiais 

3.1.1 Colheita e Preparação dos Resíduos de Poda de Lúpulo 
 

A biomassa lignocelulósica utilizada nos ensaios foi obtida após a colheita dos 

cones, da variedade Americana Cascade, cujo transplantio ocorreu em setembro de 

2021 e a colheita em janeiro de 2022, obtendo assim um ciclo de cultivo de 156 dias. 

O material foi fornecido pelo grupo de pesquisa “Lúpulo, Aplicações e Manejo”, 

LUPAM, da Faculdade de Ciências Agronômicas (FCA), Unesp, Campus de Botucatu, 

sendo a variedade um cruzamento entre as variedades Fuggle e Serebrianka, mais 

resistente as principais doenças fúngicas da planta, como o oídio, o míldio e a murcha 

do Verticillium (Fagherazzi et al., 2017). 

A biomassa residual foi seca ao ar livre, em ambiente protegido de 

luminosidade, tendo o caule separado manualmente para aproveitamento e utilização 

apenas desta fração (ramos primários e secundários). As folhas e os rizomas foram 

descartados. Em seguida, os caules foram quebrados manualmente, em pedaços 

menores, e posteriormente moídos em um moinho de facas tipo Willey utilizando na 

saída uma peneira de 10 mesh, sendo, assim, coletadas as partículas com 

granulometria inferior a 1,70 mm. A Figura 11 demonstra o material utilizado neste 

trabalho.  

 

Figura 11 - Processo de separação manual dos caules (a) e a biomassa limpa, 
preparada e moída (b), para uso nos ensaios 

 
 

(a) (b) 
 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2022 
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3.1.2 Análise de Granulometria do Caule de Lúpulo Moído 
 

Para determinar a granulometria dos resíduos de poda de lúpulo (caules) após 

o processo de moagem, foi empregado o método de peneiramento, amplamente 

utilizado na classificação granulométrica de partículas sólidas granulares, incluindo a 

classificação de biomassas de origem vegetal. 

A análise foi conduzida em um agitador de peneiras eletromagnético (MBL, 

modelo AGMAGB) utilizando peneiras da série Tyler. O tempo de peneiramento foi de 

10 min, e a frequência de vibração correspondia à posição oito do potenciômetro do 

agitador. Um conjunto de 7 peneiras (Malha: 3/8, 40, 45, 50, 60, 80, 100), além da 

base inferior sem perfuração, foi utilizado no procedimento. Após cada ciclo de 

peneiramento, o material retido em cada peneira teve sua massa determinada e os 

valores registrados.  

 

3.1.3 Obtenção e Preparo do Dejeto 
 

O dejeto utilizado nos estudos de DA e co-DA foi obtido junto a Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), da Unesp, Campus de Botucatu. O material 

foi gerado por bovinos de corte em confinamento, oriundo de uma raça de 

melhoramento genético, que se alimenta de uma dieta especial, auxiliando no seu 

desenvolvimento precoce quando associado ao cruzamento. 

O dejeto foi coletado em seis diferentes pontos distribuídos nas baias, sendo 

considerando uma única coleta. Na sequência, o material foi homogeneizado 

manualmente em laboratório, com o auxílio de uma pá e, em seguida, foram retiradas 

amostras de 1,0 g para a determinação de umidade em uma balança de infravermelho 

(IV 2500, Gehaka). Os ensaios foram realizados em triplicata. Após análise, o material 

foi armazenado em um saco plástico bem vedado, permanecendo sob refrigeração à 

5°C, até ser empregado nos ensaios de DA e co-DA. 

Nos ensaios onde o dejeto foi empregado, o mesmo foi utilizado como 

substrato, na sua forma in-natura. O material apresenta alto teor de fibras e matéria 

orgânica, em virtude da alimentação bovina, visível a olho nu, como pode ser 

observado na  Figura 12. 
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Figura 12 - Dejeto in-natura homogeneizado 

 

 

3.1.4 Obtenção e Preparo do Inóculo 
 

O inóculo foi coletado em um biodigestor modelo Canadense, construído em 

lona de PVC, e alimentado por dejetos de bovinos confinados de produção leiteira, 

pertencentes a Fazenda Campestre, localizada no munícipio de São Pedro – SP. O 

material foi armazenado em galões de 5 L, à temperatura ambiente, e mantidos 

semiabertos, afim de não ocorrer vazamentos ou inchamento do recipiente, devido a 

eventual produção de metano. 

A Figura 13 apresenta o biodigestor da Fazenda Campestre, onde o inóculo foi 

coletado.  

Destaca-se que para esse projeto foi escolhido tal inóculo devido às chances 

de aceleração no processo de biodegradação, garantindo que o inóculo em sua 

concentração e estabilidade ideal, desempenhe o aumento da produção de metano. 

 

 

 

 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2022 
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Figura 13 - Biodigestor Canadense da Fazenda Campestre (a) e coleta do 
inóculo (b) 

 
(a) 

 

 
(b) 

 

 

3.2 Pré-tratamento Hidrotérmico do Caule de Lúpulo  
 

As reações de pré-tratamento foram realizadas em reatores de aço inox 316L, 

com capacidade de 500 mL (Projeto próprio, Conexões Gerais). Cada reator foi 

alimentado com aproximadamente 30 g de caule de lúpulo (base seca) e 270 mL de 

água destilada, mantendo a concentração de sólidos de 10% (m/m). A determinação 

da umidade da biomassa foi realizada em uma balança de infravermelho (IV 2500, 

Gehaka).  

Os reatores foram fechados e imersos em um banho de aquecimento de fluido 

térmico (MA 159/BB, Marconi) considerando três diferentes temperaturas de pré-

tratamento (175, 190 e 205°C) em 10 min de reação. Estas condições foram realizadas 

visando encontrar fator de severidade (LogR0) e fator de severidade combinado (Log 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2022 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2022 
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R’0) distintos para cada uma das condições, a fim de avaliar como estas variações 

interferem na solubilização da biomassa e nos processos de DA e co-DA. Os fatores 

LogR0 e Log R’0 foram determinados de acordo com a Equação 1 e 2, descritas na 

revisão de literatura. 

Ao final de cada tempo estabelecido, os reatores foram submetidos a uma 

etapa de resfriamento em banho de gelo fundente até atingir a temperatura ambiente. 

A Figura 14 apresenta um dos reatores empregados no processo, assim como 

o sistema de aquecimento por fluído térmico.  

 

Figura 14 - Sistema de pré-tratamento. Banho de aquecimento de fluido 
térmico (a) e um exemplo do reator empregado nos ensaios (b) 

  
(a) (b) 

 

No total, foram realizados 18 ensaios de pré-tratamento hidrotérmico, sendo 

seis para cada condição operacional estabelecida no estudo, conforme apresentado 

na Tabela 5. 

 

 

 

 

 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2022 
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Tabela 5 - Materiais obtidos após os ensaios de pré-tratamento hidrotérmico 

Condição 
operacional 

(°C, min) 

Número de 
ensaios 

Separação 
sólido/líquido? 

Material obtido para 
estudos de DA e co-DA 

175, 10 
3 

3 

Não 

Sim 

Lama 

HH  

190, 10 
3 

3 

Não 

Sim 

Lama 

HH 

205, 10 
3 

3 

Não 

Sim 

Lama 

HH 

 

Conforme mencionado na Tabela 5, o material que não passou por uma etapa 

de separação sólido/líquido foi nomeado de lama, sendo utilizado nos estudos de DA 

e co-DA da forma integral após a etapa de pré-tratamento. Já o material que passou 

por uma etapa de separação sólido/líquido, apenas a fração líquida foi direcionada 

para os ensaios de DA e co-DA, sendo nomeada como hidrolisado hemicelulósico 

(HH). Na etapa de separação sólido/líquido foi utilizado uma peneira de 65 mesh, e a 

fração sólida retida, nomeada como celulignina, foi posteriormente lavada com água 

corrente e seca, para determinação do rendimento do pré-tratamento. O rendimento 

do pré-tratamento foi expresso pela média e desvio padrão (±) dos três ensaios, em 

cada uma das condições. Além disso, uma análise de variância (ANOVA), e teste de 

comparação de médias (Teste de Tukey) foram realizados para avaliar as diferenças 

estatísticas do processo (p-value < 0,05), pelo Excel. 

As amostras lama, HH e celulignina foram caracterizadas quanto a sua 

composição química, conforme será descrito nos itens 4.6.1 (lama e celulignina) e 

4.6.2 (HH), e armazenadas em geladeira para posterior utilização nos ensaios. 

 

 

 

3.3 Análises Físico-Químicas dos Substratos e Inóculo 
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As análises físico-químicas foram realizadas para caracterização do inóculo e 

dos substratos, além do acompanhamento e monitoramento dos ensaios realizados.  

 

3.3.1 Caracterização Química do Caule de Lúpulo In-Natura, da Fração Sólida e 

da Lama 
 

A fração sólida recuperada no processo de separação sólido/líquido, 

celulignina, e a lama de cada ensaio de pré-tratamento foram caracterizadas segundo 

a metodologia descrita por Sluiter et al., (2016). O procedimento experimental e as 

equações são apresentadas no APÊNDICE A. 

 

3.3.2 Caracterização Química do Hidrolisado Hemicelulósico 
 

O HH foi caracterizado quanto aos teores de açúcares monoméricos e 

oligoméricos, além dos produtos de degradação, segundo a metodologia descrita por 

Nakasu et al., (2016).  

Para determinação dos açúcares oligoméricos, 5,0 mL dos HH obtidos após as 

etapas de pré-tratamento foram submetidos a uma etapa de hidrólise ácida 

empregando uma solução de ácido sulfúrico 72% (m/m), afim de hidrolisar os 

oligossacarídeos presentes no meio. O volume de ácido necessário para hidrólise dos 

açúcares foi determinado de acordo com o pH do meio, visando atingir uma 

concentração de ácido no meio de 4% (m/m). Para todos os ensaios foi necessário 

adicionar 0,174 mL da solução de ácido sulfúrico 72% (m/m) para atingir tal 

concentração.  

Os tubos foram levados para hidrólise em autoclave, à 121°C, por 1 h. Ao final, 

o material foi filtrado e a fração líquida analisada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) para quantificação dos açúcares monoméricos e produtos de 

degradação formados. Além disso, o do HH bruto (sem hidrólise) também foi analisado 

por HPLC para quantificação dos açúcares presentes no meio antes do processo 

hidrolítico. Todas as amostras foram filtradas em uma membrana de celulose 0,22 µm 

e transferidas para os vials.  
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As análises cromatográficas foram realizadas por meio de um HPLC Agilent 

Technologies (1260 Infinity) empregando os detectores de índice de refração (IR), para 

quantificação da glicose, celobiose, xilose, arabinose, ácido acético, ácido levulínico 

e ácido fórmico, e detector de ultravioleta de arranjo de diodos (UV-DAD), para 

quantificação do furfural e 5-hidroximetil-2-furaldeído (HMF).  

Para quantificação dos açúcares e ácidos orgânicos foi utilizado as condições:  

• Coluna: Bio-Rad Aminex HPX-87H (300mm x 7.8mm); 

• Volume de injeção: 10 μL;  

• Fase móvel: solução de ácido sulfúrico 0,05 mol/L degaseificada;  

• Vazão: 0,5 mL/min;  

• Tempo de corrida: 25 min;  

• Temperatura dos detectores e do forno da coluna: 43°C. 

 

Para a determinação de aldeídos furânicos (furfural e HMF), as condições de 

análise foram: 

• Coluna: Nova-Pak C18, 4 µm (Waters); 

• Volume de injeção: 20 µL;  

• Fase móvel: acetonitrila:água, 1:8, com 1% (v/v) de ácido acético, degaseificada;  

• Vazão: 0,8 mL/min;  

• Tempo de corrida: 5 min;  

• Temperatura do detector DAD e do forno da coluna: temperatura ambiente e 30°C, 

respectivamente. 

• Comprimento de onda: 274 nm.  
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3.3.3 Análise da Série de Sólidos  
 

Os substratos utilizados nos ensaios de PBM foram caracterizados quanto aos 

sólidos totais (ST), sólidos voláteis totais (SVT) e sólidos fixos totais (SFT) segundo a 

metodologia APHA (2005).  

Inicialmente os cadinhos de porcelana passaram pela calcinação em uma mufla 

(2000 F/DI, Lucadema) durante 1 h, a 550°C, a fim de remover resíduos orgânicos, e 

posteriormente foram ambientados no dessecador. Ao final, a massa de cada cadinho 

foi determinada em balança analítica (ATX 224, Shimadzu). 

Em seguida, realizou-se a amostragem do inóculo e dos substratos (biomassa 

in-natura, lama, HH, dejeto e celulose microcristalina), utilizando, aproximadamente, 

20,0 mL para os líquidos, cuja massa foi quantificada, e 5,0 g para os sólidos. As 

amostras foram pesadas nos cadinhos e então levadas para secagem em uma estufa 

de circulação de ar (MA 035/3, Marconi) à 105°C por 24 h.  

Após a secagem, os cadinhos foram transferidos para um dessecador, 

resfriados, tendo a massa novamente determinada em balança analítica (ATX 224, 

Shimadzu). A partir dos valores de massa obtidos, calculou-se os sólidos totais 

presentes nas amostras, conforme descrito na Equação 1. 

 

 
𝑆𝑇 =

𝑀2 − 𝑀1

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎
 (1) 

Onde:  

ST: sólidos totais (g/g); 

M1: massa do cadinho vazio (g); 

M2: massa do cadinho + resíduo seco (g). 

 

Após determinação dos ST, os cadinhos foram levados para calcinação em 

mufla (2000 F/DI, Lucadema), à 550°C por 2 h. Ao final deste processo, o material foi 

mantido na mufla até temperatura ambiente e posteriormente transferido para uma 
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estufa, para garantir a massa seca da amostra. Após secagem por 24 h em estufa à 

105°C, os cadinhos foram transferidos para um dessecador para posterior 

determinação de massa em balança analítica (ATX 224, Shimadzu). A quantificação 

dos SVT e SFT foram calculados de acordo com as Equações 2 e 3, respectivamente. 

 

 
𝑆𝑉𝑇 =

𝑀2 − 𝑀3

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎
 (2) 

Onde:  

SVT: sólidos voláteis totais (g/g); 

M2: massa do cadinho + resíduo seco (g);  

M3: massa do cadinho + resíduo calcinado (g). 

 

𝐒𝐅𝐓 =
𝐌𝟑 − 𝐌𝟏

𝐌𝐚𝐬𝐬𝐚 𝐝𝐚 𝐚𝐦𝐨𝐬𝐭𝐫𝐚 𝐝𝐞 𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐝𝐚
 (3) 

Onde:  

SFT: sólidos fixos totais (g/g);  

M1: massa do cadinho vazio (g);  

M3: massa do cadinho + resíduo calcinado (g). 

 

3.3.4 Determinação da Demanda Química de Oxigênio (DQO) e Potencial 

Bioquímico de Metano Teórico (PBMT) dos HH 
 

A análise de demanda química de oxigênio (DQO) foi realizada para as 

amostras líquidas na entrada, HH, de acordo com o método 5220D descrito no 

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).  

Para a análise de DQO, as amostras de HH foram diluídas 100 vezes. Alíquotas 

das amostras diluídas foram transferidas para tubos de DQO padrão HACH, sendo 

submetidas a reação química pela adição da solução de dicromato de potássio e 
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solução de sulfato de prata com ácido sulfúrico concentrado. Após a adição das 

soluções, os tubos foram levados ao digestor de DQO DRB 200 (HACH), por 120 min, 

à 150°C. Após o resfriamento dos tubos em um local escuro, a leitura da absorbância 

foi realizada em um espectrofotômetro DR 6000 (HACH), com comprimento de onda 

fixado em 600 nm. 

Para determinar o Potencial Bioquímico de Metano Teórico (PBMT) do HH 

empregados na produção de biogás foi realizada a quantificação da composição 

elementar dos materiais. Sendo assim, a composição elementar dos substratos 

líquidos foi estimada a partir dos dados de análise de DQO, do nitrogênio orgânico 

(Norg) e do teor de sólidos totais (ST). 

As análises de Norg das frações líquidas foram realizadas como prestação de 

serviço, empregando o método Kjeldahl, que determina as formas orgânica e 

inorgânica do nitrogênio. Já o teor de ST foi determinado conforme descrito no item 

4.3.3. 

As Equações 4, 5 e 6 descrevem a porcentagem mássica dos elementos 

hidrogênio (H), oxigênio (O) e nitrogênio (N), respectivamente, presentes no material 

orgânico, conforme descrito por Kleerebezem, (2014). A quantificação do carbono (C) 

foi determinada por diferença. 

 

𝐇 =  
𝟑𝟎𝟖 𝐃𝐐𝐎 + 𝟕𝟎𝟒 𝐍𝐨𝐫𝐠

𝟒𝟗 𝐃𝐐𝐎 −  𝟔𝟒 𝐍𝐨𝐫𝐠 + 𝟏𝟏𝟐 𝐒𝐓
 

 

(4) 

𝐎 =  
𝟐𝟐𝟒 𝐒𝐓 + 𝟓𝟔 𝐃𝐐𝐎 − 𝟑𝟎𝟒 𝐍𝐨𝐫𝐠

𝟒𝟗 𝐃𝐐𝐎 −  𝟔𝟒 𝐍𝐨𝐫𝐠 + 𝟏𝟏𝟐 𝐒𝐓
 

 

(5) 

𝐍 =  
𝟑𝟓𝟐 𝐍𝐨𝐫𝐠

𝟒𝟗 𝐃𝐐𝐎 −  𝟔𝟒 𝐍𝐨𝐫𝐠 + 𝟏𝟏𝟐 𝐒𝐓
 

(6) 

Onde: 
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DQO: demanda química de oxigênio que corresponde a quantidade equivalente de 

oxigênio necessário para oxidar todo o carbono orgânico em dióxido de carbono 

(CO2); 

ST: conteúdo de matéria orgânica seca; 

Norg: nitrogênio orgânico normalmente estimado a partir da concentração total de 

compostos de nitrogênio reduzido. 

 

Com os dados elementares determinados foi possível calcular o PBMT através 

da equação de Buswell (Raposo et al., 2011; Siegert; Banks, 2005), conforme 

apresentado na Equação 7. Neste caso, assume-se a conversão estequiométrica total 

da matéria em metano e dióxido de carbono. 

 

𝑃𝐵𝑀𝑇𝑇ℎ𝐴𝑡𝐶  =  
[(

𝐶

2
)+(

𝐻

8
)−(

𝑂

4
)] 𝑥 22.400

(12𝐶+𝐻+16𝑂)
     (7) 

Onde: 

PBMTThAtC: potencial bioquímico de metano teórico (NmLCH4/g SVT); 

22.400: é o volume molar do gás, em mL/mol, nas condições normais de temperatura 

e pressão (CNTP, 273 k e 1 bar); 

C, H, O: são a fração molar do substrato em carbono, hidrogênio, oxigênio, 

respectivamente.  

No entanto, quando proteínas estão presentes nas amostras, amônia e sulfeto 

de hidrogênio são liberados e devem ser levados em consideração pela equação de 

Boyle, como mostra a Equação 8. 

 

𝑃𝐵𝑀𝑇𝑜−𝑇ℎ𝐴𝑡𝐶 =  
[(

𝐶
2) + (

𝐻
8) − (

𝑂
4) − (

3𝑁
8 ) − (

𝑆
4)]  𝑥 22.400

(12𝐶 + 𝐻 + 16𝑂 + 14𝑁 + 32𝑆)
 (8) 

Onde: 
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PBMTo-ThAtC: potencial bioquímico de metano teórico (NmLCH4/g SVT); 

22.400: volume molar do gás, em mL/mol, nas condições normais de temperatura e 

pressão (CNTP, 273 k e 1 bar), 

C, H, O, N, S: são a fração molar do substrato em carbono, hidrogênio, oxigênio, 

nitrogênio e enxofre, respectivamente.  

Além do cálculo do PBMTL, os dados de DQO do digestato foram utilizados 

para avaliar o potencial de uso do efluente em fertirrigação.  

 

3.3.5 Determinação da Composição Elementar e Potencial Bioquímico de 

Metano Teórico (PBMT) das Frações Sólidas 
 

A análise elementar foi realizada nas frações sólidas (lama, biomassa in-natura 

e dejeto) em parceria com o Instituto de Química de São Carlos da Universidade de 

São Paulo (CAQI-IQSC-USP). Para isso, foi utilizado o analisador elementar 

(FlashSmart, ThermoScientific) para quantificação do carbono, nitrogênio, hidrogênio 

e enxofre, onde o oxigênio foi determinado por diferença de massa. Para a 

quantificação dos elementos, foi utilizado método da calibração externo tendo como 

padrões a metionina, o triofeno (BBOT), a sulfanilamida e a cistina. 

Uma massa conhecida da amostra foi acondicionada em um porta amostra de 

estanho e este sistema inserido em um tubo de reação, que foi aquecido à 950°C. O 

interior do tubo foi preenchido com reagentes que criaram uma zona de oxidação 

(CuO) e outra de redução (Cu eletrolítico). A alta temperatura promoveu a oxidação 

(combustão) do estanho do porta amostra, que, por sua vez, promoveu uma reação 

altamente exotérmica, gerando um aumento substancial da temperatura do sistema 

(cerca de 1.700°C), promovendo a total degradação da amostra.  

Neste processo, todo o C presente na amostra foi transformado em CO2; todo 

o H em H2O; todo o N em N2; e todo o S em SO2. Estes gases gerados no processo 

de combustão foram direcionados para uma coluna de cromatografia gasosa para 

quantificação dos mesmos por meio de um detector de condutividade térmica (TCD) 
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utilizando as curvas de calibração para determinação das porcentagens de CHNS e 

O por diferença. 

Os dados obtidos foram utilizados para calcular o Potencial Bioquímico de 

Metano Teórico (PBMT) das frações sólidas, empregando, para isso, as Equações 7 

e 8, conforme descrito no item 4.3.4.  

 

3.3.6 Análise de Macro e Micronutrientes dos Substratos e Inóculo 
 

As análises de macro e micronutrientes foram realizadas para todos os 

substratos e inóculo no Laboratório de Caracterização de Biomassa, Recursos 

Analíticos e de Calibração (LRAC), localizado na Faculdade de Engenharia Química, 

da UNICAMP, como prestação de serviço. As análises foram realizadas empregando 

a técnica de fluorescência de Raios X (XRF) (Axios, Panalytical).  

Antes das análises, as amostras foram queimadas segundo a metodologia 

descrita no APÊNDICE A, para obtenção das cinzas e assim melhorar a acurácia dos 

dados analíticos.  

As amostras foram pesadas em uma balança analítica (Gehaka) e pastilhadas 

com o reagente aglomerante em uma prensa hidráulica (AMEF).  

Em vidro de relógio pesou-se aproximadamente 0,2 g das amostras 

previamente maceradas e aproximadamente 3,5 g de aglomerante MAXXIWAX 1000 

(MaxxiFlux). Os materiais foram levados para uma prensa hidráulica (AMEF) e 

compactados manualmente em uma pastilha de aproximadamente 20 mm. Sobre a 

amostra, foi utilizado um filme Mylar (Densidade de 1,38 g/cm3; diâmetro de 6,35 cm 

e espessura de 6,0 µm) para evitar que um possível desprendimento de partículas e 

contaminação da câmara de análise do equipamento. 

A pastilha de amostra foi colocada no porta amostras específico e levada ao 

equipamento para análise. Os elementos químicos de número atômico 1-7 não são 

detectados nesta análise e os resultados de saída foram reportados na forma de 

óxidos, em porcentagem mássica e não normalizados a 100%.  
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Os resultados obtidos foram tratados e expressos como concentração dos 

elementos químico quantificado, levando em consideração no cálculo a correção de 

massa molar, a massa de cinzas obtidas em cada material analisado, e transpondo os 

valores para a biomassa na sua composição original, da forma empregada no 

processo de DA e co-Da.  

 

3.4 Biodigestão Anaeróbia 
 

Os ensaios de DA e co-DA foram realizados visando a determinação do 

Potencial Bioquímico de Metano (PBM) empregando as biomassas lignocelulósicas 

pré-tratadas e o dejeto bovino (co-DA) como substratos, segundo a metodologia 

alemã (VDI 4630, 2016). 

Os ensaios foram realizados em frascos de soro de 100 mL, com um 

headspace de 40%, em temperatura mesofílica (35°C) e pH 7. Quando necessário, o 

pH foi ajustado na fase inicial com uma solução de ácido clorídrico 1 mol/L ou hidróxido 

de sódio 50% (m/v). Os ensaios foram realizados em quintuplicata, totalizando 85 

frascos, utilizando a celulose microcristalina como controle positivo e o inóculo como 

controle negativo, conforme planejamento apresentado na Tabela 6. 
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Tabela 6 - Ensaios de potencial bioquímico de metano (PBM) 

 

Condição de 

pré-tratamento 

(°C, min) 

DA Co-DA 

Controle negativo  Inóculo - 

Controle positivo 
 Celulose microcristalina 

+ inóculo 
- 

Dejeto bovino  Dejeto + inóculo - 

Biomassa de lúpulo 

sem pré-tratar (BSP) 

 
BSP + inóculo Dejeto + BSP + inóculo 

Biomassa pré-tratada 

170, 10 Lama + inóculo Dejeto + lama + inóculo 

190, 10 Lama + inóculo Dejeto + lama + inóculo 

205, 10 Lama+ inóculo Dejeto + lama + inóculo 

Hidrolisado 

hemicelulósico (HH) 

170, 10 HH + inóculo Dejeto + HH + inóculo 

190, 10 HH + inóculo Dejeto + HH + inóculo 

205, 10 HH + inóculo Dejeto + HH + inóculo 

 

A caracterização gravimétrica do inóculo, dejeto, lama e HH foi realizada 

previamente a fim de garantir a proporção de 2:1 entre os sólidos voláteis totais (SVT) 

do inóculo e do substrato, conforme definido pela metodologia (VDI 4630, 2016). Para 

os ensaios de co-DA, a proporção dos substratos foi mantida fixa em 1:1, assim, 

2:0,5:0,5 de inóculo:biomassa pré-tratada:dejeto. 

Para garantir a atmosfera anaeróbia no interior dos frascos, o gás nitrogênio foi 

fluxionado durante 3 min no headspace com o frasco vedado, sob pressão de 5 

kgf/cm2. Os frascos foram então armazenados em incubadoras do tipo shaker (MA 

159, Marconi), e as pressões foram aferidas diariamente ou quando necessário, para 

o cálculo do volume de biogás produzido e quantificação do biometano e demais 

gases formados. As amostras foram coletadas até que a variação da produção 

acumulada de CH4 permanecesse inferior a 1%.  
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3.4.1 Monitoramento do Processo de DA 
 

Para a determinação do volume de biogás e quantificação do biometano foi 

empregada a metodologia descrita por Aquino et al., (2007), com as devidas 

adaptações necessárias.  

O volume de biogás produzido em cada frasco foi esgotado com o auxílio de 

uma seringa de vidro graduada com a inserção da agulha na borracha de vedação do 

sistema. Após esgotamento e determinação do volume, a agulha da seringa contendo 

o biogás foi inserida em um frasco lacrado contendo uma solução de hidróxido de 

sódio 15% (m/v). A Figura 15 apresenta os componentes utilizados para quantificação 

do volume de biogás e biometano. 

 

Figura 15 - Sistema de determinação do volume de biogás (a) e biorreator (b) 

  
(a) (b) 

 

A composição de biogás produzido também foi analisada por cromatografia 

gasosa (Shimadzu, modelo 2030), utilizando a coluna Hayesep D, e o detector de 

filamento de tungstênio, tendo como princípio de funcionamento a condutividade 

térmica TCD. O nitrogênio e o hélio foram usados como gás de arraste a uma pressão 

de 180,0 kPa e 310,0 kPa, respectivamente. As colunas cromatográficas foram 

mantidas a 60°C e os detectores 1 (medidor de CH4, H2S e CO2) e 2 (medidor de H2) 

à 150°C. 

 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2022 
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3.4.2 Cálculo dos Parâmetros de Processo 
 

A eficiência de remoção dos SVT do processo foi determinada pela Equação 9. 

 

 
𝐸𝑓(%𝑆𝑉𝑇𝑟𝑒𝑚) =

𝑆𝑉𝑇𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑆𝑉𝑇𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
∗ 100 (9) 

Onde:  

Ef(%SVTrem): eficiência de remoção de sólidos voláteis totais;  

SVTinicial: sólidos voláteis totais iniciais; 

SVTfinal: sólidos voláteis totais final. 

 

O potencial bioquímico de metano (PBM) foi determinado através da Equação 

10. 

 

 𝑃𝐵𝑀 = 𝑃 𝑠𝑒𝑐𝑎𝑆𝑁 ∗ %𝐶𝐻4 (10) 

Onde: 

PBM: potencial bioquímico de metano (NmL /g SVT); 

%CH4: teor de metano no biogás; 

P secaSN: produção acumulada de biogás por SVT (NmL/g SVT). 

 

A digestibilidade do processo foi determinada através da Equação 11, utilizando 

a metodologia descrita por Buffiere et al., (2006) com as devidas modificações, a qual 

o metano produzido foi expresso pela quantidade de SVT, e não em DQO. 

𝐷𝐺 =
𝑃𝐵𝑀

𝑃𝐵𝑀𝑇
 (11) 

Onde: 
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DG: digestibilidade; 

PBM: potencial bioquímico de metano (NmL/g SVT); 

PBMT: potencial bioquímico de metano total (NmL/g SVT). 

 

Para a determinação do PBM (Equação 10) foi descontado a produção de 

biogás do inóculo contido em cada ensaio da produção de biogás pelo consumo do 

substrato (Equação 12). Em seguida foi feita a conversão para as Condiçoes Normais 

de Temperatura e Pressão (CNTP) (Equação 13), após isso, foi descontado o vapor 

de água do volume produzido (Equação 14) e a produção de biogás foi transformada 

em PBM considerando o teor médio de metano. 

 

 

𝑃𝑆 =
(𝑃𝐴𝐵𝑠 −

𝑃𝐴𝐵1

𝑉1,1
𝑉1,𝑆)

𝑆𝑉𝑇𝑆 ∗ 𝑉𝑆,𝑆
 

(12) 

Onde: 

PS: produção acumulada de biogás do subtrato por SVT (mL/g); 

PAB1: produção acumulada de biogás referente ao ensaio com inóculo (mL); 

PABS: produção acumulada de biogás referente ao ensaio com substrato e inóculo 

(mL); 

SVTS: SVT do substrato (g/mL); 

V1,1: volume de inóculo no ensaio com inóculo (mL); 

V1,S: volume de inóculo no ensaio com substrato e inóculo (mL); 

VS,S: volume de substrato no ensaio (mL). 

 

 
𝑃𝑠𝑁 = 𝑃𝑆 ∗

𝑇0

(273 + 𝑇)
 (13) 

Onde: 
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PSN: produção acumulada de biogás do substrato normal por SVT (NmL/g SVT); 

T: temperatura de medição (T = 295,15 k); 

T0: temperatura normal (T0 = 273,15 K). 

 

 
𝑃𝑠𝑒𝑐𝑎𝑆𝑁 =

𝑃𝑆𝑁 ∗ (𝑃 − 𝑃𝑊) ∗ 𝑇0

𝑃0 ∗ (273 + 𝑇)
 (14) 

Onde: 

P secaSN: produção acumulada de biogás do substrato por SVT (NmL/g SVT); 

P: pressão do gás referente a temperatura de medição (P = 1013 hPa); 

P0: pressão normal (P0 = 1013 hPa); 

PW: pressão do vapor de água referente a temperatura de medição (P = 23 hPa). 

 

3.4.3 Modelagem Cinética da DA 
 

A seleção de um modelo cinético e parâmetros deve considerar o desempenho 

na modelagem de uma condição experimental, bem como a robustez do modelo 

explicando as variações experimentais como um todo (Tyagi et al., 2018). Sendo 

assim, dois modelos cinéticos foram utilizados como ferramentas para integração e 

interpretação dos dados experimentais obtidos na produção volumétrica de metano, 

em mono e co-Da, ao longo do tempo. 

Ao final, foram selecionados dois modelos que apresentaram um bom ajuste 

dos dados. 

Um dos modelos avaliados foi o de sigmoide de Boltzmann em um estágio 

(Mockaitis et al., 2020), conforme apresentado na Equação 15. 

𝑽𝑪𝑯𝟒
𝑺𝑻𝑷 (𝒕) = 𝐴𝐼 +

(𝐴𝑆 − 𝐴𝐼)𝑥2

 1+𝑒(
𝑃𝐼 − 𝑥

𝐼𝑛𝑐 )
+ 𝜀𝑖 (15) 

Onde: 
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𝑉𝐶𝐻4
𝑆𝑇𝑃 : produção específica de metano no dia (NmL CH4/g SVT); 

AI: assíntota inferior, que indica o volume de metano no momento da instalação; 

AS: assíntota superior, refere-se ao volume máximo de metano acumulado pelo 

sistema; 

PI: ponto de inflexão, momento no qual ocorre a máxima liberação do metano; 

Inc: inclinação da curva no PI, indicando a máxima liberação de metano; 

t: tempo (dia); 

Ɛi: erro experimental do modelo no dia. 

 

Já o segundo modelo cinético utilizado para a interpretação foi a função 

sigmoidal subsequente, baseada na sigmoide dupla de Boltzman (Mockaitis et al., 

2020; Volpi et al., 2022), representada pela Equação 16. A co-DA geralmente 

apresenta um arranjo múltiplo e sucessivo de produção de CH4 devido à diferença 

entre a biodegradabilidade de cada substrato. Sendo assim, esse modelo representou 

melhor os dados deste processo. 

 

𝑽𝑪𝑯𝟒
𝑺𝑻𝑷 (𝒕) = 𝑽𝑪𝑯𝟒

𝒎𝒂𝒙. [
𝒑

𝟏 + 𝒆 (
𝟒𝒓𝟏. (𝒕𝟏 − 𝒕)

𝑽𝑪𝑯𝟒
𝒎𝒂𝒙.𝒑

)
+

𝟏 − 𝒑

𝟏 + 𝒆 (
𝟒𝒓𝟐. (𝒕𝟐 − 𝒕)

𝑽𝑪𝑯𝟒
𝒎𝒂𝒙.𝟏−𝒑 )

] 𝜺𝒊 

 

(16) 

Onde: 

𝑉𝐶𝐻4
𝑆𝑇𝑃 : produção específica de metano no dia (NmL CH4/g SVT); 

𝑉𝐶𝐻4
𝑚𝑎𝑥: volume máximo específico de metano acumulado no experimento (NmL CH4 /g 

SVT); 

p: proporção entre os valores ordenados do primeiro e segundo sigmóide empilhado; 

PI: ponto de inflexão, momento no qual ocorre a máxima liberação do metano; 
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t1 e t2: tempo (dia) em que a produção do primeiro e segundo padrão sigmoidal, 

respectivamente, atinge a taxa máxima (d); 

r1 e r2: taxa máxima de produção de metano para o primeiro e segundo padrão 

sigmoidal, respectivamente (NmL CH4 /g SVT/d); 

Ɛi: erro experimental do modelo no dia. 

 

As regressões foram realizadas por meio do método dos mínimos quadrados 

(Gradiente reduzido generalizado) para modelos não lineares, o qual foi implementado 

no Solver do Excel.  

O parâmetro VmaxCH4 pode ser considerado como um Potencial Bioquímico de 

Metano (PBM) do ensaio, pois representa a produção máxima assintótica de CH4. A 

principal vantagem de adotar esse parâmetro como PBM é que ele leva em 

consideração a tendência de todos os dados experimentais, principalmente aqueles 

da etapa formada na fase final de cada experimento. Assim, existe uma precisão maior 

para calcular o PBM do que utilizar a média dos últimos valores de produção 

específica acumulada de CH4. 

 

3.5 Análises dos Digestatos 
 

Ao final dos ensaios de PBM, os frascos foram abertos em uma câmera de fluxo 

laminar e as amostras de uma mesma condição operacional foram unificadas para 

serem analisadas como amostra única. Parte do material foi transferido para 

eppendorfs e armazenado em um freezer -80°C, para realização das análises de 

metagenômica. O restante do material foi armazenado em um freezer -12°C para 

análise do pH, composição química e macro e micronutrientes. 

3.5.1 Potencial hidrogeniônico (pH) 
 

O pH da mistura final foi determinado utilizado o pHmetro de bancada (PH913, 

Metrohm) previamente calibrado. 
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3.5.2 Análise da Série de Sólidos 
 

Os efluentes obtidos foram caracterizados quanto aos sólidos totais (ST), 

sólidos voláteis totais (SVT) e sólidos fixos totais (SFT) segundo a metodologia APHA 

(2005), conforme descrito no item 4.3.3.  

 

3.5.3 Demanda Química de Oxigênio (DQO) 
 

A DQO dos efluentes obtidos foram realizadas de acordo com o método 5220D 

descrito no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 

2005), conforme descrito no item 4.3.4. Para estes materiais, a diluição analítica foi 

de 500 vezes.  

 

3.5.4 Composição Química 

 

Para determinação da composição química do efluente, as amostras foram 

centrifugadas em uma centrífuga de bancada (NT 820, Nova Técnica) e o 

sobrenadante armazenado sob refrigeração à 5C. Na preparação das amostras para 

análise em HPLC, o líquido teve o pH ajustado com uma solução de ácido sulfúrico 2 

mol/L. Para cada 1,0 mL de amostra foram adicionados 40 µL da solução ácida, 

conforme metodologia descrita por Mockaitis et al., (2020). Ao final, as amostras foram 

filtradas em filtros de 0,22 µm, de membrana de celulose, em vials, para análise da 

composição. 

As análises cromatográficas foram realizadas por meio de um HPLC Agilent 

Technologies (1260 Infinity) empregando os detectores de índice de refração (IR), para 

quantificação da glicose, celobiose, xilose, arabinose e ácidos acético, levulínico, 

fórmico, propiônico, butírico, isobutírico, valérico, isovalérico e hexanóico (capróico). 

Já o detector de ultravioleta de arranjo de diodos (UV-DAD) foi empregado para a 

quantificação do furfural e HMF.  

Para quantificação dos açúcares, ácidos orgânicos e ácidos graxos voláteis 

(AGVs) foi empregado as condições:  
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• Coluna: Bio-Rad Aminex HPX-87H (300mm x 7.8mm); 

• Volume de injeção: 100 μL;  

• Fase móvel: solução de ácido sulfúrico 0,05 mol/L degaseificada;  

• Vazão: 0,8 mL/min;  

• Tempo de corrida: 70 min;  

• Temperatura dos detectores e do forno da coluna: 45°C. 

 

Para a determinação de aldeídos furânicos (furfural e HMF), as condições de 

análise foram: 

• Coluna: Nova-Pak C18, 4 µm (Waters); 

• Volume de injeção: 20 µL;  

• Fase móvel: acetonitrila:água, 1:8, com 1% (v/v) de ácido acético, degaseificada;  

• Vazão: 0,8 mL/min;  

• Tempo de corrida: 5 min;  

• Temperatura do detector DAD e do forno da coluna: temperatura ambiente e 30°C, 

respectivamente; 

• Comprimento de onda: 274 nm.  

 

3.5.5 Análise de Micro e Macronutrientes 
 

As análises de micro e macronutrientes do digestato foram realizadas no 

Laboratório de Nutrição Mineral de Plantas e Metais Pesados, do Departamento de 

Solos e Recursos Ambientais da Faculdade de Ciências Agronômicas (FCA), Unesp, 

Campus de Botucatu, como prestação de serviços. 
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As leituras foram realizadas diretamente nas amostras encaminhadas, sem 

qualquer processo de diluição ou etapa de filtração. Foram determinadas as 

concentrações nitrogênio (N), fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), magnésio (Mg), 

enxofre (S), sódio (Na), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn) e zinco (Zn), 

na forma mineral.  

A quantificação do N foi realizada por titulação com uma solução de ácido 

sulfúrico. A análise de P total foi realizada através da colorimetria do metavanadato. 

Já os elementos S e B foram quantificados por técnicas espectrofotométricas. Os 

demais elementos químicos, K, Ca, Mg, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, foram quantificados por 

fotometria de absorção atômica. 

 

3.5.6 Análise de Metagenômica  
 

A análise metagenômica foi realizada para o inóculo e o dejeto utilizados nos 

ensaios, assim como os digestatos obtidos após os ensaios de DA e co-Da. A análise 

foi realizada no Laboratório de Biologia Molecular, do Laboratório de Biotecnologia 

Aplicada, localizado na Faculdade de Medicina (FMB) da Unesp, Campus de 

Botucatu, conforme descrito por Manzoli et al., (2022).  

As análises foram realizadas pelo sequenciamento em larga escala da região 

genômica V3-V4 do 16S ribossomal utilizando o sequenciador MiSeq (Illumina, CA, 

USA), segundo as especificações do fabricante.  

O DNA genômico foi extraído utilizando DNeasy PowerSoil Kit (100) – QIAGEN 

seguindo o protocolo estabelecido disponível comercialmente pela própria empresa. 

Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C para serem 

utilizadas nas etapas seguintes.  

Após a extração de DNA, as amostras foram encaminhadas para a 

quantificação e constatação da pureza utilizando espectrofotômetro tipo NanoDrop 

One (Thermo Scientific), a 260 e 280 nm. As amostras foram analisadas em duplicata. 

Para a quantificação foi utilizado 2,0 µL de cada amostra e o equipamento foi calibrado 

utilizando água. 
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Após as etapas de extração e quantificação, o gene ribossomal 16S foi 

amplificado pela utilização da técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR). O 

gene 16S do DNA extraído foi amplificado com os conjuntos de primer amplamente 

conservados visando às regiões V3-V4. Esta etapa usou beads magnéticas AMPure 

XP para purificar o amplicon desejado, seguindo o protocolo PCR Clean-up do guia 

de preparação da biblioteca de sequenciamento metagenômico 16S.  

Para preparação do mix foram utilizadas as seguintes sequências de 

oligonucleotídeos dos primes: F CCTACGGGNGGCWGCAG e R 

GACTACHVGGGTATCTAATCC, a fim de preparação as diluições e concentrações 

ideais da biblioteca, conforme o Protocolo NEBNext Library Quant Kit Quick (E7630) 

(New England Biolabs, 2015).  

O PCR foi realizado em um termociclador (SimpliAmp) seguindo as orientações 

para termociclagem descritas na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Condições de termociclagem 

Etapas Ciclos Temperatura (°C) Tempo (s) 

1 1 98 30 

2 30 

98 10 

55 30 

72 30 

3 1 72 5 

4 1 4 Infinito 

 

Ao final foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1,0%, contendo 3,0 

μL de brometo de etídeo, corridos em PBS 1x por 30 min em 90 V, para confirmação 

da qualidade do DNA. Ao término da corrida da eletroforese, o gel foi fotodocumentado 

sob luz ultravioleta, conforme apresentado na Figura 16.  

 

Figura 16 - Bandas de DNA obtidas em géis de agarose 
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Após o término da PCR, os produtos (amplicons) foram conferidos para 

certificar que todas as amostras foram amplificadas corretamente por meio de uma 

eletroforese em gel de agarose 0,8% com 5,0 μL de amplicons. Em seguida, para a 

confirmação da qualidade dos amplicons, 22,0 μL foram purificados seguindo as 

orientações descritas no kit comercial QIAquick® PCR Purification Kit. Ao final, o 

material foi avaliado novamente quanto a qualidade e integridade do produto em 

eletroforese utilizando um volume de 2,0 μL do amplicon purificado. 

No preparo da biblioteca foi realizada a indexação seguindo as instruções do 

protocolo. Foi utilizado uma placa da empresa Illumina realizando combinações dos 

index para cada amostra ter uma combinação característica e única. A Figura 17 

apresenta a preparação da biblioteca.  

 

 

 

 

 

 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2023 
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Figura 17 - Preparação da biblioteca através do Index disponibilizados pela 
Illumina 

 

 

Posteriormente foi realizada a purificação da biblioteca utilizando beads 

AMPure antes da etapa de quantificação, seguida de uma segunda etapa de PCR de 

acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (PCR Clean-up 2). As condições de 

termociclagem para essa etapa foram as mesmas apresentadas na Tabela 7. A 

preparação e diluição dos primers contidos no kit, assim como as amostras, seguiram 

a metodologia descrita pelo fabricante (Illumina, 2013). 

Após a indexação e purificação das amostras foi feito uma eletroforese com gel 

de agarose a 2,0% e tampão tris/borato/EDTA (TBE) para certificar que as amostras 

foram todas amplificadas corretamente, cujo tamanho esperado do amplicon foi de 

aproximadamente 630 pb. Para ser possível sequenciar as amostras foi necessário 

deixar todas em uma mesma concentração (4,0 ± 0,2 nM) para estarem igualmente 

representadas, concentrando ou diluindo as amostras. Sendo assim, as amostras 

foram quantificadas no Qubit (NanoDrop) obtendo para adequação da concentração. 

Ao final, foi preparado um pull com 5 µL de cada amostra e inserido no cartucho para 

sequenciamento. 

Após extração de DNA, quantificação, purificação e amplificação, o 

sequenciamento foi iniciado utilizado no sequenciador Genome Analyser (Illumina).  

  

Foto: Estela Gato Ferreira- 2023 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Pré-tratamento Hidrotérmico do Caule do Lúpulo 
 

A distribuição granulométrica da biomassa moída é apresentada na Tabela 8. 

 

Tabela 8 - Classificação das peneiras e distribuição granulométrica 

Peneira Biomassa retida 

(g) 

Fração retida 

(%) Malha  Abertura (mm) 

3/8 9,52 103,59 77,13 

40 0,42 21,41 15,94 

45 0,35 3,21 2,39 

50 0,297 1,02 0,76 

60 0,250 0,81 0,60 

80 0,177 1,74 1,29 

100 0,148 0,57 0,42 

Base - 1,93 1,43 

Total  134,29 100 

 

A Figura 18 demonstra a biomassa obtida após a etapa de pré-tratamento e as 

frações recuperadas após a etapa de separação sólido/líquido utilizando, como 

exemplo, a condição à 190°C, 10 min. As demais condições de pré-tratamento 

apresentaram um material com aspecto e coloração muito similar à da imagem. 

Um dos fatores importantes deste processo é a severidade, que desempenha 

um papel relevante na produção de biometano (Hashemi; Karimi; 

Mirmohamadsadeghi, 2019), pois interfere diretamente na digestibilidade do material 

e está intrinsicamente ligado as condições operacionais. 
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Figura 18 - Biomassa pré-tratada na condição 190°C, 10 min: lama obtida após 
o pré-tratamento (a), e hidrolisado hemicelulósico (HH) (b), e celulignina (c) 

após a etapa de separação sólido/líquido 

 
(a)                            (b)                                (c) 

 

A Tabela 9 apresenta os fatores de severidade e severidade combinado de cada 

condição de pré-tratamento avaliado, além do pH ao final do processo. 

 

Tabela 9 - Fator de severidade (Log R0), severidade combinado (Log R’0) e pH 
das biomassas pré-tratadas 

Condições operacionais 

(°C, min) 
Log R0 Ph Log R’0 

175, 10 3,21 5,2 - 1,96 

190, 10 3,65 4,8 - 1,15 

205, 10 4,09 4,6 - 0,52 

 

Analisando a Tabela 9 é possível observar que o pH diminui à medida que o 

fator de severidade aumenta, devido ao aumento da temperatura do processo. Isso 

pode ser explicado devido à parte da fração hemicelulósica solubilizada ter sido 

degradada e levando à formação de ácidos fracos, promovendo a redução do pH do 

meio. Além disso, quanto mais severo é o processo de pré-tratamento, mais ácido 

acético das cadeias hemicelulósicas podem ser solubilizadas, promovendo também 

essa alteração do pH do meio.  

Um estudo realizado por Thompson et al., (2020), demonstrou a importância da 

severidade do pré-tratamento nos processos de DA. Os autores realizaram o pré-

tratamento hidrotérmico de algas invasoras (Sargaços pelágicos) e observaram que o 

Foto: Estela Gato Ferreira- 2022 
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aumento da severidade do pré-tratamento promoveu uma maior hidrólise das frações 

da biomassa, como carboidratos, proteínas e a conversão de polissacarídeos à 

monômeros orgânicos. Entretanto, os autores também observaram uma redução 

significativa na produção de metano quando o fator de severidade é aumentado, 

saindo de uma produção de 103,90 ± 1,48 NmL/g SV para 62,37 ± 2,16 NmL/g SV 

quando o fator foi alterado de 2,77 para 3,83. Isso se deve ao fato da formação de 

compostos inibitórios que muito provavelmente prejudicaram o processo fermentativo. 

Song et al., (2019) investigaram o efeito do fator da severidade do pré-

tratamento hidrotérmico no desempenho na DA dos resíduos da cultura do milho. O 

pré-tratamento da biomassa foi realizada com e sem a presença de amônia, nas 

temperaturas de 100, 150 e 200°C, em tempos de 5 à 30 min. Os resultados 

mostraram que os pré-tratamentos favoreceram a formação de ácidos graxos voláteis 

(AGVs), onde na condição mais severa (200°C, 10 min; Log R0 7,27) foi observado 

um aumento na produção de AGVs de 3,35 vezes quando comparado a condição de 

menor severidade (100°C, 5 min, LogR0 1,09). Nas condições mais severas, foram 

observadas alta solubilização de hemiceluloses, entretanto, para a DA, as condições 

mais brandas de processo favoreceram a produção de metano, com incremento de 

16,26% e 22,74% para a biomassa pré-tratada à 100°C, 30 min, com e sem a 

presença de amônia, respectivamente.  

O mesmo efeito de formação de inibidores nas condições mais severas de 

processo foram observados por Batista et al., (2019). Os autores avaliaram diferentes 

fatores de severidade no pré-tratamento hidrotérmico da palha da cana-de-açúcar e 

demonstraram que baixos fatores de severidade (< 3,39) não promoveram alteração 

expressivas na estrutura da biomassa, enquanto valores mais elevados (> 4,70) 

resultaram em perda de açúcares hidrolisados, levando a formação de inibidores 

como furfural e formação de estruturas de pseudo-lignina. A melhor condição de pré-

tratamento foi obtida à 195°C e 10 min, promovendo uma baixa solubilização de 

celulose (9,80%) e alta solubilização de hemiceluloses (85,45%). Valores próximos de 

solubilização de celulose (9,4%) foram observados no estudo presente, empregando 

a condição menos severa de pré-tratamento (175°C, 10 min) como mostra a Tabela 

10. 
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A Tabela 10 apresenta a composição química da biomassa in-natura e das 

frações sólidas lavadas (celuligninas) obtidas após as etapas de separação 

sólido/líquido. Além disso, é apresentado o balanço de solubilização de cada um dos 

componentes macromoleculares após a etapa de pré-tratamento. 

É possível observar que não houve diferença estatística nos valores 

percentuais de celulose entre as biomassas pré-tratadas. Quanto à lignina 

composicional, foi observada uma diferença na composição considerando a condição 

mais severa de pré-tratamento (205°C, 10 min).  

Já no caso das hemiceluloses, todos as condições operacionais avaliadas 

demonstraram uma diferença estatisticamente significativa à 95% de confiança, o que 

era esperado já que o pré-tratamento hidrotérmico favorece a solubilização desta 

fração da biomassa, com o aumento da severidade do processo, como também foi 

observado por Rahmani et al., (2023). 

Os dados expostos na Tabela 10 evidenciam um aumento progressivo na 

solubilização das hemiceluloses conforme a severidade aumenta. A utilização do fator 

de severidade em processos hidrotérmicos tem se difundido para a compreensão das 

interações entre temperatura e tempo de reação e seus efeitos nas alterações 

estruturais da biomassa. O principal impacto do pré-tratamento hidrotérmico em 

biomassas lignocelulósicas reside na solubilização da fração hemicelulósica, gerando 

intermediários a um custo operacional reduzido (Ruiz; Thomsen; Trajano, 2017).  

Devido a presença dos grupos acetilas nas cadeias das hemiceluloses, há um 

favorecimento da acidificação do meio e consequentemente a hidrólise das 

hemiceluloses. Além disso, a presença do ácido acético se torna um componente 

importante para o processo de DA, por se tratar de um AGVs. Tal efeito da presença 

do ácido acético na solubilização das hemiceluloses pode ser observado na 

composição química da fração líquida obtida após cada ensaio de pré-tratamento 

(HH), conforme apresentado na Tabela 11. A Tabela 11 apresenta a composição 

química dos açúcares monoméricos e oligoméricos obtidos após a etapa de pré-

tratamento, em cada uma das condições operacionais, além da concentração dos 

ácidos orgânicos e produtos de degradação. 
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Tabela 10 - Composição físico-química da biomassa in-natura e das celuligninas obtidas após a etapa de pré-
tratamento para determinação da porcentagem de solubilização dos macrocomponentes  

Biomassa 
Rendimento 

(%) 

Composição da celulignina (%) Solubilização (%) 

Celulose Hemiceluloses Lignina Cinzas Extrativos Celulose Hemiceluloses Lignina 

In-natura - 34,2 ± 0,1a 8,3 ± 0,9a 29,9 ± 0,7a 5,3 ± 0,2a 27,4 ± 0,9 - - - 

175°C 62,7 ± 0,7a 49,8 ± 0,5b 11,0 ± 0,1b 34,5 ± 0,3b 5,4 ± 0,4a - 9,4 ± 1,1a 13,0 ± 2,7a 27,1 ± 0,1a 

190°C 59,7 ± 0,4ab 50,5 ± 0,2b 9,9 ± 0,2c 34,9 ± 0,5b 5,6 ± 0,2a - 12,5 ± 0,2b 24,6 ± 1,8b 29,9 ± 1,4a 

205°C 58,9 ± 0,7b 50,5 ± 0,2b 5,7 ± 0,1d 38,5± 0,0c 5,3 ± 0,9a - 14,5 ± 0,5b 57,1 ± 2,7c 25,7 ± 2,1a 

Letras iguais em cada coluna indicam que não houve diferença estatisticamente significativa à 95% de confiança, pelo teste de Tukey. 
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Tabela 11 - Composição química do HH em cada condição de pré-tratamento 

Concentração (g/L) 
Hidrolisado hemicelulósico 

175°C, 10 min 190°C, 10 min 205°C, 10 min 

Xilose 3,09 ± 0,03a 3,25 ± 0,05a 6,63 ± 0,20b 

Xilana 0,00 0,00 0,00 

Glicose 1,90 ± 0,06a 1,05 ± 0,03b 1,60 ± 0,03c 

Glucana 0,31 ± 0,02a 0,07 ± 0,01b 0,00c 

Arabinose 0,57 ± 0,04a 0,56 ± 0,04a 1,48 ± 0,02b 

Ácido fórmico 0,79 ± 0,09a 1,87 ± 0,34b 8,59 ± 0,91c 

Ácido acético 2,42 ± 0,45a 4,79 ± 0,23b 10,63 ± 0,66c 

Ácido levulínico 0,24 ± 0,0a 0,28 ± 0,07a 0,00b 

Furfural 0,00 0,00 0,61 ± 0,02a 

5-Hidroximetilfurfural (HMF) 0,61 ± 0,07a 1,11 ± 0,06b 2,56 ± 0,04c 

Letras iguais em cada linha indicam que não houve diferença estatisticamente à 95% de confiança, 

pelo teste de Tukey. 

 

Analisando os dados da Tabela 11, é possível observar que o aumento da 

temperatura de pré-tratamento promove um aumento da concentração de xilose 

monomérica no meio, sendo observado uma diferença estatisticamente significativa à 

95% de confiança na condição mais severa do processo. Além disso, há um aumento 

na liberação do ácido acético presente nas cadeias hemicelulósicas da biomassa, com 

o aumento da severidade do processo.  

Outro fator interessante é que não foi observado a presença de xilana em 

nenhuma condição de pré-tratamento avaliada, sendo este xilooligossacarídeos 

(XOS) comumente observado em processos hidrotérmicos empregando outras 

biomassas lignocelulósicas em condições operacionais similares, como bagaço de 

cana-de-açúcar (Santucci et al., 2015), palha de cana-de-açúcar (Brenelli et al., 

2020a), casca de avelã (Surek; Buyukkileci, 2017), e capim elefante (Toscan et al., 

2019). Ao mesmo tempo, condições similares de pré-tratamento levam a uma 

solubilização de hemiceluloses muito mais expressiva destas biomassas, 

demonstrando características estruturais distintas do caule de lúpulo. Além disso, é 
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comum visualizar a presença de oligossacarídeos no meio, como pode ser visto na 

Tabela 12, o que não acontece em nosso processo.  

Ainda considerando a Tabela 11, é possível observar um aumento considerável 

da concentração de HMF e ácido fórmico com o aumento da severidade do pré-

tratamento, sendo estes produzidos mediante a degradação da celulose, conforme 

pode ser observado na Figura 19.  

 

Figura 19 - As reações de hidrólise da celulose e hemiceluloses levando à 
formação de furfural, HMF, ácido levulínico e fórmico, além da humina 

 

Fonte: Adaptado de Yu et al., (2020).  
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Tabela 12 - Comparação entre a solubilização de hemiceluloses e produção de xilooligossarídeos em condições 
similares de pré-tratamento 

Biomassa 

Processo Condição de pré-

tratamento  

(°C, min, % sólidos) 

Solubilização de 

hemiceluloses (%) 

Xilooligossacarídeos 

(XOS, %) 
Referência 

Caule de lúpulo Hidrotérmico 

175, 10, 10 

190, 10, 10 

205, 10, 10 

13,0 

24,6 

57,1 

0 

0 

0 

Nosso trabalho 

Palha de cana-

de-açúcar 

Desacetilação 

(60°C, 30 min 0,8% 

NaOH m/m) seguido 

de hidrotérmico 

170, 10, 10 

190, 10, 10 

200, 10, 10 

210, 10, 10 

16,0 

64,4 

82,7 

91,8 

4,4 

8,8 

8,5 

0 

Brenelli et al., 2020 

Bagaço de cana-

de-açúcar 
Hidrotérmico 

170, 10, 10  

190, 10, 10 

42,2 

63,0 

30,0 

45,0 
Santucci et al., 2015 

Casca de avelã Hidrotérmico 190, 15, 10 77,8 50,2 Surek; Buyukkileci, 2017 

Capim elefante Hidrotérmico 180, 60, 10 88,7 10,2 Toscan et al., 2019 
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Em estudos realizados por (Lee; Young Park, 2020), o pré-tratamento 

hidrotérmico de resíduos de girassol à 200°C, 30 min e 0,1% (m/v) sólidos, promoveu 

um aumento significativo da produção de HMF (0,4032 g/L) quando comparado à 

condições mais brandas de pré-tratamento avaliadas, o que impactou negativamente 

na produção de biometano. A condição à 200°C promoveu uma produção de 236,95 

NmL CH4/g SV, redução de 18% quando comparado a DA empregando a biomassa 

pré-tratada à 180°C, 30 min e 0,1% (m/v) sólidos, melhor condições no processo de 

DA. Isso se deve ao fato dos aldeídos furânicos, como HMF e furfural, inibirem o 

metabolismo dos microrganismos e reduzir o rendimento do processo de DA 

(Balasundaram et al., 2022).  

De forma geral, nos estudos relacionados ao pré-tratamento hidrotérmico de 

biomassas lignocelulósicas, a concentração de furfural gerada durante o processo 

costuma ser relatada de maneira superior a de HMF, e sua formação ocorre em 

temperaturas acima de 150°C (Rahmani et al., 2023). Conforme observado na Tabela 

10, a concentração de HMF foi bem superior à de furfural, o que pode ser explicado 

devido a produção de ácido fórmico a partir da quebra do furfural, gerando um 

aumento expressivo deste ácido com o aumento da severidade do pré-tratamento. 

Como o ácido fórmico também pode ser obtido a partir da quebra do furfural (Figura 

19), o aumento da sua concentração do meio pode ser justificado mediante esse 

processo.  

 

4.2 Composição dos Substratos e Inóculos para os Ensaios de DA e co-DA 

4.2.1 Análise da Série de Sólidos e pH 

 

A determinação do teor de sólidos tem como objetivo quantificar a matéria 

biodegradável disponível nos substratos visando um melhor desempenho do processo 

de DA. A Tabela 13 apresenta os dados de sólidos totais (ST), voláteis totais (SVT) e 

fixos totais (SFT) obtidos em cada uma as amostras empregadas nos ensaios, bem 

como os valores iniciais de pH dos substratos.  
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Tabela 13 - Análise de série de sólidos e pH dos substratos e inóculo utilizados nos ensaios de DA 

Substratos 
Condições de pré-

tratamento (°C, min) 
pH 

Sólidos Totais 

(ST) (g/g) 

Sólidos Voláteis 

Totais (SVT) (g/g) 

Sólidos Fixos 

Totais (SFT) (g/g) 

In-natura - - 0,880 ± 0,009e 0,788 ± 0,012f 0,092 ± 0,011c 

Lama 175, 10 5,7 ± 0,01ª 0,108 ± 0,003a 0,103 ± 0,003b 0,005 ± 0,000a 

Lama 190, 10 5,6 ± 0,01ª 0,097 ± 0,002ab 0,091 ± 0,002c 0,006 ± 0,000a 

Lama 205, 10 5,4 ± 0,02ª 0,083 ± 0,005b 0,077 ± 0,005d 0,006 ± 0,000a 

Licor 175, 10 5,2 ± 0,31b 0,024 ± 0,000c 0,020 ± 0,000a 0,004 ± 0,000a 

Licor 190, 10 4,8 ± 0,02c 0,027 ± 0,000c 0,023 ± 0,000a 0,004 ± 0,000a 

Licor 205,10 4,6 ± 0,02c 0,028 ± 0,000c 0,023 ± 0,000a 0,004 ± 0,000a 

Dejeto - - 0,197 ± 0,002d 0,160 ± 0,005e 0,037 ± 0,004b 

Inóculo - 7,4 ± 0,02d 0,008 ± 0,000f 0,004± 0,000g 0,004 ± 0,000a 

Letras iguais em cada coluna indicam que não houve diferença estatisticamente significativa à 95% de confiança, pelo teste de Tukey.
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Analisando a Tabela 13 é possível observar que o lodo utilizado como inóculo 

nos ensaios apresentou pH inicial de 7,4, o que demonstra que o mesmo estava 

neutralizado e estabilizado no processo de coleta. Valores similares de pH foram 

observados na literatura de lodos proveniente de biodigestão de dejetos bovinos 

(Sicchieri et al., 2022) e de DA com 20% de águas residuais municipais e 80% de 

dejeto animal (Dawana Keche et al., 2022). Para os substratos obtidos após a etapa 

de pré-tratamento (HH e lama), a faixa de pH variou de 4,6 à 5,7.  

Analisando a concentração de SVT, é possível observar que apesar das 

diferentes composições químicas entre os HH (Tabela 13), não é observado uma 

diferença estatisticamente significativa à 95% de confiança na concentração de SVT.  

Já para a lama, a concentração de SVT diminuiu com o aumento da severidade 

do pré-tratamento. A biomassa in-natura apresentou o maior valor de SVT, 0,788 ± 

0,012 g SVT/g substrato.  

 

4.2.2 Análise de DQO e Composição Elementar 
 

A composição elementar permite uma estimativa rápida do PBMT para cada 

substrato (Oliva et al., 2021). A caracterização por meio da composição elementar 

também é empregada para projetar uma conversão de biomassa e melhorar a 

eficiência geral de produção de biogás (Das et al., 2023). 

A Tabela 14 apresenta os valores de carbono (C), nitrogênio (N), hidrogênio 

(H), oxigênio (O) e enxofre (S) da biomassa in-natura, do dejeto, das lamas, e dos HH. 

Os dados de análise elementar das amostras de HH foram determinadas a partir dos 

dados de nitrogênio total (NT), sólidos totais (ST) e DQO, conforme descrito pelas 

Equações 4, 5 e 6.  

Analisando a  

Tabela 14 é possível observar que a porcentagem de carbono aumenta à 

medida que as condições de pré-tratamento ficam mais severas, sendo este efeito 

observado tanto para a lama quanto para o hidrolisado obtido.  
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Tabela 14 - Composição elementar (%), nitrogênio orgânico, sólidos totais e DQO 
dos substratos provenientes da biomassa lignocelulósica e dejetos 
bovinos 

Substrato 
Composição elementar (%) NT 

(g/L) 
ST 

(g/kg) 
DQO 
(g/L) C N H S O 

In natura  41,12 1,45 5,18 - 52,25    

Dejeto 37,66 1,57 4,70 0,27 55,80    

Lama 175°C 44,92 3,69 4,24 - 47,15    

Lama 190°C 45,62 4,66 4,15 - 45,57    

Lama 205°C 46,52 1,28 5,40 0,14 46,66    

HH 175°C 39,07 3,81 7,25 - 49,87 0,94 24,5 26,3 

HH 190°C 40,23 3,82 7,84  48,11 1,04 27,0 31,5 

HH 205°C 41,91 3,53 8,67  45,88 0,98 27,6 36,1 

 

Diversos trabalhos encontrados na literatura analisam a composição elementar 

de substratos lignocelulósicos e de dejetos de animais a fim auxiliar na determinação 

do potencial de produção de biogás e biometano (Sahoo; Kumar; Mohanty, 2022), e 

na produção de hidrogênio (Sridevi et al., 2023). Os dados de composição elementar 

de diferentes tipos de biomassas lignocelulósicas e de dejetos bovinos são 

apresentados na Tabela 15. 

É possível observar que os valores dos componentes elementares variam 

bastante entre as biomassas e os dejetos bovinos.  

Observando a Tabela 15 é possível notar que o percentual de enxofre (S) 

presente em dejetos de bovinos é maior que as biomassas lignocelulósicas in-natura.  
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Tabela 15 - Comparação da composição elementar de diferentes biomassas 
lignocelulósicas in-natura, comumente utilizadas em processos de 
DA para produção de biometano e hidrogênio, e dejetos bovinos 

Substratos 
Composição elementar (%) 

Referências 
C N H S O 

Caule de lúpulo  41,12 1,45 5,18 - 52,25 Este trabalho 

Resíduos de capim de 
área não cultivada 

47,1 2,8 5,8 0,09 44,2 Bedoić et al., 2019 

Caniço 46,87 0,55 6,14 0,08 46,87 Lizasoain et al., 2016 

Echinochloa stagnina 
44,98 1,85 5,66 - 47,49 

Singh; Mahanta; Bora, 
2017 

Palha de arroz 38,65 0,2 5,58 - 43,05 Lin et al., 2014 

Palha de milho 43,5 1,5 6,2 0,2 43,9 Zhao et al., 2011 

Bambu 49,9 6,0 6,5 0,6 37,0 Shi et al., 2017 

Caule de milho 48,3 0,9 5,5 0,1 45,1 Parvez et al., 2020 

Dejeto bovino 37,66 1,57 4,70 0,27 55,80 Este estudo 

Dejeto bovino 43,38 5,02 6,35 0,83 31,72 Abid et al., 2021 

Dejeto de bovinocultura 
leiteira 

34,42 1,92 4,91 0,65 30,44 Shen et al., 2015 

Dejeto de bovinocultura 
de corte 

37,64 2,16 5,26 0,59 31,90 Shen et al., 2015 

Dejeto bovino 38,8 2,2 4,7 0,7 26,5 
Kim; Lee; Young Kim, 

2023 

 

4.2.3 Análise de Macro e Micronutrientes dos Substratos e Inóculo 
 

Os oligoelementos são essenciais para o crescimento celular dos 

microrganismos, sendo sua deficiência muitas vezes ignorada devido à diversidade 

destas fontes presentes no substrato. Os sistemas de DA funcionam de forma eficiente 

quando são suplementados com micro e macronutrientes (Agrawal; Chaudhari; 

Ghosh, 2023; Mirmohamadsadeghi et al., 2019), sendo a falta destes prejudicial a 

produção de biometano (Agrawal; Chaudhari; Ghosh, 2023). 

Nos processos anaeróbicos, os metais podem atuar como micronutrientes 

essenciais para diversas reações enzimáticas; além de inibidores de toxicidade por 
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sulfeto. Atuam também como agentes ligantes de nutrientes, estimulantes de 

biomassa, ou promotores de agregação celular (Oleszkiewicz; Sharma, 1990).  

Ressalta-se que os valores de micro e macronutrientes podem variar de acordo 

com a biomassa vegetal, em virtude da cultura, solo, clima, manejo, fertilizantes, 

dentre outros (Isikgor; Becer, 2015).  

A Tabela 16 apresenta as concentrações de micro e macronutrientes 

detectadas nos substratos utilizados nos ensaios de DA e co-DA.  

Analisando a Tabela 16 é possível observar que o dejeto apresenta uma 

concentração mais elevada de ferro quando comparado aos demais substratos. Tal 

elemento é fundamental para manter o funcionamento estável da DA, devido às suas 

propriedades condutoras (Kato; Hashimoto; Watanabe, 2012), sua capacidade de 

diminuir o potencial oxidativo-redutor e, portanto, fornece um ambiente mais favorável 

para a DA (Liu et al., 2011). Além disso, desempenha um papel como cofator de várias 

atividades enzimáticas importantes, como a piruvato-ferrodoxina oxidoredutase, que 

contém aglomerados de Fe-S e desempenha um papel fundamental na DA (Liu et al., 

2012).  

Wu et al., (2016) determinaram os efeitos de diferentes concentrações de 

metais na suplementação de DA de óleos residuais de caixas de gorduras. Foram 

avaliadas diferentes concentrações de potássio (K), magnésio (Mg), zinco (Zn) e 

manganês (Mn), empregando um lodo de DA em condições mesofílica. A 

concentração de Fe do inóculo foi de 68,06 mg/g ST, significativamente maior que o 

valor detectado no inóculo utilizado neste estudo (3,22 mg/g ST). 

Dentre os macroelementos de grande importância na DA estão o N, P, K, S, 

Ca, Mg e Na. Esses componentes são essenciais para o crescimento microbiano 

durante o processo de DA (Vintiloiu et al., 2012).  

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/enzymatic-activity
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Tabela 16 - Concentrações de micro e macronutrientes encontrados nos substratos e inóculo utilizados na DA e co-DA 

Nutrientes 
(mg/g ST) 

Inóculo Dejeto In-natura  Lama   HH  

    175°C 190°C 205°C 175°C 190°C 205°C 

Sódio (Na) 30,49 14,68 0,38 1,03 0,67 1,17 2,27 2,01 2,43 

Magnésio (Mg) 30,42 8,67 3,49 2,86 3,20 3,71 9,80 8,99 9,22 

Alumínio (Al) 3,83 12,15 0,07 0,09 0,11 0,15 0,08 0,17 0,18 

Silício (Si) 16,45 30,43 0,46 0,68 0,77 0,82 2,29 2,14 2,53 

Fósforo (P) 21,99 11,61 5,36 5,53 5,41 6,00 16,91 13,20 13,83 

Enxofre (S) 6,16 3,56 0,43 0,62 0,71 0,81 1,49 1,21 1,16 

Cloro (Cl) 17,54 4,91 1,97 2,76 3,29 4,41 18,35 14,88 12,00 

Potássio (K) 42,79 13,22 15,25 13,55 15,89 18,72 58,25 52,27 49,30 

Cálcio (Ca) 53,02 14,34 7,70 9,62 9,89 10,00 6,09 6,81 8,48 

Titânio (Ti) 0,36 3,09 0,01 0,02 0,02 0,02 0,00 0,00 0,03 

Cromo (Cr) 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Manganês (Mn) 0,46 0,35 0,02 0,02 0,03 0,03 0,06 0,04 0,06 

Fero (Fe) 3,22 15,29 0,16 0,18 0,21 0,22 0,16 0,21 0,31 

Cobre (Cu) 0,79 0,22 0,12 0,02 0,02 0,02 0,03 0,00 0,01 

Zinco (Zn) 0,45 0,28 0,02 0,02 0,02 0,03 0,04 0,03 0,03 

Boro (Br) 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,08 0,07 0,07 

Rubídio (Rb) 0,06 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,07 0,08 0,08 

Estrôncio (Sr) 0,20 0,04 0,06 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07 0,09 

Zircônio (Zr) 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 

Bário (Ba) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 
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O K desempenha uma importante função fisiológica nos microrganismos 

metanogênicos (Scherer; Lippert; Wolff, 1983) e de modo geral, todos os substratos 

apresentaram valores significativos de K, cujas maiores concentrações foram 

observadas para os HH. Há também, concentrações significativamente maiores de 

fósforo (P) no HH quando comparados às frações de lama, nas mesmas condições, 

como mostra a Tabela 15. 

O Na pode causar efeito inibitório na metanização de AGVs, principalmente o 

ácido propiônico, em concentrações entre 3 a 16 g/L. No entanto, para substratos ricos 

em glicose, esta concentração não afeta significativamente a fase de metanogênica. 

As arqueas metanogênicas são capazes de se adaptar a altas concentrações de Na, 

levando a altas conversões de CH4 (Feijoo et al., 1995). Analisando a Tabela 15 é 

possível observar que os substratos lignocelulósicos, oriundos do pré-tratamento do 

caule de lúpulo, não apresentaram concentrações de sódio que pudessem interferir 

negativamente no processo de DA. Entretanto, a concentração de Na detectada no 

dejeto bovino deste estudo é bastante superior quando comparada a estudos 

presentes na literatura, que demonstram valores variando de 2,01 mg/g ST (Li et al., 

2016) a 7,37 mg/g ST de Na (Tsapekos et al., 2021) no dejeto.  

Quantidades consideráveis de S podem diminuir a produção de CH4 a partir do 

acetato devido à atividade da bactéria redutora de sulfato. Essas bactérias competem 

utilizando o acetato para produção de sulfeto e podem até inibir a atividade 

metanogênica, levando a uma redução do processo produtivo (Koster et al., 1986).  

Analisando a Tabela 16, a biomassa de lúpulo in-natura, assim como as lamas 

obtidas nas três condições de pré-tratamento hidrotérmico apresentam valores de S 

bem menores se comparado ao dejeto bovino e ao próprio inóculo.  

O uso de aditivos inorgânicos e biológicos em sistemas de DA tornou-se um 

tópico importante devido à sua capacidade de aumentar o desempenho dos reatores 

em termos de estabilidade do processo, produção de biogás e capacidade de 

tratamento. Entretanto, experiências de pesquisa também mostraram que os aditivos 

podem levar a fenômenos inibitórios, principalmente como resultado da alta 

concentração de cátions no meio digestor. Suplementos de macro e micronutrientes 

têm sido usados para superar a instabilidade do processo através da melhoria da 



103 
 

 
 

capacidade tampão do sistema e atividade anaeróbica de biomassas (Romero-Güiza 

et al., 2016). 

 

4.3 Avaliação da Digestão (DA) e Co-Digestão (Co-DA) Anaeróbica 

4.3.1 Composição Química Inicial dos reatores 
 

As Tabelas 17, 18 e 19 apresentam a concentração inicial dos analitos solúveis 

presentes em cada uma das reações de DA e co-DA, e da composição do sólido 

presente no material. A Tabela I, presente no APÊNDICE B, descreve a massa de cada 

fração utilizada na entrada dos reatores.  

Analisando a Tabela 17 é possível observar uma baixa concentração de 

compostos inibitórios ao processo fermentativo, como o furfural e HMF. O pré-

tratamento hidrotérmico da biomassa lignocelulósica é por vezes acompanhado da 

formação destes compostos, que atuam como recalcitrantes levando à inibição do 

processo biológico (Ahmed et al., 2019). No entanto, as bactérias metanogênicas são 

capazes adaptar-se a tais compostos em um determinado período de tempo, até uma 

certa concentração (Monlau et al., 2013). 

Dentre os AGVs, é observado uma concentração mais expressiva do ácido 

acético, devido a sua presença nas cadeias de hemiceluloses sendo liberados durante 

a etapa de pré-tratamento. Quanto mais severa a condição do pré-tratamento, maior 

a concentração de ácido acético no início da fermentação. 

Não houve presença de isobutírico em nenhuma das amostras analisadas na 

entrada (Tabela 18).  

Em relação à composição sólida de alguns reatores (Tabela 19), é possível 

observar que quanto maior a severidade do pré-tratamento, maior é a massa inicial 

de celulose no reator. Em contrapartida, a massa de lignina presente no sistema 

também aumenta, o que pode impactar negativamente o processo.  
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Tabela 17 - Concentrações dos açúcares, ácidos orgânicos e aldeídos furânicos no início do processo 

  Reator 

Concentração (g/L) 

Celobiose Glicose Xilose Arabinose Furfural HMF 
Ácido 

levulínico 

Controle 
Inóculo 0,021 0,015 0,078 0,005 0,000 0,009 0,115 

Celulose 0,030 0,015 0,078 0,005 0,000 0,010 0,013 

DA 

In-natura 0,029 0,081 0,000 0,006 0,000 0,011 0,132 

Dejeto 0,016 0,015 0,078 0,008 0,000 0,010 0,128 

HH 175°C 0,086 0,229 0,093 0,012 0,000 0,027 0,023 

HH 190°C 0,029 0,124 0,091 0,010 0,001 0,033 0,310 

HH 205°C 0,061 0,104 0,088 0,014 0,003 0,022 0,036 

Lama 175°C 0,023 0,047 0,080 0,005 0,000 0,012 0,018 

Lama 190°C 0,024 0,045 0,081 0,006 0,000 0,014 0,014 

Lama 205°C 0,024 0,036 0,080 0,007 0,000 0,018 0,232 

Co-DA 

In-natura + dejeto 0,024 0,048 0,078 0,005 0,000 0,011 0,191 

HH 175°C + dejeto 0,032 0,205 0,091 0,011 0,000 0,025 0,269 

HH 190°C + dejeto 0,036 0,054 0,083 0,007 0,001 0,013 0,250 

HH 205°C + dejeto 0,024 0,058 0,083 0,009 0,000 0,012 0,260 

Lama 175°C + dejeto 0,025 0,031 0,078 0,004 0,000 0,011 0,157 

Lama 190°C + dejeto 0,025 0,030 0,079 0,005 0,000 0,012 0,146 

Lama 205°C + dejeto 0,010 0,023 0,079 0,005 0,000 0,013 0,026 
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Tabela 18 - Concentrações dos AGVs no início do processo 

  Reator 

Concentração de AGVs (g/L) 

Acético Butírico Isobutírico Isovalérico Capróico Propiônico 

Controle 
Inóculo 0,021 0,000 0,000 0,070 0,050 0,000 

Celulose 0,025 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

DA 

In-natura 0,146 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000 

Dejeto 0,028 0,310 0,000 0,000 0,000 0,000 

HH 175°C 0,000 0,000 0,000 0,080 0,000 0,060 

HH 190°C 1,701 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000 

HH 205°C 2,587 0,000 0,000 0,070 0,000 0,080 

Lama 175°C 0,108 0,000 0,000 0,150 0,050 0,000 

Lama 190°C 0,253 0,000 0,000 0,060 0,000 0,000 

Lama 205°C 0,560 0,000 0,000 0,060 0,000 0,000 

Co-DA 

In-natura + dejeto 0,032 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

HH 175°C + dejeto 1,046 0,000 0,000 0,080 0,000 0,000 

HH 190°C + dejeto 1,010 0,000 0,000 0,060 0,060 0,000 

HH 205°C + dejeto 1,044 0,000 0,000 0,060 0,000 0,000 

Lama 175°C + dejeto 0,047 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000 

Lama 190°C + dejeto 0,100 0,280 0,000 0,060 0,050 0,000 

Lama 205°C + dejeto 0,137 0,000 0,000 0,060 0,000 0,000 
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Tabela 19 - Concentrações dos macrocomponentes da biomassa nos reatores 

 Reator Celulose (g) Hemiceluloses (g) Lignina (g) 

Controle 
Inóculo - - - 

Celulose 0,1417 - - 

DA 

In-natura 0,0576 0,0140 0,0503 

Dejeto - - - 

HH 175°C - - - 

HH 190°C - - - 

HH 205°C - - - 

Lama 175°C 0,6332 0,1399 0,4387 

Lama 190°C 0,7222 0,1416 0,4991 

Lama 205°C 0,8470 0,0956 0,6457 

Co-DA 

In-natura + dejeto - - - 

HH 175°C + dejeto - - - 

HH 190°C + dejeto - - - 

HH 205°C + dejeto - - - 

Lama 175°C + dejeto 0,3422 0,0756 0,2371 

Lama 190°C + dejeto 0,3892 0,0763 0,2690 

Lama 205°C + dejeto 0,4546 0,0513 0,3465 

 

A maior concentração de ácido acético foi detectada na amostra de entrada 

contendo HH 205°C (2,587 g/L). O ácido butírico foi detectado em apenas três ensaios 

no início do processo, in-natura, dejeto e lama 190°C + dejeto, com 0,020, 0,310 e 

0,280 g/L, respectivamente (Tabela 18). 

 

4.3.2 Potencial Bioquímico de Metano em DA 
 

O PBM do processo de DA dos ensaios empregando apenas o HH, nas três 

condições de pré-tratamento hidrotérmico, estão reportados na Figura 20.  

O melhor resultado de PBM empregando o HH foi observado na condição mais 

severa do pré-tratamento (205°C, 10 min), com uma produção média de 291,50 ± 



107 
 

 
 

13,50 NmL CH4/g SVT. Observa-se que a produção de metano se manteve estável a 

partir do vigésimo dia, cujo incremento na produção ao longo dos demais dias foi inferir 

a 1%. O HH obtidos à 175 e 190°C apresentaram uma produção de metano 

relativamente inferiores, com resultados de 172,82 ± 16,06 e 267,03 ± 11 NmL CH4/g 

SVT, respectivamente. 

Estudos realizados por Buitrón et al., (2019) empregaram HH obtidos após o 

pré-tratamento por explosão a vapor (150°C, 3 bar, 40 min) de diferentes biomassas 

lignocelulósicas: palha de trigo, palha de milho, bagaço de cana-de-açúcar e bagaço 

de agave, visando avaliar o PBM. Para os ensaios, foi utilizado como inóculo o lodo 

obtido de uma estação de águas residuais da cervejaria, na proporção de 2:1 SV de 

inóculo:substrato. O maior valor de PBM foi obtido do bagaço de cana-de-açúcar, com 

358 ± 19 mL CH4/g SV, e a menor produção foi observada para a palha de trigo com 

212 ± 2 mL CH4/g SV, ambos em aproximadamente 13 dias. É possível observar que 

valores similares foram obtidos empregando o HH de resíduos da cultura do lúpulo. 

 

Figura 20 - Produção de metano obtida na DA dos HHs 

 



108 
 

 

A lama também obteve um PBM superior considerando a condição mais severa 

do pré-tratamento, com uma produção média de 818,05 ± 16,25 NmL CH4/g SVT, 

como mostra a Figura 21. É possível observar que, após 100 dias do início do 

processo, os reatores de ensaios ainda estavam produzindo CH4 de forma 

considerável. Os resultados indicam que a lama demonstrou um potencial de 

produção significativamente maior que o HH, considerando todas as condições de pré-

tratamento.  

 

Figura 21 - Produção de metano obtida na DA das lamas 

 

Curiosamente, Wang et al., (2018a) observaram um fenômeno contrário, 

indicando inibições na produção de biogás ao empregar o pré-tratamento hidrotérmico 

na biomassa de palha de arroz em condições mais severas. As condições de pré-

tratamento empregadas foram (90, 150, 180 e 210°C, 15 min). As condições mais 

severas indicaram que as frações solúveis controlaram o desempenho da DA, e que 

houve uma relação negativa entre o rendimento de metano e as frações solúveis, 

incluindo carboidratos solúveis, ácido fórmico e furfural. O maior rendimento de 

metano foi de 175,7 mL/g ST (180°C, 15), 9,5% significativamente maior do que a 

biomassa não tratada (160,4 mL/g ST). O pré-tratamento hidrotérmico, especialmente 
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à temperaturas mais elevadas, não potencializou o processo de DA, porém, 

temperatura mais baixas foram potencialmente consideradas. 

Durante o processo de mono-digestão, foi observado nas DA da lama um 

comportamento diauxico na produção de metano, conforme ilustrado na Figura 21. 

Esse padrão é comumente observado em diversos substratos, como aqueles ricos em 

gordura ou lignocelulose (Kim; Kim, 2017).  

Alguns modelos, previamente tratados para representação e ajuste cinético de 

produção diauxica, foram identificados em estudos (Bohutskyi et al., 2019; Howell; 

Bennett; Materić, 2019; Nguyen et al., 2019). Entretanto, a adaptação de modelos 

multicinéticos para soluções numéricas pode se tornar mais complexa, uma vez que 

o mesmo conceito básico pode ser reexpresso de maneira diferente com base em 

suposições sobre reações em duas etapas, crescimento diauxico ou co-

metabolização. Neste caso, a cinética de produção de metano do tipo diauxica ainda 

assim obteve melhor ajuste no modelo de um estágio. 

A cinética de produção com comportamento diauxico também pode indicar 

algum grau de inibição nas etapas bioquímicas do processo de produção de metano 

(Kim; Kim, 2017). A velocidade de degradação dos principais compostos da biomassa 

(carboidratos, proteínas e lipídios) variou conforme as condições de temperatura 

aplicadas no pré-tratamento.  

O padrão diauxico descrito por Aromolaran et al., (2023) pode ser associado 

aos ajustes metabólicos durante a biodegradação dos diversos componentes da 

mistura na co-DA. Neste estudo, a lama consiste na combinação da fração sólida e 

líquida, o que pode ter resultado no consumo sequencial das diferentes frações e 

compostos ao longo do tempo. 

A Tabela 20 apresenta o PBM e PBMT de cada um dos ensaios de mono-DA, 

além dos dados do modelo matemático empregado em cada estudo. Ao observar os 

dados de PBM, é possível notar que houve diferença estatisticamente significativa 

entre todos os ensaios. 
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Tabela 20 - Valores de PBMT, PBM, digestibilidade e parâmetros cinéticos da DA 

Substratos In-natura Dejeto 
HH 

175°C 
HH 190°C HH 205°C Lama 175°C Lama 190°C Lama 205°C 

PBMTThAtC 

(NmLCH4/gSVT) 
601,53 474,95 407,23 442,0297 489,08 724,73 768,73 809,74 

PBMTo-ThAtC 

(NmLCH4/gSVT) 
336,50 277,30 368,82 402,24 450,58 350,14 354,03 413,27 

Digestibilidade 0,21 1,67 0,42 0,60 0,60 0,55 0,83 1,01 
PBM (NmL 
CH4/g SVT) 

124,55 ± 
0,01h 

793,29 ± 
6,38b 

170,82 ± 
16,06g 

267,03 ± 
11,95f 

291,50 ± 
13,50e 

400,40 ± 
18,15d 

638,82 ± 
18,11c 

818,05 ± 
16,25a 

Modelo 120,50 505,60 167,64 259,67 291,91 393,16 513,15 764,64 
R2 0,96 0,92 0,97 0,98 0,98 0,93 0,93 0,98 
AI 0 0  0  0   
AS 121,86 668,84  259,67  887,86   
Inc 4,59 38,32  4,11  145,46   
PI 4,21 37,50  1,65  237,42   
P   0,44  0,63  0,3167 0,2460 

𝑽𝑪𝑯𝟒
𝒎𝒂𝒙   377,16  455,93  513,17 766,17 

t1(dia)   1,22  2,94  14,04 6,45 
t2 (dia)   418,35  436,76  14,89 42,64 

r1   50,23  29,67  1648,79 17,58 
r2   0,79  0,84  4,38 5,30 

Letras iguais em linha indicam que não houve diferença estatisticamente significativa à 95% de confiança, pelo teste de Tukey. Modelo Boltzmann 
sigmoide 1° estágio: (AI) Assíntona Inferior, (AS) Assíntona Superior, (PI) Ponto de Inflexão, (Inc) Inclinação da curva no PI. Modelo Boltzmann sigmoidal 
empilhada: (p) Proporção, (VmaxCH4) produção específica de CH4 (NmL CH4/g SVT), t1e t2 tempo em que a produção do primeiro e segundo padrão 
sigmoidal atinge a taxa máxima, r1e r2 taxa máxima de produção de CH4 para o primeiro e segundo padrão sigmoidal, respectivamente. 
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Analisando os dados da Tabela 20 é possível identificar que o maior valor de 

potencial foi encontrado para a lama na condição mais severa (205°C, 10 min), 

seguido do dejeto bovino, com 818,05 ± 16,25 e 793,29 ± 6,38 NmL CH4/g SVT, 

respectivamente.  

Adghim et al., (2020) avaliaram o PBM de dejetos de fazendas leiteiras 

empregando dejetos de vacas em lactação, vacas secas e vacas jovens, de idade 

entre 6 e 16 anos. A maior produção de metano foi alcançada empregando os dejetos 

de vaca em lactação, com uma produção média 412 mL CH4/g SVT, seguido pela DA 

empregando o dejeto de vaca jovem e seca, com 332 e 273 mL CH4/g SVT, 

respectivamente. Os resultados de PBM a partir do dejeto bovino empregado em 

nosso estudo foi significativamente maior, como já demonstrado. 

O menor valor de PBM foi obtido na biomassa in-natura de lúpulo com 124,55 

± 0,01 NmL CH4/g SVT, muito provavelmente devido a sua estrutura recalcitrante e de 

difícil degradação.  

Buitrón et al., (2019) investigaram PBM a partir da fração sólida da palha de 

trigo, palha de milho, bagaço de cana-de-açúcar e bagaço de agave pré-tratados por 

explosão a vapor (150°C, 3 bar, 40 min). Para os ensaios, foi utilizado como inóculo o 

lodo obtido de uma estação de águas residuais da cervejaria, na proporção de 2:1 SV 

de inóculo:substrato. Os autores observaram que a fração sólida obtida após pré-

tratamento produziu um PBM inferior ao HH, efeito contrário ao observado neste 

estudo, onde a mistura de sólido/líquido (lama) elevou o PBM.  

É possível observar também que o maior PBMT foi determinado para a lama 

na condição mais severa, desconsiderando a presença de nitrogênio (N) e enxofre (S) 

(PBMTThAtC), com 809,74 NmL CH4/g SVT, sendo o menor valor para o HH na condição 

menos severa, 407,23 NmL CH4/g SVT.  

Em relação aos modelos matemáticos, foram observados bons ajustes, onde 

os valores de R2 variaram de 0,92 a 0,98, considerando os dois modelos cinéticos 

utilizados.  

Analisando a Tabela 20, é possível observar que os substratos com maior 

digestibilidade foi o dejeto, seguido da lama na condição mais severa, com 1,67 e 
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1,01, respectivamente. Já os substratos de menor digestibilidade foram a biomassa 

de lúpulo in-natura e o HH na condição mais branda (175°C,10 min) com 0,21e 0,42, 

respectivamente. 

Os resultados mostram um PMB aumentando conforme a severidade de pré-

tratamento para ambos os materiais. Portanto, o pré-tratamento hidrotérmico 

empregado neste estudo proporcionou um efeito positivo na DA da biomassa 

lignocelulósica quando comparado ao material in-natura.  

Outros trabalhos presentes na literatura apontam resultados efetivos ao utilizar 

o pré-tratamento hidrotérmico, como Zerback et al., (2022), que avaliaram o efeito do 

pré-tratamento hidrotérmico na digestibilidade da palha de trigo sob diferentes 

temperaturas (160 - 180°C) e tempos de retenção (15 - 45 min). Os resultados 

mostraram que a solubilização da matéria orgânica foi consequência de parâmetros 

de pré-tratamento (temperatura e tempo), onde o efeito foi influenciado principalmente 

pela temperatura. Esse efeito é passível de comparação assim como nos ensaios de 

DA, onde a temperatura de pré-tratamento deteve a principal influência, levando em 

consideração que não houve variação de tempo de banho de aquecimento de fluido 

térmico da biomassa nos reatores. 

 

4.3.3 Potencial Bioquímico de Metano em co-DA 
 

A Figura 22 apresenta o PBM a partir da co-DA do HH com dejeto. Nota-se que 

os ensaios de HH + dejeto nas três condições de pré-tratamento (175, 190 e 205°C, 

10 min), apresentaram rendimento de 678,03 ± 24,47, 709,07 ± 19,83 e 818,25 ± 23,83 

NmL CH4/g SVT, respectivamente, onde, mais uma vez, a condição mais severa de 

processo levou a maior produção de metano.  

Se compararmos os resultados obtidos da DA (Figura 20) e co-DA (Figura 22) 

empregando o HH, é possível observar um incremento considerável na produção de 

metano nos processos de co-DA, onde a maior produção de metano na co-DA (818,25 

± 23,83 NmL CH4/g SVT) levou a uma produção similar ao do dejeto em processo de 

mono-DA (793,29 ± 6,38 NmL CH4/g SVT). 

Figura 22 - Produção de metano na co-DA dos substratos HH e dejeto 
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A Figura 23 apresenta os dados de PBM a partir da co-DA das lamas com 

dejeto. 

Analisando a Figura 23 é possível observar o mesmo fenômeno já mencionado 

anteriormente, que a condição mais severa de pré-tratamento proporcionou uma 

maior produção de metano, 1078,22 ± 13,20 NmL CH4/g SVT. A lama pré-tratada a 

175°C, 10 min, obteve rendimento de 650,79 ± 0,00 NmL CH4/g SVT, enquanto a pré-

tratada na condição de 190°C, 10 min, 916,25 ± 19,66 NmL CH4/g SVT. É possível 

notar que os dois ensaios nas maiores temperaturas proporcionaram PBM superior 

ao dejeto, conforme aportado na Tabela 19. 
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Figura 23 - Produção metano obtida na co-DA das lamas e dejeto 

 

 

A Figura 24 apresenta o PBM da biomassa in-natura, em mono e co-DA com o 

dejeto bovino, assim como os dados de DA do dejeto.  

 

Figura 24 - Produção de metano nos processos de mono e co-DA da biomassa 
in-natura e dejeto 
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A complexidade estrutural das biomassas lignocelulósicas são um desafio para 

processos fermentativos devido a recalcitrância da mesma o que impacta 

negativamente nos processos de DA (Sawatdeenarunat et al., 2016). Para a biomassa 

in-natura foi observado uma produção de metano de 124,55 ± 0,01 NmL CH4/g SVT 

no processo de mono-DA. Nos ensaios de co-DA, a produção acumulada foi de 488,63 

± 20,08 NmL CH4/g SVT, conforme apresentado na Figura 24. Ao analisar a produção 

do dejeto isolado, 793,27 ± 6,38 NmL CH4/g SVT foi produzido, o que demostra que 

sem a etapa de pré-tratamento, a presença da mesma no meio reduz a produção de 

metano.  

Métodos de pré-tratamento são empregados para modificar as estruturas da 

biomassa lignocelulósica, a fim de disponibilizar a matéria orgânica para conversão 

em bioenergia (Rajendran et al., 2018), rompendo e despolimerizando a parede 

celular e evitando maior cristalinidade da celulose (Karimi; Taherzadeh, 2016). Muitos 

trabalhos apontam que o pré-tratamento hidrotérmico é um método eficaz para 

aumentar a produção de metano, com um consumo de energia relativamente baixo e 

sendo uma tecnologia positiva para o meio ambiente (Gong et al., 2019). 

A Tabela 21 reporta os valores PBM dos ensaios de co-DA, bem como os 

parâmetros matemáticos obtidos a partir do modelo cinético utilizado. 

Analisando os dados da Tabela 21 é possível observar que o processo de co-

DA favoreceu a produção de metano, em todas as condições avaliadas, quando 

comparado ao processo de mono-Da (Tabela 20). Os valores das médias de produção 

de biometano obtidos do processo de co-DA apresentam diferença estatisticamente 

significativa entre todos os ensaios. 

O PBM foi aumentado em 3,97 vezes empregando o HH na condição menos 

severa com dejeto. Para a co-DA da lama, a condição menos severa teve um aumento 

de produção de 1,63 vezes quando comparado ao processo em mono-DA.   
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Tabela 21 - Valores de PBM e parâmetros cinéticos das co-Da 

 
In-natura + 

dejeto 

HH 175°C + 

dejeto 

HH 190°C + 

dejeto 

HH 205°C 

+ dejeto 

Lama 175°C 

+ dejeto 

Lama 190°C 

+ dejeto 

Lama 205°C + 

dejeto 

PBM 

(NmL CH4/g SVT) 
488,63 ± 20,08g 

678,03 ± 

24,47e 

709,07 ± 

19,83d 

818,25 ± 

23,83c 

650,79 ± 

24,89f 

916,25 ± 

19,66b 

1078,22 ± 

13,20a 

Modelo 

(NmL CH4/g SVT) 
476,63 638,93 578,36 715,63 615,22 891,38 1038,14 

R2 0,99 0,98 0,94 0,92 0,96 0,95 0,98 

𝑽𝑪𝑯𝟒
𝒎𝒂𝒙 477,21 638,93 505,86 717,50 615,24 891,58 1038,14 

P 0,45 0,51 0,49 0,25 0 0 0,18 

t1 8,12 1,21 1,02 1,90 1,26 1,40 6,09 

t2 50,31 37,32 11,84 23,44 30,81 28,55 38,50 

r1 12,06 168,83 818,09 586,40 491,89 498,38 631,63 

r2 2,61 17,40 21,31 4,17 9,64 10,72 8,07 

Letras iguais em linha indicam que não houve diferença estatisticamente significativa à 95% de confiança, pelo teste de Tukey. Modelo Boltzmann sigmoidal 

empilhada: (p) Proporção, (VmaxCH4) produção específica de CH4 (NmL CH4/g SVT), t1e t2 tempo em que a produção do primeiro e segundo padrão 

sigmoidal atinge a taxa máxima, t1e t2 taxa máxima de produção de CH4 para o primeiro e segundo padrão sigmoidal, respectivamente.  
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Quanto aos valores de R2, variaram de 0,92 a 0,99 no modelo cinético utilizado 

para modelagem da produção de metano dos ensaios de co-DA, indicando um ajuste 

cinético eficiente.  

Algumas pesquisas avaliaram o processo de co-DA de biomssas 

lignocelulósicas como dejeto animal (Mostafa Imeni et al., 2019; Neshat et al., 2017) 

e demonstraram a eficiência desta co-DA no incremento da produção de metano. Um 

exemplo é o estudo realizado por (Awais et al., 2016), que avaliaram a produção de 

metano empregando palha de trigo, capim braquiária e dejeto bovinos em um 

processo de co-DA. Os resultados mostraram que a utilização de 50% de palha de 

trigo e misturas de capim e dejetos nas proporções de 25:75, 50:50 e 75:25 

proporcionaram uma produção de metano de 20 a 24% superior ao processo 

empregando apenas a palha, levando a taxas de produção de metano de 27, 23 e 22 

NmLCH4/g SVT.d, respectivamente.  

 

4.4 Análises do Digestato 

4.4.1 Análise de Série de Sólidos e Avaliação do pH Final 
 

A Tabela 22 apresenta os dados da análise de série de sólidos do digestato. 

Ressalta-se que, a proporção 2:1 (inóculo:substrato) foi empregada com o ajuste de 

massa baseando-se nos teores de SVT de cada substrato (Tabela 13), a fim de 

promover possibilidades iguais de biodegradação e conversão de matéria orgânica, 

para todos os substratos, e ao final do processo analisou-se os teores de sólidos da 

mistura dos substratos após a DA e co-DA.  

Analisando a Tabela 22, é possível observar que não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os digestatos do processo de DA empregando a 

lama, nas três condições de pré-tratamento nos dados de ST, SVT e SFT. Os 

digestatos a partir da biomassa in-natura, HH 175°C com dejeto e HH 190°C com 

dejeto não apresentam diferença estatisticamente significativa entre eles, nos valores 

de ST obtidos ao final do processo. Assim como os digestatos de HH 190°C com 

dejeto e HH 175°C, ambos com 0,009 ± 0,001 g/L.  
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Tabela 22 - Análise de série de sólidos do digestato dos ensaios de DA e co-Da 

 
Digestato 

Sólidos Totais 

(ST) (g/g) 

Sólidos Voláteis 

Totais (SVT) (g/g) 

Sólidos Fixos 

Totais (SFT) (g/g) 

DA 

In-natura  0,011 ± 0,001a 0,006 ± 0,001d 0,005 ± 0,000ade 

Dejeto 0,042 ± 0,000d 0,030 ± 0,000g 0,011 ± 0,000f 

HH 175°C 0,009 ± 0,000e 0,004 ± 0,000h 0,004 ± 0,000a 

HH 190°C 0,015 ± 0,000f 0,008 ± 0,000i 0,006 ± 0,000b 

HH 205°C 0,024 ± 0,000g 0,017 ± 0,000j 0,007 ± 0,000c 

Lama 175°C 0,024 ± 0,000h 0,016 ± 0,000f 0,007 ± 0,000c 

Lama 190°C 0,023 ± 0,000h 0,016 ± 0,000f 0,007 ± 0,000c 

Lama 205°C 0,024 ± 0,000h 0,017 ± 0,000f 0,007 ± 0,000c 

Co-

DA 

In-natura + dejeto 0,014 ± 0,000b 0,008 ± 0,000e 0,005 ± 0,000d 

HH 175°C + dejeto 0,010 ± 0,001ª 0,005 ± 0,001d 0,004 ± 0,000e 

HH 190°C + dejeto 0,009 ± 0,001ae 0,007 ± 0,000acde 0,001 ± 0,000f 

HH 205°C + dejeto 0,013 ± 0,000ab 0,009 ± 0,000be 0,003 ± 0,000g 

Lama 175°C + 

dejeto 
0,014 ± 0,001bc 0,008 ± 0,000abe 0,005 ± 0,000d 

Lama 190°C + 

dejeto 
0,020 ± 0,000c 0,013 ± 0,000k 0,007 ± 0,000h 

Lama 205°C + 

dejeto 
0,017 ± 0,000i 0,011 ± 0,001l 0,006 ± 0,000d 

Letras iguais em cada coluna indicam que não houve diferença estatisticamente significativa à 95% 

de confiança, pelo teste de Tukey 

 

Na co-DA, os digestatos de lama 175°C com dejeto e lama 205°C com dejeto 

não obtiveram diferença significativa à 95% de confiança pelo teste de Tukey, nos 

dados de SFT ao final do processo. Já os digestatos nas três condições de pré-

tratamento de lama com dejeto apresentou diferença estatisticamente significativa 

entre eles, nos valores de SVT.  

A redução de SVT foi determinada a partir da relação entre os valores de 

entrada e saída da reação. Os dados são apresentados na Figura 25.  
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Figura 25 - Redução de SVT e avaliação do pH ao final do processo 

 

 

Analisando a Figura 25 é possível observar uma redução considerável dos SVT 

presentes no meio. De modo geral, quanto mais severo o processo de pré-tratamento, 

menor foi a redução dos SVTs do sistema. A menor redução foi observada 

empregando a DA do HH na condição mais severa de pré-tratamento, 205°C e 10 min, 

com uma redução de 81,5%.  

Dawana Keche et al., (2022) avaliaram a produção de metano a partir do 

aguapé (Eichhornia crassipes) utilizando como inóculo lodo de uma planta de biogás 

de águas residuárias municipais (20%) e dejeto animal (80%). Os autores também 

observaram altas remoções de SVTs ao final do processo, com valores próximos a 

96,1%. Em nosso estudo, a maior remoção de SVT (99,7%) foi obtida no ensaio 

empregando a biomassa in-natura, onde altas taxas de remoção indicam estabilidade 

no sistema.  

O pH desempenha um papel fundamental para indicar a estabilidade do 

processo, sendo o pH ideal entre 4 e 8 para a fase de hidrólise e 6,5 a 7,5 para 

comunidades metanogênicas (Muratçobanoğlu et al., 2020). Já Ward et al., (2008) 

afirmam que as etapas de hidrólise e acidogênese geralmente necessitam de pH 5,5 

e 6,5 para um bom desenvolvimento do processo. Autores como Mirmohamadsadeghi 

et al., (2019), Cárdenas-Cleves et al., (2016) e Yang et al., (2015) afirmam que a faixa 
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de pH operacional ideal para o processo DA está entre 6,0 e 8,0. As arqueas 

metanogênicas são muito mais sensíveis à variação do pH que outros organismos na 

comunidade bacteriana (BAJPAI, 2017). 

De modo geral, os digestatos apresentam valores finais de pH variando de 7,7 

a 8,4.  

 

4.4.2 Composição Química  
 

A Tabela 23 apresenta a concentração de açúcares, ácidos orgânicos e 

aldeídos furânicos nos digestatos provenientes dos processos de DA e co-DA. Os 

dados indicam que não há presença significativa açúcares e produtos de degradação 

ao final do processo, sendo a maior concentração observada ao final do processo a 

do ácido levulínico, os digestatos dos ensaios com lama à 190°C e HH 190°C com 

dejeto, ambas com concentração de 0,21 g/L. Se compararmos com os dados de 

composição inicial (Tabela 16), é possível observar uma redução da concentração 

deste analito de 32 e 16%, respectivamente, o que demonstra um baixo consumo 

desse analito nos processos de DA.  

A Tabela 24 mostra a composição dos AGVs ao final do processo. Os AGVs 

são produtos intermediários na DA, decorrentes das etapas de acidogênese e 

acetogênese, quando os materiais orgânicos são degradados (Lim et al., 2006). 

Durante a hidrólise, polímeros orgânicos complexos são quebrados e reduzidos em 

monômeros orgânicos mais simples por enzimas excretadas por microrganismos 

hidrolíticos. Então, acidógenos fermentam esses monômeros principalmente em 

AGVs, como ácidos acético, propiônico e butírico (Lukitawesa et al., 2020). Entre os 

diversos AGVs produzidos durante a DA, há diferentes efeitos cooperativos sob as 

bactérias e arqueas (Franke-Whittle et al., 2014b).  
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Tabela 23 - Composição química dos digestatos obtidos nos processos de DA e co-DA 

  Reator Xilose 

(g/L) 

Glicose 

(g/L) 

Celobiose 

(g/L) 

Arabinose 

(g/L) 

Ácido levulínico 

(g/L) 

Furfural 

(g/L) 

HMF 

(g/L) 

DA 

In-natura 0,07 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 

Dejeto 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 

HH 175 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

HH 190 0,00 0,01 0,01 0,00 0,04 0,00 0,01 

HH 205 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 

Lama 175 0,00 0,01 0,01 0,00 0,10 0,00 0,01 

Lama 190 0,08 0,02 0,02 0,01 0,21 0,00 0,01 

Lama 205 0,00 0,01 0,01 0,00 0,10 0,00 0,01 

Co-

DA 

In-natura + dejeto 0,07 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 

HH 175 + dejeto 0,07 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 

HH 190 + dejeto 0,07 0,01 0,01 0,00 0,21 0,00 0,01 

HH 205 + dejeto 0,00 0,01 0,01 0,00 0,11 0,00 0,00 

Lama 175 + dejeto 0,07 0,01 0,00 0,00 0,10 0,00 0,01 

Lama 190 + dejeto 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 

Lama 205 + dejeto 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 
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Tabela 24 - Concentrações de AGVs no digestato 

  

Reator 
Ácido 

acético (g/L) 

Ácido 
butírico 

(g/L) 

Ácido 
isobutírico (g/L) 

Ácido 
isovalérico (g/L) 

Ácido 
capróico 

(g/L) 

Ácido 
propiônico (g/L) 

Controle 
Inóculo 

Celulose 
0,240 
0,005 

0,026 
0,000 

0,000 
0,000 

0,105 
0,000 

0,059 
0,000 

0,000 
0,000 

DA 

In-natura 0,240 0,020 0,000 0,000 0,000 0,020 

Dejeto 0,070 0,030 0,000 0,100 0,000 0,000 

HH 175°C 0,000 0,000 0,000 0,060 0,000 0,000 

HH 190°C 0,040 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000 

HH 205°C 0,020 0,010 0,000 0,100 0,000 0,000 

Lama 175°C 0,050 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000 

Lama 190°C 0,015 0,000 0,000 0,060 0,000 0,000 

Lama 205°C 0,090 0,000 0,000 0,090 0,000 0,000 

Co-DA 

In-natura + dejeto 0,120 0,030 0,000 0,100 0,000 0,000 

HH 175°C + dejeto 0,000 0,190 0,000 0,060 0,000 0,000 

HH 190°C + dejeto 0,010 0,070 0,000 0,000 0,060 0,010 

HH 205°C + dejeto 0,050 0,030 0,000 0,120 0,000 0,000 

Lama 175°C + 
dejeto 

0,020 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000 

Lama 190°C + 
dejeto 

0,010 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000 

Lama 205°C + 
dejeto 

0,070 0,000 0,000 0,110 0,000 0,000 
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Com base na Tabela 24, observa-se que as baixas concentrações de AGVs 

indicam um bom desempenho do sistema, uma vez que na metanogênese, parte dos 

AGVs gerados serão consumidos para produção de biogás (Toerien; Hattingh, 1969).  

A maior concentração de AGVs residual foi de ácido acético, observada no 

ensaio empregando apenas a biomassa in-natura (0,24 g/L).  

Não houve a presença de ácido isobutírico em nenhuma das amostras. Para 

os demais AGVs, foram detectadas concentrações mínimas na maior parte das 

amostras de digestatos analisadas. Concentrações de ácido isovalérico foram 

detectadas entre 0,06 e 0,12 g/L. O AGV detectado em maior concentração foi o ácido 

butírico com 0,19 g/L no digestato proveniente do HH 175°C com dejeto. 

Efeitos inibitórios causados pelos AGVs podem acorrer causando falhas no 

sistema e consequentemente baixa produção metano. Al-sulaimi et al., (2022) 

apresentaram concentração máxima de AGVs como ácido isovalérico (0,19 g/L) ácido 

propiônico (0,17 g/L), ácido capróico (0,14 g/L) e ácido isobutírico (0,10 g/L). Com 

exceção do ácido acético, nenhum dos outros ácidos foi convertido em CH4 pelos 

microrganismos metagonênicos. A causa da não conversão foi a complexidade das 

estruturas moleculares dos outros AGVs, por apresentarem cadeias mais longas e 

ramificadas. Em contrapartida, a literatura reporta que o aumento da produção de 

AGVs resulta no aumento da atividade microbiana e do crescimento eficiente das 

bactérias produtoras de ácido (Wijekoon; Visvanathan; Abeynaysaka, 2011).  

 

4.4.3 Análise de Micro e Macronutrientes 
 

A análise de micro e macronutrientes no digestato é relevante visando a 

produção de fertilizantes orgânicos, fertilizantes orgânicos-minerais ou 

condicionadores de solo (Czekała, 2021; Czekała et al., 2022). 

A Tabela 25 apresenta a composição destes nutrientes no digestato para fins 

de fertirrigação.  
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Tabela 25 - Concentração de nutrientes presentes no digestato proveniente dos processos de DA e co-DA 

 
Concentração (mg/L) N P K Ca Mg S Na B Cu Fe Mn Zn 

DA 

In-natura 794,07 51,97 988,4 86,85 193,4 90,08 403,54 1,67 0,37 0 0,19 0,19 

Dejeto 986,34 115,11 1055 40,1 167,1 145,65 423,62 2,12 0,27 1,35 0,09 0,36 

HH 175°C 805,16 123,51 1003,4 29,91 164,57 175,85 378,69 3,63 1,24 1,24 0,27 0,53 

HH 190°C 798,93 103,62 913,78 36,45 169,77 150,69 367,37 2,95 0,78 1,07 0,21 0,36 

HH 205°C 338,23 220,48 1092 31,41 228,07 181,8 401,05 3,32 0,77 1,06 0,29 0,39 

Lama 175°C 919,38 122,6 941,9 31,9 148,23 150,1 403,4 2,32 0,38 1,78 0,09 0,28 

Lama 190°C 1105,3 173,7 1011,8 39,28 176,43 226,01 417,18 3,87 0,58 2,63 0,1 0,39 

Lama 205°C 1041,2 125,45 983,66 32,81 162,54 170,59 394,08 3,05 0,31 2,45 0,08 0,31 

Co-DA 

In-natura + dejeto 894,54 88,75 910,16 35,85 163,29 126,9 406,09 1,93 0,28 1,56 0,07 0,28 

HH 175°C + dejeto 976,68 121,97 918,35 38,31 168,12 163,68 344,24 1,82 0,91 1,26 0,23 0,57 

HH 190°C + dejeto 2876,3 173,91 899,55 139,93 222,11 288,05 444,22 0 1,67 2,22 0,56 0,56 

HH 205°C + dejeto 1069,9 213,22 717,52 43,09 191,05 225,55 337,53 2,93 0,85 3,18 0 0,42 

Lama 175°C + dejeto 1744,1 188,37 944,55 67,73 251,43 178,38 412,25 8,15 0,68 0,68 0,23 0,68 

Lama 190°C + dejeto 911,03 98,98 929,1 34,85 182,93 137,83 394,06 2,39 0,58 2,46 0,14 0,29 

Lama 205°C + dejeto 1533,3 96,73 931,88 41,95 183,78 191,43 400,97 2,87 1,11 3,34 0,19 0,74 

 

 



125 
 

 
 

Macronutrientes (nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio e enxofre) são 

exigidos pelas plantas em maiores quantidades, enquanto os micronutrientes (ferro, 

cobre, manganês, zinco, boro, molibdênio e cloro) são necessários em quantidades 

relativamente menores (Slepetiene et al., 2020).  

As maiores concentrações de nutrientes foram para o NPK, nutrientes 

essenciais para o crescimento e desenvolvimento da planta, e para o Na. A maior 

concentração de N foi observada no digestato de HH 190°C com dejeto, de P no HH 

205°C com dejeto. Já o potássio (K), a maior concentração disponibilizada foi 

observada no dejeto biodigerido.   

Quanto aos nutrientes Mn e S, ambos foram detectados em maior 

concentração no digestato a partir do HH 190°C com dejeto, com 0,56 e 288,05 g/L, 

respectivamente.  

Em especial, resíduos lignocelulósicos utilizados em processos de DA possuem 

grande potencial na produção de digestatos que podem ser aplicados como 

biofertilizantes (Aduba et al., 2023; Manyi-Loh; Lues, 2023). Essas culturas 

lignocelulósicas são materiais de estrutura complexa, e são resistentes à 

biodegradação (Zhong et al., 2011), e seu digestato contém matéria orgânica 

semidegradada que possui nutrientes residuais úteis como condicionadores de solo 

(Lansing et al., 2010; Zacharof et al., 2015).  

O digestato tem potencial para ser utilizado como fertilizante orgânico 

semelhante ao fertilizante químico ou dejeto de animal, pois esses recursos têm 

características semelhantes às matérias-primas. A maior diferença é que o digestato 

contém um maior teor de NH4-NH+ e permite uma maior eficiência de absorção de N 

do que os demais fertilizantes (Möller; Müller, 2012).  

A maior concentração de sódio (Na) foi detectada no digestato a partir do dejeto 

bovino com 423,62 mg/L. O magnésio (Mg) obteve a maior concentração (222,11 

mg/L) na amostra do digestato de HH 205°C. As concentrações de Fe variaram de 

0,00 a 3,34 mg/L. Já as concentrações de cálcio (Ca) variaram de 29,91 a 139,93 

mg/L. 
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4.5 Análise de Metagênomica  

 

O sequenciamento de todas as bibliotecas das amostras dos digestatos 

resultou em média 4.592 leituras brutas (reads), sendo aproximadamente 2.485 reads 

classificadas após a filtragem de qualidade. O número de reads em OTUs (Operational 

Taxonomic Unit) foi de 1.984. A função da OTU foi agrupar sequencias próximas, como 

uma estratégia de análise para minimizar variações incorretas durante a etapa de 

amplificação no PCR, levando à detecção de organismos semelhantes. 

Em relação aos resultados de classificação por nível taxonômico, a Figura 26 

mostra que bactérias dominam com 80%, englobando todas as sequências e ensaios 

dos reatores de biogás ao final do processo, enquanto 20% das sequências foram 

classificadas como arqueas. 

 

Figura 26 - Resultado da Classificação por nível taxonômico 

 

Os filos predominantes foram Bacteroidetes com 22%, Proteobacteria com 

16%, Chloroflexi com 15% e Synergistetes com 12% ao nível bacteriano como mostra 

a Figura 27.  
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Figura 27 - Classificação geral dos resultados de filos de bactérias 

 

 

Em um estudo avaliando a evolução da comunidade microbiana (Hu; Wang; 

Chi, 2020) em sistema de DA mesofílica de resíduos de alimentos, com alto teor de 

sódio, foi utilizado a caracterização por sequenciamento de alto rendimento baseado 

no gene 16S rRNA. Os resultados revelaram que os filos predominantes foram 

Bacteroidetes, Firmicutes, Thermotogae, Chlorofexi, Proteobacteria e Synergistetes. 

O aumento dos gêneros funcionais Kosmtoga, Levilinea e Longilinea durante o 

processo promoveu potencialmente a biodegradação de orgânicos. Quanto à 

comunidade de arqueas, os metanogênicos Mixotróficos de Methanosaricina foram 

quase substituídos pelos metanogênicos hidrogenotróficos, Methanobacterium e 

metanocorpúsculo. 

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Chloroflexi predominaram nas DA 

com base em uma meta-análise baseada em sequência observada nos sistemas de 

DA (Nelson; Morrison; Yu, 2011). Caracterização metatranscriptômica em metano a 

produção de celulose demonstrou que Thermotogales, Clostridiales e Bacteroidetes 

estão envolvidos na degradação da celulose (Xia et al., 2014).  

Campanaro et al., (2016) descobriram que os filos Firmicutes, Proteobacteria e 

Bacteroidetes foram predominantes na degradação de polissacarídeos de cadeia 
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longa, sendo a alta biodegradabilidade de resíduos lignocelulósicos relacionados à 

abundância de Bacteroidetes no meio (Qiao et al., 2013; Yan et al., 2012).  

Pasalari et al., (2021) apontam que, a dominância de Firmicutes, Bacteroidetes, 

Proteobacteria, Thermotogae e Chloroflexi foi relatada independentemente das 

variações nas condições de temperatura e fases do processo. O filo Firmicutes 

consiste em numerosas bactérias que secretam enzimas líticas para degradam 

matéria orgânica, essas bactérias podem sobreviver em condições ambientais 

extremas devido à formação de esporos.  

Já os filos Bacteroidetes e Chloroflexi desempenham um papel importante na 

manutenção da saúde do solo. A população de Chloroflexi pode converter 

biofertilizantes e/ou nitrogênio orgânico em nitrogênio mineral auxiliando na nutrição 

de plantas. Bacteroidetes secretam várias enzimas ativas em carboidratos para 

degradar matéria orgânica complexa, em especial glucanos, polissacarídeos 

estruturais, no solo (Sun et al., 2020). 

Kurade et al., (2019) observaram que mais de 95% das bactérias eram 

representadas por Chloroflexi, Bacteroidetes e Firmicutes e 90% do total de arqueas 

eram representadas por Methanosarcina após os ensaios de co-DA de resíduos de 

óleos, gorduras e graxas.  

O filo Actinobacteria é constituído por diversas espécies capazes de fermentar 

carboidratos e proteínas, e de degradar biomassas lignocelulósicas através da 

secreção de hidrolítica extracelular (Rajagopal; Kannan, 2017). A actinobacteria 

representa 2% na classificação dos resultados de filos presentes na microbiota dos 

digestatos desta pesquisa. 

Assim como na apresentado na Figura 27, um dos filos presente em menor 

quantidade em processos de DA foi Spirochaetes, conhecido por sua morfologia 

helicoidal enrolada e crescimento quimioheterotrófico, relatado na oxidação da glicose 

(Lee et al., 2015). A oxidação sintrófica do acetato de espiroquetas com metanógenos 

hidrogenotróficos também foi relatada (Lee et al., 2013).  

Na Tabela 26 são apresentados os principais grupos de arqueas, pertencentes 

ao filo Euryarchaeota e Thaumarchaeota. Os metanogênicos pertencentes ao filo 

Euryarchaeota, foram representados pelas ordens Methanosarcinales, 
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Methanomicrobiales, Methanobacteriales e Halobacteriales. Quanto ao filo 

Thaumarchaeota foram identificados pela ordem Thermoplasmatales. 

 

Tabela 26 - Principais grupos de arqueas metanogênicas encontradas nos 
efluentes 

Ordem Família Gênero 

Methanosarcinales 
Methanosaetaceae Methanosaeta 

Methanosarcinaceae Methanosarcina 

Methanomicrobiales 

Methanospirillaceae Methanospirillum 

Methanomicrobiaceae 
Methanoculleus 

Methanogenium 

Methanocorpusculaceae Methanocorpusculum 

Methanobacteriales Methanobacteriaceae 
Methanobrevibacter 

Methanobacterium 

Halobacteriales 
Miscellaneous 

euryarchaeota 
 

Thermoplasmatales Methanomassiliicoccaceae Methanomasiliicoccus 

 

A ordem dos Methanosarcinales é dividida em duas famílias, 

Methanosarcinaceae e Methanosaetaceae. Todos os membros da família 

Methanosarcinaceae são capazes de crescer com compostos contendo grupos metil. 

A família Methanosaetaceae está representada por apenas um gênero, 

Methanosaeta, e todas as células produzem metano dividindo o acetato. Sendo assim, 

entre os metanógenos, os genêros Methanosarcina e Methanosaeta são bem 

conhecidos por utilizar acetato para a fase de metanogênese.  

Methanoseta é especializada na produção de metano por clivagem de acetato, 

enquanto Methanosarcina é relativamente generalista, cujas características 

metabólicas são diversas e incluem caminhos acetoclásticos e hidrogenotróficos (Li et 

al., 2013; LIU; Whitman, 2008).  
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Para o processo metanogênico, cerca de 20 gêneros estão envolvidos, 

incluindo Methanosarcina, Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanospirillum, 

Methanoculleus, Methanosaeta, entre outros (Cheng et al., 2018; Garcia; Patel; 

Ollivier, 2000). Os principais metanogênicos apresentam taxa de crescimento ótima 

em temperaturas mesofílicas (30 – 40°C), com exceção de Methanohalobium e 

Methanosarcina, que têm crescimento ideal em condições termofílicas (50–55°C) 

(Gerardi, 2003). 

Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanoculleus e Methanolinea são 

os principais metanogênicos hidrogenotróficos na DA, que usam principalmente gás 

carbônico junto com hidrogênio ou formiato para gerar metano (Gerardi, 2003; Lin et 

al., 2018). Em estudos realizados por Ma, Chen e Ndegwa, (2021), não foi observado 

uma correlações significativas entre o rendimento de metano e estas bactérias 

metanogênicas.  

Methanothermobacter são capazes de usar hidrogênio, gás carbônico ou 

formiato para produzir metano. Já a Methanomassiliicoccus só produz metano a partir 

de hidrogênio e metanol (Dridi et al., 2012) e Methanospirillum consome 

principalmente hidrogênio e formato para produção de metano (Hedderich; Whitman, 

2006). Estes resultados exemplificam que, embora estes metanogênicos com menor 

potencial de geração de metano não pareça significativo, entretanto, eles 

desempenham papéis e funções de apoio fundamentais que mantêm a estabilidade 

nos processos de DA (Ma; Chen; Ndegwa, 2021). 

A metanogênese é um processo de múltiplas etapas que envolve diferentes 

grupos de microrganismos como hidrolíticos, fermentativos, acetogênicos e sobretudo 

microrganismos metanogênicos (Getabalew; Alemneh; Bzuneh, 2020). 

Biologicamente, a produção de metano é limitada à alguns membros de arqueas sob 

condições anaeróbicas (Whitman; Bowen; Boone, 2006). A metanogênese é a 

principal fonte de metano biogênico e pode seguir três variantes metabólicas: (i) a via 

hidrogenotrófica baseada em CO2 e H2; (ii) a rota acetoclástica; e (iii) aqueles à base 

de compostos metílicos (metilotróficos) (Costa; Leigh, 2014; Whitman; Bowen; Boone, 

2006; Zhu et al., 2020). 

O metano biogênico (CH4) é produzido por arqueas metanogênicas, usando 

três substratos principais: acetato, gás carbônico e substâncias contendo um grupo 
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metil. Entre todas as arqueas metanogênicas, apenas a ordem Methanosarcinales 

inclui membros capazes de metabolizar todos os três substratos (Liu; Whitman, 2008).  

A metanogênese hidrogenotrófica, a redução de gás carbônico com hidrogênio 

para metano pode ser realizada por quase todos os metanogêncios e, entre eles, 

podem ser distinguidos metanogênicos e microrganismos redutores de gás carbônico 

capazes de usar uma ampla gama de substratos. Eles diferem em algumas das 

enzimas envolvidas e o modelo de conservação de energia (Ferry, 2011). Organismos 

considerados incapazes de realizar a metanogênese hidrogenotrófica são 

encontrados apenas dentro dos Methanosarcinales. Foi demonstrado que o 

metanogênico mesófilo Methanosarcina acetivorans é incapaz de usar gás carbônico 

para metanogênese (Liu; Whitman, 2008). 

A metanogênese acetoclástica é exclusivamente realizada pelos gêneros 

Methanosarcina e Methanosaeta, ambos membros dos Methanosarcinales, que 

diferem em sua especificidade do substrato e sua afinidade com o acetato (Ferry, 

2010a; Liu; Whitman, 2008). A metanogênese metilotrófica pode ser dependente de 

hidrogênio ou independente de hidrogênio e é limitado a Methanosarcinales, 

Methanomassiliicoccales e uma espécie de Methanobacteriales (Dridi et al., 2012; Liu; 

Whitman, 2008). 

Na Figura 28 é possível visualizar a distribuição dos gêneros metanogênicos 

(arqueas) e das bactérias ao final do processo. 
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Figura 28 - Abundância de reads (%) em nível de gênero de bactérias e arqueas 
nos ensaios de mono e co-DA 

 

A categoria “outro” significa a soma de todas as classificações com abundância inferior a 2,5%. 

 

Analisando os digestato é possível observar que apenas o efluente proveniente 

do inóculo digerido não apresentou o grupo de águas residuárias (wastewater – sludge 

group). Além disso, apenas nos ensaios utilizando a lama na condição mais branda de 

pré-tratamento (175°C, 10 min) e no inóculo foram observados a presença do gênero 

Truepera.  

Espécies de Limnobacter (1,2%) pertencentes ao filo Proteobacteria foram 

descritas como bactérias aeróbicas oxidantes de enxofre (Wang et al., 2012a). Este 

gênero foi encontrado na microbiota das amostras avaliadas.  

A Figura 29 apresenta as principais bactérias encontradas na comunidade 

microbiana do substrato de dejeto bovino e do inóculo in-natura, utilizados nos ensaios 

de DA. 
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Figura 29 - Abundância de reads (%) em nível de gênero da microbiota do 
dejeto bovino e inóculo 

 

 

É possível observar que os gêneros Luteimonas e Pseudomonas foram 

detectados apenas no substrato dejeto utilizado para os ensaios de sistemas de co-DA. 

O gênero predominante no dejeto in natura foi a gammaproteobacteria Pseudomonas. 

Luteimonas é uma Gammaproteobactéria capaz de degradar polissacarídeos 

complexos, como a quitina e substratos celulósicos, o que favorece seu crescimento 

(Remmas et al., 2023).  

Proteiniphilum são bactérias produtoras de ácido que produzem principalmente 

ácido acético e ácido propiônico, mas também produzem NH3 via degradação de 

proteínas (Ziganshin et al., 2013). A presença de Proteiniphilum foi detectada no 

substrato de dejeto bovino in-natura. 

Iwasaki et al., (2019) reforçam que a DA elimina muitos tipos de microorganismos 

nos dejetos bovinos e investigaram alterações quantitativas de espécies de 

Pseudomonas durante sistemas de DA mesófilas e termofílicas com foco em 

Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, que são conhecidas como 

patógeno e rizobactéria, promotora do crescimento de plantas, respectivamente. Os 

resultados sugerem que o digerido tem benefícios como a ausência de riscos 
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patogênicos pelas espécies de Pseudomonas e espera-se um efeito promotor do 

crescimento das plantas facilitado pelas Pseudomonas fluorescentes.  

Analisando a Figura 28, é possível observar que o digestato do reator de ensaio 

com dejeto não detectou a presença de Pseudomonas ou microrganismos de potencial 

patogenicidade, assim como as amostras dos demais efluentes de mono e co-DA. Isso 

indica que provavelmente foram eliminadas ao longo do processo, visto que o gênero 

Pseudomonas foi detectada apenas no dejeto bovino in-natura. 

A avaliação da microbiota e funcionalidade do digestato proveniente dos 

processos de mono e co-DA proporciona melhor entendimento da dinâmica desses 

processos. Através de tecnologias moleculares é possível obter informações sobre a 

composição da comunidade microbiana nas diferentes etapas de DA. A análise 

metagenômica do digestato indicou que parâmetros operacionais, incluindo temperatura, 

métodos de pré-tratamento, concentração de amônio, oligoelementos, taxa de carga 

orgânica e composição do substrato têm efeitos significativos sobre bactérias 

fermentativas e metanógenos na digestão anaeróbica. Além disso, tanto as bactérias 

aceolásticas quanto as hidrogenotróficas estão envolvidas na biometaminação em 

diferentes abundâncias relativas, dependendo da condição operacional de pré-

tratamento.  
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5 CONCLUSÃO 
 

A caracterização do caule de lúpulo, incluindo as frações obtidas após o pré-

tratamento, revelou-se fundamental para a compreensão do desempenho do pré-

tratamento hidrotérmico e sua influência na modificação da estrutura da biomassa 

lignocelulósica. Ao explorar as propriedades do caule de lúpulo, foi possível identificar 

como o pré-tratamento hidrotérmico afetou os componentes da biomassa, evidenciando 

mudanças, especialmente a baixa liberação de hemiceluloses. Essas alterações 

estruturais têm implicações significativas nos processos subsequentes de conversão da 

biomassa em produtos de interesse, como o biocombustível em questão.  

Adicionalmente, a análise detalhada da caracterização do caule de lúpulo 

possibilitou estabelecer correlações entre a composição do material e seu desempenho 

durante o pré-tratamento. Esse entendimento é fundamental para aprimorar as 

condições de processamento, com o intuito de maximizar a eficácia na obtenção de 

produtos derivados dessa biomassa, e também para explorar possibilidades adicionais 

de utilização, manejo e aproveitamento dos resíduos de poda para os produtores dessa 

cultura. 

A eficiência do pré-tratamento na DA foi demonstrada frente ao uso da biomassa 

in-natura, além do efeito positivo da co-DA na produção de biometano. No caso da fração 

líquida (HH), nos processos de mono-DA, a condição de pré-tratamento a 175°C 

apresentou resultados menos significativos quando comparado à biomassa in-natura, 

com um aumento de produção de 27,05%. Por outro lado, os HH obtidos à 190 e 205°C 

demonstraram uma produção acumulada de biometano 53,36 e 57,27% superior, 

respectivamente, a da biomassa in-natura. Já a lama pré-tratada, em processo de mono-

DA, demonstrou uma produção superior de biometano quando comparada a biomassa 

in-natura e ao HH, nas mesmas condições operacionais. A lama, na condição mais 

severa de pré-tratamento (175°C, 10 min), obteve produção de biometano 293,53% 

maior do que a biomassa in-natura.  

O processo co-DA se demonstrou eficaz, observando que, ao empregar a 

biomassa in-natura com os dejetos bovinos, obteve-se uma produção acumulada de 

488,63 ± 20,08 NmL CH4/g SVT, representando um aumento de 392,32% em relação à 

produção obtida na mono-DA do substrato in-natura. No entanto, ao comparar esse 
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resultado com a mono-DA dos dejetos bovinos, que registrou uma produção de 793,27 

± 13,68 NmL CH4/g SVT, foi observado que o processo com dejeto proporcionou um 

acréscimo de 61,59% no biometano produzido. Já na co-DA utilizando a lama na 

condição mais severa de processo (205°C), foi observado uma produção de 1078,22 ± 

13,20 NmL CH4/g SVT, promovendo um aumento de 73,57% na produção de biometano 

em comparação com a mono-DA do dejeto bovino e um aumento de 75,87% em relação 

à mono-DA da lama.  

Assim, a combinação entre o pré-tratamento hidrotérmico da biomassa de lúpulo 

e o dejeto bovino, por meio do processo de co-DA, demonstrou ser uma abordagem 

promissora para aumentar a produção de metano. Essa observação destaca a 

importância de comparar a produção de biometano entre os sistemas de DA e co-DA, 

considerando as diferentes temperaturas de pré-tratamento, o que pode ser significativo 

ao implementar a co-DA e o pré-tratamento hidrotérmico em um contexto real no setor 

agropecuário. 

A caracterização e composição do digestato evidenciou seu potencial como 

biofertilizante, apresentando nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas 

e propriedades benéficas para a saúde do solo, em especial concentrações significativas 

de NPK, corroborando com a sustentabilidade na gestão de resíduos agrícolas e 

pecuários e maior valor agregado.  

A análise metagenômica no estudo permitiu uma compreensão mais aprofundada 

da microbiota presente no efluente. A comunidade microbiana incluindo arqueas e 

demais bactérias variou conforme foram expostas à diferentes condições de pré-

tratamento, entretanto, foi observada a presença de microrganismos e bactérias 

essenciais para o desenvolvimento das diferentes etapas dos processos anaeróbios.  

Assim, a valorização do resíduo lignocelulósico do caule de lúpulo destaca-se 

como uma alternativa promissora, contribuindo para a busca contínua por soluções 

inovadoras e sustentáveis no campo da gestão de resíduos e na produção de energia 

renovável. Além disso, a utilização do dejeto bovino na DA proporciona uma destinação 

eficiente desta biomassa de alto potencial poluidor e pouco explorada. 

A pesquisa proporcionou uma contribuição significativa para o avanço do 

conhecimento na área de produção de biogás utilizando resíduos da cultura do lúpulo, 
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explorando a integração da cadeia lavoura-pecuária através de estudos de DA e co-DA 

de resíduos da cultura de lúpulo com dejetos bovinos. Destaca-se a significativa 

contribuição para o campo de DA, ao explorar a efetividade do resíduo lignocelulósico 

proveniente do caule de lúpulo. A ausência de estudos prévios sobre o uso do caule de 

lúpulo em processos de DA realça a singularidade e a relevância desta pesquisa, 

ampliando o entendimento sobre a diversidade de substratos para DA, e oferece uma 

perspectiva promissora para a valorização de resíduos lignocelulósicos até então pouco 

explorados.  

A constatação do efeito positivo do pré-tratamento hidrotérmico na 

biodegradabilidade do caule de lúpulo não apenas amplia o escopo de aplicação desse 

material, mas também sinaliza caminhos para a otimização de processos de DA, 

tornando-os mais eficientes e sustentáveis. 
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APÊNDICE A – Procedimento experimental para caracterização química  

 

i. Determinação do Teor de Umidade 

O teor de umidade foi determinado utilizando uma balança de infravermelho. A 

biomassa foi homogeneizada e em seguida amostras de aproximadamente 1,0 g 

foram analisadas, em triplicata. O valor da umidade final foi considerado a média dos 

teores de umidade. 

 

ii. Determinação do Teor de Cinzas Totais  

Os cadinhos de porcelana foram calcinados em estufa a 105°C por 24 h, e, em 

seguida, foram transferidos e mantidos no dessecador até atingir temperatura 

ambiente, tendo a massa determinada em uma balança analítica (MC). Para cada 

ensaio foi adicionado aproximadamente 2,0 g de amostra, em base seca, e a massa 

foi registrada (MCbs).  

As amostras foram calcinadas na mufla, com as tampas dos cadinhos semi 

abertas. O aquecimento foi feito de maneira gradual seguindo uma rampa de 

temperatura: após a mufla atingir 105°C, foi cronometrado 12 min; em seguida a 

205°C por 30 min; quando a temperatura alcançou 575°C, foram cronometrados 180 

min. Após esse tempo, a mufla foi desligada, afim de atingir 105°C. 

Os cadinhos contendo as amostras foram retirados da mufla e transferidos para 

um dessecador para esfriar até a temperatura ambiente. Em seguida, foi registrada a 

massa do cadinho com as cinzas (MCc) afim de determinar a cinzas (%) como mostra 

a Equação 1. 

𝐶𝑖𝑛𝑧𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠 (%) = (
𝑀𝐶𝑐− 𝑀𝐶

𝑀𝐶𝑏𝑠 − 𝑀𝐶
) (1) 

Onde: 

MC: Massa do cadinho de porcelana (g) 

MCbs: Massa do cadinho de porcelana + amostra inicial (base seca) (g) 
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MCc: Massa do cadinho de porcelana + cinzas totais (g) 

 

iii.Determinação do Teor de Extrativos  

A quantificação dos extrativos foi feita apenas para a biomassa in-natura. O 

processo foi realizado antes de hidrólise com ácido sulfúrico para evitar que 

componentes presentes nos extrativos interfiram nas análises subsequentes. Foram 

pesados 3,0 g de biomassa in-natura (MBS) e adicionados em cartuchos de papel filtro 

qualitativo (14 cm x 10 cm). Em seguida, os cartuchos foram colocados em um extrator 

do tipo Soxhlet, sem exceder a altura do sifão do extrator, e acoplado a balões de vidro 

de fundo redondo, apoiado em uma placa de aquecimento, no qual foram adicionados 

200 mL da solução de ciclohexano e etanol (proporção de 1:1) e pérolas de vidro 

dentro do balão. A placa de aquecimento foi ajustada para que ocorra de 4 a 5 ciclos 

por hora no sifão. Após 72 h, a solução do balão foi substituída por água destilada 

(200 mL) e a extração foi mantida por mais 72 h, após o primeiro ciclo de extração.  

Após a extração total, o material foi retirado do saquinho de papel de filtro e 

filtrado em um funil de Blucher com papel filtro, utilizando a menor quantidade de água 

necessária para a transferência da biomassa para o funil. Em seguida, a amostra foi 

colocada na estufa a 105°C até massa constante (MBE). Por fim, foi feita a 

quantificação dos extrativos (Equação 4). 

 

𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 (%) = (
𝑀𝐵𝑆− 𝑀𝐵𝐸

𝑀𝐵𝑆
) 𝑥 100 (2) 

Onde: 

MBS: Massa e biomassa seca e moída (g); 

MBE: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca). 

 

iv. Determinação do Teor de Lignina, Celulose e Hemiceluloses 
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Para a quantificação da celulose, hemiceluloses e lignina total foi realizada a 

hidrólise ácida dos resíduos do caule do lúpulo in-natura e pré-tratados, em todas as 

condições. A lama foi seca em uma capela, a temperatura ambiente. O material livre 

de extrativos, o resíduo sólido lavado e a lama foram moídos a uma granulometria de 

0,08 mm. Os cadinhos de fundo poroso foram deixados na estufa à 105°C, por 24 h, 

e em seguida transferidos e mantidos no dessecador até atingirem a temperatura 

ambiente, e pesados (MC). 

Foram pesados aproximadamente 0,3 g de amostra (MBE), base seca, e 

adicionados nos tubos de vidro. Foi adicionado 3,0 mL de ácido sulfúrico a 72% (m/m), 

em seguida a amostra e os tubos foram adicionados em banho termostático, 

previamente ajustado em 30°C. Utilizando um bastão de teflon, o material foi 

macerado a cada 5 – 10 min, para a solubilização da amostra, sem removê-la do 

banho termostático, permanecendo por 1 h. Após esse tempo, foram adicionados aos 

tubos 84 mL de água destilada, utilizando este volume para retirar todo o resíduo de 

amostra presente no bastão e nas paredes do tubo. Em seguida, os tubos foram 

fechados e autoclavados a 121°C por 1 h. 

Após retirar os tubos da autoclave, foram resfriados até temperatura ambiente. 

A amostra foi filtrada à vácuo em cadinho de filtração previamente secos e pesados 

(MC). A fração líquida foi utilizada para a quantificação de carboidratos (glicose, xilose, 

arabinose, celobiose), ácido acético, ácido levulínico, ácido fórmico, furfural e HMF e 

lignina solúvel. Já a fração sólida retida no cadinho, foi lavada com água destilada até 

pH neutro, assim como a parede do tubo e o bastão, para retirar toda a amostra 

remanescente. O cadinho de fundo poroso contendo os sólidos remanescentes 

previamente identificados permaneceram em estufa a 105°C até massa constante. 

Este material foi utilizado para a quantificação de lignina insolúvel e cinzas estruturais. 

Já o volume líquido filtrado, será utilizado posteriormente para determinação de lignina 

solúvel em meio ácido. 

 

v. Determinação do Teor de Lignina Insolúvel 

Os cadinhos de fundo poroso contendo o material do processo de hidrólise 

ácida, foram retirados da estufa e mantidos no dessecador até atingirem a 
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temperatura ambiente. Então foram pesados (Mpfr), e em seguidas transferidos para 

a mufla, realizando a mesma rampa de temperatura utilizada para determinação de 

cinzas totais. Após o tempo, a mufla foi desligada, e quando atingiu 105°C de 

temperatura, os cadinhos foram levados ao dessecador por 24 h. A massa do cadinho 

e das cinzas (MCce) foi registrada para determinação de cinzas na fração sólida ou 

cinzas insolúveis em meio ácido (Equação 3), e teor de lignina insolúvel em meio ácido 

(Equação 4). 

𝑀𝑐𝑖𝑛𝑧𝑎𝑠 𝑒𝑠𝑡𝑟𝑢𝑡𝑢𝑟𝑎𝑖𝑠(𝑔) = 𝑀𝐶𝑐𝑒 −  𝑀𝐶 (3) 

Onde: 

MCce: Massa do cadinho + cinzas estruturais (g); 

MC: Massa do cadinho (g). 

 

𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎𝑖𝑛𝑠𝑜𝑙ú𝑣𝑒𝑙(%)

= [
𝑀𝑃𝑓𝑟 − (𝑀𝑐𝑖𝑛𝑧𝑎𝑠 𝑒𝑠𝑡𝑟𝑢𝑡𝑢𝑟𝑎𝑖𝑠 + 𝑀𝑃𝑓)

𝑀𝐵𝐸
] 𝑥 [1 − (

𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

100
)] 𝑥100 

  

(4) 

Onde: 

MPfr: Massa do resíduo após a filtração + cadinho (g); 

Mcinzas estruturais: Massa de cinzas estruturais (g); 

MPf: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g); 

Extrativos: teor de extrativos obtidos (%). 

 

vi. Determinação do Teor de Lignina Solúvel 

Após a hidrólise ácida, a fração líquida foi analisada para determinação do teor 

de lignina solúvel por espectrofotometria. Para ajustar o pH entre 12-12,5, utilizou-se 
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NaOH 6,5 mol.L-1 em uma diluição necessária da solução, seguindo a Lei de Lambert-

Beer. O fator de diluição (fd) foi registrado. Em seguida, uma alíquota foi colocada em 

um balão volumétrico de 25 mL juntamente com a solução de NaOH 

(aproximadamente 10 gotas) utilizando uma pipeta.  

O balão volumétrico foi avolumado com água destilada. A medida de 

absorbância em 280 nm foi efetuada em um espectrofotômetro UV-Vis. A água 

destilada basificada foi usada como branco. A absorbância total da solução é a soma 

da absorbância da lignina e dos produtos de degradação furânicos (HMF e furfural) 

que absorvem na mesma região, seguindo as Equação 5 e 6. 

 

𝐴𝑝𝑑280 = [(𝐶𝐹𝑈𝑅𝑥𝜀𝐹𝑈𝑅) + (𝐶𝐻𝑀𝐹𝑥𝜀𝐻𝑀𝐹)] (5) 

Onde: 

Apd280: Absorbância, em 280 nm, dos produtos de decomposição dos açúcares (FURF 

e HMF), cujas concentrações foram determinadas previamente por HPLC; 

Cfur: Concentração do furfural derminada por HPLC; 

CHMF: Concentração do HMF determinada por HPLC; 

ƐFUR e ƐHMF: 146,85 e 114,00 L g-1 cm-1, respectivamente, conforme determinado por 

Rocha et al., (1997); 

 

𝐶𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 𝑆𝑜𝑙ú𝑣𝑒𝑙 (
𝑔

𝐿
) = [

(𝐴280 − 𝐴𝑝𝑑280)

𝜀𝐿
] 𝑥 𝑓𝑑 (6) 

Onde: 

A280: Absorbância total da solução obtida da hidrólise ácida em 280 nm; 

Apd280: Absorbância, em 280 nm, dos produtos de decomposição dos açucares 

(FURF e HMF), cujas concentrações foram determinadas previamente por HPLC; 
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ƐL: Absortividade da lignina determinada em meio alcalino em 280 nm, 23,7 L g-1 cm-

1; 

fd: fator de diluição da amostra. 

 

A Equação 7 é utilizada para determinação da concentração de lignina solúvel 

da biomassa. 

 

𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 𝑆𝑜𝑙ú𝑣𝑒𝑙 (%) = [
𝐶𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 𝑆𝑜𝑙ú𝑣𝑒𝑙𝑥 𝑉

𝑀𝐵𝐸
] 𝑥 [1 − (

𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

100
)] 𝑥100 (7) 

Onde: 

CLignina Solúvel: concentração de lignina solúvel (g/L); 

V: volume final de filtração (0,087 L) (L); 

MBE: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g); 

Extrativos: teor de extrativos obtido (%). 

 

O valor de lignina total é a soma dos teores de lignina solúvel e insolúvel, 

conforme a Equação 8. 

𝐿𝑟 = 𝐿𝑟(%) + 𝐿𝑆 (8) 

 

vii. Determinação do Teor de Celulose e Hemiceluloses 

As concentrações de glicose, celobiose, HMF e ácido fórmico foram 

convertidas em celulose e as concentrações de xilose, arabinose, ácido acético e 

furfural foram convertidas em hemiceluloses empregando os seus respectivos fatores 

de conversão. O teor de celulose e hemiceluloses foram calculados a partir das 

Equações 9 e 10, respectivamente. 
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𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 (%)

= [
((0,90 ∗ 𝐶𝐺𝑙𝑖) + (0,95 ∗ 𝐶𝐶𝑒𝑙𝑜 ) + (1,29 ∗ 𝐶𝐻𝑀𝐹) + (3,53 ∗ 𝐶Á𝐶.𝐹𝑜𝑟𝑚) + (1,4 ∗ 𝐶𝐶Á𝐶.𝐿𝐸𝑉) ∗ 𝑉

𝑀𝐵𝐸
] 𝑥 

[1 − (
𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

100
)] 𝑥100 

(9) 

 

Onde: 

CGli: concentração de glicose (g/L); 

CCelo: concentração de celobiose (g/L); 

CHMF: concentração de HMF (g/L); 

AÁC Fórm: concentração de ácido fórmico (g/L) 

AÁC LEV: concentração de ácido levulínico (g/L) 

V: volume final da filtração (0,087 L) (L); 

MBE: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g); 

Extrativos: teor de extrativos obtidos (%). 

 

𝐻𝑒𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 (%)

= [
((0,88 ∗ 𝐶𝑋𝑖𝑙) + (0,88 ∗ 𝐶𝐴𝑟𝑎𝑏 ) + (0,72 ∗ 𝐶Á𝑐.𝐴𝑐é𝑡) + (0,91 ∗ 𝐶Á𝐶.𝐺𝑙𝑖𝑐) + (1,37 ∗ 𝐶𝐹𝑈𝑅) ∗ 𝑉

𝑀𝐵𝐸
] 𝑥 

[1 − (
𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

100
)] 𝑥100 

(10) 

Onde: 

CXil: concentração de xilose (g/L); 

CArab: concentração de arabinose (g/L); 
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CÁc. Acéti: concentração de ácido acético (g/L); 

AÁc. Glic: concentração de ácido glicurônico (g/L); 

CFUR: concentração de furfural (g/L); 

V: volume final da filtração (0,087 L) (L); 

MBE: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g); 

Extrativos: teor de extrativos obtidos (%). 
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APÊNDICE B – Massa de entrada de cada fração 2:1 SVT (substrato:inóculo) 

 

Tabela I. Massa de entrada de cada um dos componentes do processo de DA e co-
DA. 

Controle  

Reator Inóculo (g) Biomassa (g) Dejeto (g) 

Inóculo 70,00 -  

Celulose  69,8583 0,1417  

DA  

Dejeto 69,1790  0,8210 

In-natura 69,8317 0,1683  

HH 175°C 63,9819 6,0108  

HH 190°C 64,6800 5,3200  

HH 205°C 64,7222 5,2778  

Lama 175°C 68,7285 1,2715  

Lama 190°C 68,5699 1,4301  

Lama 205°C 68,3228 1,6772  

Co-DA 

In-natura + dejeto 69,5198 0,0879 0,3979 

HH 175°C + dejeto 66,4597 3,1489 0,3914 

HH 190°C + dejeto 66,7656 2,8183 0,3861 

HH 205°C + dejeto 66,8336 2,7775 0,3889 

Lama 175°C + dejeto 68,9355 0,6872 0,3773 

Lama 190°C + dejeto 68,8507 0,7707 0,3785 

Lama 205°C + dejeto 68,7195 0,9001 0,3804 

 


