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RESUMO

A bioenergia, especialmente o biogas, vem despertando grande interesse mundial
devido a crescente demanda energética e viabilidade técnico-econémica. Neste
mercado, os dejetos bovinos, muitas vezes mal gerenciados e poluentes, s&o uma
fonte de energia significativa, com volume expressivo de matéria-prima. Além disso,
devido a expansao do cultivo de lupulo (Humulus lupulus L.) no Brasil, os residuos
gerados em sua poda também podem ser utilizados na digestao anaerébica (DA),
sendo uma alternativa de manejo e aproveitamento. Sendo assim, a juncao destes
residuos pode promover uma integragao da cadeia lavoura-pecuaria, proporcionando
um manejo adequado através da geracdo de bioenergia e biofertilizante. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial metanogénico do residuo da cultura do
lUpulo em processos de mono e co-digestdao (co-DA) com dejetos de bovinos. A
biomassa lignoceluldsica foi pré-tratada hidrotermicamente em trés condicdes, 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 fragao
liquida (hidrolisado hemicelulésico, 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 modificagdes na microbiota e seu potencial de aplicabilidade. Os
resultados indicaram que a condigdo mais severa de pré-tratamento (205°C, 10 min)
proporcionou a maior producdo acumulada de biometano em processos de mono e
co-DA, empregando tanto o HH quanto a lama de pré-tratamento. Nesta condicao,
considerando o processo de mono-DA, a lama e o HH proporcionaram uma produgao
de biometano 84,78 e 57,27% maior, respectivamente, quando comparado a
biomassa in-natura. Ja para o processo de co-DA, a mistura da lama com o dejeto
promoveu um aumento da producao 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 produgdo de biometano em relacdo a mistura da
biomassa in-natura e dejeto, demonstrando, em ambos os casos, a importancia da
etapa de pré-tratamento da biomassa. As analises do digestato indicaram seu
potencial como biofertilizante, demonstrando a presenga de nutrientes essenciais
disponiveis para a nutricdo 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 patégenos ao final do processo.

Palavras chave: bioenergia; manejo de residuos; caule de lupulo; 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.
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1 INTRODUGAO

A energia cumpre um papel indispensavel na economia de um pais, fornecendo
suporte para diversos setores e servigos de suma importancia. Em escala global, os
combustiveis fosseis predominam na oferta de energias primarias mas, em muitos
paises, a energia renovavel ja representa uma parcela relevante deste setor
(Nogueira; Capaz; Lora, 2021). Segundos dados do relatorio da Empresa de Pesquisa
Energética (EPE, 2023), em 2022, a participagdo das energias renovaveis na matriz
energética mundial representava apenas 14%, enquanto para o Brasil tal energia ja
corresponde a 47,4%, valor este representativo e muito associado ao uso das

bioenergias.

A bioenergia € uma forma de energia renovavel 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 combustivel para motores de combustdo em
geral. Este tipo de energia renovavel e de baixo carbono, promove o sequestro do gas
carbdnico atmosférico, além de oferecer inumeros beneficios ambientais e
socioeconémicos, apoiado nas metas globais de mudancga climatica dentro da Agenda
2023 da ONU (IPEA, 2018; Roder; Welfle, 2019).

No Brasil, a bioenergia é fortemente representada pelo uso da cana-de-agucar,
que equivale a 15,4% da matriz energética renovavel do pais. Além disso, o carvao e
a lenha vegetal (9,0%), e a lixivia (7,0%) - subproduto do setor de celulose -, séo
outras fontes relevantes de bioenergia para o pais (EPE, 2023). Visando aumentar e
melhorar ainda mais este indice de renovabilidade da matriz energética brasileira,
muitos estudos vém sendo realizados visando explorar novas biomassas e
desenvolver tecnologias de segunda geracao (2G) para produgdo de bioenergia
(Chandel et al., 2021; Dias et al., 2011; Lorenzi; Andrade, 2019).

As bioenergias 2G sado produzidas a partir de culturas nao alimentares,
produzidas diretamente para este fim, ou a partir de residuos agricolas de culturas
alimentares ou de residuos do setor florestal. Uma das principais vantagens em utilizar
subprodutos do setor agroindustrial na producao de bioenergia 2G é que nao ha
consumo de fertilizante adicional, agua 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 lignocelulésicas, como
palhas, bagagos, cascas, para produzir bioenergia a partir da sua queima direta em
caldeiras, no processo chamado de cogeracdo. Entretanto, ainda ha uma quantidade
substancial de biomassa que pode ser usada para a producdo de novos

biocombustiveis (Menandro et al., 2017).

Além das biomassas lignoceluldsicas, as biomassas residuais de origem animal
também podem promover a geragao de bioenergia, com destaque para dejetos de
animais, que apresentam um grande carater poluidor, necessitando de tratamento

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

O agronegécio brasileiro se intensifica a cada ano e ganha destaque no
mercado mundial, sendo importante fonte de criagao de riqueza para a economia do
pais. No Brasil, a bovinocultura apresenta o segundo maior rebanho do mundo, e
ganha destaque como o maior exportador de carne bovina (Galvao, 2017). Sendo
assim, a ampliacdo e intensificacdo das atividades pecuarias resultam em novas
exigéncias para o descarte seguro de grandes quantidades de dejetos que sao

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

Diante desse cenario de demanda energética, uso da terra e mudancgas
climaticas, surgem diversas alternativas tecnologicas para o tratamento destes
residuos do setor agroindustrial e agropecuario para geragcao de energia. Dentre
essas alternativas, a que desperta grande interesse devido sua facilidade de
implementacgao e viabilidade técnico-econémica € a digestdo anaerdbica (DA) (Vu et
al., 2020).

O processo de DA, também chamado de biodigestdo, € um tratamento
biolégico que permite a decomposicao e estabilizacdo de diversos residuos, como o0s
lignoceluldsicos e dejetos de animais, enquanto produz simultaneamente bioenergia
(biogas), nutrientes que podem ser utilizados para corre¢des de solo (biofertilizante),

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

Em 2022, o biogas representou apenas 2,1% da matriz energética brasileira
(EPE, 2023). Entretanto, muitos dos entraves politicos referentes a producao e a
distribuicdo desse biocombustivel vém se modificando ao longo dos ultimos anos,

mediante uma estratégia federal de incentivo ao uso sustentavel de biogas e
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biometano. O objetivo destas estratégias € fomentar programas e agdes para reduzir
as emissdes de metano e incentivar o uso de biogas e biometano como fontes

renovaveis de energia e combustivel (BRASIL, 2022).

Neste mercado, a cadeia produtiva lavoura-pecuaria pode contribui para a
producdo desta bioenergia, favorecendo uma destinagdo correta e segura destes
residuos, minimizando as emissdes de gases de efeito estufa (Capitani; Farina, 2022).
Sendo assim, a geracao de biogas a partir de dejetos e residuos agroindustriais pode
ser aderida a um plano de desenvolvimento sustentavel do agronegocio,
proporcionando solugdes sistémicas que contemplem energia, alimento e meio
ambiente (Galvao, 2017).

Dentre as biomassas lignoceluldosicas de baixo uso podemos destacar o
residuo de poda da cultura do lupulo (Humulus Lupulus L.), composto por caules e
folhas, que representa aproximadamente 75% da biomassa produzida no cultivo. Este
residuo € normalmente queimado ou utilizados em compostagem apds a colheita dos
cones, visto que nao apresenta valor comercial e possui baixa efetividade de
recobrimento de solo, trazendo problemas ambientais devido a baixa
biodegradabilidade (Kanai et al., 2021). Sendo assim, além do seu uso na producao
de mudas, por meio de estacas herbaceas (pedagos do caule), o residuo pode ser
destinado no processo de DA, trazendo beneficios a cadeia mediante a producao de
bioenergia, ja que a cultura exige alta taxa de incidéncia 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 Associagao Brasileira dos
Produtores de Lupulo (APROLUPULO), que conta atualmente com mais de 170
associados, presentes em quatorze Estados e o Distrito Federal. Segundo dados da
Aproltpulo (APROLUPULO, 2022), o Brasil atualmente possui cerca de 50 hectares
de lupulo, com produgcdo estimada em 20 toneladas. Ja os dejetos bovinos
representam uma expressiva biomassa no pais, tornando cada dia mais preocupante
o manejo deste residuo. O Brasil produziu em 2021 mais de 224,6 milhdes de cabecas

de gado, reportando sucessivos crescimentos ao longo dos anos (IBGE, 2021a).
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Sendo assim, a jungdo dos residuos da cultura do lupulo com os dejetos
bovinos pode promover uma integragao da cadeia lavoura-pecuaria, proporcionando
um manejo adequado dos residuos na geragao de bioenergia e biofertilizantes, por
meio dos processos de co-digestdo anaerobica (co-DA). A cultura do lupulo esta em
expansao no pais e vale destacar que os residuos lignoceluldsicos gerados ainda nao
foram explorados em estudos cientificos. Além disso, regides onde cultivares de lupulo
vém ganhando destaque, como Santa Catarina e Minas Gerais, os plantios estéo
localizados préximos a produgdo 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 ambito de manejo de
residuos e producado de energia renovavel, este projeto tem por objetivo avaliar o
potencial metanogénico, em estudos de mono e co-digestdo, utilizando dejetos
bovinos e caule de lupulo pré-tratados em meios aquosos. Foi avaliado como o caule
de lupulo pré-tratado pode contribuir com o processo de DA dos dejetos bovinos,
utilizando tanto a fragao liquida do pré-tratamento quanto a lama (mistura da fragao
sélida + liquida). Foi avaliado também como a etapa de pré-tratamento e as condi¢des
operacionais deste processo influenciam na producéo do biogas e biometano, entre
os processos de DA e co-DA. Para isso, alguns objetivos especificos foram

delineados:

¢ Avaliar o efeito das condi¢cdes operacionais do pré-tratamento hidrotérmico do caule

de lupulo em relagdo ao fracionamento da biomassa;

e Avaliar o potencial bioquimico de metano (PBM) da biomassa in-natura, das fragées
obtidas nos ensaios de pré-tratamento (lama e hidrolisado hemiceluldsico), e do dejeto

bovino, assim como a co-DA entre os substratos pré-tratados e o dejeto;
e Realizar um ajuste de modelo cinético e obter parametros cinéticos;

e Caracterizar quimicamente e biologicamente os digestatos obtidos a fim de verificar
as mudancas bioldgicas no sistema e composi¢gao do mesmo para potencial aplicagéo

em fertirrigagao.

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

representando os substratos e delineando suas fragdes apds passarem pelo pré-
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tratamento hidrotérmico. Além disso, demonstra a utilizacdo desses substratos nos
processos de DA e co-DA, assim como seus produtos finais, biogas/biometano e

digestato.

Figura 1 - Fluxograma das atividades executadas no projeto
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioenergia no Brasil

A bioenergia, energia proveniente da biomassa, produzida a partir de uma
matéria orgénica de origem vegetal e/ou animal, pode ser disponibilizada em rotas
para produgao de biocombustiveis liquidos, solidos ou gasosos (Monroy; Acitores;
Cifuentes, 2018), sendo considerada uma excelente alternativa as fontes de energia

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

No caso do Brasil, as bioenergias vém sendo fortemente produzidas e
utilizadas, com destaque em 2022, para produtos energéticos provenientes da
biomassa da cana, da lenha e do carvao vegetal, além de lixivia — residuo da produgao
de celulose. Dentro dos setores econdmicos, 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 relagdo a matriz elétrica brasileira, em 2022, 87,9% da produgao interna foi
proveniente de fontes renovaveis (Figura 2), com destaque para a energia hidraulica
(63,1%), seguida de edlica (12,1%) e biomassa (7,7%), representada por lenha,
bagaco de cana, biodiesel e lixivia (EPE, 2023). Apesar do numero ser muito superior
a média mundial (26,6%, em 2020), a energia elétrica dominante no pais ainda é a
hidraulica, que vem sofrendo quedas de produgao, ano apds ano, devido as mudangas

climaticas.

Figura 2 - Matriz elétrica brasileira e média mundial

Brasil (2022) 87.9%
Brasil (2021) 78,1%
Mundo (2020) 26,6%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
W Renovaveis B Nao renovaveis

A renovabilidade é calculada com base na oferta interna de energia elétrica, ou seja, toda a geragéo
nacional mais a importagao liquida, o que inclui a parcela importada de Itaipu.
Fonte: Adaptada de EPE, (2023).



27

Apesar da bioenergia ainda representar uma baixa parcela na matriz elétrica
brasileira, o pais tem grande potencial na producgao, visto que a quantidade de
biomassa produzida é bastante expressiva, podendo alcangar 1 Gt em 2030 (Moraes
et al., 2017). Entretanto, os residuos/subprodutos gerados apos colheita e
beneficiamento da maioria das biomassas agroindustriais e florestais ainda sdo muito
subutilizados no pais, comumente deixados para decomposi¢ao natural - mesmo que
em excedente para manter a preservagao e qualidade do solo -, ndo proporcionando
o aproveitamento do mesmo. Existem diversos tipos de fontes de biomassa que
podem ser empregadas na geragcao de energia. A Tabela 1 apresenta detalhes e

classificagdo das mesmas.

Em relacdo ao mercado de energia elétrica, o Brasil possui hoje 633
empreendimentos em operagao com foco na bioenergia, gerando 17 GW de poténcia
outorgada. Essa bioenergia direcionada a energia elétrica representa 8,55% da
poténcia total produzida no pais, que correspondem 190 GW (ANEEL, 2023). A Tabela
2 apresenta os tipos de biomassas empregadas nesta geracdo de bioenergia, além

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

De acordo com os dados da Tabela 2, o setor agroindustrial apresenta a maior
producdo de energia elétrica do mercado de bioenergia, que abrange as culturas
agroenergéticas, residuos, sedimentos e subprodutos das atividades agricolas. Além
das principais culturas produzidas no Brasil, como soja, milho, cana-de-agucar, o pais
possui outras oportunidades que proporcionam potencial de crescimento. Essas
possibilidades surgem de outras diversas biomassas nao tradicionais e seus residuos,
mesmo que produzidas em menor quantidade e de menor valorizagdo no mercado,
ainda representam fontes de potencial energético, auxiliando no contexto de uma
matriz energética mais segura, e diminuicdo de impactos socioecondmicos e

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

Referéncias

Classe Tipo Biomassa
Sacarideos Cana-de-agucar, beterraba sacarina, sorgo sacarino
Celulosico Algodéo, biomassas energéticas
Vegetais nao Cortez; Lora; Goémez, 2008;
lenhosos Amilaceos Milho, mandioca, batata Goldemberg, 2009
Aquaticos Algas e microalgas
Oleaginosas Milho, girassol, soja, mamona
_ Madeiras Eucalipto, pinus, Cortez; Lora; Gomez, 2008;
Vegetais _
] Galhos, residuos de podas, cavacos refugados do Santos; Nascimento; Alves,
lenhosos Residuos florestais
setor industrial 2017
Lixo domiciliar, comercial, esgoto e efluente
Urbanos o
domestico Goldemberg, 2009; Junior et
Residuos
_ al., 2009; Santos; Nascimento;
organicos Agroindustriais e Esterco e excrementos, casca, bagaco, palha, p6 de A 2017
ves,

agropecuaria

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

Quantidade de Poténcia
Fonte Combustivel
Empreendimentos outorgada (kW)
Bagaco de cana-de-agucar 423 12.431.209,20
_ o Biogas 5 32.615,80
Agroindustriais .
Capim elefante 3 49.636,00
Casca de arroz 14 56.833,00
Biocombustiveis Etanol 1 320,00
liquidos Oleos vegetais 5 17.180,40
Biogas 1 5.000,00
Carvao vegetal 6 30.197,00
Gas de alto forno - biomassa 12 124.265,05
Floresta
Lenha 13 237.202,80
Licor negro 21 3.299.414,00
Residuos florestais 74 749.250,00
Residuos
o Biogas 18 6.493,20
Animais
Residuos Biogas 26 201.887,60
Sélidos Urbanos Carvao 3 8.250,00
(RSU) Residuos Solidos Urbanos 8 24.413,00
Total 633 17.274.617,05

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

As previsdes socioecondmicas, em nivel mundial, indicam um aumento no uso
das terras agricolas para produgao de alimentos, ra¢des e bioenergia (Popp et al.,
2017). Diante do crescimento populacional, 0 aumento de area cultivada é cada vez
mais explorado devido a alta demanda por alimento e energia. Entretanto, é
necessario estratégias de manejo para melhorias no uso da terra, recuperagcéao de
pastagens degradadas e intensificagdo da pecuaria, como, por exemplo, aumentar as
taxas de lotagdo do gado, sdo medidas propostas com frequéncia para liberar area
adicional para o cultivo de producéo de bioenergia, sem comprometer a producao de
alimentos (Frank et al., 2017; Pereira; De Castro, 2022).
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Este cenario produtivo, mesmo que promissor, permite abordar problemas e
desafios da bioenergia no Brasil e em outros paises, como promover a oferta
sustentavel de biomassa, com alta produtividade, além da adocdo de processos
eficientes para sua conversao em formas finais e uteis de energia. O Brasil, seguindo
esse conceito, tem investido cada dia mais no desenvolvimento de biocombustiveis a
partir de fontes secundarias de biomassas, ou biomassas de segunda geracao (2G),

que sao residuais e de baixo valor mercadolégico (Nogueira; Capaz; Lora, 2021).

Muitas vezes, o excesso destas biomassas provoca danos ambientais ligados
a disposicao inadequada destes residuos orgéanicos in-natura ou nao tratados no solo,
que incluem a contaminagdo do solo por dejetos e residuos com altos teores de
produtos quimicos de lixiviagao de nutrientes; eutrofizacdo de rios e lagos; e emissao
de GEEs produzidos durante a decomposigao da biomassa (Frigo et al., 2015). Nesse
cenario, a produgao de biogas pode contribuir para atingir o aumento da bioenergia
no pais e tratamentos de residuos (Cruz et al., 2021). Portanto, as biomassas
residuais, especialmente biomassas 2G e de baixa utilizagdo mercadoldgica, como é
0 caso de dejetos de animais, seriam matérias-primas valiosas para o
desenvolvimento de bioenergia limpa e renovavel para regides agroindustriais e,
simultaneamente, uma ferramenta para mitigar os efeitos ambientais da produgéo

pecuaria.

2.2 Producao de Biogas

A producgao de biogas ocorre através do processo de digestdo anaerdbica (DA),
que pode ser definida como a conversdo de matéria organica, de origem vegetal ou
animal, em diéxido de carbono, metano, além de outros gases presentes em menores
propor¢cdes. Esse processo ocorre em sucessivas etapas biolégicas, sendo
dependente das diversas interagdes entre microrganismos, em um ambiente com a
auséncia de oxigénio (Meegoda et al., 2018). Ao final do processo, além do biogas é
obtido um lodo, chamado de digestato, muito empregado para adubagao devido a sua
composi¢cao mineral proveniente das biomassas empregadas no processo (Franco;
Bezerra, 2018).
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A flexibilidade de uso do biogas, cuja caracteristica fisica € semelhante ao gas
natural, propicia com que ele possa ser utilizado em um sistema de geragao distribuida
(GD), ou seja, geragao de energia elétrica que ocorre na propria unidade de consumo
(UC) ou proximas a elas, ou por meio de uma geragédo centralizada (GC), que se
caracteriza principalmente por grandes centrais de geragcdo de energia elétrica
conectadas ao Sistema Interligado Nacional (SIN). Além disso, o biogas pode ser
purificado para a obteng¢ao do biometano, que pode ser utilizado em substituicdo do
diesel de origem féssil e do gas natural, reduzindo as emissées de CO2 em até 95%

quando comparado aos combustiveis fosseis (Gomes et al., 2016).

Na DA, uma série de processos bioquimicos sao realizados por um grupo de
microrganismos anaeroébios, que atuam coletivamente para transformar a massa
organica em biogas e em um material digerido, rico em nutrientes. Cada grupo
microbiano tem caracteristicas unicas, como taxa de crescimento, diversidade e
densidade no sistema, trazendo respostas diversas dependendo das condi¢des

operacionais (Tyagi et al., 2021).

O processo de DA é normalmente descrito em cinco fases, conforme
apresentado na Figura 3, a saber: hidrolise, acidogénese, acetogénese,

metanogénese, além da sulfetogénese (Kotharl et al., 2014).

Durante a hidrdlise, as enzimas hidroliticas, excretadas pelas bactérias,
hidrolisam os polimeros insoluveis, carboidratos, lipidios e proteinas em oligbmeros e
mondmeros, fazendo com que fiquem disponiveis para os microrganismos. Nesta
etapa, os compostos organicos complexos, como o0s presentes em materiais
lignoceluldsicos, por exemplo, apresenta uma hidrolise muito lenta, o que pode se
tornar uma etapa limitante durante o processo DA (Zhou et al., 2018). Portanto, nestes
casos, ha necessidade de técnicas para diminuir a recalcitrdncia da biomassa e,
assim, aumentar a disponibilidade destes materiais para a decomposi¢ao microbiana
anaerdbica (Olatunji; Ahmed; Ogunkunle, 2021).
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Figura 3 - Etapas basicas e grupos microbianos envolvidos no processo de
digestao anaerébica

‘ Matéria organica complexa ‘
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(Bactérias fermentativas hidroliticas)
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Fonte: Adaptado de (Atelge et al., 2020; Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015).

Na segunda etapa, a acidogénese, um grande grupo de bactérias anaerdbicas
facultativas e obrigatérias convertem os produtos da hidrélise -agucares simples,
aminoacidos e acidos graxos-, em acidos organicos ou acidos graxos volateis (AGV)
de cadeia curta, alcoois, e alguns compostos inorganicos como dioxido de carbono,
hidrogénio, sulfeto de hidrogénio e aménia (Zhou et al., 2018). Alguns dos principais
acidos liberados nesse estagio sdo acido butirico, acido acético, acido propidnico e
valérico (Rajendran et al., 2013, 2020).

Na acetogénese, terceiro estagio do metabolismo anaerdbico, os acidos graxos
volateis e alcoois sdo convertidos em acetato, hidrogénio e didxido de carbono (Mir;

Hussain; Verma, 2016).

Ja a metanogénese marca o estagio final da digestdo anaerdbica, onde
intermediarios acessiveis sdo consumidos por microrganismos metanogénicos para

produzir metano (Ferry, 2010b).
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O metano é produzido pelas arqueas, por duas vias metabdlicas principais:
arqueas hidrogenotréficas, que utilizam o hidrogénio como doador de elétrons e o
dioxido de carbono como aceptor de elétrons para a producdo de metano; e as
arqueas acetoclasticas, que transformam o acetato em metano e em didéxido de
carbono. Em digestores anaerdbios, cerca de 70% do metano produzido é advindo da
degradacao do acetato durante o metabolismo das metanogénicas acetoclasticas e
menos de 30% é produzido por metanogénicas hidrogenotroficas (Mir; Hussain;
Verma, 2016).

Na presenca de sulfato, sulfito e outros compostos sulfurados, as bactérias
redutoras de sulfato (ou bactérias sulforedutoras) sdo capazes de utilizar o hidrogénio
para formagdo de sulfeto, que pode se dissolver no meio (HS-, S?°, H2Saq) ou
constituir o biogas (H2Sgas) (Chen et al., 2014; Jiménez et al., 2018; Nuvolari, 2011;
O’flaherty; Collins; Mahony, 2006).

Estes compostos podem causar alteragdes nas rotas metabdlicas no processo
de DA, nas fases de acetogénese e metanogénese, conforme Figura 3. Isso se da
devido as bactérias redutoras de sulfato competirem com os outros microrganismos
do meio, como as bactérias fermentativas, acetogénicas e metanogénicas, pelos
mesmos substratos, como o hidrogénio e o acetato, resultando na formagdo de
metano, por meio da metanogénese, e sulfeto, através da redugao de sulfeto (Callado;

Damianovic; Foresti, 2016).

Além disso, tais compostos podem reduzir a produgcdo do biogas devido a
competicdo entre as bactérias redutoras de sulfato e as metanogénicas (Chernicharo,
2016). Essa competicao esta relacionada a uma série de fatores, em particular ao pH

e a relacéo entre Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e o sulfato.

Como as fases de degradacgéo sao todas intimamente ligadas umas as outras,
mesmo que 0s microrganismos sejam funcionalmente distintos, um desequilibrio entre
a comunidade bacteriana e arqueas pode causar uma deterioracdo em desempenho
do reator e, portanto, mudancgas na quantidade de metano produzido (Franke-Whittle
et al., 2014a).

A identificagdo, analise e monitoramento da comunidade microbiana de

bactérias e arqueas € essencial para conhecer e até mesmo prever processos de
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estabilidade, instabilidade e explicar o desempenho do sistema. O desequilibrio de um
nivel tréfico pode afetar toda a comunidade microbiana, resultando em desequilibrios
ou falhas no processo. Portanto, a caracterizacdo da composicdo e estrutura da
comunidade microbiana € indispensavel para analisar e melhorar a eficiéncia da
digestao anaerodbia (Luo; Wang; Angelidaki, 2013; Wang et al., 2012b).

A maior parte dos microrganismos nao podem ser estudados através de
meétodos de cultivo e ha limitacbes de conhecimento das pesquisas realizadas sobre
diversidade microbiana através de métodos independentes, como a analise de genes
especificos. 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 tém sido utilizadas com base
nas variagdes e analise da sequéncia de nucleotideos presentes no gene RNAr 16S,
por conter regides conservadas e variadas (exclusivas de uma unica espécie, por
exemplo), e contribuir para a caracterizagao da diversidade microbiana (Madigan et
al., 2016).

A analise metagendmica torna possivel o estudo aprofundado da diversidade e
abundéancia da comunidade microbiana, uma vez que podem ser geradas milhares de
sequéncias a partir de uma unica amostra, sendo possivel detectar aqueles
microrganismos que estdo em baixa quantidade ou que sejam raros na amostra.
Portanto, podem fornecer informacgdes detalhadas e significativas da composicao e

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

2.3 Cenario do Biogas no Brasil

No Brasil, o incentivo a geracéo de biogas e biometano é relativamente recente,
com o surgimento em 2002 pelo Programa Federal de Incentivo as Fontes Alternativas
de Energia (Proinfa), cuja finalidade era diversificar a matriz energética nacional e
reduzir as emissdes de gases de efeito estuda (GEE). Embora o biogas ja fosse
avaliado como fonte de energia no pais ha muitos anos, este foi o primeiro estudo que

regionalmente mapeou a capacidade real de geragao de biogas 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 Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio), que visa
expandir cada dia mais a produg¢ao de biocombustiveis no pais, além do novo mercado
do gas, que busca a formagédo de um mercado aberto, dindmico e competitivo, e com
toda a evolugédo do ambiente regulatério referente ao seu uso, a produgao e aplicagao
dos biocombustiveis estda em plena expansdo. Tal efeito é averiguado na
implementacgao de novas biorrefinarias que visam a obtencéo de diversas bioenergias
(MME, 2020).

Nesta expansao, o setor do agronegdcio apresenta grandes vantagens ja que
ha varias possibilidades de integracdo com suas cadeias produtivas, além da grande
geracdo de biomassas residuais, que hoje intensificam problemas ambientais
relacionados a disposi¢cao de residuos organicos. Neste cenario, 0 uso desses
residuos para geragdo de biogas constitui uma alternativa que contribui para a
reducao de impactos ambientais e para a oferta de energia renovavel, agregando valor
aos residuos organicos gerados pelo setor produtivo e de transformacéao (Ferreira et
al., 2018; Singh; Kalamdhad, 2022).

Conforme disponibilizado no Sistema de Informacgdes de Geragdo da ANEEL
(SIGA), o Brasil possui 50 empreendimentos em operagdo com geracao elétrica a
partir do biogas tendo como origem a biomassa, totalizando aproximadamente 246
MW de poténcia outorgada. Desses, mais da metade, 26 empreendimentos, geram
biogas a partir de biomassas e a maioria esta localizada no Estado de Sao Paulo
(ANEEL, 2023). A Associacao Brasileira do Biogas estimou que o Brasil deixa de
aproveitar, por ano, aproximadamente 44,1 bilhbes m® de biogas, considerando a
geragao de residuos da agroindustria, pecuaria e saneamento, que poderiam fornecer
19 GW de capacidade instalada para a produgao de energia elétrica ou 120 milhdes
de m?¥dia de biometano (ou gas natural renovavel). Se traduzidos em equivaléncia
energética, esse montante de biogas poderia suprir 34,5% da demanda por energia
elétrica ou substituir 70% do consumo de diesel do pais (ABIOGAS, 2021).

Em 2022 o pais apresentava 885 plantas de biogas em operagdo. As
quantidades das fontes de substratos utilizadas na producéo de biogas no Brasil estao
representadas na Figura 4. Observa-se que, um grande numero de plantas em
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operagao utiliza os residuos do setor agropecuario, entretanto, sua participagao na

producgdo de biogas € a menos representativa com apenas 10% da produgéo nacional.

Figura 4 - Porcentagem de produgao de biogas (barra laranja escura) e do
numero de plantas em operagao no pais (barra laranja clara), considerando
cada um dos setores produtivos.

RSU ou Esgoto

Inddstria

Agropecuaria

RSU: Residuos Solidos Urbanos
Fonte: Biogasmap, (2022).

Embora o maior numero de plantas hoje do Brasil esteja vinculado ao setor
agropecuario (78%), ele é responsavel por apenas 10% do volume total de biogas
produzido no pais, cerca de 0,29 bilhdes de Nm3*ano. A maior parte de biogas
produzido no pais, aproximadamente 74% do volume total (2,46 bilhdes de Nm?3ano),
€ gerado nas plantas que processam residuos solidos urbanos (RSU) ou efluentes
das estagdes de tratamento de esgoto, representando apenas 10% das plantas em

operagao no pais (Biogasmap, 2022).

A Figura 5 reporta a producéo de biogas no territério nacional, assim como a
distribuicao destas plantas. Os dados reportados foram baseados em dados publicos

das agéncias reguladoras dos setores de energia elétrica (ANEEL).
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Figura 5 - Numero de plantas e volume de produc¢ao de biogas nos Estados
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Fonte: Biogasmap, (2022).

E possivel observar que o estado de Sdo Paulo é o maior produtor de biogas
do pais, com uma produgao de aproximadamente 1,05 bilhdées de Nm?3/ano, distribuido
em 74 plantas em operacao. Grande parte desta producao do estado esta vinculada
ao setor sucroenergético. O estado do Rio de Janeiro aparece como o segundo maior
produtor, com uma geragédo de quase 0,389 bilhdes de Nm3/ano de biogas, com 12
plantas em operagdo. Neste caso, grande parte da produgdo vem de tratamento de

RSU e esgoto.

Por ser um estado que dispde de um moderno sistema agroindustrial, sendo o
maior do Brasil e um dos mais expressivos do mundo, Sao Paulo ja apresenta grandes
empreendimentos no setor de biogas voltando ao setor agroindustrial, com destaque
para empresas do setor sucroenergético, como Raizen, Sdo Martinho, Cocal, dentre
outras (Martinez et al., 2023).

Neste contexto em que a biomassa representa uma fonte renovavel e
abundante de energia e tem potencial para se tornar uma fonte global de recursos, a
reutilizagdo desses residuos € uma grande oportunidade para gerar energia na forma

de biogas, pois representa uma troca de fonte de substrato atraente em termos de
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reducao do impacto no desenvolvimento e uso de energia renovavel (Buhring; Silveira,
2018).

2.4 Potencial das Biomassas de Segunda Geragao e Dejetos na DA

Atualmente diversos produtos vém sendo desenvolvidos a partir de residuos
da agropecuaria como biocombustiveis, biomateriais, produtos quimicos,
farmacéuticos, cosméticos e produtos de higiene. Além disso, é possivel obter
agroquimicos como biofertilizantes e biopesticidas, enfatizando a bioeconomia,
gerando inumeros beneficios socioecondémicos e ambientais a nossa sociedade (Vaz
Junior, 2020).

E de suma importancia avaliar a classificagcdo e composi¢do das biomassas,
uma vez que biomassas de diferentes origens e regides sdo utilizadas e convertidas
em formas uteis de energia ou outros materiais, por diversos processos. A jungao da
avaliagao com o processo de aproveitamento das biomassas pode servir de base para
sua eficiéncia e rendimento para o produto desejado. Dentre as biomassas, podemos
destacar os residuos de poda da cultura do lupulo, ja que sua produgao no pais vem
crescendo muito ao longo dos ultimos anos e ainda ndo ha aplicagao efetiva dos
residuos desta cultura (Kanai et al., 2021), além dos dejetos de bovinocultura, devido

a larga produgao de animais no pais (Silva, 2018).

2.41 A Cultura do Lupulo e Seus Residuos

O lapulo (Humulus lupulus L.) € uma planta herbacea, perene e trepadeira que
pertence a ordem Rosales e a familia Cannabaceae, considerada de antiga
domesticacédo e uso, encontrada na natureza em quase todas as regides de clima
temperado do Hemisfério Norte (Jastrombek et al., 2022). Esta planta tem como
caracteristica ser constituida por sistema radicular profundo, dioicas, anemofilas e

dextrogiras (Aquino et al., 2022).

As grandes regides produtoras de lupulo no mundo encontram-se no

Hemisfério Norte, na faixa entre as latitudes 30° e 55°, que compreende as areas frias
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da América do Norte, Europa e Asia (Aquino et al., 2022). A vida util do lupulo pode
alcancar até 50 anos, entretanto, a renovagao das plantas é realizada de 10 a 20 anos

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

No Brasil, acreditava-se que as condi¢des climaticas ndo seriam favoraveis
para o seu cultivo, um dos motivos pela qual a grande maioria do lupulo € 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 adaptagao
(Fagherazzi et al., 2017), o que torna sua expansao um atrativo para produtores de

todo o pais.

Contudo, a produgao de lupulo no pais ainda enfrenta alguns obstaculos, tal
como a falta de tecnologias em maquinarios que sdo utilizados em diversas etapas,
além de que a planta tem demanda especifica principalmente ao fator fotoperiodo
(incidéncia de luz solar na planta ao longo dos dias). Entretanto, certas cultivares tém
se adaptado ao clima do Brasil e conseguiu-se produgdo e qualidade de lupulo
significativa. Portanto, a expansao do cultivo do lupulo no Brasil € uma necessidade
mercadoldgica que possivelmente proporcionara diversas vantagens, principalmente,

a priori, a industria cervejeira (MAPA, 2022).

A parte aérea da planta de lupulo € anual e sua parte abaixo do solo é perene,
assim, a rebrota ocorre a cada estacio. A coroa, que € a base da planta que senesceu
ou foi podada continua bem desenvolvida e viavel para ser refeita na primavera

(Doods, 2017). A Figura 6 mostra as partes da planta do lupulo.
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Figura 6 - Desenho esquematico da planta de lapulo

Fonte: Adaptado de DOODS (2017).

O lupulo produz inflorescéncias anualmente, chamadas de cones, ao longo de
um periodo de aproximadamente quatro meses. A temperatura e o fotoperiodo séo as
principais restricdes de produgéo da planta, e como a produtividade e a oferta global
de lupulo sdo influenciadas por esses fatores climaticos, algumas tecnologias e
manejos de ambiente controlado podem ser adotadas como alternativa (Bauerle,
2019).

A parte subterrdnea da planta € composta por um sistema radicular
permanente, composto por raizes verdadeiras e rizomas, enquanto sua parte aérea
se renova a cada ano. As raizes 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 superficie e tém

brotos que dao origem a novas raizes e brotos (Spésito et al., 2019).
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Figura 7 - Sistema radicular da planta do lapulo

Fonte: Fotos do grupo de pesquisa.

A parte aérea da planta do lupulo é formada por ramos, folhas e cones. Para
que ocorra a formacao de frutos, por ser uma planta dioica, o pomar precisa de
plantas femininas e masculinas, para que ocorra a polinizagao cruzada. Ao contrario
de outras plantas trepadeiras que possuem gavinhas para a fixagdo dos galhos, no
lupulo, os galhos possuem pelos aderentes que se prendem as estruturas a medida
que se envolvem em uma estrutura. Os ramos do lupulo apresentam crescimento
indefinido, chegando a um comprimento de 8 a 9 m. Estes, vao se tornado mais

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

Ja os ramos, também chamados de caules, podendo crescer até seu
comprimento maximo em trés meses. Os ramos primarios crescem verticalmente em
torno da estrutura de sustentagdo, no sentido horario. Na fase inicial sdo de
consisténcia herbacea, de forma tendencialmente hexagonal e movimento de
enrolamento dextrogiro (Rodrigues; Morais; Castro, 2015). O caule é piloso, oco, de

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

A Figura 8 apresenta os ramos primarios enrolados ao redor da estrutura de
sustentagao (a) e a planta em desenvolvimento no sistema de condugao vertical (b).
Nota-se ainda, na Figura 8 (c e d), o aspecto interno do caule e sua coloragéo.
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Figura 8 - Parte aérea da planta do lupulo

(d)

Fonte: Fotos do grupo de pesquisa.

Os ramos primarios, bem desenvolvidos e lignificados, com a estrutura da
planta ja estabelecida, sdo chamados de caule. Nos ramos primarios, que €
segmentado por nos e entrends, forma-se em cada n6 um par de folhas e, nas axilas
de cada folha ha uma gema que da origem a um ramo lateral, conhecido como ramo
secundario, com somente folhas, ou, com folhas e inflorescéncias (ramo secundario
misto). O lado superior da folha possui coloragéo verde escuro, diferente da face
inferior (Sposito et al., 2019). As folhas se apresentam em pares, de maneira opostas
umas a outra nos nos, e podem conter de 3 até 7 I6bulos (Rodrigues; Morais; Castro,
2015).

As flores femininas desenvolvem-se em cones, responsaveis por conferir
amargor, aroma e estabilidade microbiolégica a cerveja (Korpelainen; Pietilainen,
2021). Na Figura 9 encontram-se os cones, principal parte do lupulo e de grande

importancia comercial.

Sendo assim, o interesse comercial nas plantas de lupulo esta relacionado
predominantemente as inflorescéncias das plantas femininas, pois os cones formados
possuem grande quantidade de glandulas de lupulina, ricas em resinas e 6leos
essenciais. S&o nessas glandulas que estdo presentes os componentes mais
relevantes para o a industria cervejeira, os quais sdo sintetizados e armazenados.

Entre os compostos presentes nas resinas estdo o a- e $-acidos, responsaveis pelo
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amargor da cerveja, e 0s Oleos essenciais, responsaveis pelo aroma da cerveja
(Aquino et al., 2022; Fagherazzi et al., 2017).

Figura 9 - Inflorescéncia (cones) da planta feminina

Fonte: SPOSITO et al., (2019).

O a-acido, representando de 3 a 17% na composi¢cao da resina, € expelido
pelas glandulas de lupulinas, e seu aspecto € um p6 de cor amarelada, sendo extraido
como um po hidrofébico. Para ser solubilizado em agua, o acido precisa ser
isomerizado através de calor em solugdo (100 - 130°C), resultando em iso-a-acido. Ja
o B-acido, que representa de 3 a 7% de composi¢cao da resina, nao sofrendo
isomerizagao, e, assim, é insoluvel em agua, tendo uma alta atividade antimicrobiana

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

Embora o lupulo seja majoritariamente empregado no setor cervejeiro, os 6leos
e resinas apresentam propriedades sedativas, além de apresentarem efeitos
antibacterianos e antifungicos. Sendo assim, os cones também vém sendo avaliados
na producao de repelentes (Bedini et al., 2015), como agente antioxidante (Alonso-
Esteban et al., 2019), antimicrobiano (Bocquet et al., 2019), e no setor farmacéutico,
apresentando excelentes atividades anti-inflamatéria (Bartmanska et al., 2013; Van
Cleemput et al., 2009) e no tratamento do cancer (Mouratidis et al., 2013; Roehrer et
al., 2019).

Os caules e as folhas representam aproximadamente 75% da biomassa
produzida no cultivo do lupulo, sendo, estes, normalmente queimados ou aterrados
apos a colheita dos cones, ja que estudos recentes comprovam que esse material néo
apresenta boa performance como recobrimento direto no solo, diferentemente das
palhadas de outras culturas. Recentemente a utilizacdo de residuos agroindustriais
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provenientes de plantas chamam a atencao por se tratar de residuos de grande valor
para reutilizacdo. Esse valor agregado reduz a quantidade de descarte incorreto e
desenvolve uma nova oportunidade de negocio, podendo construir um sistema de

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

Devido aos diversos usos dos cones, a cultura do lupulo no Brasil esta em
crescente expansao, sendo necessario que haja aplicagdes para as outras partes da
planta, como os residuos da poda, compostos majoritariamente por caules primarios,
secundarios e folhas. Alguns estudos da literatura apontam que, mesmo em menor
quantidade, outras partes da planta, como caule e folhas, também apresentam
concentracbes de lupulina, e podem ser efetivos na acao bacteriostaticas,
principalmente contra bactérias Gram-positivas (Abram et al., 2015; Sugiyama; Oda;
Kurosaki, 2006). Assim, percebe-se que o lupulo pode ser utilizado em diversas outras
aplicacdes além de seu uso no mercado cervejeiro, entre elas, aplicagbes voltadas ao
uso medicinal, antioxidante e bactericida (Abram et al., 2015; Butu; Rodino; Butu,
2016).

A producao de lupulo no Brasil enfrenta alguns obstaculos, como uma cadeia
produtiva ndo estabelecida, poucas tecnologias em maquinarios que sao utilizados
em diversas etapas, além da demanda especifica que planta a possui, principalmente
ao fotoperiodo (incidéncia de luz solar na planta ao longo dos dias). Entretanto, certas
cultivares tém se adaptado ao clima do Brasil e conseguiu-se produgao e qualidade
de lupulo significativa (MAPA, 2022).

Mesmo que o cultivo no pais ainda esteja sendo consolidado e recente, um
numero consideravel de produtores brasileiros esta cultivando o lupulo, sendo assim,
€ importante e promissor incentivar estudos e investimentos relacionados a cultura
(MAPA, 2022). Estratégias para gerir e valorizar os residuos gerados na produgéo de
l[upulo devem também ser considerado. Apds a colheita, muitas folhas e caules
permanecem como residuos organicos sem aproveitamento especifico (Afonso et al.,
2021). Entretanto, para emprego deste tipo de biomassa € necessario realizar uma
etapa de pré-tratamento anteriormente, visando abertura da sua estrutura
macromolecular, o que ira favorecer os processos de biodegradagao (Kasinath et al.,
2021).
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2.4.1.1 Composicado Quimica do Caule de Lupulo e Processos de Fracionamento
para Melhoraria da DA

O caule de lupulo, assim como as demais biomassas lignocelulésicas s&o
constituidas 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 € um polimero linear de glicose, formado por ligagdes do tipo 3-O-4.
Trata-se de uma molécula bastante estavel e insoluvel na grande maioria dos

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

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos amorfos, ramificado, composto
por unidades de hexoses (glicose, manose e galactose), pentoses (xilose e
arabinose), acidos urbnicos, desoxihexoses (ramnose e fucose) e grupos acetilas,
com um comprimento de cadeia mais curto em comparag¢ao com a celulose. Devido a
estrutura e natureza das hemiceluloses, a interagdo com a celulose ocorre facilmente,

proporcionando flexibilidade e estabilidade a matriz lignoceluldsica (Sjostrom, 2013).

Por fim, a lignina é o terceiro principal constituinte da planta, sendo uma
macromolécula fenilpropandides que confere resisténcia mecanica a sua estrutura. A
biossintese de lignina contribui extensivamente para o crescimento da planta,
desenvolvimento de tecidos/6rgaos, resisténcia e respostas a uma variedade de
estresses bidticos e abidticos (Liu; Luo; Zheng, 2018). Nos processos de conversao
das biomassas lignoceluldésicas em bioenergia e em produtos de maior valor
agregado, a lignina € componente limitante do processo, que dificulta especialmente
as reagbes biolégicas empregando microrganismos ou enzimas (Zoghlami; Paés,
2019).

Os extrativos consistem em gorduras, lipidios, resinas, esteroides, taninos,
terpenos, terpenoides, compostos fendlicos e flavonoides (Okolie et al., 2019). Sao
componentes ndo estruturais da planta, soluveis em agua ou solventes organicos,

como etanol e hexano.

As cinzas sao residuos solidos inorganicos e ndo combustivel, proveniente da
queima completa da biomassa, que inclui elementos e minerais como silicatos,

carbonatos, fosfatos, calcio, magnésio, sddio, potassio, entre outros (Nanda et al.,
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2013; Vassilev et al., 2012). As quantidades de materiais inorganicos na composi¢ao
da biomassa podem variar, se apresentarem em maior quantidade, ou estarem

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

A caracterizacdo da biomassa fornece informagdes importantes para escolha
de processos de pré-tratamento e assim melhorar a digestibilidade da biomassa. O
objetivo de um pré-tratamento € desestruturar a biomassa lignoceluldsica, tornando-o
mais acessivel para o ataque do microrganismo, o que auxilia no aumento do

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

Em relagcdo aos residuos da cultura de lupulo, ainda ha poucos trabalhos na
literatura reportando a composi¢céo quimica do residuo da cultura de lupulo (LukeSova
et al., 2019; Reddy; Yang, 2015), e eventuais aplicagbes destes residuos, com
trabalhos recentes na area de compostagem (Luskar et al., 2022), produgao de papel
(Haunreiter; Dichiara; Gustafson, 2021), biocompdsitos (Harder et al., 2023) e de
nanofibrilas de celulose (Kanai et al., 2021). Entretanto, ainda ndo ha relatos de uso

deste material nos processos de DA.

Existe uma gama de pré-tratamentos que podem ser aplicados ao processo
para facilitar a desestruturacédo da biomassa, e sua escolha depende de varios fatores
como caracteristicas dos substratos, custo do processo, produto final de interesse,
dentre outros (Rabelo; Pradella; lenczak, 2019). Muitos processos de pré-tratamento
tém sido avaliados visando aumentar a digestibilidade da biomassa em processos de
digestdo anaerdbica (DA), como o pré-tratamento mecéanico (Apul; Sanin, 2010),
hidrotérmico (Wang et al., 2018a), ozondlise (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 area superficial da biomassa, para facilitar o
processo de hidrdlise, diminuir a recalcitrancia da mesma e da cristalinidade da

celulose, além de promover uma menor formagao de inibidores.

A primeira etapa da DA, a hidrdlise, € considerada muitas vezes uma etapa
limitante, pois a matéria organica complexa, como as fragdes 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 hidrélise no processo

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

Dentre os processos de pré-tratamento, o hidrotérmico apresenta inumeras
vantagens, pois utiliza apenas agua a altas pressdes e temperaturas como catalisador
quimico, o que minimiza os custos operacionais. Além disso, apresenta eficacia na
abertura da estrutura macromolecular da biomassa, levando a uma remocgao parcial
das hemiceluloses, aumento da acessibilidade a celulose, com minima formacao de

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

A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos encontrados na literatura que
empregaram o pré-tratamento hidrotérmico em biomassas lignoceluldsicas para

producao de biogas no sistema de mono-digestao.

Alguns trabalhos compararam o efeito das condi¢des 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 condigbes operacionais. Os autores
demonstraram que o aumento da temperatura de pré-tratamento promove uma
mudangca na estrutura quimica da celulose e favorece a solubilizagdo das
hemiceluloses. O pré-tratamento a 100°C e 150 min levou a um melhor desempenho
na DA, com produgao de metano de127,6 NmL/g ST, pouco mais de 22% superior que

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

Condicgoes DA Produgdao maxima
Biomassa Inéculo Referéncias
Operacionais (NmL CHa4/g SV)
Reator DA de Inéculo:substrato,
Microalgas 130°C, 15 min tratamento de 0,5:1 SV, 35°C 170 Passos; Ferrer, 2015
esgoto
. 35 g STIL, 35°C, 50
Palha de arroz 180°C, 15 min, 10% (m/m) Reator DA g 175 Wang et al., 2018a
ias
Reator DA de
Residuos da 0,5 g SVIL, 35°C,
180°C, 30 min tratamento de 289,47 Lee e Young Park, 2020

colheita de girassol

180°C, 60 min, 8,3% (m/m)

Palha de cartamo
120°C, 60 min, 8,3% (m/m)

Capim Napier 175°C, 15 min, 9% (m/m)

esgoto
Reator de DA
mesofilo de estacdo
municipal de
tratamento de
esgoto
Lodo ativado
residual de DA

150 rpm

Inéculo:substrato,
2:1 SV

Inéculo:substrato,
2:1 8V

406,9 (fragao liquida)

191,4 (fracao solida)

248,2 £5,5

Hashemi; Karimi;
Mirmohamadsadeghi,
2019

Phuttaro et al., 2019
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Segundo Basar; Eskicioglu; Perendeci, (2022), o pré-tratamento hidrotérmico
foi benéfico para produgdo de metano utilizando biochar e cinzas de madeira no
processo de DA. O pré-tratamento a 200°C a 0 min (ha uma rampa de aquecimento
do reator, ndo apresentada no trabalho) promoveu uma produgdo acumulada de
metano de 256,9 NmL/g SV, correspondendo a um aumento de aproximadamente de
32% em relacdo a biomassa nao pré-tratada. Em condi¢cdes mais severas de pré-
tratamento, superiores a 220°C e 20 min, foi observado uma alta degradagéo de

acgucares, causando uma forte inibicado na produgao do metano.

A eficacia do pré-tratamento pode depender de varios fatores, como
temperatura, tempo de residéncia, pressao, caracteristicas fisico-quimicas da

biomassa, concentragao de solidos, entre outros (Yousefifar et al., 2017).

Um dos importantes fatores determinados nos processos de pré-tratamentos a
altas pressodes e temperaturas € o fator de severidade. O aumento da severidade do
pré-tratamento favorece as reacdes de hidrolise da celulose e das hemiceluloses e
provoca o inicio das reag¢des de desidratacdo das pentoses e hexoses (Hendriks;
Zeeman, 2009). A Equacao 1 descreve o fator de severidade do processo (Overend
etal., 1997).

r-T ref
log (Ry) = log [t. exp (W)]

Onde:

Log (RO): fator de severidade

t: tempo de residéncia, em min.

T: temperatura de pré-tratamento, em °C.
Tref :temperatura de referéncia, 100°C.

O valor 14,75 é uma constante arbitraria w baseada na energia de ativagédo, 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) (Equacgao 2), considerando o valor do pH determinado apds a etapa de pré-
tratamento (Chum; Johnson; Black, 1990).

logR'y = logR, — pH (2)

Onde:
Log (R’0): fator de severidade combinado
Log (Ro): fator de severidade

pH: potencial hidrogeniénico da lama pré-tratada

A severidade das condi¢gdes de pré-tratamento pode influenciar e até definir os

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

Phuttaro et al., (2019) constataram que a biomassa pré-tratada a 200°C
resultou na producao de altas concentragdes de 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural,
o que inibiu significativamente a fase metanogénica da DA. Em ensaios semi-
continuos, o digestor alimentado com a biomassa pré-tratada a 200°C, como uma
carga orgénica volumétrica de 4 g SV/L.dia, resultou em falha total do processo de
DA. Apesar dos estudos empregando diversas biomassas, € importante reportar que
nao ha trabalhos na literatura empregando as biomassas de residuo de lupulo para tal

avaliagdo, o que demonstra os desafios deste estudo.

2.5 Producao de Dejetos e Potencial na DA

No Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas constam
informagdes sobre 0 aumento do aquecimento global que sera ainda mais evidente
neste século danificando, especialmente, os sistemas de produgéo agropecuaria em

virtude da dependéncia climatica variavel dos mesmos (IPCC, 2021).
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De acordo com Dortzback et al., (2021), a pecuaria € considerada uma
atividade de grande impacto ambiental, devido as emissdes de gases poluentes e aos
grandes volumes de residuos gerados. Sua importancia econémica a torna uma das
principais atividades emissoras de GEE no pais e no mundo, especialmente pelos

extensos rebanhos bovinos.

Durante a Conferéncia das Nagdes Unidas sobre as mudangas Climaticas
(COP26), em 2021, o Brasil se comprometeu, junto a 100 outros paises, a reduzir as
emissdes de metano em 30% até 2030, usando de base o ano de 2020. As nagdes
terdo que tornar a pecuaria mais limpa, obrigatoriamente, para cumprir o tratado

(Zaparolli; Vasconselos, 2022).

A Figura 10 apresenta os dados sobre emissdes de metano provenientes do
setor agropecuario, onde é possivel observar uma emissdo de mais de 13 milhdes de
toneladas ao longo dos ultimos anos, sendo esta emissao dada majoritariamente pela

fermentacao entérica e pelo manejo de dejetos animais.

Figura 10 - Emissdes de metano pelo setor agropecuario
15M

12,5M

10m

7,5M

Toneladas

5M

2,5M

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Bubalino @ Gado de Corte Gado de Leite

Fonte: SEEG, (2022).

Resultado da fermentagédo entérica, o metano é gerado no rumen, um dos
compartimentos do estdmago dos bovinos, liberado majoritariamente por meio da

eructacgao (arroto) e, em menor escala, por flatuléncia. Seu potencial para aumentar a
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temperatura global, em um curto periodo de tempo (20 anos), € 80 vezes maior que o
do CO2 (Zaparolli; Vasconselos, 2022).

Dos produtos restantes provenientes da pecuaria, 35% séo residuos néo
comestiveis (residuos de racdo, pelos, residuos e partes de animais apdés o
abatedouros, entre outros) e 50% correspondem a agua residual referente a produg¢ao
(efluentes), totalizando um valor de 4 milhdes de toneladas que podem ser utilizadas
para outras aplicagdes industriais, como a geracdo de energia (Rodas; Botton;
Furtado, 2020).

Diante de problemas relacionados as atividades agropecuarias, a area rural
enfrenta problemas com a gestéo de residuos advindos da mesma. Além da emissao
de GEE, que contribuem de forma negativa para o aquecimento global, os dejetos de
animais podem ser responsaveis também pela contaminacdo do solo e aguas
subterraneas, em razdo da grande quantidade de nitrato (Resende, 2017). Em
contrapartida, esses residuos apresentam potencial energético e sdo fonte de matéria

organica para a producéo de biogas.

Sendo assim, a DA é uma solucdo possivel para esse problema, pois pode
produzir biogas e biofertilizantes, que tém beneficios econdmicos. A reintroducao do
biofertilizante na lavoura € uma questao relevante, especialmente em relagdo aos
niveis seguros de coliformes termotolerantes, que estao associados a contaminagao

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

De acordo com o Observatério da Pecuaria Brasileira, o efetivo dos rebanhos
bovinos no pais chegou a 224 milhées de cabegas em 2021. Deste, mais de 22.856
milhdes provem do Estado de Minas Gerais, ocupando o terceiro lugar no ranking
nacional. Rio Grande do Sul e Sdo Paulo também se destacam do ranking do pais,
ocupando os 7° e 8° lugares, respectivamente (IBGE, 2021b). Os trés estados além
de serem grandes produtores pecuarios, também imperam como 0s principais
Estados no cultivo do lupulo (Kretzer; Creuz, 2022; Spdésito et al., 2019). Sendo assim,
a integracao destas cadeias pode ser atrativa para ambos os setores econémicos.

A DA é uma pratica adequada para rentabilizar os residuos, mas € limitante
pela inibicdo de ambnia quando ocorre a fermentagao de dejetos bovinos em mono-

digestao (Shah et al., 2015). A co-DA de dejetos com outros residuos organicos podem
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efetivamente regular o suprimento de nutrientes, melhorar a capacidade de
tamponamento e, eventualmente, aumentar a produgcdo de metano (Wang et al.,
2018b). Portanto, a juncdo de dejetos com os residuos lignocelulésicos do lupulo

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

2.6 Co-digestao Anaerébia de Biomassas Lignoceluldsicas e Dejetos Bovinos

A DA pode ocorrer na presenga de um ou mais substratos, sendo conhecida
como co-digestdo anaerdbia (co-DA). Um dos principais objetivos da co-DA é
minimizar os efeitos dos compostos inibidores no processo anaeroébico, trazendo um
equilibrio de nutrientes ao processo, e melhorando o efeito sinérgico entre os
microrganismos, contribuindo, assim, para melhorar a estabilidade e o desempenho
da DA de residuos de dificil degradagéo (Buendia et al., 2009).

Alguns autores relatam que as biomassas vegetais podem ser utilizadas em
processos de co-DA juntamente com dejetos de animais, promovendo beneficios ao
processo de digestdo em termos de rendimento, produtividade, e vantagens
econdmicas e ambientais, umas vez que ocorre destinagao e tratamento de diferentes
residuos transformando-os em fonte de energia (Aboudi; Alvarez-Gallego; Romero-
Garcia, 2016; Avaci et al., 2013; Bah et al., 2014).

Dentre as biomassas vegetais, as lignocelulésicas se destacam pela
dificuldade na DA, devido a sua estrutura complexa e recalcitrante. Além disso, a alta
relacdo C/N destas biomassas pode limitar o crescimento microbiano e, assim, o
carbono nao sera totalmente degradado ou mesmo demandara de longos tempos para
degradagao da matéria organica total. Nestes casos, a co-DA destas biomassas com
substratos de maior teor de nitrogénio, como é o caso dos dejetos de animais, pode
trazer beneficios ao processo, melhorando a produgao do metano (Abouelenien et al.,
2014; Rajlakshmi et al., 2023).

Estudos realizados por Zhao et al., (2018) demonstraram um rendimento
especifico de metano superior na co-DA empregando uma proporgao de 2:1
(substrato:dejeto) de palha de aveia e dejetos bovinos com 841,77 mL/g SV, uma

producao cumulativa 26,64% maior do que a producdo empregando apenas a
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biomassa vegetal digerida sozinha em comparagdo com uma produgcdo empregando

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

Diversos trabalhos avaliaram o processo de co-DA de biomassas

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

Mendieta et al., (2020) descreveram que processos DA empregando biomassas
lignocelulésicas muito dificlmente atingem uma viabilidade técnico-econémica
atrativa, seja pelo potencial metanogénico reduzido da biomassa ou pela cinética da
reagcao excessivamente lenta, devido as caracteristicas recalcitrantes da mesma.
Neste sentido, estratégias de pré-tratamento podem ser realizadas visando diminuir
tal recalcitrancia e favorecendo, assim, o processo (Elalami et al., 2020; Volpi et al.,
2022).

A co-DA a partir de substratos lignoceluldsicos e dejetos animais oferece uma
rota promissora para a producéo eficiente de biogas (Neshat et al., 2017; Ulukardesler,
2023). Um requisito importante para a comercializagdo da tecnologia de co-DA é
localizar propriedades de produgao animal e agricola proximas umas as outras, para
que grande quantidade de residuos lignocelulésicos e dejeto estejam disponiveis em

abundancia e proximo ao local de consumo.



Tabela 4 - Co-DA de diferentes biomassas lignocelulésicas e dejetos bovinos
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Producéo
Biomassa Pré-tratamento Dejeto Inéculo Condlgoe§ maxima de Referéncias
operacionais metano (NmL/g
SV)
Reator industrial de 35°C. razéo
Azevém Silagem por 100 dias, a . co-DA de dejeto - ] Himanshu et
o Bovino . ) azevem:dejeto 0,6:0,4 285,7
perene 15°C bovino e silagem de . al., 2018
: (SV), 35 dias
capim
Residuos . e o
de colheita Hidrotérmico a 175°Ce 306,96
: 30 min
de milho
Palhg de Hidrotérmico a 121°Ce Bovino Préprio dejeto 55°C, 26 dias 261,44 Kovadi¢ et al.,
soja 90 min 2018
Residuos . L o
de colheita Hidrotérmico a 121°Ce 245,02
) 90 min
de girassol
Palha de Reator de DA para 35°C; 140 dias 460,2 + 30,0 xu et al
arroz Moagem a 40 mesh Bovino tratamento de 35°C; 140 dias, 1% de 601.0 + 28.0 2019 v
esgoto de cervejaria limonita o
- 357,41
Residuos Pré digestdo com o
da cultura inoculo a 55°C por 3 dias  Bovino Re‘?‘tor de DA de 55°C; 21 dias 446,84 Joseph etal.,
. L ~ dejetos bovinos (2019)
do milho Pré digestdo com o 51858

inoculo a 55°C por 7 dias
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Tabela 4 - Co-DA de diferentes biomassas lignoceluldsicas e dejetos bovinos (Continuag¢ao)

Producéo
Biomassa Pré-tratamento Dejeto In6culo Condlgoe§ maxima de Referéncias
operacionais metano (NmL/g
SV)
- 173,2+8,7
Solucéo de hidroxido de
Adio 3 40 0,
sod[q a 4% (m/m), 10% Reator de DA 3425+£9,6
sélidos (m/m), 24 h e ~ o, .
~ = mesofilo de estacao 37°C; 30 dias; 200
Cascade  Solucao de hidréxido de : ~
AR Bovino de tratamento de rpm, razao Senol, 2020
nozes potassio a 4% (m/m), . o i , 289,2+7,7
o aguas residuais casca:dejeto 3:1 (SV)
10% sélidos (m/m), 24 h industriais
Solugéo de hidroxido de
calcio a 3% (m/m), 10% 289,2+7,7
sélidos (m/m), 24 h
Palha de Ex!)losao dg vapor a . Reator de DA de 37°C; 40 dias, razao Gaballah et
180°C e 5 min, seguido Bovino . X C i 535,4 + 6,8
colza q : dejetos bovinos dejeto:biomassa 60:40 al., 2020
e moagem superfina
obtenla partiodias de . Mosadegh
Palhade 1mm, seguido de quimico : o . 3530.(:; 125 d_|as, 3% Ranjba_r;
. ! Bovino Préprio dejeto soélidos totais e 1:1 307,0 Karrabi;
trigo com 1 mol/L de : o
) s biomassa:dejeto Shahnavaz,
bicarbonato de sodio a 2022

temperatura ambiente
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2.7 Subproduto da DA: Digestato

Como uma biotecnologia bem estabelecida, a DA pode nao apenas produzir
energia renovavel na forma de biogas por meio da decomposi¢ao de varios residuos
organicos (Yin et al., 2018; Zhang et al., 2018), mas também oferecer uma alternativa
a estabilizagao de residuos, reduzindo o volume e recuperando os nutrientes por meio
da aplicagao do lodo digerido (Capson-Tojo et al., 2018). A fragao liquida digerida é
um subproduto do sistema de DA e contém quantidades abundantes de
microrganismos ndo patdgenos e substancias inorganicas (Akhiar, 2016; Hagos et al.,
2017).

Um dos maiores desafios para o desenvolvimento da industria de
aproveitamento energético dos residuos agroindustriais € a necessidade da
destinagao correta do efluente dos biodigestores, também conhecido como digestato.
Por um lado, existem tecnologias para o tratamento do digestato, que visa a remogao
de nutrientes (nitrogénio e fosforo), possibilitando o reuso do efluente ou o seu
langamento em corpos hidricos receptores. Porém, o emprego destas tecnologias
agrega custos que impactam na viabilidade econ6mica destes empreendimentos
(Miele et al., 2015).

Em alguns casos, o lodo residual necessita de uma espécie de beneficiamento
final para estabilizar a por¢ao restante de matéria organica para aumentar a qualidade
do fertilizante e aplicabilidade como condicionador de solo (Bustamante et al., 2013).
Algumas caracteristicas indesejaveis do digerido, como odor, viscosidade, alta
quantidade de agua e acidos graxos volateis residuais podem restringir a sua
aplicacao direta em solos agricolas sem qualquer tratamento (Abdullahi et al., 2008).
Além disso, esse efluente pode conter patdgenos como bactérias, parasitas, virus e
fungos, o que normalmente acontece quando os processos de DA ocorrem abaixo de
condi¢des termofilicas (Walker; Charles; Cord-Ruwisch, 2009).

Uma opcéao é separar digestato em uma fragao liquida e uma sélida, onde a
fracao solida 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 sdlidos, o processo de compostagem costuma ser diferente (Franke-
Whittle et al., 2014a). Ja a fracado liquida tem sido utilizada como agente de pré-
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tratamento bioldgico para diferentes tipos de biomassa lignocelulésica em pesquisas
laboratoriais, apresentando vantagens na biodegradagao e na produgao de biometano
(Tambone et al., 2017).

A maior parte do digestato apresenta um carater alcalino, possui alto teor de
umidade e baixa relagdo C:N, assim como baixa biodegradabilidade (Zeng; De
Guardia; Dabert, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Colheita e Preparagao dos Residuos de Poda de Lupulo

A biomassa lignocelulésica utilizada nos ensaios foi obtida apds 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 “Lupulo, Aplicagbes e Manejo”,
LUPAM, da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA), Unesp, Campus de Botucatu,
sendo a variedade um cruzamento entre as variedades Fuggle e Serebrianka, mais
resistente as principais doengas fungicas da planta, como o oidio, o mildio 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 utilizagao
apenas desta fracdo (ramos primarios e secundarios). As folhas e os rizomas foram
descartados. Em seguida, os caules foram quebrados manualmente, em pedacgos
menores, e posteriormente moidos em um moinho de facas tipo Willey utilizando na
saida uma peneira de 10 mesh, sendo, assim, coletadas as particulas com
granulometria inferior a 1,70 mm. A Figura 11 demonstra o material utilizado neste

trabalho.

Figura 11 - Processo de separagcdao manual dos caules (a) e a biomassa limpa,
preparada e moida (b), para uso nos ensaios
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3.1.2 Analise de Granulometria do Caule de Lupulo Moido

Para determinar a granulometria dos residuos de poda de lupulo (caules) apds
o processo de moagem, foi empregado o método de peneiramento, amplamente
utilizado na classificagao granulométrica de particulas sélidas granulares, incluindo a

classificagdo de biomassas de origem vegetal.

A anadlise 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 frequéncia de vibragao correspondia a posicao oito do potencidmetro do
agitador. Um conjunto de 7 peneiras (Malha: 3/8, 40, 45, 50, 60, 80, 100), além da
base inferior sem perfuracdo, foi utilizado no procedimento. Apds cada ciclo de
peneiramento, o material retido em cada peneira teve sua massa determinada e os

valores registrados.

3.1.3 Obtencao e Preparo do Dejeto

O dejeto utilizado nos estudos de DA e co-DA foi obtido junto a Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), da Unesp, Campus de Botucatu. O material
foi gerado por bovinos de corte em confinamento, oriundo de uma raca 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 distribuidos nas baias, sendo
considerando uma unica coleta. Na sequéncia, o material foi homogeneizado
manualmente em laboratério, com o auxilio de uma pa e, em seguida, foram retiradas
amostras de 1,0 g para a determinacao de umidade em uma balanga de infravermelho
(IV 2500, Gehaka). Os ensaios foram realizados em triplicata. Apds andlise, o material
foi armazenado em um saco plastico bem vedado, permanecendo sob refrigeragéo a

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
organica, em virtude da alimentagcdo bovina, visivel a olho nu, como pode ser

observado na Figura 12.
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Figura 12 - Dejeto in-natura homogeneizado

3.1.4 Obtencao e Preparo do Inéculo

O indculo foi coletado em um biodigestor modelo Canadense, construido em
lona de PVC, e alimentado por dejetos de bovinos confinados de producéo leiteira,
pertencentes a Fazenda Campestre, localizada no municipio de Sdo Pedro — SP. O
material foi armazenado em galdes de 5 L, a temperatura ambiente, e mantidos
semiabertos, afim de n&o ocorrer vazamentos ou inchamento do recipiente, devido a

eventual producado de metano.

A Figura 13 apresenta o biodigestor da Fazenda Campestre, onde o inéculo foi

coletado.

Destaca-se que para esse projeto foi escolhido tal in6culo devido as chances
de aceleragcdo no processo de biodegradacdo, garantindo que o inéculo em sua

concentracao e estabilidade ideal, desempenhe o aumento da produg¢ao de metano.
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Figura 13 - Biodigestor Canadense da Fazenda Campestre (a) e coleta do
inéculo (b)

' Folo: Estela Bato Feriéira: 2022 -

| Foto: Estela Gato Ferreira- 2022

(b)

3.2 Pré-tratamento Hidrotérmico do Caule de Lupulo

As reacgdes de pré-tratamento foram realizadas em reatores de acgo inox 316L,
com capacidade de 500 mL (Projeto préprio, Conexdes Gerais). Cada reator foi
alimentado com aproximadamente 30 g de caule de lupulo (base seca) e 270 mL de
agua destilada, mantendo a concentracao de solidos de 10% (m/m). A determinacao
da umidade da biomassa foi realizada em uma balanga de infravermelho (IV 2500,
Gehaka).

Os reatores foram fechados e imersos em um banho de aquecimento de fluido
térmico (MA 159/BB, Marconi) considerando trés diferentes temperaturas de pré-
tratamento (175, 190 e 205°C) em 10 min de reacao. Estas condigdes foram realizadas

visando encontrar fator de severidade (LogRO) e fator de severidade combinado (Log
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R’0) distintos para cada uma das condicdes, a fim de avaliar como estas variagoes
interferem na solubilizagdo da biomassa e nos processos de DA e co-DA. Os fatores
LogRO e Log R’0 foram determinados de acordo com a Equacgéo 1 e 2, descritas na

revisao 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 fluido térmico.

Figura 14 - Sistema de pré-tratamento. Banho de aquecimento de fluido
térmico (a) e um exemplo do reator empregado nos ensaios (b)

oo Esel Gato Foreia- 2022

(b)

No total, foram realizados 18 ensaios de pré-tratamento hidrotérmico, sendo
seis para cada condicao operacional estabelecida no estudo, conforme apresentado

na Tabela 5.
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Tabela 5 - Materiais obtidos apds os ensaios de pré-tratamento hidrotérmico

ocgrna?cligoanoal Numero de Separacéao Material obtido para
po ) ensaios solido/liquido? estudos de DA e co-DA
(°C, min)
3 N&o Lama
175, 10
3 Sim HH
3 Nao Lama
190, 10
3 Sim HH
3 N&o Lama
205, 10
3 Sim HH

Conforme mencionado na Tabela 5, o material que ndo passou por uma etapa
de separacao solido/liquido foi nomeado de lama, sendo utilizado nos estudos de DA
e co-DA da forma integral apds a etapa de pré-tratamento. Ja o material que passou
por uma etapa de separagao sélido/liquido, apenas a fracao liquida foi direcionada
para os ensaios de DA e co-DA, sendo nomeada como hidrolisado hemicelulésico
(HH). Na etapa de separagéo solido/liquido foi utilizado uma peneira de 65 mesh, e a
fragado solida retida, nomeada como celulignina, foi posteriormente lavada com agua
corrente e seca, para determinacado do rendimento do pré-tratamento. O rendimento
do pré-tratamento foi expresso pela média e desvio padrao (+) dos trés ensaios, em
cada uma das condi¢des. Além disso, uma analise de variancia (ANOVA), e teste de
comparagao de médias (Teste de Tukey) foram realizados para avaliar as diferengas

estatisticas do processo (p-value < 0,05), pelo Excel.

As amostras lama, HH e celulignina foram caracterizadas quanto a sua
composigado quimica, conforme sera descrito nos itens 4.6.1 (lama e celulignina) e

4.6.2 (HH), e armazenadas em geladeira para posterior utilizagdo nos ensaios.

3.3 Analises Fisico-Quimicas dos Substratos e Inoculo



65

As analises fisico-quimicas foram realizadas para caracterizacdo do inéculo e

dos substratos, além do acompanhamento e monitoramento dos ensaios realizados.

3.3.1 Caracterizacao Quimica do Caule de Lupulo In-Natura, da Fragcao Sélida e
da Lama

A fracdo solida recuperada no processo de separagao solido/liquido,
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

equacdes sdo apresentadas no APENDICE A.

3.3.2 Caracterizagdao Quimica do Hidrolisado Hemicelulésico

O HH foi caracterizado quanto aos teores de acucares monomeéricos e
oligoméricos, além dos produtos de degradacao, segundo a metodologia descrita por
Nakasu et al., (2016).

Para determinagao dos agucares oligoméricos, 5,0 mL dos HH obtidos apds as
etapas de pré-tratamento foram submetidos a uma etapa de hidrdlise acida
empregando uma solu¢gdo de acido sulfurico 72% (m/m), afim de hidrolisar os
oligossacarideos presentes no meio. O volume de acido necessario para hidrolise dos
agucares foi determinado de acordo com o pH do meio, visando atingir uma
concentragcédo de acido no meio de 4% (m/m). Para todos os ensaios foi necessario
adicionar 0,174 mL da solugdo de acido sulfurico 72% (m/m) para atingir tal

concentracgao.

Os tubos foram levados para hidrélise em autoclave, a 121°C, por 1 h. Ao final,
o material foi filtrado e a fragao liquida analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) para quantificagdo dos agucares monomeéricos e produtos de
degradagao formados. Além disso, o do HH bruto (sem hidrélise) também foi analisado
por HPLC para quantificacdo dos acucares presentes no meio antes do processo
hidrolitico. Todas as amostras foram filtradas em uma membrana de celulose 0,22 ym
e transferidas para os vials.
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As analises cromatograficas foram realizadas por meio de um HPLC Agilent

Technologies (1260 Infinity) empregando os detectores de indice de refracao (IR), para

quantificacdo da glicose, celobiose, xilose, arabinose, acido acético, acido levulinico

e acido férmico, e detector de ultravioleta de arranjo de diodos (UV-DAD), para

quantificacao do furfural e 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF).

Para quantificagcao dos agucares e acidos organicos foi utilizado as condigdes:
Coluna: Bio-Rad Aminex HPX-87H (300mm x 7.8mm);
Volume de injegéo: 10 pL;
Fase movel: solugéo de acido sulfurico 0,05 mol/L degaseificada;
Vazao: 0,5 mL/min;
Tempo de corrida: 25 min;

Temperatura dos detectores e do forno da coluna: 43°C.

Para a determinacao de aldeidos furanicos (furfural e HMF), as condi¢des de

analise foram:

Coluna: Nova-Pak C18, 4 um (Waters);

Volume de injec¢ao: 20 pL;

Fase movel: acetonitrila:agua, 1:8, com 1% (v/v) de acido acético, degaseificada;
Vazao: 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 Analise da Série de Sodlidos

Os substratos utilizados nos ensaios de PBM foram caracterizados quanto aos
sélidos totais (ST), solidos volateis totais (SVT) e sdlidos fixos totais (SFT) segundo a
metodologia APHA (2005).

Inicialmente os cadinhos de porcelana passaram pela calcinagdo em uma mufla
(2000 F/DI, Lucadema) durante 1 h, a 550°C, a fim de remover residuos organicos, e
posteriormente foram ambientados no dessecador. Ao final, a massa de cada cadinho

foi determinada em balanga analitica (ATX 224, Shimadzu).

Em seguida, realizou-se a amostragem do in6culo e dos substratos (biomassa
in-natura, lama, HH, dejeto e celulose microcristalina), utilizando, aproximadamente,
20,0 mL para os liquidos, cuja massa foi quantificada, e 5,0 g para os solidos. As
amostras foram pesadas nos cadinhos e entdo levadas para secagem em uma estufa
de circulagéo de ar (MA 035/3, Marconi) a 105°C por 24 h.

Apdés a secagem, os cadinhos foram transferidos para um dessecador,
resfriados, tendo a massa novamente determinada em balanga analitica (ATX 224,
Shimadzu). A partir dos valores de massa obtidos, calculou-se os sodlidos totais

presentes nas amostras, conforme descrito na Equacgéao 1.

M, — M,

ST =
Massa da amostra de entrada

Onde:
ST: sdlidos totais (g/9);
M1: massa do cadinho vazio (g);

M2: massa do cadinho + residuo seco (g).

Apos determinagao dos ST, os cadinhos foram levados para calcinagao em
mufla (2000 F/DI, Lucadema), a 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. Apés secagem por 24 h em estufa a
105°C, os cadinhos foram transferidos para um dessecador para posterior
determinagcdo de massa em balanga analitica (ATX 224, Shimadzu). A quantificagéo

dos SVT e SFT foram calculados de acordo com as Equacgdes 2 e 3, respectivamente.

SVT = M, — Ms (2)
" Massa da amostra de entrada

Onde:
SVT: sélidos volateis totais (g/g);
M2: massa do cadinho + residuo seco (Q);

Ms: massa do cadinho + residuo calcinado (g).

SFT = M, — M, (3)
" Massa da amostra de entrada

Onde:
SFT: solidos fixos totais (g/g);
M1: massa do cadinho vazio (g);

Ms: massa do cadinho + residuo calcinado (g).

3.3.4 Determinagcdao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Potencial
Bioquimico de Metano Teérico (PBMT) dos HH

A anadlise de demanda quimica de oxigénio (DQO) foi realizada para as
amostras liquidas na entrada, HH, de acordo com o método 5220D descrito no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Para a analise de DQO, as amostras de HH foram diluidas 100 vezes. Aliquotas
das amostras diluidas foram transferidas para tubos de DQO padrdao HACH, sendo

submetidas a reacdo quimica pela adicdo da solugao de dicromato de potassio e
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solugdo de sulfato de prata com acido sulfurico concentrado. Apds a adicdo das
solugdes, os tubos foram levados ao digestor de DQO DRB 200 (HACH), por 120 min,
a 150°C. Apds o resfriamento dos tubos em um local escuro, a leitura da absorbancia
foi realizada em um espectrofotometro DR 6000 (HACH), com comprimento de onda

fixado em 600 nm.

Para determinar o Potencial Bioquimico de Metano Tedrico (PBMT) do HH
empregados na produgao de biogas foi realizada a quantificagdo da composicao
elementar dos materiais. Sendo assim, a composi¢cdo elementar dos substratos
liquidos foi estimada a partir dos dados de analise de DQO, do nitrogénio organico
(Norg) € do teor de sélidos totais (ST).

As analises de Norg das fragcdes liquidas foram realizadas como prestacdo de
servico, empregando o método Kjeldahl, que determina as formas organica e
inorganica do nitrogénio. Ja o teor de ST foi determinado conforme descrito no item
4.3.3.

As Equacgbes 4, 5 e 6 descrevem a porcentagem massica dos elementos
hidrogénio (H), oxigénio (O) e nitrogénio (N), respectivamente, presentes no material
organico, conforme descrito por Kleerebezem, (2014). A quantificagdo do carbono (C)

foi determinada por diferenca.

308 DQO + 704 N, (4)
~ 49DQO — 64 Ny + 112 ST

224 ST + 56 DQO — 304 N,y (5)
49DQO0 — 64 Ny + 112 ST

N = 352 Noyg (6)
~ 49DQO — 64 N, + 112 ST

Onde:
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DQO: demanda quimica de oxigénio que corresponde a quantidade equivalente de
oxigénio necessario para oxidar todo o carbono organico em dioxido de carbono
(CO2);

ST: conteudo de matéria organica seca;

Norg: nitrogénio orgénico normalmente estimado a partir da concentragcédo total de

compostos de nitrogénio reduzido.

Com os dados elementares determinados foi possivel calcular o PBMT através
da equacédo de Buswell (Raposo et al., 2011; Siegert; Banks, 2005), conforme
apresentado na Equacao 7. Neste caso, assume-se a conversao estequiométrica total

da matéria em metano e diéxido de carbono.

PBMTThAtC — [(§)+(%)_(%)] X 22.400 (7)

- (12C+H+160)

Onde:
PBMrrhatc: potencial bioquimico de metano teérico (NmLCHa4/g SVT);

22.400: é o volume molar do gas, em mL/mol, nas condigbes normais de temperatura
e pressao (CNTP, 273 k e 1 bar);

C, H, O: sdo a fragdo molar do substrato em carbono, hidrogénio, oxigénio,

respectivamente.

No entanto, quando proteinas estdo presentes nas amostras, amoénia e sulfeto
de hidrogénio séo liberados e devem ser levados em consideragao pela equagao de

Boyle, como mostra a Equacgao 8.

[(2)+(5) - (&) - () - ()] x 224000 ®

(12C + H + 160 + 14N + 325)

PBM7o_rhatc =

Onde:
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PBMro-thatc: potencial bioquimico de metano tedrico (NmLCHa/g SVT);

22.400: volume molar do gas, em mL/mol, nas condigdes normais de temperatura e
pressao (CNTP, 273 k e 1 bar),

C, H, O, N, S: sdo a fragdo molar do substrato em carbono, hidrogénio, oxigénio,

nitrogénio e enxofre, respectivamente.

Além do calculo do PBMTL, os dados de DQO do digestato foram utilizados

para avaliar o potencial de uso do efluente em fertirrigagao.

3.3.5 Determinagao da Composicao Elementar e Potencial Bioquimico de
Metano Teérico (PBMT) das Fragoes Soélidas

A analise elementar foi realizada nas fragdes sdlidas (lama, biomassa in-natura
e dejeto) em parceria com o Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de
Sao Paulo (CAQI-IQSC-USP). Para isso, foi utilizado o analisador elementar
(FlashSmart, ThermoScientific) para quantificacdo do carbono, nitrogénio, hidrogénio
e enxofre, onde o oxigénio foi determinado por diferenca de massa. Para a
quantificacdo dos elementos, foi utilizado método da calibracdo externo tendo como

padrées 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 reacao, que foi aquecido a 950°C. O
interior do tubo foi preenchido com reagentes que criaram uma zona de oxidagao
(CuO) e outra de reducao (Cu eletrolitico). A alta temperatura promoveu a oxidagao
(combustédo) do estanho do porta amostra, que, por sua vez, promoveu uma reagao
altamente exotérmica, gerando um aumento substancial da temperatura do sistema

(cerca de 1.700°C), promovendo a total degradagao da amostra.

Neste processo, todo o C presente na amostra foi transformado em COz; todo
o0 H em H20; todo o N em N2; e todo 0 S em SO:. Estes gases gerados no processo
de combustao foram direcionados para uma coluna de cromatografia gasosa para

quantificagcdo dos mesmos por meio de um detector de condutividade térmica (TCD)
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utilizando as curvas de calibragao para determinagao das porcentagens de CHNS e

O por diferenca.

Os dados obtidos foram utilizados para calcular o Potencial Bioquimico de
Metano Tedrico (PBMT) das fragdes sélidas, empregando, para isso, as Equagdes 7

e 8, conforme descrito no item 4.3.4.

3.3.6 Analise de Macro e Micronutrientes dos Substratos e Inéculo

As analises de macro e micronutrientes foram realizadas para todos os
substratos e inéculo no Laboratério de Caracterizacdo de Biomassa, Recursos
Analiticos e de Calibracédo (LRAC), localizado na Faculdade de Engenharia Quimica,
da UNICAMP, como prestacao de servigo. As analises foram realizadas empregando

a técnica de fluorescéncia de Raios X (XRF) (Axios, Panalytical).

Antes das analises, as amostras foram queimadas segundo a metodologia
descrita no APENDICE A, para obtencdo das cinzas e assim melhorar a acuracia dos

dados analiticos.

As amostras foram pesadas em uma balanga analitica (Gehaka) e pastilhadas

com o reagente aglomerante em uma prensa hidraulica (AMEF).

Em vidro de relogio 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 hidraulica (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; diametro de 6,35 cm
e espessura de 6,0 um) para evitar que um possivel desprendimento de particulas e

contaminagao da camara de analise do equipamento.

A pastilha de amostra foi colocada no porta amostras especifico e levada ao
equipamento para analise. Os elementos quimicos de numero atdmico 1-7 ndo sao
detectados nesta analise e os resultados de saida foram reportados na forma de

oxidos, em porcentagem massica e nao normalizados a 100%.
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Os resultados obtidos foram tratados e expressos como concentragdo dos
elementos quimico quantificado, levando em consideragao no calculo a correcéao de
massa molar, a massa de cinzas obtidas em cada material analisado, e transpondo os
valores para a biomassa na sua composigdo original, da forma empregada no

processo de DA e co-Da.

3.4 Biodigestao Anaerébia

Os ensaios de DA e co-DA foram realizados visando a determinacéo do
Potencial Bioquimico de Metano (PBM) empregando as biomassas lignoceluldsicas
pré-tratadas e o dejeto bovino (co-DA) como substratos, segundo a metodologia
alema (VDI 4630, 2016).

Os ensaios foram realizados em frascos de soro de 100 mL, com um
headspace de 40%, em temperatura mesofilica (35°C) e pH 7. Quando necessario, o
pH foi ajustado na fase inicial com uma solugéo de acido cloridrico 1 mol/L ou hidréxido
de sodio 50% (m/v). Os ensaios foram realizados em quintuplicata, totalizando 85
frascos, utilizando a celulose microcristalina como controle positivo e o inéculo como

controle negativo, conforme planejamento apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Ensaios de potencial bioquimico de metano (PBM)

Condigao de
pré-tratamento DA Co-DA
(°C, min)
Controle negativo In6eulo -
Celulose microcristalina
Controle positivo o -
+ indculo
Dejeto bovino Dejeto + indculo -
Biomassa de lupulo
. BSP + indculo Dejeto + BSP + in6culo
sem pré-tratar (BSP)
170, 10 Lama + indculo Dejeto + lama + in6culo
Biomassa pré-tratada 190, 10 Lama + indculo Dejeto + lama + indculo
205, 10 Lama+ in6culo Dejeto + lama + in6culo
170, 10 HH + in6culo Dejeto + HH + in6culo
Hidrolisado
190, 10 HH + in6culo Dejeto + HH + in6culo
hemicelulésico (HH) . . _
205, 10 HH + in6culo Dejeto + HH + in6culo

A caracterizagdo gravimétrica do inéculo, dejeto, lama e HH foi realizada

previamente a fim de garantir a proporg¢ao de 2:1 entre os sdélidos volateis totais (SVT)

do inéculo e do substrato, conforme definido pela metodologia (VDI 4630, 2016). Para

os ensaios de co-DA, a proporgao dos substratos foi mantida fixa em 1:1, assim,

2:0,5:0,5 de in6culo:biomassa pré-tratada:dejeto.

Para garantir a atmosfera anaerdbia no interior dos frascos, o gas nitrogénio foi

fluxionado durante 3 min no headspace com o frasco vedado, sob pressado de 5

kgf/cm?. Os frascos foram entdo armazenados em incubadoras do tipo shaker (MA

159, Marconi), e as pressdes foram aferidas diariamente ou quando necessario, para

o calculo do volume de biogas produzido e quantificagdo do biometano e demais

gases formados. As amostras foram coletadas até que a variagdo da produgéo

acumulada de CH4 permanecesse inferior a 1%.
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3.4.1 Monitoramento do Processo de DA

Para a determinagdo do volume de biogas e quantificagdo do biometano foi
empregada a metodologia descrita por Aquino et al., (2007), com as devidas

adaptagdes necessarias.

O volume de biogas produzido em cada frasco foi esgotado com o auxilio de
uma seringa de vidro graduada com a inser¢céo da agulha na borracha de vedagéo do
sistema. Apds esgotamento e determinacdo do volume, a agulha da seringa contendo
o biogas foi inserida em um frasco lacrado contendo uma solugao de hidroxido de
sédio 15% (m/v). A Figura 15 apresenta os componentes utilizados para quantificagéo

do volume de biogas e biometano.

Figura 15 - Sistema de determinacao do volume de biogas (a) e biorreator (b)

(b)

A composic¢ao de biogas produzido também foi analisada por cromatografia
gasosa (Shimadzu, modelo 2030), utilizando a coluna Hayesep D, e o detector de
filamento de tungsténio, tendo como principio de funcionamento a condutividade
térmica TCD. O nitrogénio e o hélio foram usados como gas de arraste a uma pressao
de 180,0 kPa e 310,0 kPa, respectivamente. As colunas cromatograficas foram
mantidas a 60°C e os detectores 1 (medidor de CH4, H2S e CO2) e 2 (medidor de H2)
a 150°C.
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3.4.2 Calculo dos Parametros de Processo
A eficiéncia de remocao dos SVT do processo foi determinada pela Equacgao 9.

SVTiniciat — SVTfinal .

100 9
Massa de amostra ©)

Ef(%SVTrem) =

Onde:
Ef(%SVTrm): eficiéncia de remogao de solidos volateis totais;
SVTinicial: SOlidos volateis totais iniciais;

SVTinal; sélidos volateis totais final.

O potencial bioquimico de metano (PBM) foi determinado através da Equagéao
10.

PBM = P secagN * %CH, (10)
Onde:
PBM: potencial bioquimico de metano (NmL /g SVT);
%CHa: teor de metano no biogas;

P secasN: producé&o acumulada de biogas por SVT (NmL/g SVT).

Adigestibilidade do processo foi determinada através da Equagao 11, utilizando
a metodologia descrita por Buffiere et al., (2006) com as devidas modificagbes, a qual

o metano produzido foi expresso pela quantidade de SVT, e ndo em DQO.

PBM

= 11
G PBMT (n

Onde:
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DG: digestibilidade;
PBM: potencial bioquimico de metano (NmL/g SVT);

PBMT: potencial bioquimico de metano total (NmL/g SVT).

Para a determinagdo do PBM (Equacao 10) foi descontado a producéo de
biogas do in6culo contido em cada ensaio da produgédo de biogas pelo consumo do
substrato (Equacao 12). Em seguida foi feita a conversao para as Condigoes Normais
de Temperatura e Pressao (CNTP) (Equacao 13), apos isso, foi descontado o vapor
de agua do volume produzido (Equacao 14) e a produgao de biogas foi transformada

em PBM considerando o teor médio de metano.

PAB,
%
Vs 15 (12)

)

(PAB, —
PS ==

SVTs * Vs g
Onde:

Ps: producé&o acumulada de biogas do subtrato por SVT (mL/g);

PAB1: producdo acumulada de biogas referente ao ensaio com inéculo (mL);

PABs: producdo acumulada de biogas referente ao ensaio com substrato e indculo
(mL);

SVTs: SVT do substrato (g/mL);
V1,1: volume de indculo no ensaio com inéculo (mL);
V1,s: volume de inéculo no ensaio com substrato e indculo (mL);

Vs s: volume de substrato no ensaio (mL).

PN = Pg * (13)

(273 +7)

Onde:
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PsN: producdo acumulada de biogas do substrato normal por SVT (NmL/g SVT);
T: temperatura de medigao (T = 295,15 k);

To: temperatura normal (To = 273,15 K).

PsN « (P — Py,) * T,
Py * (273 + T)

PsecagN =

Onde:

P secasN: produ¢do acumulada de biogas do substrato por SVT (NmL/g SVT);
P: pressao do gas referente a temperatura de medigéo (P = 1013 hPa);

Po: pressao normal (Po = 1013 hPa);

Pw: pressao do vapor de agua referente a temperatura de medigéo (P = 23 hPa).

3.4.3 Modelagem Cinética da DA

A selecao de um modelo cinético e parametros deve considerar o desempenho
na modelagem de uma condigdo experimental, bem como a robustez do modelo
explicando as variagdes experimentais como um todo (Tyagi et al., 2018). Sendo
assim, dois modelos cinéticos foram utilizados como ferramentas para integracao e
interpretacdo dos dados experimentais obtidos na produg¢ao 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 estagio

(Mockaitis et al., 2020), conforme apresentado na Equacgao 15.

(AS — AD)x?
V‘g_ﬂ(t) = Al + T—x + & (15)
LieC7)

Onde:
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STP

Vs - producéo especifica de metano no dia (NmL CHa/g SVT);
Al: assintota inferior, que indica o volume de metano no momento da instalagao;

AS: assintota superior, refere-se ao volume maximo de metano acumulado pelo

sistema;

PI: ponto de inflexdo, momento no qual ocorre a maxima liberagédo do metano;
Inc: inclinagdo da curva no PI, indicando a maxima liberagéo de metano;

t: tempo (dia);

&i: erro experimental do modelo no dia.

Ja o segundo modelo cinético utilizado para a interpretacdo foi a fungao
sigmoidal subsequente, baseada na sigmoide dupla de Boltzman (Mockaitis et al.,
2020; Volpi et al.,, 2022), representada pela Equacdo 16. A co-DA geralmente
apresenta um arranjo multiplo e sucessivo de producdo de CH4 devido a diferenga
entre a biodegradabilidade de cada substrato. Sendo assim, esse modelo representou

melhor os dados deste processo.

STP max p 1 p
t) = ) + & 16
CH4( ) CH4 1 e<4_r1 (tl )) 1 e<4r2 (tz t)) i ( )
VZ‘nI‘{lic P Vznftllf 1=p
Onde:

VTP - producéo especifica de metano no dia (NmL CHa/g SVT);

VY volume maximo especifico de metano acumulado no experimento (NmL CHa4/g
SVT);

p: proporgao entre os valores ordenados do primeiro e segundo sigméide empilhado;

PI: ponto de inflexdo, momento no qual ocorre a maxima liberagao do metano;
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t1 e t: tempo (dia) em que a produgdo do primeiro e segundo padréo sigmoidal,

respectivamente, atinge a taxa maxima (d);

r1 e r2. taxa maxima de producdo de metano para o primeiro e segundo padrao

sigmoidal, respectivamente (NmL CH4 /g SVT/d);

&i: erro experimental do modelo no dia.

As regressodes foram realizadas por meio do método dos minimos quadrados
(Gradiente reduzido generalizado) para modelos nao lineares, o qual foi implementado

no Solver do Excel.

O parametro VmaxCH4 pode ser considerado como um Potencial Bioquimico de
Metano (PBM) do ensaio, pois representa a produ¢gdo maxima assintotica de CHa4. A
principal vantagem de adotar esse parametro como PBM é que ele leva em
consideragao a tendéncia de todos os dados experimentais, principalmente aqueles
da etapa formada na fase final de cada experimento. Assim, existe uma precisdo maior
para calcular o PBM do que utilizar a média dos ultimos valores de producao

especifica acumulada de CHa.

3.5 Analises dos Digestatos

Ao final dos ensaios de PBM, os frascos foram abertos em uma camera de fluxo
laminar e as amostras de uma mesma condi¢gdo operacional foram unificadas para
serem analisadas como amostra unica. Parte do material foi transferido para
eppendorfs e armazenado em um freezer -80°C, para realizacdo das analises de
metagenémica. O restante do material foi armazenado em um freezer -12°C para

analise do pH, composi¢cao quimica e macro e micronutrientes.

3.5.1 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH da mistura final foi determinado utilizado o pHmetro de bancada (PH913,

Metrohm) previamente calibrado.
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3.5.2 Analise da Série de Soélidos

Os efluentes obtidos foram caracterizados quanto aos solidos totais (ST),
soélidos volateis totais (SVT) e sélidos fixos totais (SFT) segundo a metodologia APHA

(2005), conforme descrito no item 4.3.3.

3.5.3 Demanda Quimica de Oxigénio (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 diluicdo analitica foi

de 500 vezes.

3.5.4 Composicao Quimica

Para determinacdo da composicdo quimica do efluente, as amostras foram
centrifugadas em uma centrifuga de bancada (NT 820, Nova Técnica) e o
sobrenadante armazenado sob refrigeracao a 5C. Na preparagao das amostras para
analise em HPLC, o liquido teve o pH ajustado com uma solugéo de acido sulfurico 2
mol/L. Para cada 1,0 mL de amostra foram adicionados 40 pL da solugédo acida,
conforme metodologia descrita por Mockaitis et al., (2020). Ao final, as amostras foram
filtradas em filtros de 0,22 um, de membrana de celulose, em vials, para analise da

COmposicao.

As analises cromatograficas foram realizadas por meio de um HPLC Agilent
Technologies (1260 Infinity) empregando os detectores de indice de refragéo (IR), para
quantificacdo da glicose, celobiose, xilose, arabinose e acidos acético, levulinico,
férmico, propidnico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico e hexandico (capréico).
Ja o detector de ultravioleta de arranjo de diodos (UV-DAD) foi empregado para a

quantificacado do furfural e HMF.

Para quantificagdo dos agucares, acidos organicos e acidos graxos volateis

(AGVs) foi empregado as condigdes:
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Coluna: Bio-Rad Aminex HPX-87H (300mm x 7.8mm);

Volume de injec&o: 100 pL;

Fase movel: solugéo de acido sulfurico 0,05 mol/L degaseificada;
Vaz&o: 0,8 mL/min;

Tempo de corrida: 70 min;

Temperatura dos detectores e do forno da coluna: 45°C.

Para a determinacao de aldeidos furanicos (furfural e HMF), as condi¢des de

analise foram:

Coluna: Nova-Pak C18, 4 um (Waters);

Volume de injegéo: 20 pL;

Fase movel: acetonitrila:agua, 1:8, com 1% (v/v) de acido acético, degaseificada;
Vazao: 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 Analise de Micro e Macronutrientes

As anadlises de micro e macronutrientes do digestato foram realizadas no

Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas e Metais Pesados, do Departamento de

Solos e Recursos Ambientais da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA), Unesp,

Campus de Botucatu, como prestagao de servicos.
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As leituras foram realizadas diretamente nas amostras encaminhadas, sem
qualquer processo de diluicdo ou etapa de filtragdo. Foram determinadas as
concentracdes nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg),
enxofre (S), sodio (Na), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn),

na forma mineral.

A quantificacdo do N foi realizada por titulagdo com uma solugdo de acido
sulfurico. A analise de P total foi realizada através da colorimetria do metavanadato.
Ja os elementos S e B foram quantificados por técnicas espectrofotométricas. Os
demais elementos quimicos, K, Ca, Mg, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, foram quantificados por

fotometria de absorgao atémica.

3.5.6 Anadlise de Metagenomica

A analise metagendmica foi realizada para o indculo e o dejeto utilizados nos
ensaios, assim como os digestatos obtidos apds os ensaios de DA e co-Da. A analise
foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular, do Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada, localizado na Faculdade de Medicina (FMB) da Unesp, Campus de

Botucatu, conforme descrito por Manzoli et al., (2022).

As analises foram realizadas pelo sequenciamento em larga escala da regiao
gendmica V3-V4 do 16S ribossomal utilizando o sequenciador MiSeq (lllumina, CA,

USA), segundo as especificagdes do fabricante.

O DNA genodmico foi extraido utilizando DNeasy PowerSoil Kit (100) — QIAGEN
seguindo o protocolo estabelecido disponivel comercialmente pela propria empresa.
Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C para serem

utilizadas nas etapas seguintes.

Apds a extracdo de DNA, as amostras foram encaminhadas para a
quantificacdo e constatacdo da pureza utilizando espectrofotdbmetro tipo NanoDrop
One (Thermo Scientific), a 260 e 280 nm. As amostras foram analisadas em duplicata.
Para a quantificacao foi utilizado 2,0 uL de cada amostra e o equipamento foi calibrado

utilizando agua.
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ApoOs as etapas de extracdo e quantificacdo, o gene ribossomal 16S foi
amplificado pela utilizagdo da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). O
gene 16S do DNA extraido foi amplificado com os conjuntos de primer amplamente
conservados visando as regides V3-V4. Esta etapa usou beads magnéticas AMPure
XP para purificar o amplicon desejado, seguindo o protocolo PCR Clean-up do guia

de preparacéao da biblioteca de sequenciamento metagenémico 16S.

Para preparagdo do mix foram utilizadas as seguintes sequéncias de
oligonucleotideos  dos  primes: F  CCTACGGGNGGCWGCAG e R
GACTACHVGGGTATCTAATCC, a fim de preparacido as diluicdes e concentracdes
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 orientagdes

para termociclagem descritas na Tabela 7.

Tabela 7 - Condigdes de termociclagem

Etapas Ciclos Temperatura (°C) Tempo (s)
1 1 98 30
98 10
2 30 55 30
72 30
1 72 5
4 1 4 Infinito

Ao final foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1,0%, contendo 3,0
ML de brometo de etideo, corridos em PBS 1x por 30 min em 90 V, para confirmagao
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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Foto: Estela Gato Ferreira- 2023

Apds 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 uL de amplicons. Em seguida, para a
confirmacao da qualidade dos amplicons, 22,0 uL foram purificados seguindo as
orientagées 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 pL do amplicon purificado.

No preparo da biblioteca foi realizada a indexagao seguindo as instru¢des do
protocolo. Foi utilizado uma placa da empresa lllumina realizando combinacdes dos
index para cada amostra ter uma combinagao caracteristica e unica. A Figura 17

apresenta a preparagao da biblioteca.
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Figura 17 - Preparacao da biblioteca através do Index disponibilizados pela
lllumina

Posteriormente foi realizada a purificagcdo da biblioteca utilizando beads
AMPure antes da etapa de quantificacado, seguida de uma segunda etapa de PCR de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (PCR Clean-up 2). As condigdes de
termociclagem para essa etapa foram as mesmas apresentadas na Tabela 7. A
preparacgao e diluicdo dos primers contidos no kit, assim como as amostras, seguiram

a metodologia descrita pelo fabricante (lllumina, 2013).

Ap0s a indexacao e purificacdo das amostras foi feito uma eletroforese com gel
de agarose a 2,0% e tampao 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 possivel sequenciar as amostras foi necessario
deixar todas em uma mesma concentragao (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 adequagéo da concentragao.
Ao final, foi preparado um pull com 5 pyL de cada amostra e inserido no cartucho para

sequenciamento.

Apos extracdo de DNA, quantificagdo, purificacdo e amplificagcdo, o

sequenciamento foi iniciado utilizado no sequenciador Genome Analyser (lllumina).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Pré-tratamento Hidrotérmico do Caule do Lupulo

A distribuicao granulométrica da biomassa moida € apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 - Classificagao das peneiras e distribuigao granulométrica

Peneira Biomassa retida Fracao 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 apds a etapa de pré-tratamento e as
fracdes recuperadas apds a etapa de separacdo solido/liquido utilizando, como
exemplo, a condicao a 190°C, 10 min. As demais condi¢cdes de pré-tratamento

apresentaram um material com aspecto e coloragdo muito similar a da imagem.

Um dos fatores importantes deste processo é a severidade, que desempenha
um papel relevante na produgdo de biometano (Hashemi; Karimi;
Mirmohamadsadeghi, 2019), pois interfere diretamente na digestibilidade do material

e esta intrinsicamente ligado as condigbes operacionais.
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Figura 18 - Biomassa pré-tratada na condigao 190°C, 10 min: lama obtida apds
o pré-tratamento (a), e hidrolisado hemicelulésico (HH) (b), e celulignina (c)
apos a etapa de separacgao sélido/liquido

ATabela 9 apresenta os fatores de severidade e severidade combinado de cada

condicdo 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

Condigoes operacionais
LogR0O Ph LogR’0

(°C, min)

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 € possivel observar que o pH diminui a medida que o
fator de severidade aumenta, devido ao aumento da temperatura do processo. Isso
pode ser explicado devido a parte da fragdo hemicelulésica solubilizada ter sido
degradada e levando a formagao de acidos fracos, promovendo a redugéao do pH do
meio. Além disso, quanto mais severo € o processo de pré-tratamento, mais acido
acético das cadeias hemicelulésicas podem ser solubilizadas, promovendo também

essa alteragao do pH do meio.

Um estudo realizado por Thompson et al., (2020), demonstrou a importancia da
severidade do pré-tratamento nos processos de DA. Os autores realizaram o pré-

tratamento hidrotérmico de algas invasoras (Sargacgos pelagicos) e observaram que o



89

aumento da severidade do pré-tratamento promoveu uma maior hidrélise das fragdes
da biomassa, como carboidratos, proteinas e a conversdo de polissacarideos a
mondmeros orgéanicos. Entretanto, os autores também observaram uma redugao
significativa na producdo de metano quando o fator de severidade é aumentado,
saindo de uma produgao 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 formacéo de

compostos inibitérios 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 residuos da cultura do milho. O
pré-tratamento da biomassa foi realizada com e sem a presenca de amdnia, nas
temperaturas de 100, 150 e 200°C, em tempos de 5 a 30 min. Os resultados
mostraram que os pré-tratamentos favoreceram a formagéao de acidos graxos volateis
(AGVs), onde na condigdo mais severa (200°C, 10 min; Log RO 7,27) foi observado
um aumento na producado de AGVs de 3,35 vezes quando comparado a condi¢ao de
menor severidade (100°C, 5 min, LogR0 1,09). Nas condicbes mais severas, foram
observadas alta solubilizacdo de hemiceluloses, entretanto, para a DA, as condi¢des
mais brandas de processo favoreceram a producdo de metano, com incremento de
16,26% e 22,74% para a biomassa pré-tratada a 100°C, 30 min, com e sem a

presenca de amoénia, respectivamente.

O mesmo efeito de formacgao de inibidores nas condicdes 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-agucar e
demonstraram que baixos fatores de severidade (< 3,39) ndo promoveram alteragéo
expressivas na estrutura da biomassa, enquanto valores mais elevados (> 4,70)
resultaram em perda de acucares hidrolisados, levando a formagao de inibidores
como furfural e formagéo de estruturas de pseudo-lignina. A melhor condi¢cédo de pré-
tratamento foi obtida a 195°C e 10 min, promovendo uma baixa solubilizacdo de
celulose (9,80%) e alta solubilizagao de hemiceluloses (85,45%). Valores préximos de
solubilizagao de celulose (9,4%) foram observados no estudo presente, empregando
a condicdo menos severa de pré-tratamento (175°C, 10 min) como mostra a Tabela
10.
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A Tabela 10 apresenta a composi¢do quimica da biomassa in-natura e das
fragdes solidas lavadas (celuligninas) obtidas apds as etapas de separacgéo
sélido/liquido. Além disso, é apresentado o balanco de solubilizacdo de cada um dos

componentes macromoleculares apos a etapa de pré-tratamento.

E possivel observar que ndo houve diferenca estatistica nos valores
percentuais de celulose entre as biomassas pré-tratadas. Quanto a lignina
composicional, foi observada uma diferenga na composi¢ao considerando a condigao

mais severa de pré-tratamento (205°C, 10 min).

Ja no caso das hemiceluloses, todos as condigdes operacionais avaliadas
demonstraram uma diferenga estatisticamente significativa a 95% de confianga, o que
era esperado ja que o pré-tratamento hidrotérmico favorece a solubilizagdo desta
fragdo 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
solubilizagdo das hemiceluloses conforme a severidade aumenta. A utilizagdo do fator
de severidade em processos hidrotérmicos tem se difundido para a compreensao das
interacdes entre temperatura e tempo de reacdo e seus efeitos nas alteracdes
estruturais da biomassa. O principal impacto do pré-tratamento hidrotérmico em
biomassas lignoceluldsicas reside na solubilizacao da fragcdo hemicelulésica, gerando

intermediarios a um custo operacional reduzido (Ruiz; Thomsen; Trajano, 2017).

Devido a presenga dos grupos acetilas nas cadeias das hemiceluloses, ha um
favorecimento da acidificacdo do meio e consequentemente a hidrdlise das
hemiceluloses. Além disso, a presenga do acido acético se torna um componente
importante para o processo de DA, por se tratar de um AGVs. Tal efeito da presenca
do acido acético na solubilizacdo das hemiceluloses pode ser observado na
composi¢cao quimica da fragao liquida obtida apés cada ensaio de pré-tratamento
(HH), conforme apresentado na Tabela 11. A Tabela 11 apresenta a composi¢ao
guimica dos agucares monomeéricos e oligoméricos obtidos apds a etapa de pre-
tratamento, em cada uma das condicbes operacionais, além da concentragao dos

acidos organicos e produtos de degradacgao.
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Tabela 10 - Composicao fisico-quimica da biomassa in-natura e das celuligninas obtidas apés a etapa de pré-
tratamento para determinacao da porcentagem de solubilizagcao dos macrocomponentes

Biomassa Rendimento Composicao da celulignina (%) Solubilizac&o (%)
(%) Celulose Hemiceluloses Lignina Cinzas Extrativos  Celulose Hemiceluloses Lignina
In-natura - 34,2 +0,12 8,3+0,92 299+0,72 53+0,22 27,4+0,9 - - -
175°C 62,7+0,72 49,8+0,5° 11,0 £ 0,1° 345+0,3" 54+042 - 94+1,12 13,0+ 2,72 27,1+0,12
190°C 59,7+0,4% 50,5+0,2° 9,9+0,2° 349+05" 56+0,22 - 12,5+ 0,2° 24,6 £1,8° 299+ 1,42
205°C 58,9+0,7° 50,5+0,2° 5,7+0,1d 38,5£0,0¢ 5,3+0,92 - 14,5+ 0,5° 57,1+2,7° 25,7+ 2,12

Letras iguais em cada coluna indicam que n&o houve diferenga estatisticamente significativa a 95% de confianga, pelo teste de Tukey.
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Tabela 11 - Composig¢ao quimica do HH em cada condig¢ao de pré-tratamento

Concentragao (g/L)

Hidrolisado hemicelulésico

175°C, 10 min  190°C, 10 min 205°C, 10 min

Xilose 3,09 + 0,032 3,25 £ 0,052 6,63 £ 0,20°

Xilana 0,00 0,00 0,00
Glicose 1,90 + 0,062 1,05 + 0,03 1,60 + 0,03°¢

Glucana 0,31 + 0,022 0,07 £ 0,01 0,00¢
Arabinose 0,57 + 0,042 0,56 + 0,042 1,48 £ 0,02°
Acido férmico 0,79 + 0,092 1,87 + 0,34 8,59 + 0,91¢
Acido acético 2,42 + 0,452 4,79 +0,23° 10,63 + 0,66°

Acido levulinico 0,24 + 0,02 0,28 £ 0,072 0,00
Furfural 0,00 0,00 0,61 + 0,022
5-Hidroximetilfurfural (HMF) 0,61 + 0,072 1,11 £ 0,06 2,56 + 0,04¢

Letras iguais em cada linha indicam que nao houve diferenca estatisticamente a 95% de confianga,

pelo teste de Tukey.

Analisando os dados da Tabela 11, € possivel observar que o aumento da
temperatura de pré-tratamento promove um aumento da concentragcdo de xilose
monomeérica no meio, sendo observado uma diferenga estatisticamente significativa a
95% de confianga na condigdo mais severa do processo. Além disso, ha um aumento
na liberagao do acido acético presente nas cadeias hemiceluldsicas da biomassa, com

o aumento da severidade do processo.

Outro fator interessante € que nao foi observado a presenca de xilana em
nenhuma condigdo de pré-tratamento avaliada, sendo este xilooligossacarideos
(XOS) comumente observado em processos hidrotérmicos empregando outras
biomassas lignocelulésicas em condi¢gdes operacionais similares, como bagaco de
cana-de-agucar (Santucci et al., 2015), palha de cana-de-agucar (Brenelli et al.,
2020a), casca de avela (Surek; Buyukkileci, 2017), e capim elefante (Toscan et al.,
2019). Ao mesmo tempo, condi¢gdes similares de pré-tratamento levam a uma
solubilizacdo de hemiceluloses muito mais expressiva destas biomassas,

demonstrando caracteristicas estruturais distintas do caule de lupulo. Além disso, é
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comum visualizar a presenga de oligossacarideos no meio, como pode ser visto na

Tabela 12, o0 que ndao acontece em NoOsSsoO processo.

Ainda considerando a Tabela 11, é possivel observar um aumento consideravel
da concentracdao de HMF e acido formico com o aumento da severidade do pre-
tratamento, sendo estes produzidos mediante a degradacdo da celulose, conforme

pode ser observado na Figura 19.

Figura 19 - As reagodes de hidrélise da celulose e hemiceluloses levando a
formacao de furfural, HMF, acido levulinico e formico, além da humina

Celulose Glicose HMF Acido levulinico
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Fonte: Adaptado de Yu et al., (2020).
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Tabela 12 - Comparagao entre a solubilizagao de hemiceluloses e produgao de xilooligossarideos em condigoes
similares de pré-tratamento

Processo

Condigao de pré-

Solubilizagao de

Xilooligossacarideos

Biomassa tratamento Referéncia
) . hemiceluloses (%) (XOS, %)
(°C, min, % sélidos)
175, 10, 10 13,0 0
Caule de lupulo Hidrotérmico 190, 10, 10 24,6 0 Nosso trabalho
205, 10, 10 57,1 0
R 170, 10, 10 16,0 4.4
Desacetilagao
Palha de cana-  (60°C, 30 min 0,8% 190, 10, 10 64,4 8,8
Brenelli et al., 2020
de-acgucar NaOH m/m) seguido 200, 10, 10 82,7 8,5
de hidrotérmico 210, 10, 10 91.8 0
Bagaco de cana- 170, 10, 10 42,2 30,0
. Hidrotérmico Santucci et al., 2015
de-agucar 190, 10, 10 63,0 45,0
Casca de avela 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 residuos de girassol a 200°C, 30 min e 0,1% (m/v) sdlidos, promoveu
um aumento significativo da producdo de HMF (0,4032 g/L) quando comparado a
condigdes mais brandas de pré-tratamento avaliadas, o que impactou negativamente
na produgado de biometano. A condicdo a 200°C promoveu uma producao de 236,95
NmL CHa4/g SV, reducéo de 18% quando comparado a DA empregando a biomassa
pré-tratada a 180°C, 30 min e 0,1% (m/v) sélidos, melhor condi¢gées no processo de
DA. Isso se deve ao fato dos aldeidos furanicos, 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 lignoceluldsicas, a concentragdao de furfural gerada durante o processo
costuma ser relatada de maneira superior a de HMF, e sua formagdo ocorre em
temperaturas acima de 150°C (Rahmani et al., 2023). Conforme observado na Tabela
10, a concentragcao de HMF foi bem superior a de furfural, o que pode ser explicado
devido a producdo de acido férmico a partir da quebra do furfural, gerando um
aumento expressivo deste acido com o aumento da severidade do pré-tratamento.
Como o acido férmico também pode ser obtido a partir da quebra do furfural (Figura
19), o aumento da sua concentragdo do meio pode ser justificado mediante esse

processo.

4.2 Composigao dos Substratos e Inéculos para os Ensaios de DA e co-DA

4.2.1 Analise da Série de Sélidos e pH

A determinacdo do teor de sélidos tem como objetivo quantificar a matéria
biodegradavel disponivel nos substratos visando um melhor desempenho do processo
de DA. A Tabela 13 apresenta os dados de sodlidos totais (ST), volateis totais (SVT) e
fixos totais (SFT) obtidos em cada uma as amostras empregadas nos ensaios, bem

como os valores iniciais de pH dos substratos.



96

Tabela 13 - Anadlise de série de sélidos e pH dos substratos e inéculo utilizados nos ensaios de DA

Sélidos Fixos
Totais (SFT) (g/9)

Sélidos Volateis
Totais (SVT) (g/g)

Soélidos Totais
(ST) (9/9)

Condicdes de pré-
Substratos _ pH
tratamento (°C, min)

In-natura - - 0,880 + 0,009¢ 0,788 + 0,012f 0,092 +0,011¢
Lama 175, 10 5,7+0,012 0,108 + 0,0032 0,103 + 0,003p 0,005 + 0,0002
Lama 190, 10 5,6 £0,012 0,097 + 0,0022° 0,091 + 0,002¢ 0,006 + 0,0002
Lama 205, 10 5,4 £ 0,022 0,083 + 0,005P 0,077 + 0,0054 0,006 = 0,0002
Licor 175, 10 5,2 +£0,31° 0,024 + 0,000¢ 0,020 = 0,0002 0,004 + 0,0002
Licor 190, 10 4.8 +0,02¢ 0,027 + 0,000¢ 0,023 + 0,0002 0,004 + 0,0002
Licor 205,10 4.6 +0,02¢ 0,028 + 0,000¢ 0,023 + 0,0002 0,004 + 0,0002

Dejeto - - 0,197 + 0,002 0,160 = 0,005¢ 0,037 + 0,004P
In6éculo - 7,4 +0,02d 0,008 + 0,000f 0,004+ 0,0009¢ 0,004 + 0,0002

Letras iguais em cada coluna indicam que nao houve diferenga estatisticamente significativa a 95% de confianga, pelo teste de Tukey.
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Analisando a Tabela 13 € possivel observar que o lodo utilizado como inéculo
nos ensaios apresentou pH inicial de 7,4, o que demonstra que o0 mesmo estava
neutralizado e estabilizado no processo de coleta. Valores similares de pH foram
observados na literatura de lodos proveniente de biodigestdo de dejetos bovinos
(Sicchieri et al., 2022) e de DA com 20% de aguas residuais municipais e 80% de
dejeto animal (Dawana Keche et al., 2022). Para os substratos obtidos apds a etapa

de pré-tratamento (HH e lama), a faixa de pH variou de 4,6 a 5,7.

Analisando a concentragdo de SVT, é possivel observar que apesar das
diferentes composi¢cdes quimicas entre os HH (Tabela 13), ndo é observado uma

diferenga estatisticamente significativa a 95% de confianga na concentragdo de SVT.

Ja para a lama, a concentragcdo 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 Analise de DQO e Composicao Elementar

A composicédo elementar permite uma estimativa rapida do PBMT para cada
substrato (Oliva et al., 2021). A caracterizagdo por meio da composigao elementar
também é empregada para projetar uma conversdao de biomassa e melhorar a

eficiéncia geral de producéao de biogas (Das et al., 2023).

A Tabela 14 apresenta os valores de carbono (C), nitrogénio (N), hidrogénio
(H), oxigénio (O) e enxofre (S) da biomassa in-natura, do dejeto, das lamas, e dos HH.
Os dados de analise elementar das amostras de HH foram determinadas a partir dos
dados de nitrogénio total (NT), sélidos totais (ST) e DQO, conforme descrito pelas

Equacdes 4, 5 e 6.
Analisando a

Tabela 14 & possivel observar que a porcentagem de carbono aumenta a
medida que as condicdes 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 - Composicao elementar (%), nitrogénio organico, sélidos totais e DQO
dos substratos provenientes da biomassa lignocelulésica e dejetos

bovinos
Composicao elementar (%
Substrato c Np : H ( ; 0O (gN/-Il:) (g?l;rg) I(Dg(/?L(;
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 composigao elementar

de substratos lignoceluldsicos e de dejetos de animais a fim auxiliar na determinacgéo

do potencial de producdo de biogas e biometano (Sahoo; Kumar; Mohanty, 2022), e

na producao de hidrogénio (Sridevi et al., 2023). Os dados de composicao elementar

de diferentes tipos de biomassas lignocelulosicas e de dejetos bovinos séao

apresentados na Tabela 15.

E possivel observar que os valores dos componentes elementares variam

bastante entre as biomassas e os dejetos bovinos.

Observando a Tabela 15 é possivel notar que o percentual de enxofre (S)

presente em dejetos de bovinos € maior que as biomassas lignoceluldsicas in-natura.
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Tabela 15 - Comparagao da composi¢cao elementar de diferentes biomassas
lignocelulésicas in-natura, comumente utilizadas em processos de
DA para producgao de biometano e hidrogénio, e dejetos bovinos

Composicao elementar (%)

Substratos Referéncias

C N H S @)
Caule de lupulo 41,12 1,45 5,18 - 52,25 Este trabalho
Residuos de capim de 471 28 58 009 442  Bedoi¢etal, 2019
area nao cultivada
Canico 46,87 0,55 6,14 0,08 46,87 Lizasoainetal., 2016
Echinochloa stagnina 44,98 185 5.66 i 47,49 Singh; Mahanta; Bora,

2017

Palha de arroz 38,65 0,2 5,58 - 43,05 Lin et al., 2014
Palha de milho 435 15 6,2 0,2 43,9 Zhao et al., 2011
Bambu 499 6,0 6,5 0,6 37,0 Shi et al., 2017
Caule de milho 483 0,9 55 0,1 45,1 Parvez et al., 2020
Dejeto bovino 37,66 157 4,70 0,27 55,80 Este estudo
Dejeto bovino 43,38 502 6,35 0,83 31,72 Abid et al., 2021
Dejeto de bovinocultura 5, /5 195 491 065 3044  Shenetal, 2015
leiteira
Dejeto de bovinocultura 5 5/ 595 526 059 31,90  Shenetal, 2015
de corte
Dejeto bovino 38,8 2,2 4,7 0,7 26,5 Kim; Lee; Young Kim,

2023

4.2.3 Analise de Macro e Micronutrientes dos Substratos e Inéculo

Os oligoelementos s&do essenciais para o crescimento celular dos

microrganismos, sendo sua deficiéncia muitas vezes ignorada devido a diversidade

destas fontes presentes no substrato. Os sistemas de DA funcionam de forma eficiente

quando sao suplementados com micro e macronutrientes (Agrawal; Chaudhari;

Ghosh, 2023; Mirmohamadsadeghi et al., 2019), sendo a falta destes prejudicial a

producao de biometano (Agrawal; Chaudhari; Ghosh, 2023).

Nos processos anaerobicos, os metais podem atuar como micronutrientes

essenciais para diversas reacdes enzimaticas; além de inibidores de toxicidade por
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sulfeto. Atuam também como agentes ligantes de nutrientes, estimulantes de

biomassa, ou promotores de agregacao 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 concentragdes de micro e macronutrientes

detectadas nos substratos utilizados nos ensaios de DA e co-DA.

Analisando a Tabela 16 é possivel observar que o dejeto apresenta uma
concentracdo mais elevada de ferro quando comparado aos demais substratos. Tal
elemento é fundamental para manter o funcionamento estavel da DA, devido as suas
propriedades condutoras (Kato; Hashimoto; Watanabe, 2012), sua capacidade de
diminuir o potencial oxidativo-redutor e, portanto, fornece um ambiente mais favoravel
para a DA (Liu et al., 2011). Além disso, desempenha um papel como cofator de varias
atividades enzimaticas 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 concentragcbes de
metais na suplementagdo de DA de dleos residuais de caixas de gorduras. Foram
avaliadas diferentes concentragdes de potassio (K), magnésio (Mg), zinco (Zn) e
manganés (Mn), empregando um lodo de DA em condicbes mesofilica. A
concentragédo de Fe do indculo foi de 68,06 mg/g ST, significativamente maior que o

valor detectado no inéculo utilizado neste estudo (3,22 mg/g ST).

Dentre os macroelementos de grande importancia na DA estdo o N, P, K, S,
Ca, Mg e Na. Esses componentes sao 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 - Concentragées de micro e macronutrientes encontrados nos substratos e inéculo utilizados na DA e co-DA

'Elrl:lg}gné?? In6culo  Dejeto In-natura Lama HH
175°C 190°C 205°C 175°C 190°C 205°C
Sodio (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
Aluminio (Al) 3,83 12,15 0,07 0,09 0,11 0,15 0,08 0,17 0,18
Silicio (Si) 16,45 30,43 0,46 0,68 0,77 0,82 2,29 2,14 2,53
Fosforo (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) 17,54 491 1,97 2,76 3,29 4,41 18,35 14,88 12,00
Potassio (K) 42,79 13,22 15,25 13,55 15,89 18,72 58,25 52,27 49,30
Calcio (Ca) 53,02 14,34 7,70 9,62 9,89 10,00 6,09 6,81 8,48
Titanio (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
Manganés (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
Rubidio (Rb) 0,06 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,07 0,08 0,08
Estréncio (Sr) 0,20 0,04 0,06 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07 0,09
Zirconio (Zr) 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

Bario (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 fungao fisioldgica nos microrganismos
metanogénicos (Scherer; Lippert; Wolff, 1983) e de modo geral, todos os substratos
apresentaram valores significativos de K, cujas maiores concentragdes foram
observadas para os HH. Ha também, concentragdes significativamente maiores de
fésforo (P) no HH quando comparados as fragbes de lama, nas mesmas condig¢des,

como mostra a Tabela 15.

O Na pode causar efeito inibitério na metanizagao de AGVs, principalmente o
acido propiénico, em concentragdes entre 3 a 16 g/L. No entanto, para substratos ricos
em glicose, esta concentragdo ndo afeta significativamente a fase de metanogénica.
As arqueas metanogénicas sdo capazes de se adaptar a altas concentragdes de Na,
levando a altas conversdes de CHs (Feijoo et al., 1995). Analisando a Tabela 15 é
possivel observar que os substratos lignoceluldsicos, oriundos do pré-tratamento do
caule de lupulo, ndo apresentaram concentragcdes de sodio que pudessem interferir
negativamente no processo de DA. Entretanto, a concentragdo 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 consideraveis de S podem diminuir a produgao de CH4 a partir do
acetato devido a atividade da bactéria redutora de sulfato. Essas bactérias competem
utilizando o acetato para producdo de sulfeto e podem até inibir a atividade

metanogénica, levando a uma reducao do processo produtivo (Koster et al., 1986).

Analisando a Tabela 16, a biomassa de lupulo in-natura, assim como as lamas
obtidas nas trés condicdes de pré-tratamento hidrotérmico apresentam valores de S

bem menores se comparado ao dejeto bovino e ao préprio inéculo.

O uso de aditivos inorganicos e bioldgicos em sistemas de DA tornou-se um
topico importante devido a sua capacidade de aumentar o desempenho dos reatores
em termos de estabilidade do processo, produgdo de biogas e capacidade de
tratamento. Entretanto, experiéncias de pesquisa também mostraram que os aditivos
podem levar a fendmenos inibitérios, principalmente como resultado da alta
concentragédo de cations no meio digestor. Suplementos de macro e micronutrientes

tém sido usados para superar a instabilidade do processo através da melhoria da
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capacidade tampao do sistema e atividade anaerébica de biomassas (Romero-Guiza
etal., 2016).

4.3 Avaliagao da Digestao (DA) e Co-Digestao (Co-DA) Anaerébica

4.3.1 Composicao Quimica Inicial dos reatores

As Tabelas 17, 18 e 19 apresentam a concentracao inicial dos analitos soluveis
presentes em cada uma das reagdes de DA e co-DA, e da composicdo do sélido
presente no material. A Tabela |, presente no APENDICE B, descreve a massa de cada

fracao utilizada na entrada dos reatores.

Analisando a Tabela 17 é possivel observar uma baixa concentragdo de
compostos inibitérios ao processo fermentativo, como o furfural e HMF. O pré-
tratamento hidrotérmico da biomassa lignoceluldsica é por vezes acompanhado da
formacédo destes compostos, que atuam como recalcitrantes levando a inibicado do
processo bioldgico (Ahmed et al., 2019). No entanto, as bactérias metanogénicas sao
capazes adaptar-se a tais compostos em um determinado periodo de tempo, até uma

certa concentragao (Monlau et al., 2013).

Dentre os AGVs, é observado uma concentracdo mais expressiva do acido
aceético, devido a sua presenca nas cadeias de hemiceluloses sendo liberados durante
a etapa de pré-tratamento. Quanto mais severa a condicado do pré-tratamento, maior

a concentragao de acido acético no inicio da fermentacgao.

N&o houve presencga de isobutirico em nenhuma das amostras analisadas na
entrada (Tabela 18).

Em relagdo a composigcao solida de alguns reatores (Tabela 19), é possivel
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 - Concentragoes dos agucares, acidos organicos e aldeidos furanicos no inicio do processo

Concentracao (g/L)

Reator Celobiose Glicose Xilose Arabinose Furfural HMF AC',d(.)
levulinico
Controle Inéculo 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
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
DA 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
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
Co-DA 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 - Concentragdes dos AGVs no inicio do processo

Concentracao de AGVs (g/L)

Reator " .. . L . A
Acético  Butirico Isobutirico Isovalérico Caproico Propidnico
Controle Inéculo 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
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
DA 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
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
Co-DA  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




106

Tabela 19 - Concentragées dos macrocomponentes da biomassa nos reatores

Reator Celulose (g) Hemiceluloses (g) Lignina (g)
Inéculo - - -
Controle
Celulose 0,1417 - -
In-natura 0,0576 0,0140 0,0503
Dejeto - - -
HH 175°C - - -
HH 190°C - - -
DA
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

In-natura + dejeto - - -
HH 175°C + dejeto - - -
HH 190°C + dejeto - - -
Co-DA  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 concentracdo de acido acético foi detectada na amostra de entrada
contendo HH 205°C (2,587 g/L). O acido butirico foi detectado em apenas trés ensaios
no inicio 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 Bioquimico de Metano em DA

O PBM do processo de DA dos ensaios empregando apenas o HH, nas trés

condigdes de pré-tratamento hidrotérmico, estdo reportados na Figura 20.

O melhor resultado de PBM empregando o HH foi observado na condi¢gdo mais

severa do pré-tratamento (205°C, 10 min), com uma produ¢cao média de 291,50 *
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13,50 NmL CHa4/g SVT. Observa-se que a producéo de metano se manteve estavel a
partir do vigésimo dia, cujo incremento na produgao ao longo dos demais dias foi inferir
a 1%. O HH obtidos a 175 e 190°C apresentaram uma producdo de metano
relativamente inferiores, com resultados de 172,82 + 16,06 e 267,03 + 11 NmL CHa/g

SVT, respectivamente.

Estudos realizados por Buitron et al., (2019) empregaram HH obtidos apds o
pré-tratamento por explosao a vapor (150°C, 3 bar, 40 min) de diferentes biomassas
lignoceluldsicas: palha de trigo, palha de milho, bagago de cana-de-agucar e bagago
de agave, visando avaliar o PBM. Para os ensaios, foi utilizado como inéculo o lodo
obtido de uma estagédo de aguas residuais da cervejaria, na proporgao de 2:1 SV de
in6culo:substrato. O maior valor de PBM foi obtido do bagago de cana-de-agucar, com
358 £ 19 mL CH4/g SV, e a menor produgao foi observada para a palha de trigo com
212 + 2 mL CHa4/g SV, ambos em aproximadamente 13 dias. E possivel observar que

valores similares foram obtidos empregando o HH de residuos da cultura do Iupulo.

Figura 20 - Produgcao de metano obtida na DA dos HHs
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Alama também obteve um PBM superior considerando a condigao mais severa
do pré-tratamento, com uma produgcdo média de 818,05 + 16,25 NmL CH4/g SVT,
como mostra a Figura 21. E possivel observar que, apds 100 dias do inicio do
processo, O0s reatores de ensaios ainda estavam produzindo CHs4 de forma
consideravel. Os resultados indicam que a lama demonstrou um potencial de
producao significativamente maior que o HH, considerando todas as condigbes de pré-

tratamento.

Figura 21 - Produgao de metano obtida na DA das lamas
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Curiosamente, Wang et al., (2018a) observaram um fendmeno contrario,
indicando inibi¢des na produgao de biogas ao empregar o pré-tratamento hidrotérmico
na biomassa de palha de arroz em condigcdes mais severas. As condigdes de pré-
tratamento empregadas foram (90, 150, 180 e 210°C, 15 min). As condi¢cdes mais
severas indicaram que as fragdes soluveis controlaram o desempenho da DA, e que
houve uma relagdo negativa entre o rendimento de metano e as fragées soluveis,
incluindo carboidratos soluveis, acido formico 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 néo tratada (160,4 mL/g ST). O pré-tratamento hidrotérmico, especialmente
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a temperaturas mais elevadas, nao potencializou o processo de DA, porém,

temperatura mais baixas foram potencialmente consideradas.

Durante o processo de mono-digestao, foi observado nas DA da lama um
comportamento diauxico na produ¢ado de metano, conforme ilustrado na Figura 21.
Esse padrao € comumente observado em diversos substratos, como aqueles ricos em

gordura ou lignocelulose (Kim; Kim, 2017).

Alguns modelos, previamente tratados para representagao e ajuste cinético de
producao diauxica, foram identificados em estudos (Bohutskyi et al., 2019; Howell;
Bennett; Materi¢, 2019; Nguyen et al., 2019). Entretanto, a adaptacdo de modelos
multicinéticos para solugdes numéricas pode se tornar mais complexa, uma vez que
0 mesmo conceito basico pode ser reexpresso de maneira diferente com base em
suposi¢cdes sobre reagdes em duas etapas, crescimento diauxico ou co-
metabolizagdo. Neste caso, a cinética de produgao de metano do tipo diauxica ainda

assim obteve melhor ajuste no modelo de um estagio.

A cinética de produgdao com comportamento diauxico também pode indicar
algum grau de inibigdo nas etapas bioquimicas do processo de produgao de metano
(Kim; Kim, 2017). A velocidade de degradacao dos principais compostos da biomassa
(carboidratos, proteinas e lipidios) variou conforme as condicbes de temperatura

aplicadas no pré-tratamento.

O padrao diauxico descrito por Aromolaran et al., (2023) pode ser associado
aos ajustes metabodlicos durante a biodegradagdo dos diversos componentes da
mistura na co-DA. Neste estudo, a lama consiste na combinacéo da fracdo sdlida e
liquida, o que pode ter resultado no consumo sequencial das diferentes fracbes 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 matematico empregado em cada estudo. Ao observar os
dados de PBM, é possivel notar que houve diferenga estatisticamente significativa

entre todos os ensaios.
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Tabela 20 - Valores de PBMT, PBM, digestibilidade e parametros cinéticos da DA

Substratos In-natura Dejeto 1::_:(: HH 190°C HH 205°C Lama175°C Lama 190°C Lama 205°C
PBMTThac 601,53 47495 407,23 442,0297 489,08 724,73 768,73 809,74
(NMLCH4/gSVT) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
PBMTo-Thatc
(NMLCH/g SVT) 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 12455+ 793,29+ 170,82+ 267,03+ 291,50+ 400,40 + 638,82 + 818,05 +
CHalg SVT) 0,01 6,38P 16,069 11,95f 13,50¢ 18,159 18,11¢ 16,252
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
Al 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
CH4 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 ndo houve diferenga estatisticamente significativa a 95% de confianga, pelo teste de Tukey. Modelo Boltzmann
sigmoide 1° estagio: (Al) Assintona Inferior, (AS) Assintona Superior, (P/) Ponto de Inflex&o, (/nc) Inclinagdo da curva no Pl. Modelo Boltzmann sigmoidal
empilhada: (p) Proporgao, (VmaxCH4) produgéo especifica de CH4 (NmL CHa/g SVT), t1e t2 tempo em que a produgdo do primeiro e segundo padrao
sigmoidal atinge a taxa maxima, r1e r2 taxa maxima de producéo de CH4 para o primeiro e segundo padrao sigmoidal, respectivamente.
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Analisando os dados da Tabela 20 é possivel identificar que o maior valor de
potencial foi encontrado para a lama na condi¢do mais severa (205°C, 10 min),
seguido do dejeto bovino, com 818,05 £ 16,25 e 793,29 £ 6,38 NmL CHas/g SVT,

respectivamente.

Adghim et al., (2020) avaliaram o PBM de dejetos de fazendas leiteiras
empregando dejetos de vacas em lactagao, vacas secas e vacas jovens, de idade
entre 6 e 16 anos. A maior produgado de metano foi alcangada empregando os dejetos
de vaca em lactagdo, com uma produgao média 412 mL CHa4/g SVT, seguido pela DA
empregando o dejeto de vaca jovem e seca, com 332 e 273 mL CHas/g SVT,
respectivamente. Os resultados de PBM a partir do dejeto bovino empregado em

nosso estudo foi significativamente maior, como ja demonstrado.

O menor valor de PBM foi obtido na biomassa in-natura de lupulo com 124,55
1+ 0,01 NmL CH4/g SVT, muito provavelmente devido a sua estrutura recalcitrante e de

dificil degradagéo.

Buitron et al., (2019) investigaram PBM a partir da fracdo solida da palha de
trigo, palha de milho, bagaco de cana-de-agucar e bagago de agave pré-tratados por
explosao a vapor (150°C, 3 bar, 40 min). Para os ensaios, foi utilizado como inéculo o
lodo obtido de uma estagao de aguas residuais da cervejaria, na proporgao de 2:1 SV
de indculo:substrato. Os autores observaram que a fracdo sélida obtida apds pré-
tratamento produziu um PBM inferior ao HH, efeito contrario ao observado neste

estudo, onde a mistura de sdlido/liquido (lama) elevou o PBM.

E possivel observar também que o maior PBMT foi determinado para a lama
na condi¢ao mais severa, desconsiderando a presenca de nitrogénio (N) e enxofre (S)
(PBMTThatc), com 809,74 NmL CHa4/g SVT, sendo o menor valor para o HH na condigao
menos severa, 407,23 NmL CH4/g SVT.

Em relacdo aos modelos matematicos, foram observados bons ajustes, onde
os valores de R? variaram de 0,92 a 0,98, considerando os dois modelos cinéticos

utilizados.

Analisando a Tabela 20, é possivel observar que os substratos com maior

digestibilidade foi o dejeto, seguido da lama na condi¢cdo mais severa, com 1,67 e
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1,01, respectivamente. Ja os substratos de menor digestibilidade foram a biomassa
de lupulo in-natura e o HH na condi¢ao 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

lignoceluldsica 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 retencdo (15 - 45 min). Os resultados
mostraram que a solubilizacdo da matéria organica foi consequéncia de parametros
de pré-tratamento (temperatura e tempo), onde o efeito foi influenciado principalmente
pela temperatura. Esse efeito € passivel de comparagcdo assim como nos ensaios de
DA, onde a temperatura de pré-tratamento deteve a principal influéncia, levando em
consideragao que nao houve variacao de tempo de banho de aquecimento de fluido

térmico da biomassa nos reatores.

4.3.3 Potencial Bioquimico 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 trés condi¢des de pré-tratamento (175, 190 e 205°C,
10 min), apresentaram rendimento de 678,03 + 24,47, 709,07 £ 19,83 € 818,25 + 23,83
NmL CHa/g SVT, respectivamente, onde, mais uma vez, a condi¢do mais severa de

processo levou a maior produgao de metano.

Se compararmos os resultados obtidos da DA (Figura 20) e co-DA (Figura 22)
empregando o HH, é possivel observar um incremento consideravel na producéo de
metano nos processos de co-DA, onde a maior producédo de metano na co-DA (818,25
1 23,83 NmL CHa4/g SVT) levou a uma produgéao similar ao do dejeto em processo de
mono-DA (793,29 + 6,38 NmL CHa/g SVT).

Figura 22 - Produgao 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 possivel observar o mesmo fenémeno ja mencionado
anteriormente, que a condicdo mais severa de pré-tratamento proporcionou uma
maior producdo de metano, 1078,22 + 13,20 NmL CHa/g SVT. A lama pré-tratada a
175°C, 10 min, obteve rendimento de 650,79 + 0,00 NmL CHa4/g SVT, enquanto a pré-
tratada na condigdo de 190°C, 10 min, 916,25 + 19,66 NmL CHa4/g SVT. E possivel
notar que os dois ensaios nas maiores temperaturas proporcionaram PBM superior

ao dejeto, conforme aportado na Tabela 19.
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Figura 23 - Produgao metano obtida na co-DA das lamas e dejeto
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dejeto bovino, assim como os dados de DA do dejeto.

Figura 24 - Produgao de metano nos processos de mono e co-DA da biomassa
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A complexidade estrutural das biomassas lignocelulésicas sdo um desafio para
processos fermentativos devido a recalcitrdncia da mesma o que impacta
negativamente nos processos de DA (Sawatdeenarunat et al., 2016). Para a biomassa
in-natura foi observado uma producdo de metano de 124,55 £ 0,01 NmL CH4/g SVT
no processo de mono-DA. Nos ensaios de co-DA, a producdo acumulada foi de 488,63
1 20,08 NmL CHa4/g SVT, conforme apresentado na Figura 24. Ao analisar a produgao
do dejeto isolado, 793,27 £ 6,38 NmL CH4s/g SVT foi produzido, o que demostra que
sem a etapa de pré-tratamento, a presenca da mesma no meio reduz a producgao de

metano.

Métodos de pré-tratamento sdo empregados para modificar as estruturas da
biomassa lignoceluldsica, a fim de disponibilizar a matéria organica para conversao
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 € um método eficaz para
aumentar a produgao 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

parametros matematicos obtidos a partir do modelo cinético utilizado.

Analisando os dados da Tabela 21 é possivel observar que o processo de co-
DA favoreceu a produgao de metano, em todas as condigdes avaliadas, quando
comparado ao processo de mono-Da (Tabela 20). Os valores das médias de produgéo
de biometano obtidos do processo de co-DA apresentam diferenga estatisticamente

significativa entre todos os ensaios.

O PBM foi aumentado em 3,97 vezes empregando o HH na condicdo menos
severa com dejeto. Para a co-DA da lama, a condigdo menos severa teve um aumento

de producdo de 1,63 vezes quando comparado ao processo em mono-DA.
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Tabela 21 - Valores de PBM e parametros cinéticos das co-Da

In-natura+  HH175°C+ HH190°C+ HH205°C Lama175°C Lama 190°C Lama 205°C +
dejeto dejeto dejeto + dejeto + dejeto + dejeto dejeto
PBM 678,03 + 709,07 + 818,25 + 650,79 + 916,25 + 1078,22 +
488,63 + 20,089
(NmL CHa/g SVT) 24,47¢ 19,831 23,83¢ 24,89 19,66 13,202
Modelo
476,63 638,93 578,36 715,63 615,22 891,38 1038,14
(NmL CHalg SVT)
R2 0,99 0,98 0,94 0,92 0,96 0,95 0,98
CH 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
rl 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 ndo houve diferenca estatisticamente significativa a 95% de confianga, pelo teste de Tukey. Modelo Boltzmann sigmoidal
empilhada: (p) Proporcéo, (VmaxCH4) producdo especifica de CH4 (NmL CH4/g SVT), t1e t2 tempo em que a producdo do primeiro e segundo padrao
sigmoidal atinge a taxa maxima, t71e {2 taxa maxima de produgao de CH4 para o primeiro e segundo padrao sigmoidal, respectivamente.
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Quanto aos valores de R?, variaram de 0,92 a 0,99 no modelo cinético utilizado
para modelagem da produgéao de metano dos ensaios de co-DA, indicando um ajuste

cinético eficiente.

Algumas pesquisas avaliaram o processo de co-DA de biomssas
lignoceluldsicas como dejeto animal (Mostafa Imeni et al., 2019; Neshat et al., 2017)
e demonstraram a eficiéncia desta co-DA no incremento da produg¢ao de metano. Um
exemplo é o estudo realizado por (Awais et al., 2016), que avaliaram a produgao de
metano empregando palha de trigo, capim braquiaria e dejeto bovinos em um
processo de co-DA. Os resultados mostraram que a utilizagdo de 50% de palha de
trigo e misturas de capim e dejetos nas propor¢cdes de 25:75, 50:50 e 75:25
proporcionaram uma produgcdo de metano de 20 a 24% superior ao processo
empregando apenas a palha, levando a taxas de producédo de metano de 27, 23 e 22

NmLCH4/g SVT.d, respectivamente.

4.4 Analises do Digestato

4.4.1 Analise de Série de Sélidos e Avaliagao do pH Final

A Tabela 22 apresenta os dados da analise de série de solidos do digestato.
Ressalta-se que, a proporc¢ao 2:1 (inéculo: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 biodegradagao e conversao de matéria organica,
para todos os substratos, e ao final do processo analisou-se os teores de sélidos da

mistura dos substratos apds a DA e co-DA.

Analisando a Tabela 22, é possivel observar que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os digestatos do processo de DA empregando a
lama, nas trés condigcbes 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 ndo apresentam diferenga 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 - Analise de série de sélidos do digestato dos ensaios de DA e co-Da

Solidos Totais

Soélidos Volateis

Solidos Fixos

Digestato _ _
(ST) (9/9) Totais (SVT) (g/g)  Totais (SFT) (g/g)
In-natura 0,011 £ 0,0012 0,006 + 0,001¢ 0,005 + 0,0002d
Dejeto 0,042 + 0,0004 0,030 + 0,0009 0,011 + 0,000f
HH 175°C 0,009 + 0,000¢ 0,004 + 0,000" 0,004 + 0,0002
DA HH 190°C 0,015 + 0,000 0,008 + 0,000’ 0,006 + 0,000°
HH 205°C 0,024 £ 0,0009 0,017 + 0,000/ 0,007 = 0,000¢
Lama 175°C 0,024 + 0,000" 0,016 + 0,000f 0,007 = 0,000¢
Lama 190°C 0,023 + 0,000" 0,016 + 0,000f 0,007 = 0,000¢
Lama 205°C 0,024 + 0,000" 0,017 + 0,000f 0,007 = 0,000¢
In-natura + dejeto 0,014 + 0,000 0,008 * 0,000¢ 0,005 + 0,000¢
HH 175°C + dejeto 0,010 £ 0,0012 0,005 + 0,001¢ 0,004 + 0,000¢
HH 190°C + dejeto 0,009 * 0,0012¢ 0,007 + 0,0002cde 0,001 + 0,000f
HH 205°C + dejeto 0,013 + 0,0002 0,009 + 0,000b¢ 0,003 = 0,0009
Co- Lama 175°C +
. 0,014 + 0,001P¢ 0,008 * 0,0002ve 0,005 +* 0,000¢
DA dejeto
Lama 190°C +
) 0,020 + 0,000¢ 0,013 + 0,000k 0,007 + 0,000"
dejeto
Lama 205°C + .
_ 0,017 = 0,000 0,011 + 0,001 0,006 + 0,000¢
dejeto

Letras iguais em cada coluna indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa a 95%

de confianga, pelo teste de Tukey

Na co-DA, os digestatos de lama 175°C com dejeto e lama 205°C com dejeto

nao obtiveram diferenca significativa a 95% de confianga pelo teste de Tukey, nos

dados de SFT ao final do processo. Ja os digestatos nas trés condi¢cdes de pré-

tratamento de lama com dejeto apresentou diferenga estatisticamente significativa

entre eles, nos valores de SVT.

A reducdo de SVT foi determinada a partir da relagao entre os valores de

entrada e saida da reagdo. Os dados sédo apresentados na Figura 25.
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Figura 25 - Reducgao de SVT e avaliagao do pH ao final do processo
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Analisando a Figura 25 é possivel observar uma reducao consideravel dos SVT
presentes no meio. De modo geral, quanto mais severo o processo de pré-tratamento,
menor foi a redugcdo dos SVTs do sistema. A menor redugédo foi observada
empregando a DA do HH na condigdo mais severa de pré-tratamento, 205°C e 10 min,

com uma reducgao de 81,5%.

Dawana Keche et al., (2022) avaliaram a produgcdo de metano a partir do
aguapé (Eichhornia crassipes) utilizando como indculo lodo de uma planta de biogas
de aguas residuarias municipais (20%) e dejeto animal (80%). Os autores também
observaram altas remocdes de SVTs ao final do processo, com valores préximos a
96,1%. Em nosso estudo, a maior remogédo de SVT (99,7%) foi obtida no ensaio
empregando a biomassa in-natura, onde altas taxas de remogéao 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 hidrélise e 6,5 a 7,5 para
comunidades metanogénicas (Muratgobanoglu et al., 2020). J& Ward et al., (2008)
afirmam que as etapas de hidrélise e acidogénese geralmente necessitam de pH 5,5
e 6,5 para um bom desenvolvimento do processo. Autores como Mirmohamadsadeghi
et al., (2019), Cardenas-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 esta entre 6,0 e 8,0. As arqueas
metanogénicas sao muito mais sensiveis a variagao do pH que outros organismos na
comunidade bacteriana (BAJPAI, 2017).

De modo geral, os digestatos apresentam valores finais de pH variando de 7,7
a8s.

4.4.2 Composicao Quimica

A Tabela 23 apresenta a concentragdo de acgucares, acidos organicos e
aldeidos furanicos nos digestatos provenientes dos processos de DA e co-DA. Os
dados indicam que nao ha presenca significativa agucares e produtos de degradagao
ao final do processo, sendo a maior concentragcao observada ao final do processo a
do acido levulinico, os digestatos dos ensaios com lama a 190°C e HH 190°C com
dejeto, ambas com concentracéo de 0,21 g/L. Se compararmos com os dados de
composicao inicial (Tabela 16), é possivel observar uma redugdo da concentragao
deste analito de 32 e 16%, respectivamente, o que demonstra um baixo consumo

desse analito nos processos de DA.

A Tabela 24 mostra a composi¢cao dos AGVs ao final do processo. Os AGVs
sdo produtos intermediarios na DA, decorrentes das etapas de acidogénese e
acetogénese, quando os materiais organicos sao degradados (Lim et al., 2006).
Durante a hidrodlise, polimeros organicos complexos sao quebrados e reduzidos em
mondmeros organicos mais simples por enzimas excretadas por microrganismos
hidroliticos. Entdo, acidégenos fermentam esses mondmeros principalmente em
AGVs, como acidos acético, propidnico e butirico (Lukitawesa et al., 2020). Entre os
diversos AGVs produzidos durante a DA, ha diferentes efeitos cooperativos sob as
bactérias e arqueas (Franke-Whittle et al., 2014b).
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Tabela 23 - Composicao quimica dos digestatos obtidos nos processos de DA e co-DA

Reator Xilose Glicose Celobiose Arabinose Acido levulinico Furfural HMF

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

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

oA 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

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

co- 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 - Concentragoes de AGVs no digestato

Acido

Acido

Reator Acido butirico ,__, Acldo __ Acido caproico Acido
acético (g/L) isobutirico (g/L) isovalérico (g/L) propidénico (g/L)
(g/L) (g/L)
Controle In6culo 0,240 0,026 0,000 0,105 0,059 0,000
Celulose 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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
oA 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
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
Co-DA Lamgej;;g’c * 0,020 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000
Lama 190°C + 0,010 0,000 0,000 0,060 0,050 0,000
dejeto
Lama 205°C + 0,070 0,000 0,000 0,110 0,000 0,000

dejeto
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Com base na Tabela 24, observa-se que as baixas concentragdes de AGVs
indicam um bom desempenho do sistema, uma vez que na metanogénese, parte dos

AGVs gerados serdo consumidos para produg¢ao de biogas (Toerien; Hattingh, 1969).

A maior concentracao de AGVs residual foi de acido acético, observada no

ensaio empregando apenas a biomassa in-natura (0,24 g/L).

Nao houve a presenga de acido isobutirico em nenhuma das amostras. Para
os demais AGVs, foram detectadas concentracbes minimas na maior parte das
amostras de digestatos analisadas. Concentragbes de acido isovalérico foram
detectadas entre 0,06 € 0,12 g/L. O AGV detectado em maior concentragao foi o acido

butirico com 0,19 g/L no digestato proveniente do HH 175°C com dejeto.

Efeitos inibitérios causados pelos AGVs podem acorrer causando falhas no
sistema e consequentemente baixa producdo metano. Al-sulaimi et al., (2022)
apresentaram concentragdo maxima de AGVs como acido isovalérico (0,19 g/L) acido
propidnico (0,17 g/L), acido caprdico (0,14 g/L) e acido isobutirico (0,10 g/L). Com
excegao do acido acético, nenhum dos outros acidos foi convertido em CHa4 pelos
microrganismos metagonénicos. A causa da ndo conversado 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 producao de
AGVs resulta no aumento da atividade microbiana e do crescimento eficiente das

bactérias produtoras de acido (Wijekoon; Visvanathan; Abeynaysaka, 2011).

4.4.3 Analise de Micro e Macronutrientes

A analise de micro e macronutrientes no digestato é relevante visando a
producdo de fertilizantes organicos, fertilizantes organicos-minerais ou

condicionadores de solo (Czekata, 2021; Czekata et al., 2022).

A Tabela 25 apresenta a composicao destes nutrientes no digestato para fins
de fertirrigagao.
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Tabela 25 - Concentragao de nutrientes presentes no digestato proveniente dos processos de DA e co-DA

Concentracao (mg/L) N P K Ca Mg S Na B Cu Fe Mn Zn
In-natura 794,07 51,97 9884 86,85 193,4 90,08 40354 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
A 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 9419 31,9 148,23 150,1 4034 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
In-natura + dejeto 894,54 88,75 910,16 35,85 163,29 126,99 406,09 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
Co-DA HH 205°C + dejeto 1069,9 213,22 717,52 43,09 191,05 22555 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
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Macronutrientes (nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre) sao
exigidos pelas plantas em maiores quantidades, enquanto os micronutrientes (ferro,
cobre, manganés, zinco, boro, molibdénio e cloro) sdo necessarios em quantidades

relativamente menores (Slepetiene et al., 2020).

As maiores concentracbes de nutrientes foram para o NPK, nutrientes
essenciais para o crescimento e desenvolvimento da planta, e para o Na. A maior
concentracao de N foi observada no digestato de HH 190°C com dejeto, de P no HH
205°C com dejeto. Ja o potassio (K), a maior concentracdo disponibilizada foi

observada no dejeto biodigerido.

Quanto aos nutrientes Mn e S, ambos foram detectados em maior
concentragéo no digestato a partir do HH 190°C com dejeto, com 0,56 e 288,05 g/L,

respectivamente.

Em especial, residuos lignoceluldsicos utilizados em processos de DA possuem
grande potencial na produgdo de digestatos que podem ser aplicados como
biofertilizantes (Aduba et al., 2023; Manyi-Loh; Lues, 2023). Essas culturas
lignocelulésicas s&o materiais de estrutura complexa, e sdo resistentes a
biodegradagao (Zhong et al., 2011), e seu digestato contém matéria organica
semidegradada que possui nutrientes residuais uteis como condicionadores de solo
(Lansing et al., 2010; Zacharof et al., 2015).

O digestato tem potencial para ser utilizado como fertilizante orgénico
semelhante ao fertilizante quimico ou dejeto de animal, pois esses recursos tém
caracteristicas semelhantes as matérias-primas. A maior diferenca é que o digestato
contém um maior teor de NH4-NH* e permite uma maior eficiéncia de absorgao de N

do que os demais fertilizantes (Moller; Muller, 2012).

A maior concentragao de sodio (Na) foi detectada no digestato a partir do dejeto
bovino com 423,62 mg/L. O magnésio (Mg) obteve a maior concentragao (222,11
mg/L) na amostra do digestato de HH 205°C. As concentragdes de Fe variaram de
0,00 a 3,34 mg/L. Ja as concentragdes de calcio (Ca) variaram de 29,91 a 139,93
mg/L.
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4.5 Analise de Metagénomica

O sequenciamento de todas as bibliotecas das amostras dos digestatos
resultou em média 4.592 leituras brutas (reads), sendo aproximadamente 2.485 reads
classificadas ap6s a filtragem de qualidade. O numero de reads em OTUs (Operational
Taxonomic Unit) foi de 1.984. Afuncéo da OTU foi agrupar sequencias proximas, como
uma estratégia de analise para minimizar variagdes incorretas durante a etapa de

amplificacdo no PCR, levando a detecgéo de organismos semelhantes.

Em relacéo aos resultados de classificagao por nivel taxonémico, a Figura 26
mostra que bactérias dominam com 80%, englobando todas as sequéncias e ensaios
dos reatores de biogas ao final do processo, enquanto 20% das sequéncias foram

classificadas como arqueas.

Figura 26 - Resultado da Classificagao por nivel taxonémico

20%

. Bactérias
Comunidade

microbiana Arqueas

80%

Os filos predominantes foram Bacteroidetes com 22%, Proteobacteria com
16%, Chloroflexi com 15% e Synergistetes com 12% ao nivel bacteriano como mostra

a Figura 27.
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Figura 27 - Classificagao geral dos resultados de filos de bactérias
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Em um estudo avaliando a evolugdo da comunidade microbiana (Hu; Wang;
Chi, 2020) em sistema de DA mesofilica de residuos de alimentos, com alto teor de
sodio, foi utilizado a caracterizagao 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 géneros funcionais Kosmtoga, Levilinea e Longilinea durante o
processo promoveu potencialmente a biodegradacao de organicos. Quanto a
comunidade de arqueas, os metanogénicos Mixotréficos de Methanosaricina foram
quase substituidos pelos metanogénicos hidrogenotréficos, Methanobacterium e

metanocorpusculo.

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Chloroflexi predominaram nas DA
com base em uma meta-analise baseada em sequéncia observada nos sistemas de
DA (Nelson; Morrison; Yu, 2011). Caracterizagdo metatranscriptbmica em metano a
producao de celulose demonstrou que Thermotogales, Clostridiales e Bacteroidetes

estdo envolvidos na degradacéo da celulose (Xia et al., 2014).

Campanaro et al., (2016) descobriram que os filos Firmicutes, Proteobacteria e

Bacteroidetes foram predominantes na degradacdo de polissacarideos de cadeia
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longa, sendo a alta biodegradabilidade de residuos lignoceluldsicos relacionados a

abundancia de Bacteroidetes no meio (Qiao et al., 2013; Yan et al., 2012).

Pasalari et al., (2021) apontam que, a dominancia de Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Thermotogae e Chloroflexi foi relatada independentemente das
variagdes nas condicbes de temperatura e fases do processo. O filo Firmicutes
consiste em numerosas bactérias que secretam enzimas liticas para degradam
matéria organica, essas bactérias podem sobreviver em condigcbes ambientais

extremas devido a formagao de esporos.

Ja os filos Bacteroidetes e Chloroflexi desempenham um papel importante na
manutencdo da saude do solo. A populacdo de Chloroflexi pode converter
biofertilizantes e/ou nitrogénio orgénico em nitrogénio mineral auxiliando na nutricdo
de plantas. Bacteroidetes secretam varias enzimas ativas em carboidratos para
degradar matéria organica complexa, em especial glucanos, polissacarideos

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 apos os ensaios de co-DA de residuos de

Oleos, gorduras e graxas.

O filo Actinobacteria é constituido por diversas espécies capazes de fermentar
carboidratos e proteinas, e de degradar biomassas lignocelulésicas através da
secrecdo de hidrolitica extracelular (Rajagopal; Kannan, 2017). A actinobacteria
representa 2% na classificagao 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 quimioheterotrofico, relatado na oxidagao da glicose
(Lee et al., 2015). A oxidagao sintrofica do acetato de espiroquetas com metanégenos

hidrogenotroficos também foi relatada (Lee et al., 2013).

Na Tabela 26 sao apresentados os principais grupos de arqueas, pertencentes
ao filo Euryarchaeota e Thaumarchaeota. Os metanogénicos 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 metanogénicas encontradas nos

efluentes
Ordem Familia Género
' Methanosaetaceae Methanosaeta
Methanosarcinales : :
Methanosarcinaceae Methanosarcina
Methanospirillaceae Methanospirillum
Methanomicrobiales Methanoculleus

Methanomicrobiaceae )
Methanogenium

Methanocorpusculaceae = Methanocorpusculum

' . Methanobrevibacter
Methanobacteriales Methanobacteriaceae _
Methanobacterium

_ Miscellaneous
Halobacteriales
euryarchaeota

Thermoplasmatales = Methanomassilicoccaceae Methanomasiliicoccus

A ordem dos Methanosarcinales ¢é dividida em duas familias,
Methanosarcinaceae e Methanosaetaceae. Todos os membros da familia
Methanosarcinaceae sé&o capazes de crescer com compostos contendo grupos metil.
A familia Methanosaetaceae esta representada por apenas um género,
Methanosaeta, e todas as células produzem metano dividindo o acetato. Sendo assim,
entre os metandgenos, os genéros Methanosarcina e Methanosaeta sédo bem

conhecidos por utilizar acetato para a fase de metanogénese.

Methanoseta é especializada na produgao de metano por clivagem de acetato,
enquanto Methanosarcina € relativamente generalista, cujas caracteristicas
metabdlicas séo diversas e incluem caminhos acetoclasticos e hidrogenotroéficos (Li et

al., 2013; LIU; Whitman, 2008).
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Para o processo metanogénico, cerca de 20 géneros estdo envolvidos,
incluindo Methanosarcina, Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanospirillum,
Methanoculleus, Methanosaeta, entre outros (Cheng et al., 2018; Garcia; Patel,
Ollivier, 2000). Os principais metanogénicos apresentam taxa de crescimento 6tima
em temperaturas mesofilicas (30 — 40°C), com excegao de Methanohalobium e
Methanosarcina, que tém crescimento ideal em condigdes termofilicas (50-55°C)
(Gerardi, 2003).

Methanobacterium, Methanobrevibacter, Methanoculleus e Methanolinea sao
0s principais metanogénicos hidrogenotroficos na DA, que usam principalmente gas
carbénico junto com hidrogénio ou formiato para gerar metano (Gerardi, 2003; Lin et
al., 2018). Em estudos realizados por Ma, Chen e Ndegwa, (2021), nao foi observado
uma correlagdes significativas entre o rendimento de metano e estas bactérias

metanogénicas.

Methanothermobacter sdo capazes de usar hidrogénio, gas carbdnico ou
formiato para produzir metano. Ja a Methanomassiliicoccus sé produz metano a partir
de hidrogénio e metanol (Dridi et al, 2012) e Methanospirilum consome
principalmente hidrogénio e formato para producado de metano (Hedderich; Whitman,
2006). Estes resultados exemplificam que, embora estes metanogénicos com menor
potencial de geragcdo de metano nao parega significativo, entretanto, eles
desempenham papéis e fungcdes de apoio fundamentais que mantém a estabilidade

nos processos de DA (Ma; Chen; Ndegwa, 2021).

A metanogénese € um processo de multiplas etapas que envolve diferentes
grupos de microrganismos como hidroliticos, fermentativos, acetogénicos e sobretudo
microrganismos  metanogénicos (Getabalew; Alemneh; Bzuneh, 2020).
Biologicamente, a produ¢ao de metano é limitada a alguns membros de arqueas sob
condi¢gdes anaerébicas (Whitman; Bowen; Boone, 2006). A metanogénese é a
principal fonte de metano biogénico e pode seguir trés variantes metabdlicas: (i) a via
hidrogenotrofica baseada em COz e Hz; (i) a rota acetoclastica; e (iii) aqueles a base
de compostos metilicos (metilotréficos) (Costa; Leigh, 2014; Whitman; Bowen; Boone,
2006; Zhu et al., 2020).

O metano biogénico (CHa4) é produzido por arqueas metanogénicas, usando
trés substratos principais: acetato, gas carbdnico e substancias contendo um grupo
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metil. Entre todas as arqueas metanogénicas, apenas a ordem Methanosarcinales

inclui membros capazes de metabolizar todos os trés substratos (Liu; Whitman, 2008).

A metanogénese hidrogenotrdéfica, a redugao de gas carbédnico com hidrogénio
para metano pode ser realizada por quase todos os metanogéncios e, entre eles,
podem ser distinguidos metanogénicos e microrganismos redutores de gas carbdnico
capazes de usar uma ampla gama de substratos. Eles diferem em algumas das
enzimas envolvidas e 0 modelo de conservagao de energia (Ferry, 2011). Organismos
considerados incapazes de realizar a metanogénese hidrogenotréfica sao
encontrados apenas dentro dos Methanosarcinales. Foi demonstrado que o
metanogénico mesofilo Methanosarcina acetivorans € incapaz de usar gas carbdnico

para metanogénese (Liu; Whitman, 2008).

A metanogénese acetoclastica € exclusivamente realizada pelos géneros
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 metanogénese metilotrofica pode ser dependente de
hidrogénio ou independente de hidrogénio e ¢é limitado a Methanosarcinales,
Methanomassiliicoccales e uma espécie de Methanobacteriales (Dridi et al., 2012; Liu;
Whitman, 2008).

Na Figura 28 é possivel visualizar a distribuicdo dos géneros metanogénicos

(arqueas) e das bactérias ao final do processo.



132

Figura 28 - Abundéncia de reads (%) em nivel de género de bactérias e arqueas
nos ensaios de mono e co-DA
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A categoria “outro” significa a soma de todas as classificagbes com abundancia inferior a 2,5%.

Analisando os digestato é possivel observar que apenas o efluente proveniente

do indculo digerido ndo apresentou o grupo de aguas residuarias (wastewater — sludge

group). Além disso, apenas nos ensaios utilizando a lama na condigdo mais branda de

pré-tratamento (175°C, 10 min) e no indculo foram observados a presenga do género

Truepera.

Espécies de Limnobacter (1,2%) pertencentes ao filo Proteobacteria foram

descritas como bactérias aerdbicas oxidantes de enxofre (Wang et al., 2012a). Este

género 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 indculo in-natura, utilizados nos ensaios

de DA.
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Figura 29 - Abundancia de reads (%) em nivel de género da microbiota do
dejeto bovino e inéculo
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E possivel observar que os géneros Luteimonas e Pseudomonas foram
detectados apenas no substrato dejeto utilizado para os ensaios de sistemas de co-DA.
O género predominante no dejeto in natura foi a gammaproteobacteria Pseudomonas.
Luteimonas é uma Gammaproteobactéria capaz de degradar polissacarideos
complexos, como a quitina e substratos celulésicos, o que favorece seu crescimento
(Remmas et al., 2023).

Proteiniphilum sao bactérias produtoras de acido que produzem principalmente
acido acético e acido propidnico, mas também produzem NHs via degradacédo de
proteinas (Ziganshin et al., 2013). A presenga de Proteiniphilum foi detectada no

substrato de dejeto bovino in-natura.

Iwasaki et al., (2019) reforgam que a DA elimina muitos tipos de microorganismos
nos dejetos bovinos e investigaram alteragbdes quantitativas de espécies de
Pseudomonas durante sistemas de DA mesdfilas e termofilicas com foco em
Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, que sao conhecidas como
patdgeno e rizobactéria, promotora do crescimento de plantas, respectivamente. Os

resultados sugerem que o digerido tem beneficios como a auséncia de riscos
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patogénicos pelas espécies de Pseudomonas e espera-se um efeito promotor do

crescimento das plantas facilitado pelas Pseudomonas fluorescentes.

Analisando a Figura 28, é possivel observar que o digestato do reator de ensaio
com dejeto ndo detectou a presenca 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 género

Pseudomonas foi detectada apenas no dejeto bovino in-natura.

A avaliagdo da microbiota e funcionalidade do digestato proveniente dos
processos de mono e co-DA proporciona melhor entendimento da dinamica desses
processos. Através de tecnologias moleculares € possivel obter informagdes sobre a
composicdo da comunidade microbiana nas diferentes etapas de DA. A analise
metagendmica do digestato indicou que parametros operacionais, incluindo temperatura,
meétodos de pré-tratamento, concentragdao de amdnio, oligoelementos, taxa de carga
organica e composicdo do substrato tém efeitos significativos sobre bactérias
fermentativas e metanégenos na digestdo anaerdbica. Além disso, tanto as bactérias
aceolasticas quanto as hidrogenotréficas estdo envolvidas na biometaminacido em
diferentes abundancias relativas, dependendo da condicdo operacional de pré-

tratamento.
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5 CONCLUSAO

A caracterizagao do caule de lupulo, incluindo as fragdes obtidas apds o pré-
tratamento, revelou-se fundamental para a compreensdo do desempenho do pré-
tratamento hidrotérmico e sua influéncia na modificagdo da estrutura da biomassa
lignoceluldsica. Ao explorar as propriedades do caule de lupulo, foi possivel identificar
como o pré-tratamento hidrotérmico afetou os componentes da biomassa, evidenciando
mudancgas, especialmente a baixa liberacdo de hemiceluloses. Essas alteragdes
estruturais tém implicagdes significativas nos processos subsequentes de conversao da

biomassa em produtos de interesse, como o biocombustivel em questao.

Adicionalmente, a analise detalhada da caracterizagdo do caule de lupulo
possibilitou estabelecer correlagdes entre a composi¢cao do material e seu desempenho
durante o pré-tratamento. Esse entendimento €& fundamental para aprimorar as
condicbes de processamento, com o intuito de maximizar a eficacia na obtengao de
produtos derivados dessa biomassa, e também para explorar possibilidades adicionais
de utilizagdo, manejo e aproveitamento dos residuos de poda para os produtores dessa

cultura.

A eficiéncia do pré-tratamento na DA foi demonstrada frente ao uso da biomassa
in-natura, além do efeito positivo da co-DA na producgéo de biometano. No caso da fragao
liguida (HH), nos processos de mono-DA, a condicdo de pré-tratamento a 175°C
apresentou resultados menos significativos quando comparado a biomassa in-natura,
com um aumento de producédo de 27,05%. Por outro lado, os HH obtidos a 190 e 205°C
demonstraram uma producdo acumulada de biometano 53,36 e 57,27% superior,
respectivamente, a da biomassa in-natura. Ja a lama pré-tratada, em processo de mono-
DA, demonstrou uma producao superior de biometano quando comparada a biomassa
in-natura e ao HH, nas mesmas condi¢cdes operacionais. A lama, na condicdo mais
severa de pré-tratamento (175°C, 10 min), obteve produgdo 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 produgdo acumulada de
488,63 £ 20,08 NmL CHa4/g SVT, representando um aumento de 392,32% em relagao a

producado 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 produgao 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. Ja na co-DA utilizando a lama na
condigdo mais severa de processo (205°C), foi observado uma producdo de 1078,22 +
13,20 NmL CH4/g SVT, promovendo um aumento de 73,57% na produgéo de biometano
em comparagao com a mono-DA do dejeto bovino e um aumento de 75,87% em relacao

a mono-DA da lama.

Assim, a combinagéao entre o pré-tratamento hidrotérmico da biomassa de lupulo
e o0 dejeto bovino, por meio do processo de co-DA, demonstrou ser uma abordagem
promissora para aumentar a produgdo de metano. Essa observacdao destaca a
importancia de comparar a produgao 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

agropecuario.

A caracterizagdo e composicdo do digestato evidenciou seu potencial como
biofertilizante, apresentando nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas
e propriedades benéficas para a saude do solo, em especial concentragdes significativas
de NPK, corroborando com a sustentabilidade na gestdo de residuos agricolas e

pecuarios e maior valor agregado.

A analise metagenémica no estudo permitiu uma compreensao mais aprofundada
da microbiota presente no efluente. A comunidade microbiana incluindo arqueas e
demais bactérias variou conforme foram expostas a diferentes condicbes de pré-
tratamento, entretanto, foi observada a presenca de microrganismos e bactérias

essenciais para o desenvolvimento das diferentes etapas dos processos anaerébios.

Assim, a valorizagdo do residuo lignocelulésico do caule de lupulo destaca-se
como uma alternativa promissora, contribuindo para a busca continua por solugcdes
inovadoras e sustentaveis no campo da gestdo de residuos e na producao de energia
renovavel. Além disso, a utilizagado do dejeto bovino na DA proporciona uma destinagao

eficiente desta biomassa de alto potencial poluidor e pouco explorada.

A pesquisa proporcionou uma contribuicdo significativa para o avango do

conhecimento na area de producao de biogas utilizando residuos da cultura do Iupulo,
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explorando a integragdo da cadeia lavoura-pecuaria atraves de estudos de DA e co-DA
de residuos da cultura de lupulo com dejetos bovinos. Destaca-se a significativa
contribuigdo para o campo de DA, ao explorar a efetividade do residuo lignoceluldsico
proveniente do caule de lupulo. A auséncia de estudos prévios sobre o uso do caule de
lupulo em processos de DA realga a singularidade e a relevancia desta pesquisa,
ampliando o entendimento sobre a diversidade de substratos para DA, e oferece uma
perspectiva promissora para a valorizagéo de residuos lignoceluldsicos até entdo pouco

explorados.

A constatacdo do efeito positivo do pré-tratamento hidrotérmico na
biodegradabilidade do caule de lupulo ndo apenas amplia o escopo de aplicagdo desse
material, mas também sinaliza caminhos para a otimizacdo de processos de DA,

tornando-os mais eficientes e sustentaveis.
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APENDICE A - Procedimento experimental para caracterizacido quimica

i. Determinacgao do Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado utilizando uma balanca 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. Determinacao 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 balanga analitica (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: apés a mufla atingir 105°C, foi cronometrado 12 min; em seguida a
205°C por 30 min; quando a temperatura alcangou 575°C, foram cronometrados 180

min. Apos 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 Equacéo 1.

Mce_ Mc )

Cinzas totais (%) = (—
MCbs - MC

(1)

Onde:
Mc: Massa do cadinho de porcelana (g)

Mcbs: Massa do cadinho de porcelana + amostra inicial (base seca) (g)



160

Mcc: Massa do cadinho de porcelana + cinzas totais (g)

iii.Determinagao do Teor de Extrativos

A quantificagdo dos extrativos foi feita apenas para a biomassa in-natura. O
processo foi realizado antes de hidrélise com acido sulfurico para evitar que
componentes presentes nos extrativos interfiram nas analises subsequentes. Foram
pesados 3,0 g de biomassa in-natura (Mss) 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 sifao do extrator, e acoplado a baldes de vidro
de fundo redondo, apoiado em uma placa de aquecimento, no qual foram adicionados
200 mL da solugdo de ciclohexano e etanol (proporgéo de 1:1) e pérolas de vidro
dentro do baldo. A placa de aquecimento foi ajustada para que ocorra de 4 a 5 ciclos
por hora no sifao. Apoés 72 h, a solugdo do baldo foi substituida por agua destilada

(200 mL) e a extracao foi mantida por mais 72 h, apds o primeiro ciclo de extracao.

ApOs a extracao 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 agua
necessaria para a transferéncia da biomassa para o funil. Em seguida, a amostra foi
colocada na estufa a 105°C até massa constante (Mse). Por fim, foi feita a

quantificacdo dos extrativos (Equacéo 4).

Mgs_ M
Extrativos (%) = (%) x 100 (2)
BS

Onde:
Mss: Massa e biomassa seca e moida (g);

Mse: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca).

iv. Determinagao do Teor de Lignina, Celulose e Hemiceluloses
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Para a quantificagdo da celulose, hemiceluloses e lignina total foi realizada a
hidrolise acida dos residuos do caule do lupulo in-natura e pré-tratados, em todas as
condicdes. A lama foi seca em uma capela, a temperatura ambiente. O material livre
de extrativos, o residuo solido lavado e a lama foram moidos a uma granulometria de
0,08 mm. Os cadinhos de fundo poroso foram deixados na estufa a 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 (Mse), base seca, e
adicionados nos tubos de vidro. Foi adicionado 3,0 mL de acido sulfurico a 72% (m/m),
em seguida a amostra e os tubos foram adicionados em banho termostatico,
previamente ajustado em 30°C. Utilizando um bastdo de teflon, o material foi
macerado a cada 5 — 10 min, para a solubilizagdo da amostra, sem remové-la do
banho termostatico, permanecendo por 1 h. Apds esse tempo, foram adicionados aos
tubos 84 mL de agua destilada, utilizando este volume para retirar todo o residuo de
amostra presente no bastdo e nas paredes do tubo. Em seguida, os tubos foram

fechados e autoclavados a 121°C por 1 h.

Ap0s retirar os tubos da autoclave, foram resfriados até temperatura ambiente.
A amostra foi filtrada a vacuo em cadinho de filtragao previamente secos e pesados
(Mc). A fracao liquida foi utilizada para a quantificagdo de carboidratos (glicose, xilose,
arabinose, celobiose), acido acético, acido levulinico, acido formico, furfural e HMF e
lignina soluvel. Ja a fragao solida retida no cadinho, foi lavada com agua destilada até
pH neutro, assim como a parede do tubo e o bastdo, para retirar toda a amostra
remanescente. O cadinho de fundo poroso contendo os sélidos remanescentes
previamente identificados permaneceram em estufa a 105°C até massa constante.
Este material foi utilizado para a quantificagcédo de lignina insoluvel e cinzas estruturais.
Ja o volume liquido filtrado, sera utilizado posteriormente para determinagao de lignina

sollvel em meio acido.

v. Determinagao do Teor de Lignina Insoluvel

Os cadinhos de fundo poroso contendo o material do processo de hidroélise

acida, foram retirados da estufa e mantidos no dessecador até atingirem a
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temperatura ambiente. Entdo foram pesados (Mpfr), e em seguidas transferidos para
a mufla, realizando a mesma rampa de temperatura utilizada para determinagao de
cinzas totais. Apés 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 determinacao de cinzas na fragao sélida ou
cinzas insoluveis em meio acido (Equacgao 3), e teor de lignina insoluvel em meio acido

(Equacéo 4).

Mcinzas estruturais(g) = MCce - MC (3)

Onde:
MCce: Massa do cadinho + cinzas estruturais (g);

MC: Massa do cadinho (g).

Ligninainsolﬁvel (%)

_ MPfr - (Mcinzas estruturais T MPf) x [1 _ (EXtratiU05>] +100
Mgg 100 4)

Onde:

Mpfr: Massa do residuo ap6s a filtragéo + 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. Determinacgao do Teor de Lignina Soluvel

Apo6s a hidrdlise acida, a fragao liquida foi analisada para determinacéo do teor

de lignina soluvel por espectrofotometria. Para ajustar o pH entre 12-12,5, utilizou-se
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NaOH 6,5 mol.L-' em uma diluigdo necessaria da solugéo, seguindo a Lei de Lambert-
Beer. O fator de dilui¢cao (fd) foi registrado. Em seguida, uma aliquota foi colocada em
um baldo volumétrico de 25 mL juntamente com a solugcdo de NaOH

(aproximadamente 10 gotas) utilizando uma pipeta.

O baldo volumétrico foi avolumado com agua destilada. A medida de
absorbancia em 280 nm foi efetuada em um espectrofotobmetro UV-Vis. A agua
destilada basificada foi usada como branco. A absorbancia total da solucédo € a soma
da absorbancia da lignina e dos produtos de degradacgéao furanicos (HMF e furfural)

que absorvem na mesma regiao, seguindo as Equacéo 5 e 6.

Apazgo = [(Crurxeryr) + (CumpXenmr)] ()

Onde:

Apdaz2s0: Absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposigao dos agucares (FURF

e HMF), cujas concentragdes foram determinadas previamente por HPLC;
Crur: Concentracéao do furfural derminada por HPLC;
Cnmr: Concentragcdo do HMF determinada por HPLC;

€rur e Envr: 146,85 e 114,00 L g cm™, respectivamente, conforme determinado por
Rocha et al., (1997);

g Aygo — A
CLignina Soluvel (Z) = I( 220 € deSO)l de (6)

Onde:
Azgo: Absorbancia total da solugao obtida da hidrdlise acida em 280 nm;

Apd2so: Absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposig¢ao dos agucares

(FURF e HMF), cujas concentragdes foram determinadas previamente por HPLC;
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€L: Absortividade da lignina determinada em meio alcalino em 280 nm, 23,7 L g"' cm-
1.

fd: fator de diluicado da amostra.

A Equacao 7 é utilizada para determinagao da concentragao de lignina soluvel

da biomassa.

Crioni o1 X V Extrativos
bignina e O = [CLamssotis XV 1, (Extratvesy)

Mpgg 100
Onde:
Clignina soluvel: concentragéo de lignina soluvel (g/L);
V: volume final de filtragao (0,087 L) (L);
Mge: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (9);

Extrativos: teor de extrativos obtido (%).

O valor de lignina total € a soma dos teores de lignina soluvel e insoluvel,

conforme a Equacéo 8.

L, =L.(%) + L (8)

vii. Determinacao do Teor de Celulose e Hemiceluloses

As concentracbes de glicose, celobiose, HMF e acido férmico foram
convertidas em celulose e as concentracdes de xilose, arabinose, acido acético e
furfural foram convertidas em hemiceluloses empregando os seus respectivos fatores
de conversao. O teor de celulose e hemiceluloses foram calculados a partir das

Equacdes 9 e 10, respectivamente.
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Celulose (%)

B (00,90  Cg1;) + (0,95 * Ceeo ) + (1,29 * Cypyp) + (3,53 * Cig poym) + (L4 * CChcrmy) *V L9
MBE

[1 (Extrativos> 100
100 ]x

Onde:

Caii: concentracao de glicose (g/L);

Ccelo: concentracéo de celobiose (g/L);

Cuwr: concentragao de HMF (g/L);

Aic Fsrm: concentragdo de acido formico (g/L)

AAc LEv: concentragao de acido levulinico (g/L)

V: volume final da filtragao (0,087 L) (L);

Mse: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (g);

Extrativos: teor de extrativos obtidos (%).

Hemicelulose (%)

_ ((0,88 * CXil) + (0188 * CArab ) + (0'72 * CAC.Acét) + (0'91 * CAC.GZL'C) + (1r37 * CFUR) *V X
Mpg (10)

[1 (ExtTatiUOS)] o
100 x

Onde:
Cxi:: concentracao de xilose (g/L);

Carab: concentragao de arabinose (g/L);
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Chc. aceti: concentragao de acido acético (g/L);

Aic. ciic: concentracao de acido glicurénico (g/L);

Crur: concentracao de furfural (g/L);

V: volume final da filtragao (0,087 L) (L);

Mge: Massa de biomassa livre de extrativos (base seca) (9);

Extrativos: teor de extrativos obtidos (%).
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Tabela I. Massa de entrada de cada um dos componentes do processo de DA e co-

DA.

Controle
Reator Inéculo (g) Biomassa(g) Dejeto (g)

Inéculo 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




