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LIMA, A. C. Potencial Bioquimico de Metano do bagac¢o de cana-de-agucar e
avaliagcao da técnica de bioaumentagao aplicada na digestao anaerdbia.
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RESUMO

O uso de combustiveis fosseis tem sido uma preocupagao crescente nos ultimos
anos, nao apenas devido a questdes ambientais, mas também devido aos riscos
associados a dependéncia de fontes externas de energia nas economias
nacionais. No contexto de energias renovaveis, estudos confirmam que a
producdo de biogas a partir de residuos agricolas e industriais € viavel,
fornecendo energia e tratando residuos. O biogas é uma fonte de energia
renovavel versatil, podendo substituir combustiveis tradicionais e desempenhar
um papel importante no futuro energético através do tratamento de residuos.
Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo investigar o potencial de
geragcdo de energia relacionado a produgdo de biogas a partir do
reaproveitamento do bagago de cana-de-agucar, um subproduto do
processamento da cana. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Biogas do
Centro Internacional de Energias Renovaveis - Biogas (ClBiogas). Para o
trabalho, duas abordagens foram analisadas: uma amostra de bagago de cana foi
incubada somente com indculo do CIBiogas, que é um lodo estavel cultivado em
um reator anaerébio de mistura completa, e uma amostra incluiu a adigdo de uma
solugao bacteriana (bioaumentagédo) juntamente ao bagaco e ao inéculo. As
bactérias utilizadas na bioaumentagao foram linhagens do préprio indculo, sendo
estas Niallia circulans, Robertmurraya siralis, Rhodococcus sp., Lysinbacillus
capsici, Bacillus sp. e Priestia sp. Os ensaios foram conduzidos em regime de
batelada, em triplicatas, para avaliar o potencial de produg¢do de biogas por meio
do teste de Potencial Bioquimico de Metano (PBM). Os resultados demonstraram
que o bagago de cana € um residuo com um bom potencial para a digestao
anaerobia, com um teor de metano de 56%. Além disso, através desses ensaios
foi possivel observar que a amostra que recebeu bioaumentagao obteve uma
producao de biogas 19% superior (em termos de volume) nos testes em batelada
realizados, quando comparada com a amostra sem bioaumentacdo. Diante
desses resultados, é possivel visualizar que a técnica de bioaumentacido pode
ser uma ferramenta promissora para melhorar a producéao de biogas no contexto
de degradacdo de residuos lignocelulésicos pelas caracteristicas dos
microrganismos.

Palavras-chave: biocombustiveis, cana-de-agucar, microbiologia, lignocelulose.
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45 pages. Bachelor Thesis in Biotechnology - Federal University of Latin American
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ABSTRACT

The use of fossil fuels has been a growing concern in recent years, not only due to
environmental issues but also due to the risks associated with dependence on
external sources of energy in national economies. In the context of renewable
energies, studies confirm that biogas production from agricultural and industrial
waste is feasible, providing energy and waste treatment. Biogas is a versatile
renewable energy source that can replace traditional fuels and play a significant
role in the future energy landscape through waste treatment. In this context, this
study aimed to investigate the energy generation potential related to biogas
production from the reuse of sugarcane bagasse, a byproduct of sugarcane
processing. The research was conducted at the Biogas Laboratory of the
International Center for Renewable Energy - Biogas (ClIBiogas). For the study, two
approaches were analyzed: one sample of sugarcane bagasse was incubated
with only the CIBiogas inoculum, which is stable sludge cultivated in a
complete-mix anaerobic reactor, and one sample included the addition of a
bacterial solution (bioaugmentation) along with the bagasse and inoculum. The
bacteria used in bioaugmentation were strains from the inoculum itself, including
Niallia circulans, Robertmurraya siralis, Rhodococcus sp., Lysinbacillus capsici,
Bacillus sp., and Priestia sp. Batch tests were conducted in triplicates to assess
the biogas production potential through the Biochemical Methane Potential (BMP)
test. The results demonstrated that sugarcane bagasse is a waste material with
good potential for anaerobic digestion, with a methane content of 56%.
Furthermore, these tests revealed that the bioaugmented sample achieved a 19%
higher biogas production (in terms of volume) in the batch tests when compared to
the non-bioaugmented sample. These results suggest that the bioaugmentation
technique may be a promising tool to enhance biogas production in the context of
lignocellulosic waste degradation due to the characteristics of the microorganisms.

Keywords: biofuels, sugarcane, microbiology, lignocellulose.
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1 INTRODUGAO

A energia proveniente de combustiveis fosseis € considerada nao
renovavel, pois suas fontes levam milhares de anos para se formar e
desaparecem apds o esgotamento dos depdsitos, ou seja, a taxa de extragdo
pelo uso humano € maior do que a taxa de reposi¢cao (PIVA, 2010). Além de
limitada, por ser fonte ndo renovavel de energia, a utilizagcdo de combustiveis
fésseis como principal fonte de energia tem gerado consequéncias desastrosas
para o planeta. Os efeitos nocivos do uso ostensivo desses combustiveis incluem:
0 aquecimento global, desigualdade econdmica de acesso a cadeia produtiva e
de abastecimento, impactos negativos na saude humana e efeitos ambientais
desastrosos na exploragdo dos recursos (RIBEIRO, 2014). A energia fossil &
responsavel pela maior parte da emissao de gases poluidores na atmosfera.

A viabilidade de aproveitar a energia dos residuos provenientes
da agricultura e industria tem sido confirmada por varios estudos que analisaram
a producado de biogas por meio da digestdo anaerdbia. Além de gerar energia,
essa reacgao possibilita o tratamento dos residuos, reduzindo a concentragao de
matéria organica nestes (HASAN 2019). Dentro deste cenario, o biogas derivado
de residuos e detritos pode desempenhar um papel crucial no futuro da energia.
O biogas € uma fonte de energia renovavel versatil, com a capacidade de
substituir os combustiveis tradicionais para gerar calor e eletricidade, bem como
servir como combustivel gasoso em aplicagdes automotivas (ACHINAS, 2017).

Entre os residuos mais comuns gerados na agricultura brasileira,
destaca-se o bagacgo de cana-de-acgucar. Esse residuo pode ser transformado em
um recurso valioso quando utilizado como substrato na digestdo anaerobia. A
digestdo anaerdbia é um processo bioquimico que trata substratos organicos,
envolvendo a degradacao e estabilizagdo da matéria organica por meio de
microrganismos, resultando na producdo de biogas. Esse biogas pode ser
empregado como uma alternativa as fontes de energia fossil, contribuindo para a

reducao das emissdes de gases de efeito estufa (REMOR, 2020).

Entretanto, o bagaco de cana-de-agucar é um substrato

lignoceluldsico, predominantemente composto por celulose, hemicelulose e
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lignina. Sua estrutura é complexa e de dificil degradacdo. Nesse contexto, a
técnica de bioaumentagdo, que consiste na insergcdo de microrganismos com
capacidade de degradar compostos, pode ser uma ferramenta vantajosa na
questdo de degradabilidade do substrato, visando aumentar a produgédo de

biogas em volume.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 BIOGAS

O processo de digestdao anaerdbia origina uma mistura gasosa
chamada de biogas. Sua composi¢cdo depende do tipo de matéria-prima
submetida ao processo de digestao e da forma como esse processo é conduzido.
Geralmente, o biogas é composto principalmente por metano (50-75%) e didxido
de carbono (25-45%), e outros componentes em menor escala, como acido
sulfidrico, hidrogénio, monoxido de carbono, nitrogénio, aménia e oxigénio (ALI
SHA, 2014).

A composicdo média da mistura de gases que compdem o biogas

pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢cdo média da mistura de gases

Gases Composigao média (%)
Metano 50-75
Dié6xido de Carbono 25-45
Hidrogénio 1-3
Nitrogénio 0,5-25
Oxigénio 0,1-1
Acido sulfidrico 0,1-0,5
Amonia 0,1-0,5
Monédxido de Carbono 0-0,1

Fonte: Adaptado de Soares, 2017.

Segundo Agostini (2015), o biogas pode ser utilizado de duas
maneiras principais: queimado para gerar calor e energia no local ou processado
em biometano para ser usado como combustivel para veiculos. Ele pode ser

produzido a partir de uma ampla variedade de materiais bioldgicos, incluindo
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residuos agricolas e organicos provenientes de setores industriais e domésticos
(AGOSTINI, 2015).

A viabilidade econémica do biogas € influenciada por elementos
como a disponibilidade e a logistica de residuos, a eficiéncia do processo e as
caracteristicas do produto final. Uma ampla gama de residuos lignoceluldsicos de
custo acessivel e abundantes pode ser processada para a geragdo de biogas
(ACHINAS, 2017). Neste contexto, a digestdo anaerdbia de residuos como o
bagaco de cana-de-agucar se torna vantajosa em termos de quantidade e

disponibilidade.

2.2 DIGESTAO ANAEROBIA

A digestao anaerdbia é um processo que depende da acgao de
uma comunidade de microrganismos, tanto anaerébios quanto facultativos, sob
condigbes de auséncia de oxigénio (O:). Em geral, a digestdo anaerdbia consiste
em um ecossistema onde diversos grupos de microrganismos colaboram de
forma interativa para converter a matéria organica em varios produtos (LOBATO,
2011). Entre os principais produtos resultantes desse processo, destacam-se o
metano (CH.) e o diéxido de carbono (CO:) (SOARES, 2017). Para que os
processos metabodlicos da digestdo anaerdbia ocorram, € necessaria a atividade
conjunta de pelo menos trés grupos distintos de microrganismos: bactérias
fermentativas ou acidogénicas, bactérias sintroficas acetogénicas e
microrganismos metanogénicos como as arqueas (LOBATO, 2011).

Com isso, o processo pode ser dividido em quatro etapas:
hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Figura 1). Cada uma
dessas fases € conduzida por um grupo especifico de microrganismos em

interagdo sinérgica (KUNZ, 2022).

Figura 1 — Sequéncias metabdlicas da digestdo anaerébia
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Carboidratos, proteinas e Compostos orgénicos
lipideos complexos Hidrélise

(Bactérias fermentativas)

r
Acticares, aminoacidos e Compostos organicos simples
peptideos {(Monomeros)

Acidogénese
i (Bactérias fermentativas)

Alcoois e cetonas < Acidos organicos )

l Acetogénese
(Arqueas acetogénicas)
v h 4
H,+CO, } { Acetato )
Metanogénese —
(Arqueas metanogénicas)
Hidrogenotroficas »(CH,+CO, )e Acetoclasticas

Fonte: Adaptado de Chernicharo, 2007.

2.2.1 Hidrdlise

Na fase inicial da digestdo anaerdbica, conhecida como hidrélise,
ocorre a quebra de compostos insoluveis como a celulose, proteinas e gorduras.
Esses compostos sao quebrados em fragmentos sollUveis em agua, chamados de
mondmeros. O processo é realizado por meio de exoenzimas, como as celulases,
proteases, lipases e hidrolases, presentes principalmente em bactérias
fermentadoras (DEUBLEIN E STEINHAUSER, 2011).

A influéncia da etapa de hidrélise na velocidade da degradacéao
depende das caracteristicas do substrato em questdo. Quando a matéria organica
€ complexa e dificil de degradar, a hidrolise desempenha um papel significativo
na velocidade geral da degradagao, podendo ser considerada como 0 passo que
limita a velocidade da digestdo anaerdbica (KUNZ, 2022). A hidrdlise de
carboidratos ocorre rapidamente, em questdo de horas, enquanto a quebra de
proteinas e lipidios leva alguns dias (DEUBLEIN E STEINHAUSER, 2011).
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A hidrélise, em condicbes de biodigestdo, é realizada por
bactérias anaerobias de géneros como Streptococcus e Enterobacterium , entre
outros (MIR, 2016).

2.2.2 Acidogénese

Apos a fase hidrolitica, os monémeros formados na hidrélise
(acidos graxos, aminoacidos e agucares) sao utilizados como substratos por
diferentes microrganismos fermentadores primarios. Na acidogénese, o0s
substratos sao degradados a acidos organicos de cadeia curta, alcoois, 6xidos de
nitrogénio, sulfeto de hidrogénio, diéxido de carbono, hidrogénio e moléculas com
1 a 5 carbonos (KUNZ, 2022).

A existéncia de oxigénio e nitratos no meio é considerada téxica e
inibe 0 processo anaerdbio. As bactérias anaerdbias facultativas da acidogénese
usam o oxigénio introduzido acidentalmente no processo, criando condi¢cdes
favoraveis para o desenvolvimento dos anaerdbios obrigatorios (MIR, 2016).

Exemplos de microrganismos envolvidos nessa etapa sao
Pseudomonas, Bacillus, Bacteroidetes, Clostridium, entre outros géneros

pertencentes aos filos Firmicutes e Proteobacteria (XU et al, 2018).
2.2.3 Acetogénese

Na terceira etapa da digestdo anaerdbia, conhecida como
acetogénese, os acidos organicos com trés ou mais carbonos, alcoois e cetonas
gerados na etapa anterior sdo transformados em acetato, hidrogénio e diéxido de
carbono por bactérias acetogénicas (sintroficas) (ZAMBONI, 2017). As bactérias
acetogénicas mantém uma relagdo sinérgica com as arqueas metanogénicas e
bactérias homoacetogénicas. Durante essa etapa, os acidos de cadeia longa séo
convertidos em acidos com apenas um ou dois atomos de carbono (acético e
férmico), ao mesmo tempo em que ocorre a producéo de hidrogénio e dioxido de
carbono (KUNZ, 2022). Posteriormente, as bactérias convertem o hidrogénio e o
dioxido de carbono em acetato, que sera metabolizado pelas arqueas

metanogénicas.
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Exemplos de microrganismos envolvidos nessa etapa séao
Acetobacterium woodii, Clostridium aceticum, Syntrophomonas e Syntrophobacter
(XU et al, 2018).

2.2.4 Metanogénese

A metanogénese consiste na quarta etapa da digestdo anaerdbia,
onde o acetato, o hidrogénio e o dioxido de carbono formados anteriormente sao
convertidos em metano pelas arqueas metanogénicas. De acordo com Zamboni
(2017), a metanogénese ocorre em duas rotas metabdlicas distintas: a
hidrogenotrofica, onde as arqueas metanogénicas hidrogenotréficas convertem
diéxido de carbono e hidrogénio em metano e agua, e a acetotréfica, onde as
arqueas metanogénicas acetoclasticas convertem acetato em metano e dioxido
de carbono (ZAMBONI, 2017). Exemplos de microrganismos presentes nessa
etapa sao Methanobacterium, Methanothermobacter, Methanobrevibacter,
Methanosarcina e Methanosaeta (MIR, 2016).

2.2.5 Fatores que interferem na digestao anaerobia

O funcionamento metabdlico dos microrganismos envolvidos na
digestdo anaerdbia depende de varios fatores, como temperatura, presenga ou
auséncia de oxigénio, pH, nutrientes, presenga de substéancias inibidoras,
composi¢cao do substrato, entre outros (ZAMBONI, 2021). Portanto, para garantir
um processo de fermentagao eficiente, € essencial que esses parametros sejam
controlados.

De acordo com Kunz (2022), a temperatura desempenha um
papel significativo nas propriedades fisico-quimicas dos componentes presentes
em substratos anaerobios. Além disso, exerce influéncia sobre a taxa de
crescimento e o metabolismo dos microrganismos, afetando assim a dinamica
populacional em um biodigestor (KUNZ, 2022).

A digestdo anaerobia pode ocorrer em trés faixas de temperatura,
conhecidas como psicrofila (< 20 °C), mesofilica (25-40 °C) e termofilica (50-65
°C). As condigdes termofilicas possibilitam uma maior carga, um melhor

rendimento, maior digestdo do substrato, maior producdo de metano e a
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eliminagédo de patégenos (MIR, 2016). No entanto, € importante notar que os
microrganismos metanogénicos nessa faixa de temperatura sdo sensiveis a
toxinas e a pequenas flutuacbes nas condicbes ambientais, o que pode resultar
em sua morte (ARSOVA, 2010). As condigdes mesofilicas, por outro lado, operam
com consoércios microbianos mais resistentes que resistem a mudangas
ambientais, sendo mais estaveis e mais faceis de operar e manter (MIR, 2016).
Kunz (2022) aponta que a condigcdo 6tima de crescimento mesofilico € de 3712
°C.

Além da temperatura, o pH também deve ser mantido constante.
Esse parametro esta relacionado a alcalinidade e acidos volateis, e seu efeito
afeta diretamente a atividade de enzimas (BRITO, 2011). A hidrdlise e a
acetogénese ocorrem em pH entre 55 e 6,5 enquanto as arqueas
metanogénicas sao mais sensiveis a mudangas de pH e requerem um ambiente
entre 6,8 e 8,5, com uma faixa 6tima de 7,0 a 7,5 (MIR, 2016). Para evitar efeitos
inibitorios é ideal que o pH esteja proximo a neutralidade.

Com relagdo aos nutrientes, alguns macronutrientes como
carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre sdo essenciais para o desenvolvimento da
digestdo anaerdbia, particularmente no crescimento das arqueas metanogénicas
(ZAMBONI, 2017). Porém, Stéfano (2013) aponta que o nitrogénio, apesar de ser
essencial no processo de biodigestao, pode se tornar um agente inibidor quando
presente em altas concentracbes na forma de amdnia, prejudicando os

microrganismos metanogénicos.

2.3 BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

De acordo com o Instituto de Economia Agricola (IEA) 2021, o
Brasil € atualmente o maior produtor mundial de cana-de-agucar. Na safra
2020/21, o pais alcangcou uma producdo de 654,5 milhdes de toneladas,
destinando-as a producao de 41,2 milhdes de toneladas de agucar e 29,7 bilhdes
de litros de etanol (IEA 2021).

A medida que a produgdo de alcool continua a crescer, as

usinas tém demonstrado uma preocupacdo com o reaproveitamento dos
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efluentes e residuos solidos. E relevante destacar que, além da consideravel
quantidade gerada, muitos desses residuos tém um valor energético reconhecido,
0 que torna sua utilizacdo altamente benéfica para as usinas (BRITO, 2011).
Esses subprodutos, como o bagag¢o da cana-de-agucar, podem ser reutilizados de
forma econbmica como fonte de energia, muitas vezes na forma de combustivel
(SANCHEZ et. al., 2010).

O bagagco de cana-de-agucar € um subproduto fibroso
lignoceluldsico resultante do processo de esmagamento dos colmos de
cana-de-agucar para a extragao do caldo de acucar. Essa fase esta relacionada a
producdo de agucar e etanol de primeira geracdo (SANCHEZ et. al., 2010).
Atualmente, este material € comumente utilizado como fonte de combustivel em
caldeiras para a geragcao de energia elétrica, um processo conhecido como
co-geracao, que resulta na produgao de vapor de baixa pressao (BRITO, 2011).
Entretanto, é importante ressaltar que nem todo bagago produzido é aproveitado,
e o0 excedente nao utilizado acarreta desafios tanto ambientais quanto de
armazenamento (COSTA et al., 2014).

Estima-se que a quantidade de energia gerada pela queima do
bagacgo para produzir vapor seja mais do que o dobro da quantidade de energia
necessaria para a produgado de acgucar e alcool (COSTA et al., 2014). Portanto,
visto que nem todo bagago € aproveitado em termos energéticos, a utilizagao
completa desse residuo € altamente desejavel tanto do ponto de vista econémico
quanto ambiental, e sua composicdo quimica o torna uma matéria-prima de
grande importancia estratégica, por ser uma fonte natural, de custo acessivel e
alta disponibilidade (BAETA, 2016).

De forma geral, o bagaco de cana (BC) é composto
principalmente por celulose (30-45%), hemicelulose (25-30%) e lignina (25-30%)
(BERTOTI, 2009). Suas caracteristicas, principalmente sua quantidade
consideravel de carboidratos na forma de hemicelulose e celulose, tém
estimulado estudos em processos de bioconversdao desse material para a
geracao de energia através de bioetanol e biogas (BATALHA et al., 2015). Isso

ocorre pois a partir da fermentacédo anaerobia a celulose e a hemicelulose podem
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ser transformadas em metano por meio da hidrélise enzimatica, proporcionando
energia e aumentando o potencial energético da industria (COSTA et al, 2014).

O potencial do bagago de cana na fermentagdo anaerdbia esta
relacionado a degradabilidade das concentragbes remanescentes de acgucar e
outras substancias organicas soluveis presentes em sua composi¢cao (BRITO,
2011).

2.4 TECNICA DE BIOAUMENTAGAO

A bioaumentagdo consiste na aplicagdo de microrganismos
selecionados, com alto potencial de degradacdo de matéria organica, que
ocorrem naturalmente no ambiente, ndo sdo patogénicos e nao foram
geneticamente modificados, com o objetivo de melhorar a qualidade de um
bioprocesso especifico (CHEN et al, 2014). Os microrganismos presentes em um
sistema mantém um equilibrio, chamado de homeostase.

Quando uma grande populagdo de microrganismos selecionados
€ adicionada, com a capacidade de degradar compostos organicos em alta taxa,
a homeostase é interrompida. Isso permite uma degradacao mais eficiente dos
compostos organicos pelos microrganismos introduzidos, bem como pelos
microrganismos nativos que, devido ao equilibrio anterior, ndo conseguiam atingir
seu potencial maximo de degradacao (CARDOSO, 2012). Essa técnica tem sido
usada para melhorar processos biolégicos em varias aplicagbes, como eliminar
poluentes em estagbes de tratamento e solos contaminados (JONES, 2012).

Dentro de um sistema de biodigestdo, varios fatores, como
temperatura, condigdes operacionais e as propriedades dos substratos utilizados
tém a capacidade de influenciar o desempenho de populagdes criticas de
microrganismos  (ACHINAS, 2017). No contexto do funcionamento
interdependente das populagdes microbianas, esses fatores podem causar
grandes impactos na produtividade e desempenho de um sistema (OCHIENG,
2002). Como resultado, muitos sistemas de biodigestado nunca conseguem atingir

a combinagdo ideal de populagdes microbianas, e, em alguns casos, nao
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conseguem sequer alcangar um equilibrio satisfatério, o que leva a uma operagao
com baixo desempenho.

De acordo com Jones (2012), a biotecnologia abre espago para o
uso de produtos biolégicos naturais, como um meio para alcancar melhorias
significativas e rapidas para acentuar -caracteristicas desejaveis em um
bioprocesso. Nesse contexto, a técnica de bioaumentacdo pode ser considerada
para sistemas de biodigestdo que apresentam dificuldades na eficiéncia de
conversdo de matéria organica em biogas por falta de uma microbiota bem

estabelecida.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade da digestdo anaerébia do bagago de
cana-de-agucar para a produgcdo de biogas e avaliar a eficiéncia da técnica de
bioaumentagao bacteriana na digestdo anaerdbia visando aumentar a produgéo

de biogas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizagao fisico-quimica do bagaco de cana-de-agucar;

e Reativar as linhagens bacterianas de interesse para compor uma solugéo
bacteriana;

e Realizar a montagem de um aparato de fermentagao anaerdbia;

e Determinar o Potencial Bioquimico de Metano (PBM) da amostra de
bagago-de-cana com e sem a adi¢do da solugao bacteriana;

e Avaliar a técnica de bioaumentagao no sistema de biodigestdo anaerdbia

visando a produgéao de biogas.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DA AMOSTRA

A amostra de bagaco de cana-de-agucar em seu estado natural
foi coletada no Municipio de Foz do Iguagu, localizado no estado do Parana. Esta
amostra foi fornecida por um estabelecimento regional de produgao,
especializado na comercializagdo de suco de cana-de-agucar. Para a realizagao
dos testes, a amostra foi encaminhada para o Laboratério de Biogas do Centro
Internacional de Energias Renovaveis - Biogas (ClIBiogas). Durante todo o
periodo que antecedeu os ensaios, a amostra foi mantida sob refrigeracao para
que o material se mantivesse conservado.

O laboratério do ClBiogas é acreditado na ABNT NBR ISO/IEC
17.025 desde o0 ano de 2016, seu escopo € voltado para analises em substratos

dedicados a producgéo de biogas e metano.

4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No Laboratério de Biogas, foram conduzidas analises de carater
descritivo, incluindo ensaios de sdlidos totais, sélidos fixos e solidos volateis.
Devido a natureza predominantemente sdlida da amostra, outras avaliagbes
fisico-quimicas ndo puderam ser conduzidas. Os procedimentos realizados
estiveram em conformidade com o escopo de atuagao do laboratério.

Antes de iniciar os experimentos, o bagago de cana (BC) foi
submetido a um processo de trituragdo em um moinho de facas, reduzindo-o a

particulas menores, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 — Amostra de bagago de cana bruto (a); e triturado (b)
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Fonte: A autora, 2023.

Posteriormente, os ensaios referentes aos solidos totais (ST),
sélidos fixos (SF) e sdlidos volateis (SV) seguiram o procedimento do Laboratério
de biogas, adaptado da metodologia descrita no livro "Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater' (APHA, 2017), adaptando o método

gravimétrico de numero 2540-B.

4.2.1 Soélidos Totais

Os ensaios foram conduzidos em duplicata para garantir a
precisao dos resultados. Para dar inicio ao ensaio, foram utilizados cadinhos de
porcelana, previamente calcinados em uma mufla a uma temperatura de 550 °C
por um periodo de 1 hora. Os cadinhos foram reservados em um dessecador para
evitar a umidade. Apos atingirem a temperatura ambiente, a massa dos cadinhos
vazios foi pesada em uma balancga analitica e o valor foi registrado como P1.

Posteriormente, a amostra de BC foi pesada nos cadinhos e o
valor foi registrado como PA (Figura 3a). Em seguida, a amostra foi transferida
para uma estufa, onde foi mantida em uma temperatura constante de 104 °C
durante 12h, a fim de remover completamente a umidade. Apds esse processo,
os cadinhos foram reservados em um dessecador até atingirem a temperatura

ambiente (Figura 3b) e foram pesados novamente até a massa constante, que
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consistiu em mais uma passagem pela estufa a 104 °C pelo periodo de 1h, e o
valor foi registrado como P2.

Figura 3 — Processo de pesagem da amostra para o registro das massas (a); duplicata de

cadinhos contendo a amostra no dessecador (b)

J§ 80 T
i e
4

-

Fonte: A autora, 2023.

De acordo com APHA (2017), o valor de ST € obtido através da

seguinte relagao:

ST% = === x 100 Equagio (1)
Onde:

P1 = Peso do cadinho vazio (g);

PA = Peso inicial da amostra umida (g);

P2 = Peso do cadinho apds a secagem da amostra (g);

P3 = Peso do cadinho apoés calcinagao da amostra (g).

4 2.2 Solidos Fixos e Volateis

A determinagdo dos sodlidos fixos foi realizada utilizando os

mesmos cadinhos contendo a amostra apds a etapa de determinagdo da massa
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final dos ST. Com o auxilio de uma mufla, os cadinhos foram calcinados a uma
temperatura de 550 °C por 4 horas. Apds a calcinagao, foram reservados em um
dessecador, e ao atingir a temperatura ambiente foi realizada a terceira pesagem
das massas, até a massa constante, que consistiu em mais uma passagem pela
mufla a 550 °C pelo periodo de 1h registrada como P3.

Os teores de SV foram calculados com base no conteudo
volatilizado durante a calcinagao dos SF. Os valores de SV e SF foram calculados

seguindo as equagdes (2) e (3) respectivamente:

SF% = ——t= x 100 Equagéo (2)
SV% = 2= x 100 Equagéo (3)

Além disso, os valores obtidos para ST e SV permitem determinar
o percentual de sdlidos volateis em massa umida (%SV), através da seguinte

relagao:

ST% X SV% )

%SV = (0o

Equacao (4)

4.3 REATIVACAO E PREPARO DA SOLUCAO BACTERIANA

Os ensaios de reativagado e preparo dos microrganismos foram
realizados no Laboratério de Biotecnologia Ambiental, nas dependéncias da
Universidade Federal da Integragao Latino-Americana (UNILA). Para o preparo da
solugdo bacteriana, foram empregadas linhagens originadas de microrganismos
nativos presentes no proprio indculo do CIBiogas. As seis bactérias selecionadas
pertencem as seguintes espécies: Niallia circulans, Robertmurraya siralis,
Rhodococcus sp., Lysinbacillus capsici, Bacillus sp. e Priestia sp. A autenticidade
das espécies destas bactérias isoladas foi estabelecida através de analises de

sequenciamento do gene rRNA 16S, em um estudo realizado por Ottoni et al.
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(2022). As culturas foram isoladas e mantidas a -80 °C no acervo de
microrganismos da UNILA para usos futuros.

A partir das culturas isoladas, cada bactéria foi descongelada e
individualmente inoculada em placas de Petri contendo o meio de cultura sélido
Agar Nutriente (NA), utilizando a técnica de estriamento. Para o experimento foi
preparado 1 L de meio NA, composto por extrato de carne (1 g/L), extrato de
levedura (2 g/L), peptona (5 g/L), cloreto de sddio (5 g/L) e agar-agar (15 g/L).
Apos o procedimento de plaqueamento, as culturas foram incubadas em uma
estufa a uma temperatura constante de 37 °C ao longo de um periodo de 48h. O
experimento foi realizado em duplicata, em meio estéril e em condicbes de
aerobiose.

Apds o desenvolvimento das colbnias, estas foram transferidas
para frascos Erlenmeyers contendo 50 mL do meio de cultura liquido Nutrient
Broth (NB), de mesma composi¢cdo do meio NA, onde as culturas foram mantidas
em um shaker, a 150 rpm, em uma temperatura constante de 37 °C ao longo de

um periodo de 48h (Figura 4).

Figura 4 — Linhagens cultivadas em shaker a 150 rpm

.

Fonte: A autora, 2023.
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A partir da cultura mencionada foi possivel realizar a
padronizagdo da concentracdo de células bacterianas por meio de um
espectrofotbmetro a 600 nm. Para padronizar a densidade Optica de cada
bactéria, os cultivos, de forma individual, foram diluidos em uma proporg¢ao 1:1
(dgua destilada/bactéria) dentro de tubos de ensaios antes de passar no
espectrofotobmetro. As densidades oOpticas de cada bactéria, com esse fator de
dilui¢do, atingiram valores de aproximadamente 1,0 nm. Essa abordagem permitiu
a obtencdo de uma concentragcéo padrao de células bacterianas para o preparo
da solugéo de bioaumentacao e analises subsequentes.

Apds a padronizacdo, foi realizada a elaboracdo da solugao de
bactérias, contendo uma quantidade equitativa de cada linhagem bacteriana.
Como o ensaio subsequente de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) ocorreria
em ftriplicata, foram preparados 3 tubos falcons de 20 mL, cada um contendo 1,65
mL de cada bactéria e agua destilada esterilizada na mesma proporgdo. A
determinacao de fragdes de 20 mL foi baseada no indculo utilizado no ensaio de
PBM, de forma que o volume de solugéo bacteriana nao interferisse nos teores de

solidos totais.

4.4 ENSAIO DE POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO — PBM

4.4.1 Aparato de fermentacéao anaerdbia

O ensaio de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) foi realizado
seguindo a norma alemé VDI 4630 de 2006 da Verein Deutscher Ingenieure -
Associagdo de Engenheiros Alemaes, que define o procedimento para
biodigestao anaerdbia e os protocolos necessarios para caracterizagao.

O aparato de fermentacado anaerdbia é formado por um digestor
de vidro de 250 mL, contendo o indculo e o substrato, acoplado a um tubo de
vidro graduado de 0 a 500 mL denominado eudidmetro, preenchido com um
liquido de barreira que serve de indicador (VDI, 2006).

O liquido de barreira € uma solugcdo composta por sulfato de
sodio deca hidratado (Na.S0O..10.H.O) e acido sulfurico 99% (H.SO.), em uma

proporcdo aproximada de 7:1. Nesse contexto, para preencher os seis
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eudidmetros necessarios para duas triplicatas, a solucao foi preparada utilizando
1 kg de sulfato de sodio deca hidratado, 150 mL de acido sulfurico e agua
destilada purificada até completar o volume de um baldo volumétrico de 5 L. Além
disso, sdo adicionadas algumas gotas do corante alaranjado de metila, que serve
de indicador para visualizar o deslocamento do liquido. O corante & sensivel a
mudangas de pH, atingindo uma coloragdo rosa quando em contato com meio
acido.

O eudibmetro é conectado a um frasco compensador, para onde
desloca o liquido conforme é empurrado pelo gas produzido no sistema, por um

processo de vaso comunicante (Figura 6).

Figura 6 — Aparato de fermentagao anaerobia

r
f
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[] f 1

Tubo graduado
(eudiémetro)

Escoamentodo | — Frasco
liquido compensadar

Digestor contendo
inéculo e substrato . Sistema de

banho maria

Fonte: Adaptado de VDI 4630, 2016.

Os ensaios foram realizados em regime de batelada, em
triplicatas, com temperatura mesofilica (37,5 £ 2 °C) controlada por um sistema de
banho maria (Figura 7). O sistema funciona da seguinte maneira: os digestores
contendo as amostras sdo submersos em agua em uma cuba de vidro com um
ebulidor. O ebulidor é regulado por um controlador, que mantém a agua na

temperatura desejada (mesofilica).
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Figura 7 — Amostra em triplicata no sistema de banho maria

Fonte: A autora, 2023

As incubagbes foram conduzidas da seguinte forma: As massas
previstas para o ensaio de Potencial Bioquimico de Metano foram calculadas de
acordo com a norma VDI 4630, que recomenda que, para evitar inibicdes durante
a fermentacéao, € importante manter uma propor¢ao adequada entre o teor de SV
do substrato e o SV do inéculo (VDI 4630, 2006). Nesse contexto, aplica-se a
equacao (5):

SV do substrato
2 TE e <
SV doinéculo — 0’ 5

Equacgao (5)
O bagaco de cana (BC) foi incubado em uma triplicata individual e
em uma triplicata contendo a solugao de bactérias. Foram adicionados 20 mL de

solugéo de bactérias em cada digestor dessa triplicata, apos a adigdo da amostra
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de BC e do indculo. Além disso, o indéculo foi incubado individualmente,
desempenhando o papel de um controle de resultado negativo. Para avaliar a
eficiéncia da atividade biolégica do indéculo, uma amostra de Celulose
Microcristalina, reconhecida como substrato de referéncia, que possui um
potencial de produgéo de biogas de 740 a 750 LN.kg SV, também foi incubada,
servindo como controle positivo (VDI 4630, 2006).

As massas da amostra e do padrdo positivo (celulose
microcristalina) foram calculadas em relagdo a quantidade de in6culo utilizado
(200 g), em uma propor¢cao de 1:3 (amostra:indculo), aplicando a seguinte

equagao (6):

Massa da amostra (g) = ( ) x 100 Equacgao (6)

%SV
Onde:

m: Massa (g) de SV em base umida do inéculo (200 g) dividido pela proporgao
determinada (1:3).

%SV: Percentual de SV em base Umida da amostra.

A pesagem das massas foi realizada em uma balanga
semi-analitica, diretamente nos digestores. Os valores listados na Tabela 3
correspondem as massas previstas para cada amostra com base na equacgéo (6),
e também as massas reais. Dado que as amostras foram incubadas em
triplicatas, os valores estdo apresentados como médias de cada conjunto,

acompanhadas pelo desvio padrao.

Tabela 2 — Massas utilizadas no PBM

Amostra Massa prevista Massa real do Massa do Solugéo
para o substrato substrato (g) inoculo (g) bacteriana
(9) (mL)
Controle negativo - - 202,91+3,8 -
(Inéculo)
Controle positivo 1,28 1,34+0,01 202,53+1,4 -
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(Celulose

Microcristalina)

Bagaco de cana 3,17 3,33+0,02 200,8+0,5 -
(BC)
Bagaco de cana + 3,17 3,33+0,02 200,8+0,5 20

bactéria (BCB)

Fonte: A autora, 2023.

Visto que a concentragdo de ST da solugcdo bacteriana nao
apresentou teores significativos, sendo inferiores a 1%, esta variavel foi excluida
da consideragdo como um fator interferente no calculo da massa utilizada para o
ensaio de PBM, uma vez que néo influencia a concentracdo de ST e SV do
inoculo.

No inicio da incubacgao, os eudidbmetros foram preenchidos com
nitrogénio gasoso a fim de garantir a condicdo de anaerobiose. Apds a
comprovagao de que nao havia nenhum vazamento no sistema, esse gas foi
liberado.

O volume de gas gerado pelas amostras foi registrado
diariamente, a partir da graduacgéao do eudidmetro (Figura 8) e a composig¢ao dos
gases foi determinada por meio da utilizacdo de um analisador multigas do
modelo GA 5000 da Landtec/Geotech, que contém sensores eletroquimicos e
infravermelhos. Este dispositivo permite a avaliagdo das concentragdes dos gases
predominantes presentes no biogas, sendo estes metano (CH.) e dioxido de
carbono (CO.).

Figura 8 — Volume de gas visualizado na graduagao do eudidmetro
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Fonte: A autora, 2023.

O célculo da quantidade de metano produzido levou em
consideragdao os solidos volateis presentes nas amostras. Esse calculo €&
chamado de "produgdo especifica". Para garantir que os resultados sejam
precisos, a umidade do vapor d'agua presente nos gases produzidos foi
subtraida, deixando apenas o metano seco (VDI 4630, 2006).

Além disso, a quantidade de metano produzido foi normalizada
para as condi¢des normais de temperatura e pressao (CNTP). A sala de
eudidmetros do laboratorio de biogas possui registro de controle de temperatura,
pressdo e umidade diariamente. Os resultados foram apresentados em termos de
litros normalizados por quilograma de sélidos volateis (LN.kg SV-'), e os valores
de produgdo do inéculo (controle negativo) foram descontados do calculo de
producao das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os Solidos Totais (ST) constituem a totalidade da fragdo sélida
presente em um substrato. No caso especifico do BC, foi identificado um teor de
39% de ST, que diverge de outras literaturas, como Mokomele et al. (2019) que
apontam teores de ST de 90% para o mesmo substrato. A diferenca nos valores
de ST observada em diferentes estudos pode ser atribuida as variagdes na
composi¢cdo do substrato, a presenga de cascas, ao momento da colheita e as
condigbes de transporte e armazenamento. Na Tabela 2 estdo expressos as

meédias dos resultados dos ensaios de ST, SV e SF e seus respectivos desvios

padrao.
Tabela 3: Caracterizagao de Sdlidos Totais, Fixos e Volateis
Amostra ST (%) SV (%) SF' (%)
Bagaco de cana 39,49+0,06 98,12+0,04 1,88+0,05

' Resultados expressos em massa seca; 2 Resultados expressos em massa umida.
Fonte: A autora, 2023.

Os Solidos Fixos (SF) sao materiais que ndo se decompdem com
facilidade, sendo predominantemente compostos por substancias ndo organicas e
minerais que nado sao suscetiveis a biodigestdo (LINS, 2017). A amostra
analisada apresentou uma baixa concentracdo de SF, cerca de 1,88%, o que
indica que a fragdao de matéria organica é significativamente maior.

Os Sdlidos Volateis (SV) representam a fragdo de matéria
organica disponivel para ser degradada durante a biodigestado, ou seja, a por¢cao
desse material que pode ser convertida em biogas (ALENCAR, 2017). No caso da
amostra analisada, foi identificado um teor de aproximadamente 98% de SV, o
que sinaliza um alto potencial de produgao de biogas. Remor (2020) e Mokomele
et al. (2019) reportaram teores similares de SV para amostras de BC, de 98,0% e

96,1% respectivamente.
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5.2 LINHAGENS BACTERIANAS

A escolha das linhagens bacterianas selecionadas para a
bioaumentacao se justifica pelo fato de que elas se encontram em um estado de
equilibrio ambiental, em harmonia com a populagéo original, sem gerar possiveis
competicdes ou inibicdes, pois foram isoladas de amostras do proprio inéculo.

A reativacado das bactérias ocorreu sem dificuldades e nao houve
presengca de microrganismos contaminantes em nenhuma das placas de petri.
Todas foram cultivadas em meio aerdbio antes do ensaio de PBM, portanto, vale
ressaltar que se tratam de microrganismos aeroébios facultativos.

A medida da densidade 6tica no espectrofotdmetro permitiu que
se obtivesse um padrdo de concentragdo celular, para que o potencial de
degradagdo de cada bactéria pudesse ser avaliado de forma conjunta, sem a
diferenca entre elas. A Tabela 4 exemplifica o potencial de degradag¢ao de cada
bactéria presente na solugdo de bioaumentagao, juntamente com o valores de

densidade 6ptica obtidos.

Tabela 4 — Potencial de degradacao das bactérias

Bactéria Potencial relacionado Densidade 6ptica obtida
(nm)

Niallia circulans Hidrdlise de carboidratos 0,9
Robertmurraya siralis Propriedades acetogénicas 0,9
Rhodococcus sp Degradacao de lignina 1,0
Lysinbacillus capsici Degradacao de lignina 1,0
Bacillus sp. Hidrolise de carboidratos 1,0
Priestia sp Hidrélise de carboidratos 0,9

Fonte: A autora, 2023

Os grupos taxondmicos identificados nesta pesquisa ja foram
documentados na literatura, com cepas que desempenham papéis em processos

de hidrélise de compostos relacionados ao metabolismo e a produgao de biogas
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(OTTONI et al. 2022). O género Lysinibacillus foi previamente observado em um
estudo que caracterizou a comunidade microbiana metanogénica em amostras de
aguas residuais de cervejarias. Além disso, uma cepa desse género foi relatada
por sua capacidade de degradar a lignina (MURUNGA et al. 2016).

Com relagao aos Bacillus, varias espécies ja foram isoladas em
amostras provenientes de processos de digestdo anaerdbia para a produgao de
biogas. O género Bacillus compreende tanto espécies aerdbias obrigatérias
quanto facultativas, sendo que a espécie B. halodurans, por exemplo, foi
identificada como uma fermentadora de carboidratos (OTTONI et al. 2022). Além
disso, de acordo com Gupta et al. (2020), representantes dos novos géneros
Niallia, Priestia e Robertmurraya foram reclassificados a partir de diversas
espécies do género Bacillus com base em evidéncias de filogenia e analises
moleculares que abrangeram varias arvores filogenéticas em escala genémica
(GUPTA et al., 2020).

De acordo com Anthony et al. (2019), algumas espécies do
género Rhodococcus tem vias catabdlicas e mecanismos de tolerancia para
compostos aromaticos presentes no material lignoceluldsico, incluindo hexoses e
pentoses, e pode ser considerada uma boa candidata para a hidrélise de material
lignocelulésico (ANTHONY et al. 2019).

5.3 POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO — PBM

5.3.1 Preparo do inéculo

O indéculo é uma fonte rica em microrganismos, incluindo
bactérias e arqueas, que tém a capacidade de produzir metano (MIR, 2016). No
contexto dos testes de Potencial Bioquimico de Metano (PBM), ele desempenha
um papel central ao permitir a avaliagdo do potencial de um determinado
substrato em gerar biogas. Os microrganismos presentes no indculo sdo os
principais agentes responsaveis pela conversdo da matéria organica presente no

substrato em biogas, com destaque para o metano.
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O in6culo do Laboratério de Biogas € um lodo composto
principalmente por efluentes de suinocultura e dejetos bovinos, que é cultivado
em um reator anaerébio de mistura completa que opera em regime de batelada, e
€ mantido em condi¢gdes estaveis de temperatura (37,5 + 2 °C), pH (7,5) e
agitagao constante. O indculo é alimentado diariamente, com uma dieta composta
por carboidratos, proteinas e lipideos. Periodicamente, o indculo recebe uma
carga organica fresca composta por seus materiais de base (70% de efluente
suino e 30% de dejeto bovino), chamada de incremento. E necessario que o
reator receba um incremento uma semana antes do ensaio de PBM, a fim de
potencializar a atividade dos microrganismos do inéculo. A Figura 5 ilustra o

reator utilizado para o cultivo do indculo.

Figura 5 — Reator anaerébio de mistura completa

Fonte: A autora, 2023.
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5.3.2 Controle positivo

A amostra de celulose microcristalina como controle positivo tem
como objetivo assegurar que a atividade biolégica do inoculo esteja ocorrendo de
forma adequada. Como o potencial conhecido de produgéo estimada de biogas
para esse substrato é de 740 a 750 LN.kg SV-', a norma VDI 4630 aponta que,
para que os resultados sejam significativos, a amostra testada deve produzir no
minimo 80% desse valor. O volume minimo de produgdo acumulada de biogas
para a andlise em questdo atingiu 700 LN.kg SV-'. Esses dados confirmam o
potencial biolégico do indculo para a digestdo anaerdbia. Através do Grafico 1 é
possivel observar a curva cinética de producdo de biogas da celulose

microcristalina.

Grafico 1 — Média da produgao acumulada de biogas do controle positivo
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Fonte: A autora, 2023.

5.3.3 Avaliagao da técnica de bioaumentagao na produgao de biogas
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Para os testes com o bagaco de cana, ao analisar o efeito da
adicdo da solugcdo bacteriana, foi observado um aumento consideravel na
producado de biogas, com um acréscimo de 19% (em volume). A produgado de
biogas inicial foi de 509 LN.kg SV para a amostra contendo apenas bagaco de
cana e aumentou para 607 LN.kg-SV"' quando a solugdo de bactérias foi
introduzida, conforme ilustrado na Tabela 4. Com relagdo ao teor de metano,
Remor (2020), reportou um teor de 306 LN.kg SV~ para bagaco de cana bruto,
equivalente a 54% do biogas, enquanto Janke et al. (2015) encontraram valores
entre 236 e 326 LN.kg SV'. Quando comparadas entre si, ambas as amostras
(BC e BCB) apresentaram teores de metano similares, equivalentes a 56% do
biogas. De acordo com Lins (2022), concentragcdes de metano acima de 50%
permitem um bom aproveitamento energético do biogas gerado, com um bom
rendimento no processo. Na Tabela 5 estdo expressas as médias dos resultados

juntamente com seus respectivos desvios padrao.

Tabela 5 — Resultados obtidos para o ensaio de Potencial Bioquimico de Metano

Amostra Biogas Metano CH, Metano CH, (%)
(Ln-kgs,") (Ln-kgs,")
BC 509+29,8 287+4,5 56
BCB 607+15,7 338+5,2 56

Fonte: A autora, 2023.

Os testes de PBM foram encerrados apés 28 dias, quando o
volume diario produzido era menor que 0,5% do total acumulado, como indica a
guia VDI 4630 (VDI 4630, 2006). Conforme o Gréafico 2, observa-se que a
producdo crescente de biogas para ambas as amostras ocorreu até o 21° dia, o
que indica que a maioria dos componentes organicos foram degradados até este

momento.

Grafico 2 — Média da produgédo acumulada de biogas no ensaio de PBM, onde: BC: Bagaco de

cana-de-agucar; BCB: Bagaco de cana-de-agucar + bactérias.
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O inicio da produgdo de biogas foi imediato para ambas as
amostras. Diante dos resultados, tem-se que a técnica de bioaumentacdo nao
resultou em aumentos no teor de metano, porém acarretou em bons rendimentos
de volume de biogas.

Apesar do bagaco de cana-de-agucar ser um substrato altamente
promissor para a produg¢ao de biogas, devido a sua significativa produtividade de
biomassa, que pode superar 10 toneladas por hectare por ano (REMOR, 2020), a
conversao da lignocelulose representa um desafio na biodigestdo de materiais
vegetais. Conforme destacado por Pugliese et al. (2015), a presencga de lignina,
que desempenha um papel na protecdo da celulose contra a acdo enzimatica,
pode resultar em uma taxa de biodegradagao reduzida..

No contexto de digestdo de substratos lignoceluldsicos, a
utilizacado de linhagens de microrganismos selecionados com potencial conhecido
pode tornar a técnica de bioaumentagdao uma ferramenta promissora no processo

de produgéao de biogas.

Versao Final Honol ogada

03/ 11/ 2023 09: 05



40

6 CONSIDERAGOES FINAIS

O ensaio de PBM demonstrou que o bagago de cana-de-agucar é
um substrato que possui um bom potencial para producéo de biogas. No entanto,
vale ressaltar que, devido a sua natureza lignoceluldsica, ainda existem desafios
tecnolégicos a serem superados. Nesse contexto, a biotecnologia se destaca
quando comparada a outros tipos de tratamentos, como os pré-tratamentos
quimicos, por exemplo, que geram residuos.

A técnica de bioaumentagao € comumente utilizada no tratamento
de efluentes e recuperacdo de areas contaminadas, e n&o ha estudos
aprofundados do uso dessa técnica aplicada para digestdo anaerdbia. No
presente trabalho foi possivel observar que a adigdo da solugao de bactérias na
amostra teve um potencial de 19% em volume de biogas produzido, porém, ainda
ha que se analisar a viabilidade econémica e outros ensaios bioquimicos mais
aprofundados sobre o mecanismo de agdo desses microrganismos na digestao
anaerobia, pois é importante compreender os papéis individuais de cada
microrganismo para identificar quais componentes estao sendo degradados.

Uma outra opgdo, visando trabalhos futuros, seria testar o
potencial desses microrganismos como uma forma de pré-tratamento bioldgico,
através na pré-inoculagao destes diretamente no substrato.

Além disso, ainda é necessario estudar a melhor forma de

insergao de bactérias em um sistema de biodigestdo em larga escala.
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