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RESUMO

Na digestdo anaerobia, a escolha do tipo de in6culo € relevante para a produgdo de metano. Trés diferentes
indculos — lodo anaerobio, lodo anaerdbio adicionado de fluido ruminal e lodo anaerdbio acrescido de esterco
bovino fresco — foram testados para determinar seu desempenho na producdo de metano a partir do bagaco de
cana-de-agUcar. A adicdo de esterco fresco resultou na maior producdo de metano do bagaco, gerando 143,3
NLCH; kgsv. A analise metagendmica mostrou que a maior adaptabilidade deste indculo (reducdo da fase
lag) pode ser atribuida especialmente as sequéncias correspondentes aos géneros Pseudomonas e
Anaerobaculum, que sdo capazes de degradar, respectivamente, compostos lignocelul6sicos e uma variedade
de carboidratos, produzindo como H, e CO,, para atuacdo de organismos metanogénicos como
Methanobacterium.

PALAVRAS-CHAVE: material lignocelul6sico; suplementagdo de indculos; bactérias fermentativas;
arqueias metanogénicas.

INTRODUCAO

O setor sucroalcooleiro ocupa posicdo de destaque no ranking mundial, abastecendo os mercados interno e externo
com expressiva producéo de actcar e biocombustivel. De acordo com o Boletim Brasileiro de Monitoramento de
Safras de agosto/2020, estima-se que 642,1 milhdes de toneladas de cana serdo colhidas na safra 2020/2021, sendo
convertidas em aproximadamente 40 mil toneladas de agUcar e 28 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2020).

O principal residuo desta atividade é o bagago de cana-de-aglcar, que consiste basicamente em celulose (50%),
hemicelulose (25%) e lignina (25%), sendo a lignina recalcitrante, diferentemente dos outros dois constituintes
biodegradaveis. Devido a sua rica composicéo, principalmente o alto teor de carboidratos, o bagago da cana-de-
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aclcar pode ser reaproveitado como matéria-prima para obtencdo de biocombustiveis de segunda geragdo, como
bioetanol e biogas, sendo assim incorporado ao conceito de biorrefinaria.

A digestdo anaerobia (DA) da biomassa lignoceluldsica tem se destacado nos Ultimos anos, pois permite maior
produtividade volumétrica do biogas com a utilizagao de substratos com alto teor de sélidos, de 15 a 40% (YANG et
al., 2015). A utilizacdo de inoculos adaptados neste processo pode ser favoravel, pois fornecem microrganismos
capazes de aumentar as taxas de degradacdo do material lignocelulésico, principalmente na etapa de hidrolise,
reduzindo a fase de adaptacéo (lag) durante a DA.

Portanto, indculo de lodo anaerdbio enriquecido com fluido ruminal ou adi¢do de esterco bovino sdo promissores,
pois 0s microrganismos que 0s constituem sdo potencialmente capazes de hidrolisar compostos lignoceluldsicos,
realizar fermentagdo, produzir metano e ainda tolerar a presenca de compostos toxicos gerados durante a
degradagdo. Assim, o desempenho sintrdfico desse indculo tdo diversificado e adaptado poderia garantir maiores
niveis de conversdo do material lignocelul6sico, aumentando a produtividade do biogas. Segundo Jonge et al.
(2020), a identificacdo de comunidades microbianas, que atuam na sintrofia durante a digestdo anaerdbia do bagaco
de cana, pode servir como uma importante ferramenta para descrever o potencial do in6culo utilizado, bem como a
estabilidade e o potencial de resiliéncia a possiveis adversidades ocorridas durante o processo de DA.

OBJETIVOS

O presente estudo busca comparar o efeito da adicdo de esterco bovino fresco e fluido ruminal a um lodo
anaerdbio tipico, na producéo de metano e na comunidade microbiana a partir da digestéo anaer6bia de bagacgo
de cana-de-agucar bruto.

METODOLOGIA

Foram avaliados trés in6culos no processo de digestdo anaer6bia do bagago de cana de agucar bruto, a saber:
lodo de reator anaer6bio UASB tratando esgoto doméstico (denominado U); este lodo enriquecido com fluido
de rimem (denominado UR) e o lodo anaerébio enriquecido com esterco bovino (UFM).

O bagaco de cana-de-acucar foi coletado na empresa sucroalcooleira Bioenergética Aroeira®, localizada no
Estado de Minas Gerais, em meados de 2014 (safra 2014/2015). O lodo anaerébio foi obtido de um reator
UASB em escala de demonstragdo, instalado no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento — CePTS —
UFMG/COPASA, localizado na estacdo Arrudas, Belo Horizonte, MG. O fluido ruminal bovino foi retirado
de animais fistulados e fornecido pelo Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (comité
de ética: 42/2016). O esterco bovino foi coletado na regido de pastagem dos animais.

Os in6culos foram misturados em 50% v/v. Os ensaios digestdo anaerdbia foram realizados em frascos de
vidro (Volume atil = 100 mL) vedados com tampa de borracha, utilizando apenas 60% do volume para a fase
liquida (40 mL head space). Esses frascos foram incubados a 35°C a 150 rpm em shaker (Thoth®, modelo
6440) pelo tempo necessario ao encerramento da produgdo de biogés. A produgdo de biogés foi monitorada
diariamente por meio da afericdo da sua pressdo e composicdo, registrando o volume acumulado de metano.
Para tal foi analisada a pressdo dos frascos (Manometer®, modelo PM-9100HA) e quantificados as
porcentagens de volume (% v/v) de metano presente no biogéas por meio do cromatdgrafo de fase gasosa (CG)
(Shimadzu®, modelo 2014/TCD).

A identificacdo da comunidade microbiana nas amostras dos indculos (U, UR, UFM), bem como nas amostras
coletadas ao final dos ensaios de DA (M-U, M-UR e M-UFM), foi realizada por meio do Sequenciamento de
Nova Geracdo (NGS) de fragmentos de DNA ribossomal, correspondendo a regido V3-V4, utilizando a
tecnologia Illumina da Neoprospecta Microbiome Technologies (Floriandpolis, Brasil) de acordo com
Christoff et al (2017).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Trés indculos distintos foram testados para determinar seu desempenho na producdo de metano a partir do
bagaco de cana-de-agUcar bruto. Para isso, amostras de rimen (R) e amostras de esterco fresco (FM) foram
misturadas individualmente a um lodo de UASB (U) para comparar o efeito da adicdo de microrganismos
lignocelulésicos mais adaptados a digestdo anaerdbia. Como observado na Tabela 1, o maior aumento na
producdo de metano foi alcancado pela adicdo de esterco fresco ao lodo anaerébio. Essa adicdo de estrume
proporcionou um aumento de 67% na producdo de metano quando comparada com a producdo do in6culo
anaerdbio do UASB (85,6 NLCH4 kgsy). JA a adicdo de microrganismos presentes no rimen bovino
proporcionou um aumento de 17% na biometanizacdo do bagaco de cana, produzindo 100,0 NLCH, kgsvt. A
cinética de produgdo de metano foi favorecida no indculo UFM (Figura 1).

Tabela 1: Teor de sdlidos totais nos indculos e produgdo acumulada de metano para cada inéculo
utilizado (U- lodo anaerébio, UR — lodo anaerébio acrescido de fluido ruminal, e UFM - lodo anaerébio
acrescido de esterco bovino)

Tipo de Soélidos Totais CHa
In6culo (%) (NLcHa kgsvt) ®
] 15,6 (+0,1) 85,6 (+2,8)
UR 17,1 (x0,2) 100,0 (£ 3,6)
UFM 15,6 (x0,4) 143,3 (£ 4,9)
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Figura 2: Producdo de metano ao longo do processo de digestdo anaerébia do bagaco de cana
bruto, para cada indculo utilizado, sendo a) U - lodo anaerébio b) UR — lodo anaerdbio acrescido
de fluido ruminal, ¢) UFM — lodo anaerébio acrescido de esterco bovino

Com base nos grupos microbianos identificados no inéculo e ensaios de DA (Figura 2), bem como no
metabolismo previsto de cada género microbiano, pode-se especular que o sucesso na producdo de metano
com inoculo acrescido de esterco bovino ocorreu devido a presenca de bactérias com habilidades hidroliticas,
principalmente os géneros Clostridium e Peptoclostridium, desempenhando um papel importante nos estagios
iniciais da DA.

Esses géneros, juntamente com a espécie Anaerobaculum mobile, um importante e exclusivo membro do
inéculo UFM, foram capazes de metabolizar agucares facilmente fermentéveis, produzindo éacidos graxos
volateis, H2 e CO,. A producdo de metano parece ocorrer predominantemente pela atividade de arqueias
hidrogenotroéficas do género Methanobacterium. Nos estagios finais da DA, ap6s 100 dias de incubagdo, baixa
abundancia de metanogénicas e uma alteragdo na dominéncia bacteriana foram observadas, provavelmente
como resultado da presenga de substratos mais recalcitrantes, dando espaco para a agdo das bactérias
Pseudomonas sp, Alcaligenes sp e Bacillus sp, em especial a espécie Pseudomonas stuzeri, um membro
abundante e exclusivo da comunidade M-UFM. Além de desempenharem um importante papel na etapa de
hidrdlise-fermentacéo, esses trés géneros estdo envolvidos na degradacdo de derivados de lignina, os quais,
provavelmente, se acumularam durante a digestdo do bagaco.
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Ja o género acidogénico Anaerobaculum demonstrou resiliéncia e tolerancia ao ambiente severo, estando no
in6culo UFM e apds 100 dias de DA. Destaca-se também que a presenca abundante de Alcaligenes sp. ao final
do ensaio, uma bactéria reconhecidamente metanotrofica, pode ter comprometido a produtividade de metano
em todos os ensaios. No entanto, a menor abundancia de Alcaligenes foi observada no ensaio M-UFM, o que
provavelmente contribuiu para o maior acimulo de metano nesta condigéo.

u UR UFM M-U M- UR M - UFM Relative Abundance (%)
E’ --;;;;;;;T;t;-t-e_s“\i Aminobacterium 0,29 0,59 1,81 058 026 0,66 0
[ } Anaerobaculum 041 oss [EEGEN 313 147 G 0 1
ST N Asaccharospora 0,00 0,00 2,83 0,00 0,00 0,42 1 5
Bacillus 0,01 0,18 0,20 0,00 0,00 8,82 5 10
Clostridium PEE sz o0 os2 4 10 40 -
Cryptanaerobacter 0,00 0,00 0,00 0,12 1,02 0,00 > 40
Leuconostoc 1,93 1,25 0,00 0,58 0,00 0,00
Peptoclostridium 0,17 0,13 7,90 0,12 0,00 0,61
Firmicutes Rummeliibacillus 0,00 1,48 0,00 0,00 0,00 0,00
Sarcina 1,73 2,11 1,96 0,35 0,03 0,33
Soehngenia 1,54 0,87 4,49 0,12 0,10 2,69
Succiniclasticum 0,00 1,63 0,17 0,00 0,08 0,00
Tepidanaerobacter 0,10 1,25 1,39 1,28 0,63 1,42
Turicibacter 1,03 1,04 0,47 0,58 0,03 0,19
N ./ Weissella 078 1,96 0,00 035 0,08 0,00
. *\ Alcaligenes 0,06 0,00 ooz |EEEENEEEN zEEN
Bosea 1,81 2,39 2,04 0,70 0,10 0,19
Ensifer 1,49 2,34 0,92 0,35 0,03 0,00
Gemmaobacter 1,54 1,86 0,74 0,81 0,21 0,00
. Leucobacter 1,09 1,32 0,65 0,00 0,03 0,00
Proteobacteria gl 3,40 519 1,76 0,70 037 0,09
Paracoccus 1,33 2,11 2,04 0,70 0,31 0,09
Pleomorphomonas 2,68 4,53 1,89 0,23 0,13 0,05
Pseudomonas 0,00 0,23 5,26 0,00 ose  [NETEIN
Rhodoblastus 0,55 0,48 1,17 0,12 0,03 0,09
Mycobacterium 2,19 1,50 0,37 0,35 0,00 0,00
Pseudoclavibacter 0,00 2,67 0,00 0,00 0,13 0,00
Petrimonas 0,16 0,08 0,47 1,16 1,00 1,04
Ruminofilibacter 0,00 148 002 [NSSENIEEN oo
Treponema 0,01 0,00 1,12 0,00 0,00 0,47
A_Methanobacterium  [Ii25/0800 [Ni020 N6 3.3 0,34 1,09
) A_Methanoculleus oo [NEION o005 0,23 0,34 0,00
i Oscillatoria 1,13 0,03 0,02 0,00 0,00 0,00

. Other genus below 1% -- 7,45 2,90 1,62 1,18

Figura 3: Mapa de calor representando a abundéncia relativa dos géneros microbianos identificados
nos indculos (U, UR, UFM) e nos ensaios de digestdo anaerdbia do bagasse de cana-de-aglcar bruto (M-
U, M-UR e M-UFM) (sendo, U- lodo anaerdbio, UR — lodo anaerdbio acrescido de fluido ruminal, e
UFM - lodo anaerébio acrescido de esterco bovino)

CONCLUSOES

A produtividade e a cinética da producdo de metano a partir do material lignocelulésico bruto da cana-de-
acucar, utilizando um lodo anaerobio tipico, pode ser potencializada pela adi¢do de fluidos ruminais e esterco
fresco, na propor¢do 50/50. No entanto, a maior melhoria (68%) foi observada para a adicéo de esterco fresco
(143 NLCHa.kgsy). Andlises comparativas revelaram que uma microbiota comum foi observada entre todos
os indculos (compostos principalmente pelos géneros Clostridium e Methanobacterium), entretanto, a adicéo
de esterco fresco ao lodo anaerdbio promoveu um enriquecimento de espécies de Anaerobaculum sp. e
Pseudomonas sp., que desempenharam um papel importante durante a fermentacdo do bagaco de cana-de-
acucar. O género Alcaligenes, uma bactéria hidrolitica-fermentativa e consumidora de derivados de lignina,
também foi um membro abundante em todos os ensaios de DA. Entretanto, seu papel na producdo de biogas
pode ser controverso devido a sua capacidade de realizar a oxidacdo do metano.

4 ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



/ﬁ%ﬁ;;giﬂgys

ABES

CBESA - Congresso Brasileire

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem as seguintes agéncias/instituices pelo apoio financeiro: Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES (Cédigo Financeiro 001); Conselho Nacional de
Pesquisas (CNPq); Agéncia de Amparo & Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG — n°® do auxilio:
TEC-APQ-03502-16); e Universidade Federal de Ouro Preto (Processo 23109.004080/2019-88).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.

2.

APHA.. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 21. ed. Washington: American
Public Health Association, Water Environmental Federation, 2005.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da safra brasileira - Cana de
Acucar, safra 2020/2021, segundo levantamento. Brasilia 7(2), p. 1-64, 2020.

YANG L. et al. Challenges and strategies for solid-state anaerobic digestion of lignocellulosic biomass.
Renewable and Sustainable Energy Reviews (44), p. 824-834, 2015.

JONGE N. et al. Characterisation of microbial communities for improved management of anaerobic
digestion of food waste. Waste Manag. (117), p. 124-135, 2020.

CHRISTOFF A. P. et al. Bacterial identification through accurate library preparation and high-throughput
sequencing. Neoprospecta Microbiome Technologies (25), 2017.

ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5



