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RESUMO 

Na digestão anaeróbia, a escolha do tipo de inóculo é relevante para a produção de metano. Três diferentes 

inóculos – lodo anaeróbio, lodo anaeróbio adicionado de fluido ruminal e lodo anaeróbio acrescido de esterco 

bovino fresco – foram testados para determinar seu desempenho na produção de metano a partir do bagaço de 

cana-de-açúcar. A adição de esterco fresco resultou na maior produção de metano do bagaço, gerando 143,3 

NLCH4 kgsv-1. A análise metagenômica mostrou que a maior adaptabilidade deste inóculo (redução da fase 

lag) pode ser atribuída especialmente às sequências correspondentes aos gêneros Pseudomonas e 

Anaerobaculum, que são capazes de degradar, respectivamente, compostos lignocelulósicos e uma variedade 

de carboidratos, produzindo como H2 e CO2, para atuação de organismos metanogênicos como 

Methanobacterium. 

 

PALAVRAS-CHAVE: material lignocelulósico; suplementação de inóculos; bactérias fermentativas; 

arqueias metanogênicas. 

 

 

INTRODUÇÃO 

O setor sucroalcooleiro ocupa posição de destaque no ranking mundial, abastecendo os mercados interno e externo 

com expressiva produção de açúcar e biocombustível. De acordo com o Boletim Brasileiro de Monitoramento de 

Safras de agosto/2020, estima-se que 642,1 milhões de toneladas de cana serão colhidas na safra 2020/2021, sendo 

convertidas em aproximadamente 40 mil toneladas de açúcar e 28 bilhões de litros de etanol (CONAB, 2020).  

 

O principal resíduo desta atividade é o bagaço de cana-de-açúcar, que consiste basicamente em celulose (50%), 

hemicelulose (25%) e lignina (25%), sendo a lignina recalcitrante, diferentemente dos outros dois constituintes 

biodegradáveis. Devido à sua rica composição, principalmente o alto teor de carboidratos, o bagaço da cana-de-
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açúcar pode ser reaproveitado como matéria-prima para obtenção de biocombustíveis de segunda geração, como 

bioetanol e biogás, sendo assim incorporado ao conceito de biorrefinaria.  

 

A digestão anaeróbia (DA) da biomassa lignocelulósica tem se destacado nos últimos anos, pois permite maior 

produtividade volumétrica do biogás com a utilização de substratos com alto teor de sólidos, de 15 a 40% (YANG et 

al., 2015). A utilização de inóculos adaptados neste processo pode ser favorável, pois fornecem microrganismos 

capazes de aumentar as taxas de degradação do material lignocelulósico, principalmente na etapa de hidrólise, 

reduzindo a fase de adaptação (lag) durante a DA. 

 

Portanto, inóculo de lodo anaeróbio enriquecido com fluido ruminal ou adição de esterco bovino são promissores, 

pois os microrganismos que os constituem são potencialmente capazes de hidrolisar compostos lignocelulósicos, 

realizar fermentação, produzir metano e ainda tolerar a presença de compostos tóxicos gerados durante a 

degradação. Assim, o desempenho sintrófico desse inóculo tão diversificado e adaptado poderia garantir maiores 

níveis de conversão do material lignocelulósico, aumentando a produtividade do biogás. Segundo Jonge et al. 

(2020), a identificação de comunidades microbianas, que atuam na sintrofia durante a digestão anaeróbia do bagaço 

de cana, pode servir como uma importante ferramenta para descrever o potencial do inóculo utilizado, bem como a 

estabilidade e o potencial de resiliência a possíveis adversidades ocorridas durante o processo de DA. 

 

 
OBJETIVOS 

O presente estudo busca comparar o efeito da adição de esterco bovino fresco e fluido ruminal a um lodo 

anaeróbio típico, na produção de metano e na comunidade microbiana a partir da digestão anaeróbia de bagaço 

de cana-de-açúcar bruto. 

 

 
METODOLOGIA 

Foram avaliados três inóculos no processo de digestão anaeróbia do bagaço de cana de açúcar bruto, a saber: 

lodo de reator anaeróbio UASB tratando esgoto doméstico (denominado U); este lodo enriquecido com fluido 

de rúmem (denominado UR) e o lodo anaeróbio enriquecido com esterco bovino (UFM).  

 

O bagaço de cana-de-açúcar foi coletado na empresa sucroalcooleira Bioenergética Aroeira®, localizada no 

Estado de Minas Gerais, em meados de 2014 (safra 2014/2015). O lodo anaeróbio foi obtido de um reator 

UASB em escala de demonstração, instalado no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento – CePTS – 

UFMG/COPASA, localizado na estação Arrudas, Belo Horizonte, MG. O fluído ruminal bovino foi retirado 

de animais fistulados e fornecido pelo Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa (comitê 

de ética: 42/2016). O esterco bovino foi coletado na região de pastagem dos animais.  

 

Os inóculos foram misturados em 50% v/v. Os ensaios digestão anaeróbia foram realizados em frascos de 

vidro (Volume útil = 100 mL) vedados com tampa de borracha, utilizando apenas 60% do volume para a fase 

líquida (40 mL head space). Esses frascos foram incubados a 35ºC a 150 rpm em shaker (Thoth®, modelo 

6440) pelo tempo necessário ao encerramento da produção de biogás. A produção de biogás foi monitorada 

diariamente por meio da aferição da sua pressão e composição, registrando o volume acumulado de metano. 

Para tal foi analisada a pressão dos frascos (Manometer®, modelo PM-9100HA) e quantificados as 

porcentagens de volume (% v/v) de metano presente no biogás por meio do cromatógrafo de fase gasosa (CG) 

(Shimadzu®, modelo 2014/TCD).  

 

A identificação da comunidade microbiana nas amostras dos inóculos (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 Geração (NGS) de fragmentos de DNA ribossomal, correspondendo a região V3-V4, utilizando a 

tecnologia Illumina da Neoprospecta Microbiome Technologies (Florianópolis, Brasil) de acordo com 

Christoff et al (2017). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Três inóculos distintos foram testados para determinar seu desempenho na produção de metano a partir do 

bagaço de cana-de-açúcar bruto. Para isso, amostras de rúmen (R) e amostras de esterco fresco (FM) foram 

misturadas individualmente a um lodo de UASB (U) para comparar o efeito da adição de microrganismos 

lignocelulósicos mais adaptados à digestão anaeróbia. Como observado na Tabela 1, o maior aumento na 

produção de metano foi alcançado pela adição de esterco fresco ao lodo anaeróbio. Essa adição de estrume 

proporcionou um aumento de 67% na produção de metano quando comparada com a produção do inóculo 

anaeróbio do UASB (85,6 NLCH4 kgSV
-1). Já a adição de microrganismos presentes no rúmen bovino 

proporcionou um aumento de 17% na biometanização do bagaço de cana, produzindo 100,0 NLCH4 kgSV
-1. A 

cinética de produção de metano foi favorecida no inóculo UFM (Figura 1). 

 

Tabela 1: Teor de sólidos totais nos inóculos e produção acumulada de metano para cada inóculo 

utilizado (U- lodo anaeróbio, UR – lodo anaeróbio acrescido de fluido ruminal, e UFM – lodo anaeróbio 

acrescido de esterco bovino) 
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Figura 2: Produção de metano ao longo do processo de digestão anaeróbia do bagaço de cana 

bruto, para cada inóculo utilizado, sendo a) U - lodo anaeróbio b) UR – lodo anaeróbio acrescido 

de fluido ruminal, c) UFM – lodo anaeróbio acrescido de esterco bovino 

 

Com base nos grupos microbianos identificados no inóculo e ensaios de DA (Figura 2), bem como no 

metabolismo previsto de cada gênero microbiano, pode-se especular que o sucesso na produção de metano 

com inóculo acrescido de esterco bovino ocorreu devido à presença de bactérias com habilidades hidrolíticas, 

principalmente os gêneros Clostridium e Peptoclostridium, desempenhando um papel importante nos estágios 

iniciais da DA.  

 

Esses gêneros, juntamente com a espécie Anaerobaculum mobile, um importante e exclusivo membro do 

inóculo UFM, foram capazes de metabolizar açúcares facilmente fermentáveis, produzindo ácidos graxos 

voláteis, H2 e CO2. A produção de metano parece ocorrer predominantemente pela atividade de arqueias 

hidrogenotróficas do gênero Methanobacterium. Nos estágios finais da DA, após 100 dias de incubação, baixa 

abundância de metanogênicas e uma alteração na dominância bacteriana foram observadas, provavelmente 

como resultado da presença de substratos mais recalcitrantes, dando espaço para a ação 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 

hidrólise-fermentação, esses três gêneros estão envolvidos na degradação de derivados de lignina, os quais, 

provavelmente, se acumularam durante a digestão do bagaço.  

Tipo de 

Inóculo 

Sólidos Totais 

(%) 

CH4  

(NLCH4 kgSV
-1) b 

U 15,6 (± 0,1) 85,6 (± 2,8) 

UR 17,1 (± 0,2) 100,0 (± 3,6) 

UFM 15,6 (± 0,4) 143,3 (± 4,9) 
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Já o gênero acidogênico Anaerobaculum demonstrou resiliência e tolerância ao ambiente severo, estando no 

inóculo UFM e após 100 dias de DA. Destaca-se também que a presença abundante de Alcaligenes sp. ao final 

do ensaio, uma bactéria reconhecidamente metanotrófica, pode ter comprometido a produtividade de metano 

em todos os ensaios. No entanto, a menor abundância de Alcaligenes foi observada no ensaio M-UFM, o que 

provavelmente contribuiu para o maior acúmulo de metano nesta condição. 

 
U UR UFM M - U M - UR M - UFM Relative Abundance (%)

Aminobacterium 0,29 0,59 1,81 0,58 0,26 0,66

Anaerobaculum 0,41 0,84 13,98 3,13 1,47 16,52 >0 1

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 37,87 19,07 22,00 6,50 0,52 4,11 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

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

Weissella 0,78 1,96 0,00 0,35 0,08 0,00

Alcaligenes 0,06 0,00 0,02 45,59 31,85 28,13

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

Gemmobacter 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

Shinella 3,40 5,19 1,76 0,70 0,37 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 0,58 31,81

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 1,48 0,02 29,35 58,72 0,00

Treponema 0,01 0,00 1,12 0,00 0,00 0,47

A_Methanobacterium 25,98 18,02 16,79 3,13 0,34 1,09

A_Methanoculleus 0,00 11,10 0,05 0,23 0,34 0,00

Oscillatoria 1,13 0,03 0,02 0,00 0,00 0,00

Other genus below 1% 10,66 12,27 7,45 2,90 1,62 1,18

0
Synergistetes

Firmicutes

Proteobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Euryarchaeota

Cyanobacteria

Spirochaetes

 
Figura 3: Mapa de calor representando a abundância relativa dos gêneros microbianos identificados 

nos inóculos (U, UR, UFM) e nos ensaios de digestão anaeróbia do bagasse de cana-de-açúcar bruto (M-

U, M-UR e M-UFM) (sendo, U- lodo anaeróbio, UR – lodo anaeróbio acrescido de fluido ruminal, e 

UFM – lodo anaeróbio acrescido de esterco bovino) 

 

 

CONCLUSÕES 

A produtividade e a cinética da produção de metano a partir do material lignocelulósico bruto da cana-de-

açúcar, utilizando um lodo anaeróbio típico, pode ser potencializada pela adição de fluidos ruminais e esterco 

fresco, na proporção 50/50. No entanto, a maior melhoria (68%) foi observada para a adição de esterco fresco 

(143 NLCH4.kgsv
-1). Análises comparativas revelaram que uma microbiota comum foi observada entre todos 

os inóculos (compostos principalmente pelos gêneros Clostridium e Methanobacterium), entretanto, a adição 

de esterco fresco ao lodo anaeróbio promoveu um enriquecimento de espécies de Anaerobaculum sp. e 

Pseudomonas sp., que desempenharam um papel importante durante a fermentação do bagaço de cana-de-

açúcar. O gênero Alcaligenes, uma bactéria hidrolítica-fermentativa e consumidora de derivados de lignina, 

também foi um membro abundante em todos os ensaios de DA. Entretanto, seu papel na produção de biogás 

pode ser controverso devido à sua capacidade de realizar a oxidação do metano. 
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