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RESUMO

Com o agravamento das mudangas climaticas, a necessidade pelo uso de fontes de energias
limpas e renovaveis é crescente, bem como a reducdo das emissdes de gases de efeito estufa. A
digestdo anaerébia (DA) se destaca como uma solucdo promissora, permitindo o
aproveitamento de residuos agroindustriais, como os da cana-de-agUcar, na producéao de biogés.
Este trabalho avaliou o potencial bioquimico de metano (PBM) a partir de diferentes residuos
da industria sucroalcooleira, explorando a codigestdo anaerdbia (Co-DA) e o pré-tratamento
bioldgico. O estudo foi conduzido em trés etapas distintas: Etapa 1: Nesta etapa, foi investigada
aproducéo de biogas e metano através da Co-DA de vinhaca (V) e torta de filtro (TF), principais
residuos da industria de etanol com esterco de aves (EA). Os resultados de PBM demonstraram
que a monodigestdo da V obteve 247 NmLCH4/g SV, enquanto a Co-DA da TF com o EA
apresentou 241 NmLCH4/g SV, indicando uma alternativa para o periodo de entressafra. A
combinacdo de V, TF e EA na Co-DA resultou em um rendimento de metano de 506 NmL
CH4/g SV, sendo um cenario promissor para uma maior geracao de energia considerando a Co-
DA de residuos agroindustriais dentro das usinas de cana-de-agUcar. Etapa 2: Nesta etapa,
avaliou-se o potencial energético do licor alcalino (LA), subproduto do pré-tratamento alcalino
do bagaco de cana, através de ensaios de PBM em monodigestdo e Co-DA com a V. Os
rendimentos de metano foram de 267 NmLCH4/g SV para a monodigestdo da V, 344 NmL
CHa4/g SV para a Co-DA de V com LA, e 586 NmLCH.J/g SV para a monodigestdo do LA.
Esses resultados confirmam o potencial do LA como substrato para a DA, oferecendo uma
alternativa energética e sustentavel para sua destinacdo. Etapa 3: Esta etapa explorou o pré-
tratamento bioldgico do bagaco de cana-de-acUcar utilizando o fungo Pleurotus ostreatus,
visando aumentar sua biodegradabilidade para a producgdo de biogas via DA. Foram avaliadas
a fermentacdo submersa (FSm) e a fermentacdo em estado sélido (FES). Na FSm, 0s ensaios
de PBM demonstraram que o bagaco pré-tratado sem agitacdo resultou na maior producédo de
biogas (591 mL g/SV), enquanto o cultivo com agitacdo produziu 480 mL g/SV, evidenciando
0 cultivo estatico para a degradacdo da biomassa. A FES teve como objetivo avaliar a
degradacdo do bagaco pelo fungo e a producédo de cogumelos para analises futuras de producéo
de biogés. A frutificacdo de cogumelos foi mais evidenciada nas condi¢cdes em que o bagaco de
cana foi suplementado com farelo de milho, destacando a importancia de fontes
complementares de nutrientes. Portanto, este trabalho concluiu que a digestdo anaerébia (DA)
€ um processo promissor para o0 aproveitamento dos subprodutos da industria sucroalcooleira,
especialmente quando combinada com residuos do setor pecuario e subprodutos de pré-
tratamentos quimicos, como o licor alcalino. Ademais, os resultados demonstram que o pré-
tratamento biol6gico do bagaco de cana, associado a digestdo anaerobia, pode aumentar o
rendimento energético do substrato, promovendo sua valorizacgdo e sustentabilidade.

Palavras-chave: inovacgdo; biomassa lignoceluldsica; residuos agroindustriais; digestao
anaerdbia; pré-tratamento bioldgico; Pleurotus ostreatus.



ABSTRACT

With the worsening of climate change, the need for the use of clean and renewable energy
sources is increasing, as well as the reduction of greenhouse gas emissions. Anaerobic digestion
(AD) stands out as a promising solution, allowing the utilization of agro-industrial residues,
such as those from sugarcane, in biogas production. This work evaluated the biochemical
methane potential (BMP) from different residues of the sugarcane industry, exploring anaerobic
co-digestion (Co-AD) and biological pretreatment. The study was conducted in three distinct
stages: Stage 1: This stage investigated the production of biogas and methane through the Co-
AD of vinasse (V) and filter cake (FC), the main residues of the ethanol industry, with poultry
manure (PM). The BMP results showed that the mono-digestion of V yielded 247 NmL CH4/g
VS, while the Co-AD of FC with PM presented 241 NmL CH4/g VS, indicating an alternative
for the off-season period. The combination of V, FC, and PM in Co-AD resulted in a methane
yield of 506 NmL CH4/g VS, proving to be a promising scenario for increased energy
generation considering the Co-AD of agro-industrial residues within sugarcane mills. Stage 2:
This stage evaluated the energy potential of alkaline liquor (AL), a byproduct of the alkaline
pretreatment of sugarcane bagasse, through BMP assays in mono-digestion and Co-AD with V.
The methane yields were 267 NmL CHa4/g VS for the mono-digestion of V, 344 NmL CH./g
VS for the Co-AD of VV with AL, and 586 NmL CHa4/g VS for the mono-digestion of AL. These
results confirm the potential of AL as a substrate for AD, offering an energetic and sustainable
alternative for its destination. Stage 3: This stage explored the biological pre-treatment of
sugarcane bagasse using the fungus Pleurotus ostreatus, aiming to increase its biodegradability
for biogas production via AD. Submerged fermentation (SF) and solid-state fermentation (SSF)
were evaluated. In SF, BMP assays demonstrated that pre-treated bagasse without agitation
resulted in the highest biogas production (591 mL/g VS), while cultivation with agitation
produced 480 mL/g VS, highlighting static cultivation for biomass degradation. SSF aimed to
assess bagasse degradation by the fungus and mushroom production for future biogas analysis.
Mushroom fructification was more pronounced under conditions where sugarcane bagasse was
supplemented with corn bran, emphasizing the importance of complementary nutrient sources.
Therefore, this work concluded that anaerobic digestion (AD) is a promising process for the
utilization of byproducts from the sugarcane industry, especially when combined with residues
from the livestock sector and byproducts from chemical pretreatments, such as alkaline liquor.
Furthermore, the results demonstrate that the biological pretreatment of sugarcane bagasse,
associated with anaerobic digestion, can increase the energy yield of the substrate, promoting
its valorization and sustainability.

Keywords: innovation; lignocellulosic biomass; agro-industrial waste; anaerobic digestion;
biological pre-treatment; Pleurotus ostreatus.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, discussdes a respeito do uso de energias limpas, esgotamento de
combustiveis provenientes de fontes ndo renovaveis e o aumento da concentracao de gases de
efeito estufa (GEE) tém se intensificado. Essas preocupagdes se tornaram pautas discutidas em
1997, com a assinatura do protocolo de Quioto, que estabeleceu objetivos e metas para a
reducdo dos GEE, e pelo Acordo de Paris, em 2015, que reforgcou o compromisso global para
combater as mudancas climaticas e mitigar essas emissoes.

No Brasil, a crise do petroleo na década de 70 impulsionou o etanol como alternativa ao
uso da gasolina, recebendo recursos do Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e
Social (BNDES) para expandir sua producdo (Milanez; Faveret Filho; Rosa, 2008). Com o
incentivo do BNDES, o clima tropical e a extensdo territorial, o Brasil tornou-se lider mundial
na producdo de etanol a partir do plantio da cana-de-agucar, de acordo com os dados divulgados
pelo Instituto de Economia Agricola (IEA) no ano de 2021.

O Brasil destaca-se também no setor pecuério, sendo o segundo maior produtor de carne
de frango do mundo e lider em exportac6es, com um total de 5 milhdes de toneladas exportadas
em 2023 (Embrapa, 2024). Com um rebanho de mais de 400 milhdes de cabecas, o estado do
Parana se posiciona como o maior produtor do pais (IBGE, 2024). Contudo, esse setor gera
cerca de 230 milhGes de toneladas de residuos anualmente, agravando as emissbes de GEE,
neste caso, 0 metano e amonia liberados pela decomposicdo dos dejetos (Augusto; Kunz, 2011,
Paranhos et al., 2020).

Diante do agravamento das crises climaticas e da necessidade de reduzir a dependéncia
de fontes de energia ndo renovaveis, busca-se cada vez mais por fontes de energia limpas e
sustentaveis. A digestdo anaerébia (DA) se destaca como uma solucdo promissora,
aproveitando os residuos agroindustriais, como os da cana-de-agUcar, para gerar energia e
quando combinados com outros substratos do setor agricola ou pecuério, agregam valor
energético e econdbmico ao processo.

No entanto, a eficiéncia da DA de alguns residuos agroindustriais, como a biomassa
lignocelulésica é limitada pela sua estrutura recalcitrante, exigindo o uso de pré-tratamentos.
Alguns pré-tratamentos séo utilizados para o reaproveitamento energético, como € o caso do
etanol de segunda geracdo (2G), que pode ser obtido a partir do pré-tratamento alcalino do
bagaco da cana-de-acucar. Apesar de eficaz, esse pré-tratamento gera subprodutos poluentes

como o licor alcalino. Em contrapartida, o pré-tratamento bioldgico vem se tornando uma rota
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promissora, um exemplo é a utilizacdo de fungos da podriddo branca, que é uma alternativa
inovadora e limpa, capaz de degradar a biomassa lignoceluldsica em acucares fermentaveis e
biocombustiveis (Rezania et al., 2020) sem gerar residuos poluentes. Entretanto, a aplicacao
desse pré-tratamento em subprodutos sucroalcooleiros ainda é pouco explorada na literatura.
Portanto, este trabalho buscou avaliar o potencial bioquimico de metano e biogéas (PBM)
a partir dos residuos da industria de etanol em co-digestdo (Co-DA) com esterco de aves, em
cenarios utilizados pela industria sucroalcooleira deste estudo. Além disso, foi avaliado o PBM
de licores oriundos do pré-tratamento alcalino do bagaco de cana-de-agucar com foco na
producdo de metano e consequentemente na mitigacdo do impacto ambiental gerado por esse
residuo. Este estudo inova ao explorar rotas biolégicas do pré-tratamento do bagaco de cana-
de-acucar utilizando fungos da podriddo branca, visando a producdo de biogas por meio de

digestdo anaerdbia.

1.1 JUSTIFICATIVA

A relevancia desta proposta esta tanto no avanco cientifico quanto no carater inovador,
contemplando o desenvolvimento de novas rotas de pré-tratamento para o bagaco de cana-de-
acucar, com foco no aproveitamento global dos residuos do setor sucroalcooleiro em integracdo
com o setor aviario. O pré-tratamento alcalino do bagaco é amplamente utilizado para a
obtencdo de etanol 2G, e este trabalho explorou o potencial energético do licor alcalino gerado
como residuo, agregando valor e contribuindo para a sustentabilidade deste processo.

Além disso, nosso estudo avanca ao propor tecnologias limpas de pré-tratamento
utilizando rotas fingicas para a degradacdo da biomassa lignocelulésica maximizando a
producdo de biogas. Assim, destacam-se 0s seguintes avancos cientificos e tecnologicos que
foram previstos para este trabalho:

- Aproveitamento do bagaco de cana, um residuo lignocelulésico de baixo valor agregado, para
a producéo de bioenergia com foco na realidade das operac@es das usinas sucroalcooleiras. Essa
abordagem representa uma excelente janela de oportunidade cientifica e tecnoldgica ainda
pouco explorada na integracdo de residuos para a geracdo e maximizacao de biogés;

- Integragéo de residuos do setor sucroalcooleiro com o esterco de aves, com 0 objetivo de
manter a producédo de biogas estavel e independente dos periodos de safra e entressafra;

- Desenvolvimento de rotas fungicas de pré-tratamento, voltadas para a biomassa
lignocelul6sica, sendo uma alternativa limpa e inovadora, podendo ser aplicada tanto nas

biorrefinarias de cana-de-agucar quanto em outros setores industriais.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de producéo de metano e biogas a partir
de subprodutos da industria sucroalcooleira, integrando residuos do setor agropecuario. Além
disso, o estudo investigou o aproveitamento do licor alcalino, gerado durante o pré-tratamento
alcalino do bagaco de cana, como substrato em ensaios de digestdo anaerdbia. Também foi
avaliada estratégias de pre-tratamento biologico do bagaco de cana por meio de cultivo fangico,

visando aumentar a biodegradabilidade do residuo lignocelulosico.

Constituem-se objetivos especificos:

a) Determinar o potencial de producao de metano em um cenario de safra e entressafra
no contexto da usina sucroalcooleira, em co-digestdo com dejeto de aves;

b) Awvaliar o potencial de producdo de biogas e metano a partir do licor alcalino
proveniente do pré-tratamento quimico do bagaco de cana;

c) Desenvolver estratégias de cultivo de fungos de podriddo branca utilizando bagaco
de cana-de-agucar como substrato;

d) Determinar o potencial de producdo de biogas do bagaco de cana submetidos ao pré-

tratamento utilizando fungos da podriddo branca.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O CENARIO SUCROALCOOLEIRO DO BRASIL

A producéo de cana-de-agucar no Brasil teve inicio no periodo colonial no século XVI,
pelos portugueses. Em 1532, no litoral de S&o Paulo, foi instalado o primeiro engenho de agucar
do pais (Pereira et al., 2019). Com a expansdo canavieira pelo litoral do Nordeste e com a
ascensdo do consumo de aclcar na Europa, a producao agucareira brasileira desempenhou um
importante papel no abastecimento do mercado Europeu e para o crescimento da economia do
pais, iniciando o ciclo da cana-de-acucar (Flausinio, 2015).

Com a expansao tecnoldgica e a crise do petroleo na década de 70, o setor
sucroalcooleiro ganha destaque na matriz energética brasileira. A criagdo do Programa Nacional
do Alcool — Proélcool impulsionou a expansio canavieira para a producio do etanol como um
potencial substituto da gasolina, tornando o Brasil lider na producéo e utilizacdo de etanol a
partir da cana-de-acgucar (Cortez, 2016).

Na matriz energética do Brasil, a cana-de-acUcar corresponde a cerca de 16,9% da oferta
interna de energia (OIE) de acordo com o Balango Energético Nacional do ano de 2023 (EPE,
2024). O setor sucroenergético é composto principalmente pela producdo de etanol, agucar,
bioeletricidade e biometano. Desde 2007, quando ultrapassou a energia hidraulica, o setor, a
partir dos produtos derivados da cana, vem ganhando destaque na matriz energética, em
comparacdo a utilizacdo de outras fontes energéticas como a solar e a edlica, mesmo ainda

permanecendo em niveis inferiores ao petréleo (Figura 1) (EPE, 2024; Flausinio, 2015).

Figura 1- Evolucao da Oferta Interna de Energia (OIE) das principais fontes de

matriz energética nacional, no periodo de 2013 a 2023

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

DIE petroleoc M OIE hidraulica OIE cana DIE total

Fonte: EPE (2024)
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O Brasil é o maior produtor de cana-de-aglicar do mundo e, segundo dados do
Levantamento Sistemético da Producdo Agricola (LSPA), a safra de 2024, foi estimada em 713
milhGes de toneladas (IBGE, 2024). Cerca de 64,6% da producdo canavieira vem da regido
Sudeste, tendo o Estado de S&do Paulo como o maior produtor da regido e é responsavel por
mais da metade da producdo brasileira (Tabela 1) (CONAB, 2024). Além disso, o Brasil ocupa
a segunda posic¢ao na producdo mundial de etanol, tendo atingido no ano de 2024 um recorde
de producao estimado em 36,83 bilhGes de litros, um aumento de mais de 4% em relacdo a 2023
(UNICA, 2025).

Tabela 1- Dados da area plantada e da produtividade de cana de aglcar do Brasil

(Safra 2023/24)
Regi&o/UF Area (em mil ha) Producao (em mil t)
Norte 48 3943
Nordeste 883 56477
Centro-Oeste 1778 145035
Sudeste 5098 469026
Séo Paulo 4091 383409
Sul 524 38730
Brasil 8333 713214

Fonte: Conab (2024).

Em um levantamento realizado pela Conab (2024), a safra 2024/2025 seré afetada com
uma queda de producdo de aproximadamente -3,8% em relacdo a safra de 2023/24. Essa queda
de produtividade tem relacdo direta com as condi¢des climaticas, como as altas temperaturas
que foram registradas em vérias regides do pais, provocando o fenémeno de evapotranspiracdo
e 0s baixos indices pluviométricos causando déficit hidrico nos solos (CONAB, 2024).

Entretanto, a producdo canavieira tende a expandir cada vez mais, através do
desenvolvimento tecnoldgico e dos novos incentivos fiscais que estdo sendo destinados para o
setor agropecuario, principalmente no desenvolvimento de energias sustentaveis através da
biomassa. O Plano Nacional de Energia 2050, estabelece que até 2050 haja uma disponibilidade
de biomassa provinda de residuos agricolas em 530 milhdes de toneladas equivalentes de
petroleo, tendo a cana-de-agucar como uma de suas principais fontes (EPE, 2024).

Porém, mesmo com os incentivos fiscais e o desenvolvimento tecnolégico, ainda se faz
necessario investimentos cientificos, para que os estudos e processos que envolvem o
aproveitamento e o balango energético dos residuos e, principalmente da biomassa
lignocelulésica, sejam otimizados e viabilizados nas usinas sucroalcooleiras (Janke et al., 2016;

Volpi et al., 2022). Nos proximos topicos, serdo apresentados 0s principais residuos e
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subprodutos que séo gerados a partir da cana-de-agucar.
3.2 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DO SETOR SUCROALCOOLEIRO

As usinas sucroalcooleiras tém sua cadeia de producéo dividida entre a fase agricola e
a fase industrial, ou seja, a obtencdo da cana-de-agucar como matéria prima comeca primeiro
com o cultivo, seguido da colheita, beneficiamento, processos industriais e a comercializagdo
dos produtos (Flausinio, 2015). Na Figura 2, é possivel entender os processos que ocorrem de

forma simplificada em uma usina sucroalcooleira, posteriormente a colheita da cana-de-agucar.

Figura 2- Fluxograma do processo simplificado da obtencdo de acucar e etanol

e seus subprodutos gerados
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Os principais subprodutos que séo gerados a partir do beneficiamento da cana-de-agucar
sdo: vinhaga, bagaco, palha e a torta de filtro (Tabela 2). Esses subprodutos sdo gerados em

grandes quantidades e podem ser aproveitados em diversas formas como, por exemplo, na
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alimentacdo animal e humana, fertilizac&o do solo e geracgdo de energia.

Tabela 2- Principais subprodutos gerados a partir do beneficiamento da cana-de-acucar

e suas finalidades

Subprodutos Quantidade produzida Principais usos
Bagaco (Kg) 280 Producdo de eletricidade; etanol 2G
Palha (Kg) 165 Etanol 2G; uso em artesanato; etanol 2G
Torta de Filtro (Kg) 30-40 Fertilizante; produgdo de biogas
Vinhaga (L) 10-15 Fertilizante; producdo de biogas

Fonte: Castro (2019); Embrapa (2022)

Boa parte dos residuos que sdo gerados nesse setor acabam ficando no préprio campo
por falta de espago para armazenamento ou formas de aproveitamento eficientes. Esses
residuos, em contato com o solo, além de agravar problemas ambientais, geram problemas de
fertilizacdo, como por exemplo, a ndo absorcdo de nutrientes, ou, em épocas de chuva, esses
residuos podem cair em cursos d’agua, prejudicando a vida aquatica do meio, pois sdo ricos em
matéria organica e alguns minerais como 0 potassio

Dentre os varios residuos que sdo gerados a partir da cana, a vinhaca € um dos
subprodutos mais estudados, tanto por seu alto poder poluente, quanto pelo potencial de
fertilizacdo do solo e de geracdo de energia em processos de digestdo anaerdbia (Janke et al.,
2016c¢).

3.2.1 Vinhaca

A vinhaca é obtida no processo de destilacdo do caldo fermentado, sendo produzidos,
em média, entre 10 e 15 litros de vinhaga por litro de etanol (Hoarau et al., 2018). Os estudos
sobre a caracterizacdo da vinhaca comecaram na década de 50 e seu uso decorrente como
fertilizante comecou a ser potencializado em meados de 1999, quando o preco dos fertilizantes
quimicos aumentou devido a alta da taxa cambial (Flausinio, 2015).

Por possuir quantidades significativas de potassio, fosforo e nitrogénio, a vinhaca
passou a ser utilizada como fertilizante na plantacdo da cana, processo este conhecido como
fertirrigacdo (De Souza et al., 2015). Entretanto, esse processo se torna caro devido a logistica
do transporte e essa pratica deve ser controlada, pois mesmo em pequenas quantidades pode
gerar saturacdo de cations como potassio, causando a lixiviacdo do solo, contaminando aguas
subterraneas, causando eutrofiza¢do dos corpos d'agua, reduzindo a atividade de fotossintese e

a quantidade de oxigénio, prejudicando o meio aquatico (Gebreeyessus; Mekonnen;
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Alemayehu, 2019).

A vinhaca possui um pH acido que varia entre 3-5, com uma concentragdo de 30-40 g/L
de DQO, 24 e 20 g/L de ST e SV respectivamente, e nitrogénio total entre 0,2-4,2 g/L (Hoarau
et al., 2018; Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015). Entretanto, a composic¢do da vinhacga pode variar
ao longo da colheita, j& que o periodo da safra possui uma duragdo média de 8 meses € o ciclo
de uma planta de cana é de até 6 anos (Flausinio, 2015). Uma outra problematica gerada, esta
relacionada com a logistica e armazenamento, ja que a vinhaca possui potencial de producéo
de gases de alto poder poluente, como éxido nitroso e 0 gas metano, sendo este Ultimo
responsavel por 98% das emissdes de GEE no manejo da vinhaca (Moraes et al., 2017).

A digestdo anaerdbia (DA) é uma alternativa promissora para tratar esse subproduto,
pois a concentracdo de matéria organica € reduzida durante esse processo, produzindo biogas e
agregando valor energético a vinhaca, aléem do aproveitamento do digestato como fertilizante,
ja que os nutrientes da vinhaca ndo sdo alterados na DA, mantendo o seu potencial de
fertilizacdo (Janke et al., 2015; Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015).

Em um levantamento realizado por Silva (2023) a fim de verificar a producdo de metano
da vinhaca em diferentes faixas de temperatura, o potencial bioquimico de metano (PBM) da
vinhaca pode variar de acordo com a faixa de temperatura em operagdo, 240 NmL CHas
9/DQOremovida €M 35°C, 290 NmL CHz 9/DQOremovida @ 37°C, 239 NmL CH4 g/DQOremovida €M
40°C e 234 NmL CHa 9/DQOremovida @ 55°C.

Em um estudo comparando dois reatores Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) de
um e dois estagios, inoculados com lodo anaerobio adaptado para o tratamento da vinhaca em
condicBes termofilicas no periodo de safra, o rendimento méaximo de metano foi obtido no
reator de dois estagios, 316 NmL CHs g/DQOremovida, €Nnquanto no reator de estagio unico foi
obtido 250 NmL CHa g/DQOremovida (JUnior et al., 2016).

Ensaios de PBM foram utilizados para avaliar o rendimento de metano da vinhaca em
diferentes razBes de I/S (indculo/substrato). O indculo utilizado foi proveniente de um reator
mesofilico de uma destilaria de cana-de-acucar. Os ensaios foram conduzidos durante 50 dias
e as relacdes I/S foram de 1, 2, 2,5 e 3, com rendimento de metano de 152,95, 181,72, 181,59,
181,91 NmL CH4 g/DQOremovida, respectivamente (Caillet; Adelard, 2021).

Porém, mesmo com estudos que mostram o desempenho da vinhaca na geracdo de
biogés, ainda é necessario que haja a valorizacdo dessa matriz energética no Brasil e estudos
mais aprofundados sobre os bioprocessos que envolvem esse subproduto (Moraes; Zaiat;
Bonomi, 2015).
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3.2.2 Biomassa Lignocelulosica

O uso de materiais lignoceluldsicos provindos da biomassa de vegetais é uma alternativa
na geracao de bioenergia e biocombustiveis, devido a alta disponibilidade dessa biomassa.
Entretanto, a presenca de polimeros que constituem a estrutura celular dos vegetais como a
lignina, celulose e hemicelulose na proporgdo 3:4:3, respectivamente, cria uma estrutura
resistente e recalcitrante, que dificulta a biodegradabilidade da biomassa (Figura 3) (Khaire;
Moholkar; Goyal, 2021; Sawatdeenarunat et al., 2015).

Figura 3- Estrutura Lignoceluldsica da biomassa vegetal
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Fonte: Adaptado de Hernandez-Beltran et al. (2019)

A celulose é o principal polimero constituinte da estrutura celular da biomassa
lignocelulésica, formada por uma cadeia de glicose e corresponde a 50% da massa seca total
(Aguiar; Ferraz, 2011; Sawatdeenarunat et al., 2015). A hemicelulose constitui cerca de 20 a
25% da biomassa e sdo polissacarideos constituidos de agucares de 5 a 6 carbonos (Costa et al.,
2014). A lignina é uma macromolécula fendlica que compde de 20 a 30% da biomassa, sendo
responsavel pela rigidez e impermeabilidade do tecido vegetal (Gao et al., 2022).

No processamento da cana-de-agucar, o bagaco é o subproduto lignocelulésico mais
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abundante, com cerca de 280 kg de bagaco por tonelada de cana processada (EMBRAPA,
2022). O bagaco é um residuo fibroso, obtido no processo de moagem da cana, para a extracéo
do caldo, e apresenta em torno de 50% de umidade e 48% de fibras (EMBRAPA, 2022). A
estrutura vegetal do bagaco é composta por cerca de 32-50% de celulose, 23-32% de lignina e
19-25% de hemicelulose (Carvalho et al., 2013).

Cerca de 50% do bagaco € utilizado na producdo de energia térmica nas usinas e 0
restante fica armazenado nos patios. A energia térmica resultante da queima do bagaco é
suficiente para suprir as necessidades energéticas de uma usina e pode até ser exportada as redes
de energia elétrica (Batalha et al., 2015; Silva, 2023). A utilizagdo energética do bagago no
setor industrial representou 18,2% da energia total consumida no ano de 2023 e no ano de 2024
teve um aumento de 26,1% da producdo energética a partir do bagaco para esse setor (EPE,
2024). Com o aumento da producao de etanol, o consumo do bagaco de cana no setor energético
deve aumentar. A Figura 4 mostra uma série histdrica da relagdo da producdo de bagaco de
cana-de-acucar, com a geracao de energia elétrica nos ultimos 20 anos (EPE, 2024).

Figura 4- Relacdo da producéo de energia elétrica a partir do bagaco de cana-de-acUcar entre
os anos 2020 e 2023
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Além da producéo de energia elétrica, ha muito interesse econdmico na utilizagéo e
recuperacdo do bagaco em refinarias para a producdo de combustivel de segunda geracédo (2G)
(Batalha, 2015; Volpi et al., 2022). Uma tonelada de bagaco seco de cana, pode gerar entre 158
a 335 litros de etanol 2G (Carpio; De Souza, 2017). Entretanto, para a producgéo de etanol 2G,
assim como no processo de DA, o bagaco de cana-de-agucar ainda é pouco utilizado, devido a
limitacdo na fase de hidrdlise, necessitando de pré-tratamento para a quebra da estrutura

lignocelulosica (Silva, 2023).
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O bagaco de cana-de-agucar tem um potencial de producéo de biogés estimado em 330
NmL CHs g/SV (PROBIOGAS, 2015). O PBM ¢ otimizado quando a biomassa passa por um
pré-tratamento, em um estudo o rendimento de metano do bagaco sem pré-tratamento foi de
105,6 NmL CHs g/SV, enquanto para o pré-tratamento do bagaco com amonia etandlica, o
rendimento final foi de 299,3 NmL CHs4 g/SV (Hashemi; Karimi, K.; Karimi, A., 2019).

Em um estudo utilizando o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado com &cido sulfirico
diluido (2,5%), ensaios de PBM foram conduzidos com um inéculo proveniente de uma estagédo
de tratamento de esgoto em uma proporcao de 2/1 (I/S) com o bagaco resultante do pré-
tratamento e foram operados em condic¢6es mesofilicas durante 62 dias, tendo como resultado
o rendimento maximo de metano estimado em 187,9 NmL CHs g/SV (Paulose; Kaparaju,
2021).

A producdo de metano, a partir do bagaco de cana-de-acUcar, assim como em outros
substratos pode variar de acordo com a espécie de cana cultivada, variabilidade mecénica
durante o beneficiamento e a época da colheita. Em um estudo foi realizado testes de PBM
utilizando duas amostras de bagaco produzidos e colhidos em estados e estacdes diferentes. Os
resultados obtidos de producdo maxima de metano para cada amostra foram de 236 e 326 NmL
CHa g/SV, ao longo de 35 dias de operacao (Janke et al., 2015).

O processo de clarificagdo do caldo gera como residuo a torta de filtro (TF), com cerca
de 30 a 40 kg por tonelada de cana moida (Embrapa, 2022). A composicdo da torta de filtro
pode variar de acordo com a regido e as condi¢des de plantio da cana-de-agucar, mas apresenta
quantidade significativas de minerais (CaO, N, P.Os e K>0) e matéria organica, tornando esse
subproduto muito utilizado como fertilizante (Janke et al., 2016).

O PBM de trés amostras de torta de filtro, obtidas a partir de diferentes espécies de cana-
de-acucar, tiveram potencial maximo de metano entre 245 e 281 NmL CHs4 g/SV e em
comparagdo com a vinhaca que neste mesmo estudo apresentou o potencial de metano entre
246 e 273 NmL CH4 g/SV, demonstra que os resultados do teor energético, expressa em massa
fresca da torta de filtro, foram de 7 a 10 vezes maiores que o teor energético da vinhaga em
comparacao a quantidade que é gerada de torta e vinhaca (Janke et al., 2015).

Na DA, a torta de filtro é muito utilizada como um co-substrato, pois apresenta
condigdes que favorecem o balanco energético de outros substratos. Um exemplo da utilizagdo
da torta de filtro € com o bagaco de cana que apresenta uma relacdo C:N de 90-101:1, enquanto
relacdo C:N da torta de filtro é 26:1 (Janke et al., 2016b). O potencial de produgdo de biogas
estimado da torta de filtro é de 262 NmL CH4 g/SV (PROBIOGAS, 2015).

Um estudo comparativo utilizando torta de filtro, vinhaca e licor alcalino, demonstram
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que a co-digestdo desses substratos aumentou a producdo de metano em relagdo a monodigestdo
dos mesmos. Neste estudo, o valor maximo produzido de metano da co-digestdo desses
substratos foi de 660 NmL CH4 g/SV, enquanto a mono-digestdo da torta de filtro, vinhaga e
do licor foram respectivamente 353, 476 e 610 NmL CH4 g/SV (Volpi et al., 2022).

Os valores méaximos de metano dos subprodutos da usina sucroalcooleira podem variar
com a espécie da cana cultivada, a localizacdo do plantio ou o sistema de mecanizagdo do
processo de beneficiamento, como ja comentado anteriormente. Esses subprodutos possuem
um grande potencial para a producdo de metano na DA, e os resultados podem ser otimizados
quando submetidos a pré-tratamentos e estratégias de co-digestao, que equilibram os nutrientes

e favorecem a integracdo de outros residuos.

3.3 DIGESTAO ANAEROBIA

A digestdo anaerobia (DA) é um processo que envolve rotas metabdlicas que ocorrem
em etapas sequenciais, tendo como principal resultado a oxida¢do da matéria organica em gas
carbdnico e metano. As rotas metabolicas do processo de digestdo anaerdbia ocorrem em 4

etapas (Figura 5).

Figura 5-Processos metabolicos envolvidas no processo de digestdo anaerébia
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Fonte: Kunz; Steinmetz; Amaral (2022, p.14).

Na primeira etapa, bactérias fermentativas hidrolisam os polimeros complexos em

monodmeros organicos simples (Madigan et al., 2016). A segunda etapa da DA ¢ realizada por
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bactérias acidogénicas que convertem compostos organicos simples em acidos orgénicos de
cadeia curta (menor que 5 carbonos). Os &cidos organicos formados sdo oxidados por bactérias
acetogénicas em acetato, gas carbonico e hidrogénio, constituindo a terceira etapa da DA. A
producdo de metano ocorre na ultima fase desta rota metabdlica, em que ha um grupo especifico
de microrganismos denominados arqueias metanogénicas, que oxidam os produtos formados
na rota anterior em CHs e CO> (Kunz; Steinmetz; Amaral, 2022).

O processo da digestdo anaerdbia da biomassa lignoceluldsica inicia-se pela etapa de
hidrolise, entretanto, a estrutura complexa desses materiais dificulta e muitas vezes inibe essa
etapa da rota metabdlica, sendo necessario realizar um pré-tratamento, para que ocorra a quebra
da estrutura cristalina dessa biomassa (Sawatdeenarunat et al., 2015). Esses pré-tratamentos
podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos.

Para otimizar o processo da digestdo anaerdbia e aumentar a producao de metano a partir
da combinagdo de um ou mais substratos, a co-digestdo anaerdbia (coDA) pode ser utilizada
(Coelho et al., 2018). A CoDA é o processo em que ha conversdo simultanea de dois ou mais
substratos no processo de degradacdo anaerdbia, melhorando o rendimento de biogas, através
do equilibrio nutricional, otimizando a DA (Pagés-Diaz et al., 2014).

A coDA pode aumentar a producgdo de metano da biomassa lignocelul6sica, favorecendo
a relacdo C:N dos substratos, adicionando macro e micronutrientes, contribuindo com a
capacidade tamponante do meio e com o aumento da atividade microbioldgica (Aboudi;
Alvarez; Romero, 2016). A utilizacio de estercos como substratos na coDA da biomassa
lignocelul6sica, favorece os processos da metanogénese e aumenta a producdo energética
desses residuos (Wang et al., 2012).

No processo da co-digestdo, o esterco de aves pode ser utilizado como fonte de
nitrogénio, equilibrando a relacdo C:N da biomassa lignocelulésica e fornecendo nutrientes
para o processo da DA, aumentando a producdo de metano (Hakimi et al., 2023). O esterco de
galinha, possui uma relacdo C:N entre 6,7-10, apresentado em sua composicdo lignina (1,7-5,1
%ST), hemicelulose (4,4-24,3 %ST), celulose (4-24,3 %ST) e proteinas (15,4-16,3 %ST)
(Hamiki et al., 2023; Li et al., 2024; Matheri et al., 2017).

A monodigestdo do esterco de aves, ndo é uma opg¢ao promissora para a producao de
metano, pois esse substrato possui alto teores de nitrogénio, que favorecem a producéo de
amonia e inibem a producdo de metano (Hakimi et al., 2023; Li et al., 2018). Alguns estudos
que utilizaram esterco de aves em monodigestdo obtiveram valores maximos de metano
estimados em 114,5, 126,9 e 132 NmL CH4 g/SV (Johannesson et al., 2020; Wang et al., 2022;
Wijaya et al., 2020;). Por outro lado, a co-digestao do esterco de aves com serragem, utilizando
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uma relagcdo C:N de 30:1, aumentou em 65% a producdo de metano, enquanto a mono-digestéo
do esterco de aves resultou em 20,5% dessa producdo (Kok; Shamsuddin; Agsha, 2020).

3.4 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignoceluldsica comecou a ter seu potencial energético estudado devido sua
alta disponibilidade e por ndo competir com a producdo de alimentos e racdo, diferente de
matérias-primas como a cana-de-acucar e 0 milho (Sawatdeenarunat et al., 2015). Entretanto,
sua utilizacdo é limitada e exige pré-tratamentos para romper a estrutura recalcitrante da
biomassa para que 0s processos biogquimicos, como a fermentacdo dos aglcares ocorram
(Gonzalez et al., 2021).

Pré-tratamentos fisicos alteram a estrutura da biomassa, aumentando a superficie de
contato através da moagem, facilitando a acdo por agentes quimicos ou bioldgicos e rompendo
a estrutura cristalina da celulose (Konde et al., 2021). A utilizacdo de fonte de calor e aumento
de pressdo em pré-tratamentos hidrotérmicos alteram as ligacBes quimicas da biomassa,
promovendo a ruptura das cadeias dos polimeros, aumentando a biodegradabilidade na etapa
da hidrolise. As vantagens da utilizagdo do pré-tratamento fisico, & que durante o processo ndo
sdo liberadas substancias inibitdrias, o que favorece e otimiza a obtencdo de biocombustiveis
(Herndndez-Beltran et al., 2019).

Os pré-tratamentos quimicos possuem bastante eficacia e baixo custo e incluem a
utilizacdo de agentes acidos, alcalinos e solventes organicos, que rompem as estruturas da
lignina e hemicelulose, diminuindo também o grau de cristalizacdo da celulose
(Sawatdeenarunat et al., 2015). Entretanto, a utilizacdo de alguns agentes quimicos pode
agravar problemas ambientais como a salinizacdo do solo, além de influenciar na obtencédo do
gas metano, uma vez que o pré-tratamento quimico produz compostos inibitorios, como 0s
derivados do furfural (Gao et al., 2022; Konde et al., 2021). J4 a utilizacdo de solventes
organicos é o método de escolha quando se quer obter ou isolar cada polimero da biomassa
lignocelulésica, como por exemplo, o pré-tratamento organossolve que pode isolar a lignina
gue possui um maior valor agregado (Hernandez-Beltran et al., 2019).

Pre-tratamentos alcalinos utilizando NaOH sdo comumente empregados para obtencéo
de combustivel 2G a partir de residuos lignoceluldsicos. Esse processo rompe a estrutura
recalcitrante da biomassa lignocelulésica deixando a disponivel para ser hidrolisada,
contribuindo para a remocéo da lignina e hemicelulose (Aditiya et al., 2016). A eficiéncia desse

método pode ser otimizada ajustando a temperatura e tempo de operacdo durante o pré-
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tratamento (Volpi, 2022). Esse processo gera como residuo o licor alcalino com pH proximo a
12, rico em alguns compostos como acetato, fragdes de lignina e agucares monoméricos e
oligoméricos (Brenelli et al., 2020).

Diversos microrganismos podem ser utilizados no pré-tratamento bioldgico de
biomassas lignocelul6sicas. Os microrganismos mais utilizados sdo fungos brancos, marrons,
fungos da podriddo mole e parda e fungos da podriddo branca, sendo este Gltimo muito eficiente
no processo da deslignificacdo (Konde et al., 2021). Os fungos causadores da podridao branca
apresentam dois comportamentos distintos em que, em um estagio podem degradar o0s
componentes da parede celular e, no outro, atacam a lignina nos estagios iniciais da colonizacao
(Abolore; Jaiswal, S.; Jaiswal, A., 2023; Aguiar; Ferraz, 2011). As desvantagens do uso do pré-
tratamento bioldgico estdo relacionadas a lentiddo do processo e dependendo das condicdes e
do microrganismo utilizados, a baixa obtencdo de metano (Gao et al., 2022).

Um estudo realizado por Gao et al. (2022) tragou 0os microrganismos mais utilizados no

pré-tratamento bioldgico e seus principais efeitos sobre a biomassa lignocelulésica (Tabela 3).

Tabela 3- Pré-tratamentos biologicos para valorizacdo da biomassa lignocelulésica

Categoria Biomassa Cepas Resultados
Pleurotus ostreatus

Serragem : Hidrdlise 20 vezes melhorada
Pleurotus pulmonarius
Fungos Palha de trigo Ceriporiopsis subvermispora Hidrolise aprimorada
Madeira Ceriporiopsis subvermispora Deslignificacdo aprimorada
Bagaco de cana Aspergillus niger Alta atividade da endoxilanase

Fonte: Adaptado de Gao et al. (2022)

A producéo de metano a partir de biomassa lignocelulésica da palha de milho se mostrou
bastante eficiente apds o pré-tratamento bioldgico utilizando esporos de Trichoderma viride e
Aspergillus sp., no qual a atividade enzimatica desses microrganismos foi suficiente para
hidrolisar a celulose e hemicelulose (Zhao et al., 2020). Em comparacdo com 0s reatores em
gue ndo foram adicionadas as enzimas, a taxa de rendimento inicial do metano, ap6s um dia de
fermentacao, foi 50% maior (Zhao et al., 2020). Logo, entende-se que a biomassa, quando pré-
tratada biologicamente, possui um maior potencial de producdo de biogas (Gao et al., 2022).

Em um estudo comparativo entre o pré-tratamento fisico e biolégico no processo de DA
para a producgdo de biogés, utilizando o bagaco de cana-de-agucar, 0s ensaios que continham
consorcio microbiano contendo fungos e bactérias (Streptomyces sp, Geobacillus sp e o fungo
Trichoderma), observou-se um aumento na producdo de biogas e na relagdo C:N, quando
comparado somente a moagem do bagago no pré-tratamento fisico (Sumardiono et al., 2023).

A lignina presente no bagaco de cana-de-agucar apresentou percentuais de degradagao
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de 7,49%, 5,48% e 5,58% ap0s o pré-tratamento com fungos da podridao branca dos géneros
Pleurotus florida, Coriolopsis caperata e Ganoderma sp respectivamente (Deswal et al., 2014).
Quando a estrutura cristalina da biomassa lignocelulésica € rompida e a lignina é degrada, o
processo de hidrolise na digestdo anaerobia é facilitado.

A utilizagdo da combinacgéo de pré-tratamentos quimicos e bioldgicos pode aumentar o
rendimento de metano na DA. Em um estudo, a palha de milho foi inicialmente pré-tratada com
NaOH a 1%, seguida de um tratamento bioldgico com os fungos Aspergillus sp. e T. harzianum,
O rendimento de metano ap0s esses pré-tratamentos foi de 276,29 e 261,3 L/Kg SV
respectivamente (Meenakshisundaram et al., 2022).

Entretanto, o rendimento de metano ap6s o pré-tratamento bioldgico depende
diretamente dos fungos utilizados e da biomassa lignocelulésica. O pré-tratamento flngico é
um processo lento, mas a combinagdo com outros pré-tratamentos podem otimizar os
resultados. Nesse contexto, compreender as estratégias de pré-tratamento e da co-digestéo
anaerobia para esses residuos lignoceluldsicos é essencial para potencializar a producdo de

biogas e metano.

3.5 USOS DO BIOGAS E BIOMETANO NO BRASIL

Desde a elaboracdo da Agenda 2030 e a consolidagdo dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), muitas sdo as discussdes e movimentacbes para
conseguir atingir as metas e os objetivos propostos pelos ODS, através da elaboracdo de
politicas publicas. No Brasil, em 2010, foi aprovado o Plano Setorial de Mitigacdo e de
Adaptacdo as Mudancgas Climéticas para a Consolidacdo de uma Economia de Baixa Emisséo
de Carbono na Agricultura - Plano ABC, que consiste em politicas publicas de ado¢do de
medidas para uma agropecuaria sustentavel (Brasil, 2012).

O Brasil, por se destacar no setor agropecuario, possui um grande potencial para o
desenvolvimento da agroenergia, potencializando a geracéo de biogas através de biodigestores.
Entretanto, as iniciativas para a producdo de biogas no Brasil ainda sdo incipientes (Mathias;
Silva, 2023). Os biodigestores anaerébios, além de serem eficientes energeticamente,
contribuem para a reducdo GEE e a producdo de biogés gerado tem influéncia positiva nos
aspectos econdmicos e sociais (Costa et al., 2023).

Em 2023 houve um aumento de 728 mi Nm3/ano na producéo de biogas no Brasil, 21%
a mais em relagdo ao ano de 2022. Esse aumento na producdo de biogas ocorreu através das

338 novas plantas que foram cadastradas no pais, totalizando 1365 plantas de biogéas
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(CIBIOGAS, 2024). Cerca de 86% do biogés gerado pelas usinas é destinado a producéo de
energia elétrica. Entretanto, mesmo com a expansdo do setor, 0 pais opera apenas com 4,29%
da capacidade de producéo (Costa et al., 2023).

A matriz energética brasileira tem o potencial de ser a mais renovavel do mundo
(Mathias; Silva, 2023). O setor sucroalcooleiro tem um grande potencial para geracao de biogas,
em decorréncia dos subprodutos que sdo obtidos, principalmente a vinhaga. Segundo Costa et
al. (2023), o biometano gerado em uma usina, tem a capacidade de processar 10 milhdes de
toneladas de cana por safra, tendo o potencial de substituir o diesel utilizado em veiculos.

Mesmo o Brasil possuindo potencial para gerar biogas através de biodigestores e com
as vantagens ambientais e econémicas no uso energético, a obtencao de biogas ainda apresenta
desvantagens em relacdo a custos de manutencdo e construcdo apresentando-se inviavel
dependendo da regido (Mathias; Silva, 2023).

Desta forma, o referencial tedrico abordado neste trabalho destaca o potencial dos
residuos da industria sucroalcooleira, como a torta de filtro, vinhaca e bagaco de cana-de-
acucar, para a producdo de biogas e biometano, além das alternativas promissoras para o
aprimoramento dessa producdo, como a co-digestdo anaerdbia com residuos do setor pecuario
e o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica utilizando fungos da podriddo branca. A
metodologia deste trabalho permitiu explorar a relevancia dessas estratégias experimentais,
buscando evidenciar os beneficios ambientais e o0 aproveitamento energéticos desses processos.
A secdo metodoldgica a seguir detalha os procedimentos adotados para o desenvolvimento

deste estudo.
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4 METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho foi delineada considerando diferentes estratégias de
aproveitamento dos subprodutos da usina sucroalcooleira na digestdo anaerdbia, considerando
a integracdo com residuos do setor pecudrio e explorando rotas de pré-tratamento bioldgico
para o bagaco de cana-de-agucar. Além do aproveitamento do licor alcalino, residuo gerado a
partir do pré-tratamento quimico do bagaco. Este trabalho foi dividido em trés etapas principais

conforme o fluxograma metodoldgico da Figura 6.

Figura 6- Fluxograma metodoldgico das etapas principais etapas desenvolvidas nesse trabalho
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Na etapa 1, também chamada de cenario base, foram realizados ensaios de potencial
bioguimico de metano (PBM) com a integracdo de subprodutos da cana-de-agtcar, como a torta
de filtro e vinhaga, em co-digestio anaerobia com esterco de aves. A escolha do esterco de aves
foi fundamentada nos padrdes operacionais da Usina Cocal, que incorporava este residuo em
seus processos, reforcando a relevancia e a aplicabilidade do estudo. O objetivo desta etapa foi
otimizar as proporcdes e combinacfes destes substratos para maximizar a producéo de biogas
e biometano, garantindo a continuidade da producgédo durante o periodo de entressafra, quando
a vinhaga, principal substrato da usina, ndo esta disponivel.

A segunda etapa do trabalho, foi a utilizagdo de licor alcalino proveniente do pré-

tratamento do bagaco de cana com NaOH, fornecidos pelo Laboratorio Nacional de
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Biorrenovaveis (LNBR). O licor foi submetido a ensaios de PBM em sistemas de mono e co-
digestdo com a vinhaga. O objetivo foi avaliar o PBM do licor alcalino, investigando sua
contribuicdo no processo de digestdo anaerdbia, além de propor uma estratégia para o
tratamento desse residuo.

Na terceira etapa, foi realizado o pré-tratamento flngico do bagaco de cana-de-acucar,
o0 qual foi submetido ao cultivo com o fungo P. ostreatus (fungo da podriddo branca) para
realizar o pré-tratamento bioldgico. O objetivo foi avaliar estratégias de pré-tratamento
biolégico do bagaco e o seu potencial de producdo de biogas, avaliando os efeitos do pré-
tratamento na digestdo anaerdbia. Adicionalmente, foram exploradas estratégias de cultivo
visando otimizar o pré-tratamento flngico e realizar futuros ensaios para determinar o potencial

de producéo de biogas e metano.

41 OBTENCAO DO INOCULO E DOS SUBSTRATOS

O indculo e os substratos utilizados — vinhaca e torta de filtro — para os testes de
potencial bioquimico de metano (PBM) da etapa 1, assim como o bagaco de cana-de-agUcar
utilizado na etapa 3, foram fornecidos pela Usina Cocal, localizada em Narandiba-SP. O in6culo
utilizado nessas etapas foi obtido de um reator de mistura completa (CSTR), adaptado para o
tratamento de vinhagca e torta de filtro. A coleta foi realizada em maio de 2023 e margo de 2024.

O esterco de aves utilizado como co-substrato na etapa 1 foi proveniente de um sistema
de producédo de aves poedeiras comerciais e foi fornecido pela Usina Cocal. Embora ndo seja
um residuo gerado pela usina, o esterco é adquirido e utilizado em seus processos, integrando
as estratégias de aproveitamento de subprodutos agropecuarios.

As amostras de licor alcalino, obtidas a partir do pré-tratamento alcalino do bagaco com
NaOH, foram cedidas pelo Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR). E importante
destacar que, neste trabalho, apenas o licor alcalino foi utilizado como substrato nos ensaios de
PBM, enguanto o bagaco pre-tratado com NaOH néo foi avaliado.

O indculo utilizado na etapa 2 foi um lodo granular proveniente de um reator Upflow
Anaerobic Sludge Blanket (UASB), adaptado para o tratamento de residuos de matadouro de
aves, cedidos pela Avicola Ideal, localizado na cidade de Pereiras —SP.

O fungo da podridéo branca P. ostreatus, utilizado no pré-tratamento do bagaco de cana-
de-agUcar (etapa 3) foi obtido do laboratério de Micoteca da Universidade Federal de
Pernambuco, sob nimero de linhagem 4809. Este microrganismo foi isolado a partir do bagago

de cana e conservado em meio BDA (batata dextrose agar).
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4.2 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO E DO INOCULO

Os substratos e indculos foram caracterizados, em relacdo as suas caracteristicas fisico-
quimicas, de acordo com Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 2022). As amostras foram caracterizadas em termos de Solidos Totais (ST), Solidos
Voléteis (SV), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Carbono Total (CT), Nitrogénio Total
(NT) e pH.

4.3 ENSAIOS DE POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO (PBM)

Os ensaios de PBM foram conduzidos conforme a metodologia VDI 4630, que
estabelece uma proporcdo 2:1 entre sélidos volateis (SV) do inéculo e do substrato,
respectivamente. Para as etapas 1 e 2, os ensaios foram realizados em frascos de vidro
borossilicato de 250 mL com tampa de rosca e septo de borracha para vedagdo. Em cada frasco,
foram adicionados 125 mL de volume liquido, composto por uma mistura de substratos
conforme as condi¢des experimentais propostas no item 4.4.1. O volume de headspace dos
frascos foi de 125 mL, destinado ao acimulo de biogas. Testes de controle positivo e negativo
foram realizados: no controle positivo, utilizou-se celulose microcristalina como Unico
substrato, enquanto no controle negativo, foi utilizado apenas o inéculo. Os ensaios foram
realizados em triplicatas, com pH ajustado para 7 (corrigido com NaOH 1M), em condicdes
mesofilicas a 35° C, com agitacdo em shaker orbital a 20 RPM para o cenério base (etapa 1) e
80 RPM para o ensaio com licor alcalino (etapa 2).

Para os ensaios da etapa 3, foram utilizados frascos de penicilina de 120 mL, vedados
com septo de borracha e lacre de aluminio. Em cada frasco, foram adicionados 70 mL de
volume liquido, conforme as condi¢BGes experimentais estabelecidas e 50 mL de headspace.
Esses ensaios foram realizados em triplicata, com pH ajustado para 7, sem agitacdo e
acondicionados em estufa a 35°C.

A determinacdo do volume e a coleta de biogéas foram realizadas utilizando uma seringa
da marca Hamilton S500, com volume total de 500 mL (etapa 1 e 2), e uma seringa hipodérmica
de 60 mL da marca Descarpack (etapa 3). O biogas obtido foi acondicionado em tubos de coleta
ao longo do experimento, com frequéncia diaria nos primeiros dias de ensaios e quinzenalmente
no final do experimento. O biogas armazenado foi analisado por cromatografia gasosa,

utilizando o equipamento GC-2030 Nexis da Shimadzu®.
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4.3.1 Ensaios em mono e co-digestdo para determinacdo do Potencial Bioquimico de
Metano (PBM)

O tratamento anaerobio do conjunto de residuos (torta de filtro, vinhaca, esterco de aves,
licor alcalino e bagaco de cana) e seu potencial energético foram avaliados em escala de
laboratdrio, por meio de ensaios de PBM. Os ensaios realizados foram divididos em trés etapas.

A etapa 1, envolveu quatro sistemas em mono e co-digestdo, com variacbes nas
proporcoes e combinacgdes dos residuos, baseadas nas praticas operacionais que eram utilizadas
pela Usina Cocal. Os dados foram ajustados para otimizar a producdo de biogas e avaliar
estratégias para o periodo de entressafra. (Tabela 4). As condi¢gdes B5 e B6 sdo os controles

negativos e positivos respectivamente.

Tabela 4- Etapa 1: Pardmetros operacionais em termos de % SV para a proporcao 2:1 (I/S) de
acordo com a VDI 4630
Ensaio  TortadeFiltro(g)  Vinhaca (mL)  Estercode aves (g)  Inéculo (mL) Celulose (9)

Bl - 84 - 41

B2 3 74 - 48 -
B3 21 - 14 90 -
B4 2 70 2 51 -
B5 - - - 125 -
B6 - - - 120 52

Fonte: Autor (2023)
Legenda: B1 (100% vinhaga); B2 (4% torta de filtro e 96% vinhaca); B3 (60% torta de filtro e 40% esterco de
aves); B4 (94% vinhaca, 3,5% torta de filtro e 2,5% esterco de aves); B5 (indculo); B6 (celulose).

Na etapa 2, foram avaliados sistemas utilizando o licor alcalino (L), oriundo do pré-
tratamento do bagaco com NaOH, e a vinhaca (V), em condi¢des de mono e co-digestéo
anaerdbia (Tabela 5). Nestes ensaios, também foram realizados controles negativos (CN) e

positivos (CP).

Tabela 5- Etapa 2: Parametros operacionais em termos de % SV para a proporc¢édo 2:1 (1/S)
de acordo com a VDI 4630, para os ensaios de PBM utilizando licor alcalino do

bagaco de cana em mono e co-digestdo com a vinhaca

Ensaio Vinhaca (mL) Licor alcalino (mL) In6culo (mL) Celulose (g)
L - 82 43 -
\ 60 - 65 -
V+L 35 35 55 -
CN - - 125 -
CcpP - - 122 3,46

Fonte: Autor (2023)
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Na etapa 3 (Tabela 6), os ensaios em monodigestdo foram realizados utilizando o bagaco
de cana-de-agUcar in natura sem pre-tratamento (BI) e apds o pré-tratamento flngico sob
fermentacdo submersa, realizado em duas condicGes distintas: pré-tratamento fungico com

agitacdo (BC) e sem agitacdo (BS), conforme descrito detalhadamente no item 4.5.

Tabela 6- Etapa 3: Pardmetros operacionais em termos de % SV para a proporgéo 2:1
(I/S) de acordo com a VDI 4630, para os ensaios de PBM utilizando bagaco

de cana in natura e apds o pré-tratamento fangico

Ensaio Bagaco in natura (g) Bagaco pré-tratado (mL) In6culo (mL)
BI 4,2 - 65,8
BC - 32 38
BS - 32 38
CN - - 70

Fonte: Autora (2025)

4.3.2 Tratamento dos dados de producéo de metano

Cinética

Com base nos dados experimentais da producdo acumulada de metano em cada
condicdo experimental, a equacdo modificada de Gompertz (Equacdo 1) e equacdo de
Boltzmann (sigmoide dupla) (Equacdo 2), foram utilizadas para estimar dados dos parametros
experimentais: potencial de producdo de metano, taxa méaxima de producdo de metano e tempo
da fase lag, das etapas 1 e 2 respectivamente.

Pcyy(t) = Pmax * exp {—exp [(%) *(A—1t)+ 1]} (1)
Onde:

Pcha(t) = é producdo cumulativa de metano (NmLCH.) no tempo,

Pmax= € potencial producéo de metano (NmLCHya),

Rmax= € taxa producdo méaximo de metano (NmLCH./d),

A= ¢é fase lag(d).

p 1-p
41X (t1—t) 41y X(ty—t) (2)
Ve TR0 1y V<GP

VELP (£) = Ve X

Onde:

veTP = é producéo especifica de metano (NmLCH./g SV) no tempo,
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Vi, x = € volume maximo de producdo de metano (NmLCHa/g SV),
p = € a proporcao dos valores da primeira e segunda sigmdide,
t; e t, = € 0 tempo em que a primeira e segunda sigmoide atingem os valores maximos
de metano (d),
r, € r, = sdo 0s valores maximos de producdo de metano que as sigmoides atingem
(NmLCH./g SV d).

4.4 PRE-TRATAMENTO BIOLOGICO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O pré-tratamento bioldgico do bagaco de cana-de-acUcar foi realizado utilizando o
fungo P. ostreatus. A partir desta linhagem, conservada em meio s6lido composto por BDA
(batata dextrose &gar), foi realizada sua multiplicacdo em placas de Petri contendo o meio de
cultura BDA (KASVI®). O meio foi preparado conforme as instrucdes do fabricante, sendo
diluido em agua destilada e autoclavado em frasco Duran a 121°C por 30 minutos. Apos a
esterilizagdo, 10 mL do meio BDA foram vertidos em placa de Petri dentro de uma cabine de
fluxo laminar, previamente esterilizada com &lcool 70% e luz UV.

Apbs o esfriamento do meio de cultura, as placas foram inoculadas com fragmentos da
linhagem 4809 do fungo P. ostreatus. Em seguida, as placas foram mantidas em estufa com
circulacdo de ar a 30°C por 7-10 dias, até a completa colonizacdo do meio. As culturas
colonizadas foram entdo armazenadas sob refrigeracdo, para posterior utilizacdo no pré-
tratamento fungico.

A partir das culturas colonizadas, também foi realizado o crescimento do fungo em meio
liquido (Figura 7). Esse crescimento foi realizado em duplicata em Erlenmeyer de 1 L, contendo
200 mL de meio composto por 2,4% de caldo de batata e 0,7% de extrato de levedura,
previamente autoclavado a 121°C por 30 minutos. A inoculagdo foi realizada em uma cabine
de fluxo laminar. Apos o resfriamento do meio, 20 discos de 8 mm do micélio cultivado em
placa foram adicionados a cada Erlenmeyer. Os frascos foram incubados por 15 dias a 27°C
sob duas condicdes distintas: incubacdo estatica e incubacdo com agitacdo a 170 RPM.
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Figura 7- Crescimento do fungo Pleurotus ostreatus em meio sélido e meio liquido

Fonte: Autora (2025)
Legenda: A- Crescimento do fungo em meio sélido; B- Crescimento do fungo em meio liquido sem agitacéo; C-
Crescimento do fungo em meio liquido com agitacao.

Um método adicional de colonizacdo, denominado de Spawn ou sementes, foi realizado
para a inoculagdo do fungo. Esse método foi escolhido por ser uma alternativa mais econdémica
em relacdo ao uso de agar, permitindo a producdo de maiores quantidades de micélios
colonizados. Em frascos Duran, foram adicionados cerca de 50 g de graos de milho previamente
cozidos. Os frascos contendo os graos foram autoclavados a 121°C por 30 minutos. Apds o
resfriamento, em uma cabine de fluxo laminar, foi realizada a inoculacdo dos graos,
adicionando em cada frasco trés discos de 5 mm do micélio cultivado em placa de Petri. Os
frascos foram fechados e armazenados ao abrigo da luz por 15 dias, até a completa colonizagéo
dos gréos pelo fungo. A Figura 8 ilustra a colonizagdo dos gréos de milho antes da etapa de

inoculagéo e 15 dias apos o crescimento fungico.

Figura 8- Colonizag&o de Spawn do fungo Pleurotus ostreatus

Fonte: Autora (2025)
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O pré-tratamento fangico do bagaco de cana-de-aglUcar se sucedeu a partir de duas
estratégias distintas: fermentagdo submersa (FSm) e fermentacdo em estado sélido (FES). Essas
abordagens tiveram como objetivo aumentar a biodegradabilidade do bagaco de cana e,
consequentemente, melhorar seu aproveitamento em diferentes aplicacbes conforme o

fluxograma da Figura 9.

Figura 9- Fluxograma do pre-tratamento fungico aplicado ao bagaco de cana-de-agucar

[ Bagago !

‘de cana/
T
( Pré-tratamento fungico d
i Fermentacéo E ! Fermentagao |
| submersa E | em estado sélido |

Producao) Ensaios de Corposde |°  Producéo de
| de biogas/ ] PBM frutificagao cogumelos

____________________________________________________

Fonte: Autora (2025)

4.4.1 Fermentacdo Submersa

A fermentacdo submersa foi realizada visando o crescimento do fungo em estudo em
meio liquido com o bagaco de cana-de-aclcar. Esse método foi utilizado com objetivo final
para obtencdo do material destinado aos ensaios de PBM, avaliando sua conversdo em biogas.
O bagaco utilizado nesses ensaios foi triturado e peneirado em uma peneira de malha fina de
0,5 mm.

O meio de cultivo foi preparado a partir de uma solucéo salina proposta por Mandels e
Reese (1957), composta por: 1,4 g/L de (NH4)2SOs; 2,0 g/L de KH2PO4; 0,1 g/L de ureia; 0,3
g/L de MgSO0s; 0,3 g/L de CaCly; 5,0 mg/L de FeSOa; 1,56 mg/L MnSOs4; 2,0 mg/L de CaClz e
1,4 mg/L de ZnSQO4. O meio foi enriquecido com 2% de glicose e 2% de extrato de levedura.

ApoOs a preparagdo, o meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 30 minutos em
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do meio e bagaco de cana, nas condi¢des descritas

na Tabela 7. Apds o resfriamento, a inoculacdo foi realizada em cabine de fluxo laminar, e 0s
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frascos foram incubados por 30 dias a 26°C, de acordo com as condi¢cdes experimentais
estabelecidas. Nos ensaios que requeriam agitacdo, a incubacéo foi realizada a 170 RPM em

shaker orbital.

Tabela 7- CondicOes estabelecidas para a fermentacdo submersa

Ensaio  Meio de cultivo Concentragao de Fonte de inoculagéo C_ondlgao~de
bagaco (Yom/v) incubacao
El Solucdo Salina 2 6 discos de 5mm Estéatica
E2 Solucdo Salina 2 6 discos de 5mm Agitacdo
E3 Solucdo Salina 2 10 mL do cu_ItlvE) liquido em Agitacdo
agitacao
E4 Soluc¢do Salina 2 10 mL do cultivo liquido estético Agitacdo
E5 Soluc¢do Salina 2 10 mL do cultlvo Ilq.mdcz Agitacdo
suplementado* em agitacdo
x . 10 mL do cultivo liquido S
E6 Soluc¢do Salina 2 suplementado* estatico Agitacdo
E7 Cultivo Liquido 2 6 discos de 5mm Agitacdo
E8 Cultivo Liquido 1 6 discos de 5mm Agitacdo

Fonte: Autora (2025).
Legenda: *meio suplementado com 2% de glicose.

Ao final do experimento, os ensaios foram submetidos a analises de agucares redutores
totais conforme o método adaptado pela Embrapa (2013), massa seca e taxa de crescimento
fangico através da perda de matéria organica, a fim de verificar crescimento biol6gica na
biomassa (Rajarathnam; Bano; Steinkraus, 1989).

Nestes ensaios, foram realizados controles experimentais em 3 condic¢Oes distintas:
Controle 1- solucdo salina sem inoculacdo; Controle 2- solucédo salina e bagaco de cana, sem
inoculacdo; Controle 3- solucgdo salina inoculada com seis discos de 5 mm do micélio fangico.
Esses controles foram incluidos nos ensaios para averiguar possiveis variagdes nas condicdes
do meio de cultura, além de garantir que os efeitos observados fossem decorrentes da atividade

fangica sobre o bagaco de cana-de-acucar.

4.4.2 Fermentacdo em Estado Solido

A fermentacdo em estado sélido foi utilizada para avaliar a capacidade do fungo P.
ostreatus de colonizar o bagaco de cana e promover a formacdo de corpos de frutificagéo.
Futuramente ensaios de PBM serdo realizados a partir do bagaco pre-tratado e dos cogumelos
obtidos. O bagaco foi previamente triturado e peneirado (0,5 mm), exceto na condi¢do B5, em
que foi utilizado sem trituracao.

O bagaco foi suplementado em duas condigdes distintas:



38

e Bagaco + farelo de trigo: 30% (m/m) de farelo de trigo

e Bagaco + mix: 15% (m/m) de farelo de trigo + 15% (m/m) de farelo de milho.

Para tamponar 0 meio, em ambas as condi¢6es foi adicionado 2% (m/m) de Na,COs A
mistura foi umidificada a 80% com &gua destilada, acondicionada em sacos transparentes de
polietileno de 5009 vedados e autoclavados a 121°C por 30 minutos. Apos o resfriamento, a
inoculacdo foi realizada em cabine de fluxo laminar, em condigdes axénicas, seguindo as

condicdes estabelecidas na Tabela 8.

Tabela 8- Condi¢es estabelecidas para a fermentagdo em estado sélido

Ensaio Composicdo do substrato Método de inoculacéo
B1 Bagaco + 30% farelo de trigo 10 discos de 8 mm
B2 Bagaco + 30% farelo de trigo 1% de Spawn

Bagaco + 15% farelo de trigo + 15%
farelo de milho
B4 Bagaco e mix Bagaco + 15% farelo de
trigo + 15% farelo de milho
B5 Bagaco sem trituracdo 10 discos de 8 mm
Fonte: Autora (2025).

B3 10 discos de 8 mm

1% de Spawn

Ap0s a inoculagdo os sacos contendo o bagaco foram mantidos fechados em uma caixa,
na auséncia de luz, em temperatura ambiente e umidade a 80% por 30 dias, até a completa
colonizagdo do substrato. Apds o periodo da corrida do micélio (colonizagdo), os sacos de
cultivo foram abertos e deixas sob a exposicéo de luz (fotoperiodo com baixa luminosidade) e
circulacdo de ar, mantendo a umidade controlada entre 80 e 60%, até o surgimento dos corpos

de frutificagdo (Figura 10).

Figura 10- Etapas do crescimento fangico: fermentacdo em estado solido

Fonte: Autora (2025).
Legenda: A-Bagaco de cana acondicionado no saco de polietileno; B- Sacos incubados armazenados em uma
caixa; C- Desenvolvimento dos corpos de frutificacéo.
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Ao final do periodo de frutificacdo, os cogumelos foram colhidos, e 0s substratos foram
analisados quanto ao teor de agucares redutores totais, eficiéncia bioldgica do cultivo em estado
solido e taxa de crescimento fungico.

Além dos ensaios inoculados, foi realizado ensaio controle, em que o bagaco de cana
foi preparado e incubado sem a inoculagdo, permitindo avaliar possiveis interferéncias externas

durante o periodo de incubagdo e contaminacao dos substratos.

4.4.3 Determinacao de acUcares redutores totais pelo método de DNS

A determinacdo de acUcares redutores totais foi determinada pelo método
espectrofotométrico com Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). O preparo do reagente e anélise
das amostras seguiram o procedimento metodoldgico adaptado pela Embrapa (2013).

A concentracdo de agucares redutores totais (ART), expressa em g/L, foi calculada de
acordo com a Equacéo 3.

ART =abs X f xd (3)
Onde:

abs= é a média das absorbéncias lidas em 540 nm

f=é o fator de concentracao

d= a diluicdo da amostra

O fator de concentracdo (Equacdo 4) foi determinado a partir da equacdo da reta da
curva de calibracdo construida com padrdes de glicose, conforme o método adaptado pela
Embrapa (2013).

Fator = S — (4)

coef.angular

A determinacdo de acUcares redutores da fermentacéo submersa foi realizada a partir do
caldo do cultivo, enquanto na fermentagdo em estado solido essa determinacdo foi feita a partir
do caldo extraido da biomassa. Para isso, a extracdo ocorreu em banho-maria a 65°C por 60
minutos, onde 1 g da biomassa foi adicionada a um béquer de 50 mL contendo 10 mL de agua
destilada. Apds esse periodo, o conteudo do bequer foi filtrado, e o caldo extraido foi utilizado

para a analise de DNS.
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4.4.4 Determinacdo da eficiéncia bioldgica e taxa de crescimento fangico

Os substratos resultantes da fermentacdo em estado solido, foram submetidos a anélise
de eficiéncia bioldgica do substrato (EB) (Equacdo 5) (Stamets, 1993). A taxa de crescimento
fangico (TCF) foi avaliada através do célculo da perda de matéria organica (Equacdo 6)
(Rajarathnam; Bano; Steinkraus, 1989).

O substrato solido resultante da fermentagdo submersa foi filtrado e analisado quanto a
taxa de crescimento fangico (TCF), avaliando o crescimento da biomassa ao final do

experimento.

massa fresca do cogumelo (g)
EB (%) = 100 5
( A)) Massa seca do substrato inicial (g) ( )
massa seca inicial do substrato (g)—massa seca final do substrato
TCF (%) = g ! 9 %100 (6)

massa seca inicial do substrato

A determinacdo de massa seca (Equagéo 7) e o teor de umidade do substrato (Equagéo
8) foi realizada por secagem em estufa a 105°C por 24 horas, até atingir peso constante

(Rajarathnam; Bano; Steinkraus, 1989).

massa seca final (g)

MS (%) = x 100 (7)

massa umida inicial (g)

massa umida inicial (g) — massa seca final (g)

U (%) =

x 100 (8)

massa umida inicial (g)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas diferentes etapas
do nosso estudo.

A etapa 1 corresponde aos ensaios de potencial bioquimico de metano (PBM) do
cenario base, no qual foram avaliadas diferentes propor¢des e combinagGes de subprodutos da
industria sucroalcooleira e residuo do setor pecudrio em mono e co-digestdo anaerobia.

Na etapa 2, foram realizados PBM utilizando o licor alcalino cedidos pelo Laboratério
Nacional de Biorrenovaveis (LNBR), obtidos a partir do pré-tratamento alcalino do bagaco de
cana-de-agucar em mono e co-digestdo anaerdbia com a vinhaca.

Por fim, a etapa 3 avaliou o pré-tratamento bioldgico do bagago de cana-de-aclcar
utilizando o fungo P. ostreatus. Ensaios de PBM foram conduzidos com o objetivo de explorar
se as rotas bioldgicas do pré-tratamento flngico tiveram influéncia na biodegradabilidade do
bagaco tratado. Ademais, nesta etapa também foram investigadas estratégias de cultivo para
otimizar o pré-tratamento.

Os resultados de cada uma dessas etapas sao analisados nos proximos topicos.
5.1 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS E INOCULOS

A caracterizacdo dos substratos e indculos, em termos de solidos totais (ST), solidos
totais volateis (SV), pH, demanda quimica de oxigénio (DQQO), carbono organico total (COT)

e nitrogénio total (NT) esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9- Resultados médios da determinacdo dos parametros fisico-quimicos

DQO CoT NTkjetdani

Parametros ST (%) SV (%) pH (g O2/L) (mg/mg) (%) CI/N
Esterco de Aves 30+0,1 15+0,05 7,4+0,01 - 0,14+0,021 1,20 12
In6culo Cocal 16,714  8,4+0,6 7,740,01 46,7+0,5  0,21+0,013 - -
In6culo Pereiras 5,0+2,2 4,0+2,7 7,6%0,01 46,9+0,03 - - -
Licor Alcalino 2,2#0,21  1,0+0,13 10,6+0,01  8,45+0,03 - - -
Torta de Filtro 27+0,03 17+0,02 - - 0,250,001 2,30 11
Vinhaca 3,0£0,05 2,0+0,05 3,4+0,01 33,217 6,47+0,035 0,35 18

Fonte: Autor (2024)
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Os in6culos provenientes da Usina Cocal e da Avicola Ideal apresentaram pH neutro,
enquanto a vinhaga um pH &cido, como ja esperado, devido a adi¢do de &cido sulfarico durante
a producao de etanol na fase da fermentacéo.

O teor de SV é um parametro que indica a quantidade de material biodegradavel
disponivel para a conversdo em biogas, desde que haja equilibrio no sistema. Quanto mais
concentrado é um substrato em relagdo ao teor de SV, maior o potencial de producédo de biogas
(Hasan et al., 2019). Os parametros recomendados para a concentracdo de SV para a producao
de metano é 10-20 g/L (Filer; Ding; Chang, 2019).

Todos os substratos e inoculos utilizados neste estudo ficaram acima desse valor
recomendado, indicando alto potencial energético desses substratos e a presenca de materiais
lignocelul6sicos que aumentam esse teor de s6lidos no caso do esterco de aves e torta de filtro.

O in6culo da Usina Cocal pode conter residuos lignoceluldsicos, o que explicaria 0s
elevados teores de sdlidos totais e volateis observados. A presenca desses materiais
lignocelulosicos é corroborada pelas analises de COT, em que os valores obtidos para o indculo
foram similares aos da torta de filtro, sugerindo sua presenca no indculo. Realizar uma
caracterizacdo mais detalhada desse indculo pode fornecer informacdes adicionais sobre sua
composicdo e sua eficiéncia no processo de digestdo anaerobia.

Os valores de DQO da vinhaga (33,2 g O2/L) se aproximam dos valores encontrados na
literatura (20-30 g O2/L) (Hoarau et al., 2018; Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015), confirmando seu
alto potencial como substrato para a producdo de biogas. Por outro lado, o licor alcalino
apresentou um valor de DQO de 8,45 g O2/L, 0 que pode estar relacionado com a presenca de
residuos lignoceluldsicos insolGveis em sua composicdo, afetando a confiabilidade deste
parametro (Leite et al., 2015; Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015). Analises adicionais da
composicao desse licor, principalmente em termos de lignina podem fornecer justificativas dos
baixos valores de DQO e sdlidos observados.

Um outro parametro que pode ser avaliado a partir dos valores COT e NT € a relacdo
carbono/nitrogénio (C:N) dos substratos. A relacdo C:N da vinhaga, se aproximou de valores
encontrados na literatura, sendo que, o valor ideal da relagdo C:N para a producdo de metano
esta entre 20-40:1 (Hamiki et al., 2023; Janke et al., 2016). O célculo da relagdo C:N da torta
de filtro apresentou valores inferiores aos encontrados na literatura (24-41:1) (Leite et al.,2015).

O esterco de aves apresentou uma relacdo C:N préxima dos valores encontrados na
literatura (6,7-10) (Hakimi et al., 2023; Li et al., 2024; Matheri et al., 2017). Seu elevado teor
de nitrogénio pode favorecer a producdo de aménia durante a DA, o que pode inibir a obtencao

de metano. A co-digestdo anaerébia com substratos ricos em carbono equilibra a relacdo C:N,
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reduzindo os efeitos da producdo de amonia e favorecendo a obtencdo de metano.

5.2 PRODUCAO DE BIOGAS E METANO

Nesta secdo, sdo apresentados e discutidos os resultados dos ensaios de potencial
bioguimico de metano (PBM) e anélise cinética para as etapas 1 e 2 deste estudo.

5.2.1 Etapa 1: Cenario base

A Figura 11 apresenta o volume acumulado de biogés ao longo de 65 dias de operacao
dos ensaios de PBM do cenario base. Todos os sistemas avaliados, tanto em mono quanto em
co-digestdo, resultaram em producao de biogas.

A condi¢do que apresentou 0 maior volume acumulado de biogés foi o ensaio B3 (60%
torta de filtro + 40% esterco de aves), que atingiu 3555 mL. Em contrapartida, a monodigestéo
de vinhaca (B1) apresentou o menor desempenho, com 1567 mL, comportamento semelhante
ao controle negativo (B5), cuja producdo maxima foi de 1333 mL. O controle positivo (B6)

resultou em uma producdo acumulada de 2665 mL, sendo a segunda maior producéo observada.

Figura 11- Producéo de biogas nas diferentes propor¢des e combinagdes dos substratos
avaliados na Etapa 1

4000
-
E 3500
v
%D 3000
=)
o 2500
=
S 2000
o
=
g1500 ....lg %;gg%g
51000 ..iX g X X X ¥ X
£ 500 x XXX
S wr X
3 HOK
=)
= 0
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)
W B1 (100% vinhaca) ® B2 (4% torta de filtro e 96% vinhaca)
X B3 (60 % torta de filtro e 40% esterco de aves) A B4 (94% vinhaca, 3,5% torta de filtro e 2,5% esterco de aves)
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Fonte: Autor (2024)

A composigéo do biogas, em termos de CO2 e CHa, esta apresentada na Tabela 10. Os

demais gases presentes no biogas ndo foram determinados. O percentual de metano variou entre
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41,6% e 51,6%, com a maior concentracdo de CH4 no sistema B4 (51,6%). Ja a monodigestao
de vinhaga (B1) resultou na menor proporgéo de metano (41%).

Tabela 10- Média da composicdo do biogas do cenario base

Composicao (%) Bl B2 B3 B4 B5 B6
CO2 584 545 548 484 506 55,0
CH4 41,6 455 452 516 494 450

Fonte: Autor (2023)

O in6culo da Usina Cocal, coletado no reator de mistura completa (CSTR), é uma
biomassa adaptada as condi¢des de operacdo da usina, que envolvem a co-digestdo de vinhaca,
torta de filtro e pequenas proporgoes de esterco de aves. Dessa forma, € provavel que a baixa
resposta do indculo ao sistema de monodigestdo de vinhacga pode estar relacionada a falta de
adaptacdo da biomassa a presenca isolada de vinhaga como Unico substrato.

Por outro lado, o ensaio B4 contendo vinhaca, torta de filtro e estrume de aves, que
possui maior proximidade em termos de operacdo com a usina, resultou no maior percentual de
metano (51,6%), mesmo ndo sendo o cenario com o maior volume de biogas acumulado. Esse
resultado sugere que a composi¢do do substrato influencia tanto na producgéo de biogas quanto
na qualidade do biogas produzido.

Em termos de producéo especifica de metano, aquela que considera a producdo de gas
metano em termos da quantidade de solidos volateis do(s) substrato(s), os resultados foram

distintos dos observados para o volume acumulado de biogés (Figura 12).

Figura 12- Producgdo especifica de metano (NmL CH.4/g SV) para as diferentes proporcdes e

combinac6es de substratos da Etapa 1

700

600

500 {( {( * * *
7 x X% X X X X %X x
o0 400 % X X
T X
O 300 % X
3
E X
Z 200 ; ;

100

0
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)

HB1(100% vinhaga) @ B2 (4% torta de filtro + 96% vinhaga)
A B3 (60% torta de filtro + 40% esterco de aves) % B4 (94% vinhaga + 3,5% torta de filtro + 2,5% esterco de aves)

— B6 (controle positivo)

Fonte: Autor (2024)
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O sistema com a maior producédo especifica de metano foi o ensaio B4, atingindo 505
mL CHa/g SV, seguido dos ensaios B2 (292 mL CHa/g SV), B1 (247 mL CHa4/g SV) e B3 (241
mL CHa/g SV).

A torta de filtro, presente na condicdo B2 (96% V + 4%TF), aumentou a producéo de
metano em relacdo ao cendrio B1 operado em mono-digestdo com a vinhaca. Esse aumento na
producdo de metano resultante da adi¢do de TF pode estar atrelado a um equilibrio nutricional
na co-digestdo destes substratos. No entanto, uma caracterizacdo mais detalhada dos substratos,
considerando macro e micronutrientes e fracdes lignocelulésicas, seria essencial para verificar
sua influéncia na DA.

A monodigestdo da vinhaca (B1) apresentou uma relagdo C:N de 18:1, proxima das
condicdes ideais para a producdo de metano (20-40:1) (Janke et al., 2016). No entanto, sua
producdo especifica de metano foi semelhante aos resultados das condi¢bes B2 e B3, que
apresentaram valores de C:N abaixo do ideal (15 e 14, respectivamente). Esses resultados
sugerem que a co-digestdo desses substratos pode ter contribuido para o equilibrio nutricional
e favorecido a eficiéncia do processo de digestdo anaerdbia. Ainda assim, analises mais
detalhadas da composicdo dos substratos, incluindo macro e micronutrientes, podem trazer
justificativas adicionais sobre a influéncia desses substratos na Co-DA.

O ensaio B4 (94%V + 3,5%TF + 2,5%EA) apresentou 0 maior rendimento de metano
(505 mL CHa/g SV), possivelmente por possuir maior proximidade com o cenario que é
operado na usina, favorecendo a adaptacdo do inoculo. Deste modo, a sinergia entre 0s
substratos pode ter melhorado o balanco energético do sistema e otimizado a producdo de
metano.

Um outro cenario que pode justificar os resultados de producdo especifica de metano
nas condicdes B2 e B3 é a presenca de materiais recalcitrantes na composicao da TF, uma vez
que, durante o processo de clarificacdo do caldo, ha adicdo de pequenas quantidades de bagaco
para otimizar a recuperacao da sacarose durante a filtracdo (Janke et al., 2016). No processo da
DA, a hidrdlise pode ser limitada pela presenga de compostos como a lignina e,
consequentemente, a producdo de metano € reduzida. No entanto, no cenario B3, em que ha
uma maior proporgdo de TF (60%) em co-digestdo com o EA (40%), o valor foi proximo ao
cenario B2 (TF 4% + V 96%) e B1 (V 100%) esses resultados podem estar atrelados a alta
proporcdao de material lignocelulosico (TF e EA), que pode ter causado resisténcia a
transferéncia de massa, devido & maior solidez e recalcitrancia desses materiais, dificultando o
acesso do indculo aos compostos biodegradaveis do substrato e consequentemente limitando a

producéo de metano.
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Em um estudo foi realizado ensaios de PBM utilizando dois indculos diferentes. O
primeiro indculo, adaptado para o tratamento de vinhaca, apresentou 0s seguintes resultados
para a monodigestdo da vinhaca e da torta de filtro: 476 e 353 NmL CH4 g/SV, respectivamente.
Utilizando um indculo proveniente de um abatedouro de aves, os resultados obtidos para os
mesmos substratos e condi¢des foram de 507 e 262 NmL CHa4 g/SV (Volpi et al., 2022). Neste
estudo, a torta de filtro apresentou baixa biodegradabilidade, possivelmente devido as
limitacOes fisicas desse substrato lignoceluldsico, como a maior concentracdo de sélidos que
pode ter afetado negativamente a transferéncia de massa entre o indculo e o substrato, reduzindo
as interacBes microbioldgicas essenciais ao processo da digestdo anaerdbia e resultando em
menores valores de PBM (Volpi et al., 2022).

Analise Cinética

A andlise cinética dos ensaios da Etapa 1, utilizando o modelo cinético de Gompertz
modificado, apresentou um bom ajuste aos dados experimentais, com coeficiente de
determinacéo (R?) acima de 95% para todas as condicdes avaliadas. Os pardmetros cinéticos

obtidos estdo representados na Tabela 11.

Tabela 11- Pardmetros cinéticos do modelo de Gompertz modificado

Vmax NmLCH./g Vmax. NmL CHa/g  Fase Lag

Ensaio sV sV/dia rdiay R
B1(100% vinhaca) 246,89 10,53 0 0970
B2 (4%TF + 96%6V) 292,56 15,07 0 0991
B3 (60%TF + 40%EA) 24113 10,28 0,4 0989
BA(94%V/+3,5%TF+2,5%EA) 505,72 23.40 0 0983

Fonte: Autor (2024)

O ensaio B4 teve o melhor desempenho na producdo de metano, alcangando um
potencial méximo de 505,72 NmL CHa/g SV e uma velocidade méaxima de produgdo de 23,4
NmL CHa/g SV/dia, esses resultados sugerem que a combinacdo desses substratos teve um bom
equilibrio nutricional e sinergia entre os substratos, sendo um cenario ideal visando um maior
aproveitamento de metano no periodo de safra.

O ensaio B2 alcangou 0 maximo de producgdo de metano em aproximadamente 15 NmL
CH4/g SV/dia. E em ambos os cenarios da etapa 1, ndo houve a presenca de fase lag
pronunciada, demonstrado a biodisponibilidade dos substratos ao inéculo na digestdo
anaerdbia. Os ensaios B1 e B3, obtiveram uma producdo maxima de aproximadamente 10 NmL
CHa/g SV/dia, indicando que, no periodo de entressafra, essas condi¢des podem ser operadas,

na auséncia de vinhaca. A torta de filtro apresenta alta disponibilidade de carbono, enquanto o
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esterco de aves contém altas concentracdes de nitrogénio. Essa relagcdo pode favorecer a CoDA,
atividade microbiana e o balango energético do meio (Hakimi et al., 2023; Janke et al., 2016).

O cenario B3 teve uma fase lag de aproximadamente 0,14 dias, que pode estar
relacionada com os teores de sélidos desses substratos (torta de filtro e esterco de aves), e uma
composicdo de materiais lignoceluldsicos que foram limitantes no processo da hidrolise,
ocasionando a fase lag e possivelmente uma menor produgdo de metano. Ademais, por serem
substratos sélidos, pode ter ocorrido interferéncias na transferéncia de massa, limitando a

degradacdo e homogeneizagédo desses substratos como tambem relatado por Volpi et al. (2022).

5.2.2 Etapa 2: PBM com o licor alcalino

A Figura 13 apresenta o volume acumulado de biogas ao longo de 49 dias de operagéo

nos ensaios de PBM utilizando o licor alcalino, cedido pela LNBR.

Figura 13- Volume acumulado da producédo de biogas dos ensaios de PBM com licor alcalino
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Os ensaios de monodigestdo da vinhaca (V), do licor alcalino (L) e a co-digestdo da
vinhaca com o licor (V+L) resultaram, respectivamente, 923, 845 e 863 mL de volume
acumulado de biogas.

Os percentuais de metano obtidos estdo descritos na Tabela 12. O ensaio em co-digestao
da (V+L) apresentou o maior percentual de metano (48%), sequido da monodigestéo da vinhaca

(46%), enquanto o ensaio em monodigestao do licor alcalino (L) resultou em 44% de metano.
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Tabela 12- Média da composicao do biogas nos ensaios com licor alcalino

Composicédo (%) \Y L V+L CN CP
CHs 46 44 48 40 44
CO2 54 56 52 60 56

Fonte: Autor (2024)

Os resultados da producéo especifica de metano em termos da quantidade de solidos
volateis do(s) substrato(s) apresentaram um comportamento grafico diferentes aos observados
para 0 volume acumulado de biogéas (Figura 14). O ensaio em monodigestdo do licor alcalino
(L), obteve o maior resultado na producdo especifica de metano (568 mL CH./g SV), seguida
da co-digestdo da vinhaca com o licor (V+L) (344 mL CHa4/g SV), enquanto a monodigestdo
da vinhaca (V), apresentou valor de 267 mL CHa/g SV.

Figura 14- Producdo especifica de metano dos ensaios com licor em co-digestdo com vinhaca
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A producdo especifica de metano do licor alcalino € caracterizada por um padrdo de
duas fases sigmoides. No sistema de co-digestéo, a presenca desse padréo sigmoidal duplo foi
menos observada em comparagdo com o formato da curva observado no sistema de
monodigestdo do licor alcalino. O formato da curva com duas fases distintas de producao de
metano pode ser atribuido a presenca de compostos lignoceluldsicos insolGveis como a lignina,
gue podem se tornar soltveis ao longo dos ensaios de PBM, influenciando a disponibilidade de

substratos para as arqueas metanogénicas.
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Analise cinética

A andlise cinética dos ensaios da Etapa 2, com o licor alcalino, foi realizada aplicando
0 meétodo de Boltzmann, devido a presenca de uma dupla sigmoide, que indica que ha duas
fases de producéo especifica de metano. Esse método de analise é considerado o mais adequado
para o ajuste dos dados de PBM, conforme estudos de Volpi et al. (2022).

Os dados apresentaram um bom ajuste ao modelo cinético de Boltzman, conforme os

parametros descritos na Tabela 13.

Tabela 13- Parametros cinéticos do modelo de Boltzman

Vmax CHa4 max

Ensaio  \imi cHagrsy) B@ @y cHag/sv d) R?
I Iy

v 2675 30 44 1932 77 0,97

L 568 28 113 1097 10,0 0,97

VL 344.6 28 21 1073 7.9 0,97

Fonte: Autor (2024)

No processo de DA, a vinhaca € um substrato de facil degradacédo, possuindo respostas
rapidas a producdo de metano, pois a etapa de hidrélise ndo é limitante para esse substrato,
tendo sua fase de estabilizacdo rapidamente alcancada. O licor alcalino, diferentemente da
vinhaca, ndo possui rapida biodegradabilidade, possuindo uma maior disponibilidade de
compostos organicos inibidores, como os derivados do furfural e residuos lignocelulésicos que
podem ser gerados durante o pré-tratamento alcalino.

Esse resultado pode ser observado a partir dos parametros cinéticos dos tempos de
inflex&o das curvas sigmoidais (t: e t2), onde o ensaio com licor alcalino (L) apresentou um
tempo de producdo maxima de metano mais prolongada. Esse resultado pode estar associado a
presenca de compostos inibidores, como os derivados de furfural ou residuos lignocelulésicos,
que podem dificultar a etapa inicial da hidrélise e retardar ou inibir a conversao dos substratos
em metano.

Entretanto, a menor taxa de degradacdo inicial observada no licor alcalino (109,7 NmL
CHa g/ SV d) em comparacdo com a taxa de degradacéo inicial da vinhaga (193,2 NmL CHa g/
SV d) pode estar relacionada ao maior volume acumulativo de metano do ensaio com licor (L).
Esse resultado sugere que, ao longo do tempo de operacdo, os substratos se tornaram mais
biodisponiveis para a degradacdo no processo da digestdo anaerdbia, compensando a limitacdo
inicial imposta pela presenca de compostos inibidores e ou recalcitrantes no licor alcalino.

O licor alcalino (L) teve sua méxima de producéo de metano, atingindo 568 NmLCH./g
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SV. A co-digestdo (V+L) obteve um valor intermediario de 345 NmLCH./g SV, enquanto a
monodigestdo da vinhaga resultou em 268 NmLCH4/g SV. Esses resultados indicam que a
integracdo desses substratos influenciou significativamente a producdo de metano. Entretanto,
para entender a influéncia desses substratos na obtencdo de metano, analises mais detalhadas
de caracterizacdo do licor alcalino e da vinhaga, bem como do indculo utilizado neste ensaio

s80 necessarias para aprimorar essa discussao.

5.3 ETAPA 3-PRE-TRATAMENTO BIOLOGICO

O pré-tratamento biolégico do bagaco de cana-de-acUcar foi realizado utilizando o
fungo P. ostreatus, visando aumentar a biodegradabilidade da biomassa para producdo de
biogads. Nesse contexto, foram abordadas duas estratégias de cultivo fungico no bagaco:
Fermentacdo submersa (FSm) e Fermentagdo em estado sélido (FES) conforme descrito no item
4.4,

A partir dos testes realizados na FSm, duas condi¢cdes foram selecionadas para 0s
ensaios de potencial bioquimico de metano (PBM), permitindo a comparacdo da producdo de
biogas entre as condi¢des de pre-tratamento e com o bagaco sem pré-tratamento. Futuramente,
serdo realizadas ensaios de PBM a partir das condicdes resultantes da FES.

Logo, esta se¢do estd organizada em trés partes principais: i- Fermentacao submersa; ii-

Producéo de biogas a partir do pré-tratamento biologico; iii-Fermentacdo em estado solido.

5.3.1 Fermentacdo Submersa

Neste estudo, ap6s 30 dias, oito condicdes de cultivos realizadas no bagaco de cana-de-
acucar e trés condicOes de controle foram avaliadas apds a fermentacdo submersa (FSm) (item
4.4.1). Os cultivos foram caracterizados quanto ao teor de agUcares redutores totais (ART) no
caldo de fermentacdo, taxa de crescimento fungico (TCF) e massa seca (MS), conforme

apresentados na Tabela 14.



51

Tabela 14- Caracterizacdo do bagaco apOs o pré-tratamento bioldgico em

fermentacdo submersa

Ensaio ART (g/L) MS (%) TCF (%)
El 0,9+0,01 12,64+0,20 29,78+0,01
E2 6,7+0,16 9,28+0,13 -4,78+0,02
E3 0,5+0,01 10,27+0,01 -1+0,01
E4 0,3+0,01 4,9+0,01 -11+0,3
E5 0,6+0,01 5,46+0,02 -13+0,21
E6 0,4+0,21 7,63+0,01 -22+0,02
E7 1,3+0,01 3,44+0,34 -15+0,1
E8 0,8+0,01 9,64+0,32 32+1.4
C1 3,0£0,11 - -

Cc2 5,4+0,14 - -
C3 5,9+0,11 - -

Fonte: Autor (2025)

A fermentacdo submersa € amplamente utilizada quando se quer obter e avaliar extratos
enzimaticos (Datsomor et al., 2022). Porém, neste trabalho ndo foi avaliada atividade
enzimatica nem quantificado possiveis extratos enzimaticos produzidos durante a FSm.

A avaliacdo da concentracdo de acUcares redutores totais (ART) nos controles, foi
necessaria para a comparagdo com os cultivos fangicos. O C1 representa o controle abidtico,
contendo apenas a solugdo salina, e apresentou 3,0 g/L de ART. Essa concentracdo de agucares
possivelmente sdo resultantes do enriquecimento de 2% de glicose e extrato de levedura que
foram adicionados a solucéo salina (item 4.4.1).

Ja o C2 (abiotico) que contém a solucdo salina e o bagaco de cana, apresentou uma
concentracdo de 5,4 g/L de ART, este resultado indica que durante o periodo do ensaio, foi
liberado agUcares da biomassa, além dos agucares que ja estavam presentes na solucdo salina
conforme o resultado de ART do C1. A liberacdo desses acUcares pelo bagaco, pode ter ocorrido
logo no inicio do processo, apOs a autoclavagem, ou pode ter sido favorecida pela agitacéo
vigorosa e o longo tempo de cultivo. Essa discussdo pode ser complementada fazendo uma
analise periddica da producdo de acucares desse ensaio ao longo de 30 dias, incluindo uma logo
apos o processo de autoclavagem.

O C3foi realizado para avaliar o comportamento do fungo na presenca da solugéo salina
sem a adicdo do bagaco. Os resultados desse ensaio foi de 5,9 g/L de ART, indicando que além
da concentracdo de agUcares presente no meio, conforme os resultados do controle C1, houve
atividade metabolica do fungo no meio, possivelmente associada a producdo de enzimas
celuloliticas e ligninoliticas, caracteristicas dos fungos causadores de podriddo branca
(Datsomor et al., 2022).

Os ensaios E7 e E8 foram os Gnicos em que a solugéo salina ndo foi utilizada como meio
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de cultura. Nesses ensaios, o cultivo do bagaco de cana-de-acgucar foi realizado em meio liquido
com caldo de batata e extrato de levedura, conforme detalhado na metodologia (item 4.4.1). A
principal variavel nesses cultivos foi a quantidade de massa de baga¢o que foi adicionada. No
ensaio E7 foram adicionadas 2% (m/v) e no ensaio E8 1% (m/v) de bagaco, o que pode ter
influenciado a taxa de crescimento fungico (TCF) e na disponibilidade de aglcares no meio.

Os resultados de TCF do ensaio E7, mostram que ndo houve crescimento flngico e o
resultado negativo indica que houve perda de massa durante o processo. A perda de massa pode
estar relacionada com falhas durante o processo de filtracdo, em que a biomassa pode ter ficado
aderida nas paredes do Erlenmeyer ou no funil de filtracdo. No entanto, o ensaio E8 apresentou
uma TCF de 32%, esse resultado sugere que houve atividade fangica na FSm. Contudo, esse
resultado pode estar relacionado somente ao crescimento micelial do fungo e ndo pela interacéo
com os componentes lignocelulésicos do bagaco, pois 0 meio utilizado para crescimento (caldo
de batata e extrato de levedura) é uma fonte nutricional para o desenvolvimento do fungo
(Rawte; Diwan, 2011), favorecendo as condic¢des de crescimento.

O ensaio E7 ndo apresentou crescimento, mesmo sendo realizado nas mesmas condi¢oes
que o ensaio E8, com excecdo da massa de bagaco que foi adicionada. A primeira hipdtese para
a diferenca desses resultados é que ao adicionar o bagaco em maior quantidade, o meio de
cultivo pode ter ficado supersaturado de nutrientes, causando a inibi¢do do fungo. Essa hip6tese
pode ser justificada pela concentracdo de aclcares redutores no meio. O ensaio E8 teve
crescimento positivo e uma concentracdo de agUcares redutores totais de 0,8 g/L, enquanto o
ensaio E7 teve o dobro de bagaco adicionado, sem resposta de crescimento fangico e uma
concentracdo maior de ART (1,3 g/L), indicando que o meio pode ter ficado supersaturado de
nutrientes causando a inibi¢cdo do microrganismo.

Uma segunda hipotese pode ser sugerida que, ao adicionar o dobro de bagago no ensaio
E7, o mesmo pode ter criado barreiras fisicas no meio, dificultando a disponibilidade de
oxigénio e a dispersdo do micélio no meio liquido. Para testar essas hipGtese, sugere-se a
realizacdo de ensaios de controle abidtico, desse cultivo com andlise de concentragdo de ART,
a fim de avaliar a concentracdo de agUcares presentes no meio. Ademais, ensaios variando a
quantidade de bagaco adicionada também sdo recomendadas, pois podem fornecer respostas
mais conclusivas sobre o impacto desse parametro no crescimento fangico.

Por outro lado, os ensaios com bagaco que foram cultivados com solugéo salina, tanto
em cultivo estatico (E3) quanto sob agitacdo (E4), quando comparados com ensaios
suplementados com glicose (E5 e E6) em incubacdo estatica e em agitacdo, respectivamente,

ndo apresentaram crescimento fungico. Os valores negativos da taxa de crescimento fungico
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(TFC) nesses ensaios, sugerem que houve perda da massa inicial do bagaco adicionada ao meio.
Esse resultado pode ser consequéncia de perda de biomassa durante a filtracdo ou até uma
possivel biodegradacédo parcial do bagaco sem crescimento fungico expressivo.

Nos ensaios E3, E4, E5 e E6, a inoculacdo foi realizada a partir de 10 mL do cultivo em
meio liquido, esse meio normalmente proporciona condi¢es ideais para o crescimento fangico,
como sugerido nos resultados do ensaio E8. Uma hipdtese, que pode estar relacionada ao baixo
crescimento nesses ensaios, € que, ao ser adicionado ao meio de cultura, o fungo ja esta com
seu metabolismo ativo, consumindo rapidamente todo o acucar disponivel no meio. Como néo
houve mais fontes nutricionais de facil degradacdo provenientes do bagaco, o metabolismo do
fungo foi inibido rapidamente, ndo conseguindo degradar a biomassa. Essa hipdtese explica a
reducdo dos ART presentes na solucdo salina e 0 ndo crescimento representativo na TCF.

Por outro lado, 0 metabolismo do fungo pode ser sido inibido pela presenca do bagaco,
pois outro fator que pode estar atrelado a essa condigdo € a relacdo C/N do meio nutricional,
que pode causar repressdo catabdlica quando a concentracdo de um desses elementos estdo em
maiores concentracdes (Durdn-Sequeda et al., 2021). O bagaco de cana-de-acUcar apresenta
uma relacdo C:N de 90-101:1(Janke et al., 2016b), logo possivelmente a atividade metabdlica
do fungo pode ter sido inibida pela presenca de altas concentracGes de carbono no meio.

Entretanto, para melhor clareza e fundamento dessas discussdes, sugere-se que analises
estatisticas sejam realizadas para verificar se ha diferencas significativas entre esses cultivos
em relacdo as variaveis de agitacdo e suplementacdo. Além disso, analises de extrativos
enzimaticos e metabolitos do fungo também podem ajudar nas discussdes desses ensaios, bem
como arelacdo C/N do bagaco e do meio de cultivo ao longo do processo experimental.iblioteca

O crescimento fungico em cultivo liquido, pode apresentar crescimento disperso ou
formar aglomerados micelial. A Figura 15 ilustra o crescimento do fungo P. ostreatus em meio
liquido sem agitacdo (A), em que houve a formacdo de um crescimento aglomerado superficial
e crescimento em meio liquido com agitacdo (B), onde o crescimento micelial foi mais disperso

no meio (formacdo de pellets).
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Figura 15- Crescimento micelial em meio liquido sem agitacdo e com agitacao
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Em estudo foi comparado a producdo de metabodlitos secundarios gerados do
crescimento micelial fungico, a partir de crescimento em meio liquido, crescimento sélido em
agar e crescimento sélido em &gar com esferas de vidro, o crescimento sélido obteve os
melhores resultados de producdo de metabdlitos secundéarios, enquanto no cultivo liquido ndo
foi determinado a presenca de metabolitos secundarios (Droce et al., 2013).

Os ensaios E1 e E2, tiveram como fonte de inoculagdo fragmentos do micélio cultivados
em agar. Embora a taxa de crescimento fungico ndo tenha sido relevante na condicdo E2, o
ensaio E1 teve crescimento expressivo, resultado este proximo ao observado no ensaio E8. A
variante entre os ensaios E1 e E2 esta na forma de incubacéo, onde o ensaio E1 foi incubado de
maneira estatica e o ensaio E2 em agitagéo.

O ensaio E1 apresentou uma concentracdo de acUcares redutores totais (ART) de 0,9
g/L, indicando atividade flngica e consumo de agUcares presentes no meio, o que se refletiu na
taxa de crescimento fungico (TFC) de 29,8%. Uma possivel explicacdo para esse resultado é
que o fungo foi inoculado a partir de micélio previamente cultivado em placa de Petri, que
permanece armazenado sob refrigeracdo para conservacdo. Embora o cultivo tenha ocorrido a
26°C, o micélio armazenado em temperaturas mais baixas pode ter possivelmente apresentado
uma retomada metabolica mais lenta no inicio do ensaio, favorecendo uma adaptacdo mais
gradual ao meio estatico e, consequentemente, a degradacao progressiva dos aguicares

Em contrapardida, o ensaio E2, ocorre sob agitacdo vigorosa, podendo ter promovido o
cisalhamento das hifas fungicas e ndo tendo atividade de crescimento neste ensaio. Essa
hipotese pode ser reforcada pela concentracdo de agucares retores totais, que ndo foi consumido

ao longo do experimento, logo, o fungo nédo teve crescimento nesse meio e consequentemente
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ndo houve efeitos na degradabilidade no bagaco.

No entanto, sugere-se analises complementares para compreender esses cenarios, como
analises de atividade enzimaticas e caracterizacdo em termos de lignina, celulose e
hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar, que podem fornecer informac6es sobre o potencial
de degradacéo da biomassa.

Durante o crescimento estatico, os micélios flngicos ndo ficam em contato direto com
0 bagaco, por serem microrganismos aerobios, o crecimento ocorre acima do liquido, em que
ha maior disponibilidade de oxigénio. Logo, uma andlise enzimatica para verificar se ha
atividade lignocelulolitica no meio, e 0 quanto essas enzimas conseguem degradar a biomassa
sem a necessidade de agitacdo sdo necessarias. A Figura 16, demonstra essa preocupacao em
relacdo ao cultivo estatico, em que é possivel observar que o crescimento fangico ocorre
principalmente na superficie do meio de cultura, sem contato direto com o bagaco de cana-de-

acucar.

Figura 16- Cultivo liquido com crescimento estatico
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Fonte: Autora (2025)

Um estudo investigou a influéncia de fatores fisico-quimicos na producdo de lipase com
o fungo B. bassiana, que foi cultivado sob cinco condigdes distintas de agitacdo: cultivo
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estatico, 50, 100, 150 e 200 RPM. Os resultados desse estudo demonstraram um aumento de 98
vezes na atividade da lipase em 100 RPM comparado ao cultivo estatico, tendo estas produgédo
inibida com o aumento da agitacdo, possivelmente ocasionado pelo cisalhamento das hifas do
microorganismo (Vici et al., 2013).

Na literatura, ndo foram encontrados estudos que investiguem diretamente os efeitos da
agitacdo na biodegradabilidade de fungos causadores da podriddo branca na biomassa
lignocelulosica. No entanto, a producéo de lacases por fungos da podriddo branca, pode ser
influenciada por agitac6es e ou aeracOes altas, diminuindo sua producdo enzimatica (Tinoco-
Valencia et al., 2014). Dessa forma, deve haver um equilibrio entre a agitagdo e o crescimento
do micélio, visto que, esse pode ser um dos fatores que influenciam na eficiéncia do
metabolismo fungico e consequentemente, na degradacao da biomassa lignocelulésica.

Portanto, considerando que a condicdo E1 apresentou a melhor taxa de crescimento
fangica, e que a condigdo E2 manteve a concentracdo de agUcares redutores sem consumo
significativo, essas condi¢des foram escolhidas para conduzir os ensaio de potenical bioquimico
de metano (PBM), permitindo a comparacdo entre esses pré-tratamentos e com o bagago sem

pré-tratamento.

5.3.2 Potencial Bioquimico de Metano a partir do pré-tratamento biol6gico

Os ensaios de potencial bioquimico de metano (PBM) foram conduzidos utilizando os
ensaios E1 e E2, que neste topico, terdo sua nomenclatura alterada para BS (bagaco sem
agitacdo) e BC (bagaco com agitacédo), respectivamente.

Os substratos e 0 indculo foram caracterizados em termos de sélidos totais (ST), sélidos
volateis (SV) e pH. Os resultados estdo apresentados na Tabela 15.

E importante destacar que a caracterizacio e os ensaios de PBM foram conduzidos
utilizando todo o cultivo resultante do pré-tratamento (caldo e bagaco), sem nenhuma filtracdo
prévia. Os frascos foram homogeneizados antes de realizar os experimentos para garantir uma

distribuicdo homogénea do caldo e do bagaco.

Tabela 15- Caracterizacdo média dos substratos e inoculo

Parametros ST (%) SV (%) pH
Bagaco pré-tratado sem agitacdo 4,1+0,8 3,5+0,6 5,83+0,01
Bagaco pré-tratado com agitagdo 4,015 3,4+1,1 6,3610,01
Bagaco sem pré-tratamento 95+0,03 90+0,05 -
Inéculo Cocal 10,1+18 58+14 7,2+0,01
Fonte: Autor (2025)
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O inoculo utilizado apresentou valores de solidos volateis acima dos recomendados por
Filer, Ding e Chang (2019). Esse resultado pode estar atrelado a presenca de materiais
lignocelulosicos no reator CSTR da Usina Cocal, conforme ja discutido anteriormente (item
5.1).

Os valores de pH dos cultivos apds o pré-tratamento bioldgico do bagago apresentaram
valores relativamente proximos. O pH mais baixo observado no bagago pré-tratado sem
agitacdo pode estar associado a producdo de acido organicos e outras substancias metabdlicas
pelo fungo P. ostreatus durante o pré-tratamento, sendo comum em processos de degradacéo
lignocelulosica realizada por microorganismos (Khan; Ahring, 2019).

Os valores de ST e SV ap0s o pré-tratamento fungico foram semelhantes nas condi¢des
sem agitacdo e com agitacdo. Os valores correspondentes ao ensaio sem agitacdo, foram um
pouco maiores devido a taxa de crescimento flngico observados nestes ensaios, entretanto uma
andlise estatistica seria interessante para verificar se ha diferenca significativa do ponto de vista
experimental entre os solidos do cultivo.

O bagaco in natura (sem pré-tratamento) apresentou valores altos de ST e SV, visto que,
70 a 85% de sua estrutura € composta por compostos lignoceluldsicos recalcitrantes
(Sawatdeenarunat et al., 2015). Contudo, os resultados de solidos obtidos do bagaco in natura,
ndo devem ser comparados diretamente com os s6lidos do cultivo do pré-tratamento, pois como
mencionado anteriormente, o pré-tratamento fangico foi conduzido utilizando todo o cultivo
(caldo e bagaco).

Um dado interessante, para estudos futuros seria a realizacdo de analises separadas do
caldo e do bagaco filtrado, permitindo resultados mais promissores sobre a eficiéncia do pré-
tratamento e substratos enzimaticos que podem estar solubilizados no meio liquido. No entanto,
no presente estudo, esta abordagem ndo pode ser adotada, pois a quantidade de bagaco
adicionado aos cultivos é pouca (2% m/v). Para que essa analise fosse mais promissora, seria
necessario realizar os cultivos em biorreatores de maior escala, para obter uma quantidade
significativa de biomassa suficientes para as analises replicadas de solidos.

A Figura 17 apresenta o volume acumulado de biogas em termos de solidos volateis dos

ensaios de PBM, utilizando o bagaco pré-tratado com e sem agitacdo e o bagaco in natura.
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Figura 17- Volume acumulado da producéo de biogas dos ensaios de PBM do pré-tratamento
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Fonte: Autora (2025)

Os ensaios conduzidos com o bagaco in natura obtiveram volume acumulado de biogas
de 14,55 mL g/SV. Esses ensaios foram realizados de forma paralela, com o objetivo de compor
a discussdo comparativa dos dados obtidos nos ensaios com bagaco pré-tratado.

Por outro lado, 0s ensaios conduzidos com o bagaco pré-tratado (com agitacdo e sem
agitacdo) e o controle negativo, apresentaram uma producdo acumulada de biogas de 480 mL
g/SV para os ensaios BC (com agitacdo) e 591 mL g/SV para o ensaio BS (sem agitacdo).

Os ensaios com 0 bagaco pré-tratado sem agitacdo demonstraram mais eficiéncia na
producédo de biogas, quando comparado ao ensaio conduzido em agitacdo e ao ensaio com 0
bagaco sem pré-tratamento ja encerrado. Esse resultado do ensaio BS pode estar relacionado
com a degradacdo da biomassa lignocelul6sica, visto que, no cultivo, o fungo ja havia
consumido boa parte dos agucares presentes na solucdo (0,9 g/L de ART). Esse comportamento
sugere que o0 consorcio microbiano da digestdo anaerdbia, pode estar utilizando a biomassa
degrada pelo fungo para a producéo de biogas.

Diferente do resultado observado no BS, o ensaio BC (realizado com agitacdo),
apresentou ao final do cultivo 6,7 g/L de agUcares redutores totais. Como os carboidratos
sollveis, s@o hidrolisados rapidamente no processo da digestdo anaerdbia, € entdo provavel que
o resultado da producdo de biogas no ensaio BC seja resultado dos agucares que estavam
disponiveis na solucdo.

Os resultados indicam que houve eficiéncia na biodegradabilidade do bagago de cana-
de-acucar, e que comparado ao ensaio em agitacdo, 0 pre-tratamento estatico € o que

demonstrou maior conversdo da biomassa lignocelulosica em biogas. Entretanto, analises de
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caracterizagdo antes e ap0s o pré-tratamento fangico em termos de lignina, celulose,
hemicelulose, anélises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e analises de atividade
enzimatica, sdo fundamentais para entender se ocorreu a quebra da estrutura lignocelulésica
apos o pré-tratamento e sua relagdo na producédo de biogas. Ademais, analises da composi¢édo
do biogds também sdo necessarias determinar a concentracdo de metano no biogas,
relacionando todos os pardmetros com a biodegradabilidade do bagaco de cana-de-agUcar.

5.3.3 Fermentacdo em Estado Solido

Em termos de producdo e recuperacdo de enzimas extracelulares, a fermentacao
submersa (FSm) permite um maior controle dos pardmetros operacionais, o que facilita a
quantificacdo e determinacdo enzimatica. No entanto, do ponto vista comercial, a FSm ¢
limitada devida a baixa concentracdo dos extratos enzimaticos produzidos, tornando este
processo mais caro (Yoon et al., 2014).

Por outro lado, a fermentacdo em estado solido (FES) pode reduzir custos operacionais
e suprir as lacunas que sdo encontradas na FSm. A FES € um processo que ocorre na auséncia
livre de agua em que o microrganismo se desenvolve em uma fonte natural de carbono como
por exemplo, a biomassa lignoceluldsica (Sala et al., 2019).

Neste estudo, foram avaliadas cinco condigdes distintas de fermentacdo em estado
solido no bagaco de cana-de-agucar, conforme descrito no item 4.4.2. O bagaco derivado da
FES foi caracterizado quanto ao teor de acUcares redutores totais (ART), taxa de crescimento
fangico (TCF) ap6s a corrida micelial e a eficiéncia biolégica (EB). Os resultados da

caracterizacdo estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16- Caracterizacdo do bagaco apds pré-tratamento biolégico em FES

Ensaio ART (g/L) TCF (%) EB (%)
Bl 0,7+0,01 2340,01 5,0+0,01
B2 - 18+0,01 11,0+0,01
B3 0,5+0,001 27+0,01 41,62+0,01
B4 - 18+0,01 35,6+0,01
B5 - 47+0,01 -

CN 0,3+0,003 - -

Fonte: Autor (2025)

A determinac&o da taxa de crescimento fungico (TCF%) foi adaptada para uma base de
calculo considerando a massa umida do bagaco (6,8%). Como os sacos de cultivo foram

mantidos em condigdes axénicas, a realizacdo de analises diretas da massa seca ao longo do
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experimento n&o foi realizada. Além disso, o volume elevado de substrato nos sacos dificulta a
estimativa precisa do consumo ao longo do tempo. Ainda assim, os valores obtidos refletem o
comportamento do crescimento fangico dentro das condi¢des estabelecidas.

Em relacdo a determinacdo de acucares redutores totais (ART), os valores obtidos
referem-se aos acgucares solubilizados em &gua (item 4.4.3), no entanto, ndo foi possivel
determinar os ART nos sélidos da biomassa, uma vez que a extragdo foi realizada apenas nos
acucares sollveis na agua.

Essas desvantagens presenciadas na FES, também sao relatados em um estudo realizado
por Sala et al. (2019), em que parametros de operagdo como pH, temperatura, umidade,
condigdes nutricionais etc. foram acusados como desvantagem desse processo.

Desta forma, por se tratar de um estudo inicial, os resultados apresentados serdo
baseados apenas na descricdo do procedimento metodoldgico e dos resultados visuais
observados ao longo do tempo.

O processo de inoculagdo mais usual no processo de FES é a inoculacdo da cultura
fangica em grdos de cereais cozidos, esse processo é conhecido como Spawn ou producao de
sementes fungicas. Neste estudo a producéo de sementes foi realizada a partir de grdos de milho,
previamente cozidos, que foram incubados por 15 dias até a sua completa colonizagdo. A Figura
18, demonstra a colonizacgdo dos grdos de milho durante 15 dias, antes do cozimento do gréo
do milho (A), cinco dias apds a incubacdo (B) e apds 15 dias até a completa colonizacdo dos

grdos pelo fungo P. ostreatus (C).

Figura 18- Producdo de Spawn em graos de milho

Fonte: Autora (2025)
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As sementes de gréos, geralmente sdo utilizadas como meio suporte, pois grande parte
dos cereais apresentam condic¢Bes nutricionais essenciais para o desenvolvimento do micélio
fangico, além de reduzir custos e serem mais disponiveis. Porém, Sala et al. (2019), aponta o
uso de grdos como uma desvantagem desse processo, pois representa uma reducdo na
quantidade de alimentos disponiveis para consumo.

Em nosso estudo, dois cultivos com o bagaco inoculado com as sementes apresentaram
contaminacdes. Essas contaminacgdes podem ser decorrentes de um processo de autoclavagem
com tempo de esterilizacdo ineficaz para os grdos de milho, visto que é comum a presenca de
agentes patogénicos nesses graos. Essa contaminacdo foi confirmada visualmente em um dos
cultivos de sementes, em que foi observada a presenca de contaminantes, conforme a Figura
19.

Figura 19- Presenca de contaminantes nos cultivos

Fonte: Autora (2023)

Legenda: A: contaminagdo 10 dias apds o processo de incubagdo no bagago suplementado com farelo de milho e
trigo. B: contaminacao no bagaco de cana ap6s 12 dias da incubacédo. C: contaminagdo das sementes de
milho observados apés 8 dias do periodo de incubacédo

A inoculacdo dos sacos de cultivos, também foram realizadas com fragmentos de
micelio inoculados em placa de Petri, e ndo foram observadas fontes de contaminacao a partir
desse método. Entretanto, como ndo foi realizada nenhuma anélise eficiente dos substratos, ndo
é possivel comparar se houve diferencas em termos de biodegradabilidade ou taxa de
crescimento fangico relevantes entre essas duas formas de incubacao.

O processo de incubacéo foi realizado ao longo de 30 dias, armazenados em uma caixa
organizadora escura, de forma que, durante o periodo de incubac¢do ndo houvesse exposicdo a
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luz. Apds 30 dias, foi possivel verificar uma maior colonizagdo fungica no substrato na
superficie dos sacos de cultivo, que foram abertas para permitir a evolugdo dos primordios e
frutificacdo dos cogumelos (Figura 20). Nos casos em que a concentracdo micelial ocorreu de
forma axial nos sacos de polietileno, um corte foi realizado na lateral dos sacos para favorecer

a evolucdo dos primdrdios e crescimento dos cogumelos.

Figura 20- Colonizacdo superficial completa dos sacos de cultivo com bagaco e
controle negativo sem a presenca visual de contaminantes
B kL L o
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Fonte: Autora (2025)

Para a fase de frutificacdo, uma estufa de cultivo foi construida a partir de telas aramadas
para acomodacao dos sacos de cultivo para a frutificacdo (Figura 21). O suporte foi envolvido
com papel filme, com o objetivo de ajudar a manter a umidade no interior da estufa e evitar a
entrada de insetos. Diferente da incubacdo, que ocorre na auséncia de luz e com baixa
oxigenacdo, a etapa de frutificacdo requer condicdes especificas, como exposi¢cdo a baixa
luminosidade, temperatura controlada entre 22 e 26°C e umidade entre 80 e 60% (Magalhées;
Moreira; Zied, 2018). Para 0 monitoramento dessas variaveis, um termo-higrémetro foi alojado

dentro da estufa, permitindo o0 acompanhamento da temperatura e umidade.
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Figura 21- Construcdo de uma estufa para favorecer a frutificacdo dos cogumelos
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Fonte:iAutora (2025)

Durante a fase de frutificacdo, a manutencdo da umidade no interior da estufa foi
inicialmente realizada por aspers6es manuais de agua, utilizando um borrifador uma vez ao dia.
Entretanto, esse método nao foi o suficiente para manter a umidade minima necessaria de 60%.

Para solucionar esse problema, foi utilizado um umidificador de ar acoplado a um
controlador Arduino, programado para nebulizar gua por um minuto a cada hora. Com essas
modifica¢bes, a umidade foi mantida de forma constante em torno de 80%, garantindo
condicdes ideais para o desenvolvimento dos cogumelos.

No 7° dia ap6s o inicio da frutificacdo, foi observado o surgimento dos primeiros corpos
de frutificacdo, que atingiram sua maturidade ao 10° dia. No 14° dia, os cogumelos foram
colhidos, pesados e armazenados em congelamento para possiveis analises futuras. A Figura 22
ilustra as fases de frutificagcdo: (A) inicio da frutificacdo, (B) desenvolvimento completo do

fruto e (C) colheita do cogumelo.
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Figura 22- Etapas da frutificagdo do fungo Pleurotus ostreatus
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Fonte Autora (2025)

Diferentes fases de frutificacdo foram observadas diferentes tamanhos e massas de
cogumelos, sendo que nas condi¢des em que o0 bagaco de cana foi suplementado com 15% de
farelo de trigo e 15% de farelo de milho, o peso médio dos cogumelos colhidos variou entre 25
e 27g. Nas demais condicGes, o peso médio dos cogumelos colhidos foi de aproximadamente
10g. Para obter resultados mais conclusivos sobre a relacdo da suplementacdo, sdo necessarias
futuras analises para avaliar a qualidade nutricional dos cogumelos, incluindo teores de
proteinas e carboidratos, e a relagdo com o substrato e meio de suplementacéo.

Portanto, os resultados obtidos até o momento indicam que a suplementacdo do
substrato com fontes adicionais de carbono e nitrogénio, tiveram um melhor desempenho na
frutificagdo dos cogumelos, auxiliados pelo controle de umidade durante a fase de frutificacéo.
Porém, sdo necessarias analises complementares para avaliar a influéncia de outros fatores,
como a biodegradabilidade dos compostos recalcitrantes do substrato, caracteriza¢do detalhada
da composi¢édo do bagaco antes e apos o pré-tratamento, testes de PBM e analise da composicao
do biogas e a eficiéncia do pré-tratamento bioldgico na digestdo anaerdbia. A partir desses
dados, sera possivel discutir e compreender o potencial de aproveitamento do bagaco de cana-

de-agUcar em processos biotecnoldgicos.
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Nossa pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial de producéo de biogas e metano
a partir de subprodutos do setor sucroalcooleiro, avaliagdo do potencial energético do licor
alcalino e pré-tratamento do bagago de cana utilizando fermentacdo em estado sélido e
fermentagao submersa utilizando o fungo Pleurotus ostreatus.

A primeira etapa, avaliou o potencial de producdo maxima de metano e biogas a partir
dos residuos da industria de etanol em co-digestdo com esterco de aves, em propor¢oes e
combinagBes para garantir a continuidade da producdo no periodo de safra e entressafra. Os
resultados mostraram que, 0s ensaios operados na auséncia de vinhaca, com 60% de torta de
filtro e 40% de esterco de aves obteve um resultado de 241 NmLCHa4/g SV, enquanto 0 ensaio
operado com 100% de vinhaga obteve 247 NmLCH4/g SV. Sugerindo que no periodo de
entressafra, quando ndo ha disponibilidade de vinhaca, a usina consegue manter sua producao
com esse cendrio. Porém, a maior producdo de metano foi observada na co-digestdo de 94%
vinhaca + 3,5% de TF + 2,5 EA, atingindo 505 NmLCHa/g SV, evidenciando a eficiéncia desses
compostos na DA.

A segunda etapa avaliou o potencial energético do licor alcalino oriundo do preé-
tratamento quimico do bagaco de cana-de-agtcar com NaOH, em ensaio de mono e co-digestdo
com a vinhaga com foco na producdo de metano e biogas e consequentemente na mitigacéo do
impacto ambiental gerado por esse residuo. Os resultados demonstram o alto potencial
energeético deste substrato 568 NmLCHa/g SV, enquanto sua co-digestdo com a vinhaga obteve
344 NmLCHa/g SV. Neste cenario a monodigestao da vinhaca apresentou 267 NmLCHa4/g SV.
Esses valores reforcam o potencial energético desse residuo oferecendo uma rota de destinacdo
para a producdo energética mitigando os impactos associados a esse residuo.

Na terceira etapa, foram exploradas rotas biologicas do pré-tratamento do bagaco de
cana-de-acucar utilizando fungos da podriddao branca. Os resultados indicaram que, em
fermentacao submersa, o cultivo sem agitacdo apresentou melhores condig¢des na producao de
biogas produzindo um volume de 591 mL/gSV, enquanto o cultivo em agitacdo obteve um
volume méaximo de 480 mL/gSV de biogas. Na fermentacdo em estado os corpos de frutificagdo
foram mais volumosos na condicdo suplementada com farelo de trigo e milho atingindo uma
eficiéncia biologica de 41%, enquanto na condi¢cdo em que a suplementacdo ocorreu apenas
com farelo de trigo a eficiéncia bioldgica foi de 11%. Esses resultados serdo utilizados para um
PBM futuro para verificar e comparar o potencial de producdo de biogas e metano do bagago

pré-tratado em FES, FSm e sem pré-tratamento.
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7 SUGESTOES FUTURAS

Como parte a complementar esse trabalho e ou para trabalhos futuros sugiro,
e Caracterizacdo detalhada dos substratos torta de filtro, vinhaca, esterco de aves, licor

alcalino e dos licores

e Anadlise de viabilidade energética, econdbmica e ambiental

e Caracterizacdo do bagaco de cana-de-aglUcar antes e depois do pré-tratamento, em
termos de lignina, celulose e hemicelulose

e Determinacdo e atividade enzimatica dos cultivos em fermentacdo submersa e em

estado solido
¢ Avaliacdo da influéncia da agitacdo nos cultivos
e Avaliacdo do digestato resultantes dos ensaios de PBM e seu potencial de fertilizacédo

¢ Avaliacdo da biomassa pré-tratada em estado sélido em ensaio de PBM
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