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RESUMO

Os setores agricolas e agroindustriais geram residuos ricos em matéria organica,
principalmente os dejetos animais. Estes, por sua vez, podem ser degradados por
processos bioldgicos e aproveitados como biomassas na geracéo de bioenergia em
sistemas de digestdo anaerdbia. O uso de co-digestdo pode otimizar a producéo de
biogas e metano e, ao final do processo, sevir como inoculante na iniciacdo dos
processos de digestdo anaerObia. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
desenvolver, caracterizar e avaliar a eficiéncia de inoculantes, utilizando co-digestéo
anaerobica de diferentes residuos do agronegdcio como biomassa em temperatura
controlada e ambiente, e formular um inoculante com uma mistura de microrganismos
isolados visando otimizar a producéo de biogas e metano. Para isto, foram preparados
guatro inoculantes (constituidos de dejeto suino, aves e bovino), que foram incubados
anaerobicamente por 72 dias e aclimatados em temperatura controlada (35° C) e
ambiente (28 £ 3,5° C). Um inoculante, em cada temperatura, foi alimentado com uma
mistura de celulose microcristalina, gelatina, latose e residuo de éleo de cozinha. Ao
final, a identificacdo da comunidade microbiana mostrou que os inoculantes
apresentaram diferencas importantes entre as duas temperaturas avaliadas,
Bacteroidetes foi o filo mais representativo em inoculantes a 28° C e Firmicutes a 35°
C, e destaca-se que o uso dos inoculantes (alimentado e n&do alimentado) melhora o
rendimento da producéo de biogas e metano 28 °C, atingindo valores semelhantes na
faixa ideal de temperatura (35° C). O isolamento de 10 microrganismos anaerébicos
facultativos dos inoculantes mostrou que eles pertencem ao filo Firmicutes, familias
Paenibacillaceae e Bacillaceae. A adicdo desta mistura de microrganismos nao
melhorou a producao de biogas nas diferentes temperaturas, no entanto, mais testes
serdo necessarios para avaliar o potencial destes microrganismos. A partir dos
resultados obtidos pode-se concluir que o uso de inoculantes em sistemas de digestao
anaerébica melhora a eficiéncia da producéo de biogas e metano em temperaturas
inferiores (28 °C +3,5) a considerada ideal (35 °C), o que pode permitir o uso desse
tipo de producéo de energia nas regides que apresentam temperaturas ligeiramente
mais baixas.

Palavras-chave: Biodigestdo anaerdbia. Inoculante. Co-digestdo. Temperatura
ambiente.



ABSTRACT

The agricultural and agroindustrial sectors generate waste rich in organic matter,
mainly animal waste. These wastes can be degraded by biological processes and used
as biomass in the generation of bioenergy. The use of co-digestion can optimize the
production of biogas and methane and, at the end of the process, the biomass can be
used as inoculant for a new anaerobic digestion process. In this sense, the objective
of this study was to develop, characterize and evaluate the efficiency of inoculants,
using anaerobic co-digestion of different residues from agribusiness as biomass at
controlled and environmental temperature, and to formulate an inoculant with a mixture
of isolated microorganisms in order to optimize production of biogas and methane. For
this pourpose, four inoculants (composed by swine, poultry and bovine manures) were
incubated anaerobically for 72 days and acclimatized under controlled (35 °C) and
environmental (28 £ 3.5 °C) temperatures. One inoculant of each temperature was fed
with a mixture of microcrystalline cellulose, gelatin, latose and cooking oil residue. In
the end of inoculat preparation, the identification of the microbial showed that
inoculants presented important differences between the two temperatures evaluated,
Bacteroidetes was the most representative phylum in inoculants at 28 °C and
Firmicutes at 35 °C. The use of inoculants (fed or non-fed) improves the yield of biogas
and methane production at 28 ° C, reaching similar values to ideal temperature range
(35 °C). The isolation of 10 facultative anaerobic microorganisms from the inoculants
showed that they belong to the phylum Firmicutes, Paenibacillaceae and Bacillaceae
families. The addition of mixture of these microorganisms did not improve the biogas
production at different temperatures, however, more tests will be needed to evaluate
the potential of these microorganisms. From the results obtained, it can be concluded
that the use of inoculants in anaerobic digestion systems improves the efficiency of the
biogas production and methane at lower temperatures (28 ° C +3.5) than that
considered ideal (35 °C), which may allow the use of this type of energy production in
regions with slightly lower temperatures.

Keywords: Anaerobic biodigestion. Innoculant. Co-digestion. Room temperature.



1 INTRODUCAO

As praticas intensivas de criacdo de animais vém causando impactos
ambientais como poluicdo da agua por nitratos e eutrofizacdo, poluicdo do ar
(emissdes de amonia e gases de efeito estufa) e poluicdo do solo por causa do
acumulo de nutrientes, devido a destinacdo inadequada dos efluentes da pecuéria
(MARTINEZ et al., 2009). Portanto, uma alternativa que pode auxiliar na reducéo dos
impactos ambientais gerado por esta atividade é o uso de biodigestores anaerdbicos
como uma das fases no tratamento destes residuos.

A digestdo anaerébica (DA), além de auxiliar no tratamento de residuos
organicos, gera um material mais estabilizado e com menor carga organica
(digestato). Este processo € uma alternativa para ampliar a matriz energética
renovavel brasileira pela producdo de biogas, e reduzir a emissdo de poluentes na
atmosfera. O biogas é gerado pela acdo de microrganismos, que degradam a matéria
organica biodegradavel de uma biomassa, na auséncia de oxigénio, atuando de forma
sinérgica e simbiotica (CARRILHO, 2012; SOARES; FEIDEN e TAVARES, 2017;
HOSSEINI, 2014).

A composicao do biogéas é variavel, podendo ser modificada de acordo com o

tipo de biomassa e o metabolismo dos microrganismos. Bactérias acidogénicas e

archaea metanogénicas produzem o metano por relacoes sintroficas e, suas
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diferentes necessidades nutricionais e sensibilidade as condicbes ambientais geram
diferentes cinéticas de crescimento, quando se tratando de um sistema descontinuo
(VENTORINO et al., 2018). Portanto, devido as bactérias acidogénicas se
desenvolverem mais rapidamente do que as archaea metanogénicas (TABATABAEI
et al., 2010) o controle das caracteristicas fisico-quimicas do sistema € determinante
para o seu equilibrio.

O desenvolvimento de projetos de biodigestdo anaerobia esta em ascendéncia,
e novas tecnologias estdo sendo pensadas constantemente. No entanto, no Rio
Grande do Sul, variacbes nas condicdes ambientais, principalmente temperatura,
pode inviabilizar o desenvolvimento de biodigestores, devido a necessidade de
aguecimento. Por isso, estudos sobre diferentes condicdes ambientais e uso de
inoculantes para auxiliar no desenvolvimento do processo digestdo anaerdbia sdo
necessarios para melhorar a producdo de biogas e contribuir na reducédo de custos
operacionais dos biodigestores.

Além disso, o processo de co-digestdo anaerdbia, que consiste no tratamento
combinado de varios residuos com caracteristicas diferentes, também é uma opcéao
confidvel que pode otimizar a producédo de biogas, mas devido a sua complexidade,
h& necessidade de ser investigado com maior minuciosidade. A co-digestao de
diferentes biomassas amplia a diversidade microbiana de um substrato, tornando esta
opcéo interessante para ser utilizada como in6culo. O in6culo € um material essencial
na garantia de estabilidade a longo prazo da digestdo anaerdbia e na iniciacdo da
operacdo de um digestor (DECHRUGSA et al., 2013).

Desta forma, o preparo de um inoculante eficiente e o conhecimento da
estrutura da comunidade microbiana do mesmo é essencial para a otimizacdo da

producéo e da qualidade do biogas. Da mesma forma, identificar possiveis condicbes
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ambientais, principalmente reducdo de temperatura, sem baixar o rendimento da
producao e a qualidade do biogas € essencial para o desenvolvimento do sistema de

biodigestores em regides de clima temperado, com custos operacionais minimizados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo bibliogréfica serdo abordados os principais aspectos
relacionados ao tratamento de biomassas residuais por processo de digestao
anaerodbia, especificamente sobre os microrganismos presentes em ambientes
anaerobios, e a interferéncia de alteracfes na temperatura durante a conversao das

biomassas em uma fonte alternativa de energia renovavel, o biogas.

2.1 Biomassas residuais: Geragédo descontrolada e destinacdo inadequada

Com o progresso no desenvolvimento da agricultura, a producdo de alimentos
expandiu e os sistemas agricolas ficaram mais intensivos. Desta forma, surgiu um
novo ramo industrial responsavel pelo seguimento da produc¢éo priméaria de alimentos,
a chamada agroindustria. A agropecuaria traz muitas vantagens ao pais como
geracao de empregos, maior contribuicdo ao desenvolvimento, mais alimentos e
riqueza. No entanto, nos setores da agropecuaria e agroindustria existe pouca
preocupacdo com a geracao de residuos e o seu destino e/ou tratamento, uma vez
gue estes sdo altamente impactantes ao meio ambiente quando ndo manejados de

forma correta (MATEO-SAGASTA et al., 2017).
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Estes residuos podem ser utilizados como biomassas nha geracdo de
bioenergia. Os materiais ricos em carbono como sobras de madeira, vegetais,
alimentos, dejetos, esgotos domeésticos, efluentes industriais, e varios outros
elementos com alto potencial de degradacdo por processos bioldégicos podem ser
utilizados. A degradacdo destes materiais em ambiente anaerobico pela acdo de
microrganismos gera um produto com elevada capacidade energética, chamado
biogas (OLIVEIRA, 2011).

Segundo Konrad et al. (2016) e Guerini Filho et al. (2019), no Rio Grande do
Sul a geracao estimada de biomassas é de aproximadamente 85 milhdes de toneladas
por ano distribuidas por Conselhos Regionais de Desenvolvimento — COREDEs
(FIGURA 1). As biomassas que apresentam maior geracao sao as da pecuaria como
os dejetos de bovinos (62,48%), os dejetos de suinos (19,68%), os dejetos de aves
(9,91%), os dejetos de ovinos (2,84%), os dejetos de equinos (2,38%), e as biomassas
de origem agroindustrial (2,42%) e de vinicolas (0,35%) (KONRAD et al., 2016). De
acordo com IPEA (2012), a suinocultura é a criacdo de animal com maior potencial
poluidor, seguida da bovinocultura e da avicultura.

Para Tilman et al. (2002), os avancos tecnoldgicos e as atuais forcas
econdmicas aumentaram a disponibilidade de alimentos e diminuiram os custos reais
das mercadorias agricolas nos ultimos 50 anos. Isto resultou na intensificacdo das
praticas agricolas, e consequentemente na degradacdo ambiental, perda de
biodiversidade e de servigcos ecossistémicos, surgimento de patdgenos e instabilidade

da producéo agricola a longo prazo.
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Figura 1 - Mapa da geracao estimada de biomassas no Rio Grande do Sul
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Fonte: Konrad et al. (2016).

Diante destas problematicas, uma das solu¢Bes para reduzir a destinacdo
descontrolada de grandes quantidades de residuos alimentares e agroindustriais é
utilizar estas biomassas residuais para a produc¢do de combustivel renovavel. Esta
producdo é uma alternativa eficaz para o tratamento destas biomassas em um
processo de digestdo anaerdbica (DA), visando a producao de biogas (ZHANG et al.,
2014; FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

Assim, além de contribuir como fonte renovavel para a matriz energética
brasileira por meio da geracédo de energia (IPEA, 2012), a biomassa resultante do
processo de digestdo anaerdbica pode ser utilizada como um biofertilizante. O
biofertilizante além de reduzir a dependéncia de adubos quimicos importados,

assegura a sustentabilidade do crescimento da producdo agricola, minimiza a
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acumulacéo de residuos, mantém um controle da polui¢céo, proporcionando melhores

condicBes de saude publica.

2.2 Digestao anaerdbia: Alternativa de tratamento de biomassas da pecuaria

Os residuos resultantes das criacbes de animais e industrias primarias da
agricultura e da pecuaria, quando ndo manejados, tratados e destinados
adequadamente geram impactos negativos na regido de geracao, como geracao de
gases (intensificacdo do efeito estufa, emissdo de odores, risco a saude ambiental),
saturacao do solo (toxicidade, comprometimento da fertilidade dos solos), proliferacéo
de vetores, eutrofizacdo de recursos hidricos, contaminacéo dos solos e das aguas e
selecéo de espécies da fauna e flora (perda da biodiversidade) (IPEA, 2012).

No entanto, este material pode ser usado como biomassa em biorreatores de
digestdo anaerobica. Segundo Tufaner e Avsar (2016), a digestdo anaerdbia pode ser
potencializada quando utilizada a co-digestao (mistura de diferentes biomassas em
um reator anaerébio). De acordo com os autores, o uso de monodigestdo e co-
digestdo com dejetos bovinos e residuos organicos, confirmam que os biodigestores
alimentados com um unico tipo de substrato reduzem a eficiencia na geracédo de
biogas. Para eles, a co-digestdo com dejetos bovinos apresenta um bom desempenho
na degradacdo da matéria organica, permitindo controlar qualquer desequilibrio no
processo e melhorar a producao de biogas com um desempenho efetivo do biorreator
(TUFANER e AVSAR, 2016; APPELS et al., 2011).

No entanto, o conhecimento das caracteristicas das biomassas inseridas nos
biodigestores, como sélidos totais, nitrogénio amoniacal total e a relacdo entre
demanda quimica de oxigénio soluvel (SDQO) e a demanda quimica de oxigénio

(DQO), € muito importante para 0 processo, pois interferem na estrutura da
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comunidade microbiana, afetando o processo de degradacdo da matéria organica
(HAN et al., 2017).

O processo de degradacdo da matéria organica tornou-se uma tecnologia
significativamente popular nas ultimas duas décadas, o que levou a intensificacdo do
conhecimento dos aspectos microbiolégicos ao longo do tempo, principalmente os
referentes a identificacdo da diversidade dos microrganismos envolvidos no processo
de producédo do biogas (NARIHIRO e SEKIGUCHI, 2007). Assim, sabe-se que a
producdo de biogas é realizada por uma ampla diversidade de microrganismos
(FIGURA 2) em diferentes fases: hidrélise, fermentacdo, acetogénese e
metanogénese (SCHNURER, 2016). No entanto, Narihiro e Sekiguchi (2007)
acreditam que ainda existe um vasto campo a ser explorado para obtencdo de
informacdes das funcBes dos microrganismos nos processos de digestdo anaerdbia.
Figura 2 — Microrganismos envolvidos no processo de digestdo anaerdbia
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Fonte: Adaptado de Khanal, (2009).
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2.2.1 Hidrolise e Acidogénese

Na digestdo anaerdbia, a degradacdo da matéria organica é iniciada pelo
processo de hidrélise, no qual, as enzimas extracelulares sdo excretadas por
bactérias fermentativas hidroliticas, que transformam os compostos complexos
(polimeros organicos) em simples, como acucares, acidos organicos, aminoacidos,
purinas e pirimidinas (MADIGAN et al. 2016). Durante a fermentacdo destes
compostos simples sédo produzidos acidos organicos volateis, alcoois, acido latico,
dioxido de carbono (COz2), hidrogénio (Hz2), amonia (NHs) e o acido sulfidrico (Hz2S),
sendo 0s quatro primeiros compostos gerados em maior quantidade nestas etapas
(LORA; VENTURINI, 2012; BIASI et al., 2018).

Liu et al (2017) estudaram trés diferentes indculos: um de uma usina de biogas
operada com lodo de estacdo de tratamento de aguas residuais, outro com vinhaca
e por ultimo um indéculo com residuos agricolas (esterco e silagem de capim). Os
autores mostraram que 0s microrganismos mais abundantes nos reatores anaerdbios
foram do filo Bacteroidetes, principalmente as Bacteroidaceae e
Porphyromonadaceae e os do filo Firmicutes, principalmente os Clostridium spp., que

realizam o processo de hidrélise, respiracdo anaerdbia e fermentacéao.

2.2.2 Acetogénese

Os compostos gerados na fase anterior sdo oxidados pelas bactérias
acetogénicas a acetato, H2 e COz2, e destes apenas o0 acetato e Hz sdo metabolizados
pelos microrganismos metanogénicos para producdo de metano (LORA;
VENTURINI, 2012). A reducéo de CO:2 a acetato pelos microrganismos acetogénicos
€ realizada pela via do acetil-CoA, principal via de anaerdbicos obrigatérios para

oxidacao ou producéo de acetato. Os principais microrganismos que utilizam esta via
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para o metabolismo energético sdo: Acetoanaerobium noterae, Acetobacterium
woodii, Acetobacterium wieringae, Acetogenium Kkivui, Acetitomaculum ruminis,
Clostridium aceticum, Clostridium formicaceticum, Moorella thermoacetica,
Desulfotomaculum orientis, Sporomusa paucivorans e Treponema primitia
(MADIGAN et al. 2016). As bactérias Acetobacterium woodi e Clostridium aceticum
podem se desenvolver gquimiorganotroficamente pela fermentacdo de aclcares ou
quimiolitotrofica e autotroficamente pela reducédo de CO:2 a acetato, utilizando o H2

como doador de elétron (MADIGAN et al., 2016).

2.2.3 Metanogénese

Os microrganismos metanogénicos produzem metano a partir de CO2, Hz,
metanol, metil-aminas e acetato (MADIGAN et al., 2016). Estes microrganismos fazem
parte do dominio Archaea (TABELA 1). Este grupo de microrganismos € bastante
diverso, e € composto por microrganismos procariontes termofilicos e halofilicos, e
que possuem particularidades altamente especificas de substrato e condi¢es de vida,
0 que os torna, o grupo mais sensivel de todo o processo anaerobico (KIM; WHITMAN,
2014).

A interacéo das Archaea metanogénicas com 0S microrganismos acetogénicos
deve ocorrer em simbiose, pois qualquer interferéncia no processo acetogénico pode
influenciar o desenvolvimento dos metanogénicos, limitando a geragéo e composi¢cao

do biogas (DEUBLEIN e STEINHAUSER, 2008).
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Tabela 1 - Substratos utilizados por algumas Archaea metanogénicas

Substratos Archaeas metanogénicas

Hz + CO> Methanotermus, Methanocaldococcus,
Methanotorris

H, + COy, formato Methanobacterium, Methanobrevibacter,
Methanothermobacter, Methanothermococcus,
Methanomicrobium, Methanogenium,

Methanospirillum, Methanoplanus, Methanofolis,

Metanol + Hz Methanosphaera

H2 + COg, piruvato + COy, formato Methanococcus

Hz + CO,, formato, éalcoois Methanocorpusculum
Hz + CO, alcoois, formato Methanoculeus

H; + CO,, alcoois Methanolacinia

H, + CO2, metanol, metil-aminas, acetato = Methanosarcina
Metanol, metil-aminas Methanolobus, Methanohalobium,

Methanococcoides, Methanomicrococcus

Metanol, metil-aminas, metil-sulfetos Methanohalophilus
Acetato Methanosaeta
Metanol, metil-aminas, dimetil-sulfeto Methanosalsum

Fonte: Adaptado de Madigan et al., 2016.

2.2.4 Fatores que interferem no processo de digestdo anaerdbia

Os microrganismos presentes em reatores anaerObios s&o sensiveis a
mudancas nas condi¢cdes dos reatores e, devido a isso, € necessario evitar mudancas
bruscas no processo. Pequenas alterac6es podem provocar um desequilibrio e afetar
o desempenho da digestdo anaerdbia, podendo até resultar na interrupcdo do

processo (SOARES; FEIDEN; TAVARES, 2017).
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2.2.4.1 Temperatura do processo anaerébio

Microrganismos metanogénicos sao sensiveis a variacbes de temperatura,
sendo que qualquer mudanca rapida pode gerar queda na sua atividade. Portanto, a
temperatura deve ser mantida em faixas 6tima para cada sistema, no caso de
sistemas mesofilicos a faixa deve ser de 32 a 42°C e termofilicos de 48 a 55°C
(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2008).

De acordo com Gebreeyessus e Jenicek (2016), o sistema mesofilico € o
método mais utilizado em processos de digestao anaerdbia, devido a sua estabilidade
de operacao e menor exigéncia de energia para o aguecimento do reator. Ja o sistema
termofilico apresenta maior eficiéncia na desinfec¢do de patdogenos, aumento na taxa
de producao de metano e necessidade de menor volume do digestor devido a reducao

do tempo de retencao hidraulica.

2.2.4.2 Potencial Hidrogeniénico — pH

Segundo Deublein e Steinhauser (2008), o pH 6timo para microrganismos
metanogénicos € de neutro a levemente alcalino (entre 6.7 e 7.5). Com valores abaixo
de 6,5, a producéo dos acidos organicos aumenta e resulta na reducéo do valor de
pH pelas bactérias hidroliticas e possivelmente a interrupcdo da fermentacdo. Este
fenbmeno € observado na degradacdo de residuos pobres em celulose e ricos em
acucar, pois os ultimos séo facilmente degradados para acidos graxos volateis pelas
bactérias fermentativas, o que leva a diminuicdo do pH e a proliferacao deste tipo de
bactérias. Esta proliferacdo leva ao crescimento lento dos microrganismos
metanogénicos, que sao intolerantes a baixo pH, e que resulta no estresse e inibicao

de suas atividades metabdlicas (LI et al., 2017).
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2.2.4.3 Relacéo C/N para producao de biogas

A concentracdo de macro e micronutrientes em um processo de tratamento de
residuos organicos deve ser adequada para que o sistema opere com éxito (BOHRZ,
2010). Substratos com uma relacdo Carbono/Nitrogénio (C/N) 6tima (20 a 30/1)
fornecem nutrientes suficientes para microrganismos, maximizando a producdo de
biogas. Ja valores mais baixos de C/N (na faixa de 8 a 10/1) podem levar a maiores
concentracfes de amodnia, impedindo o crescimento microbiano. Portanto, qualquer
alteracdo da relacdo C/N das biomassas pode causar uma variacdo nos
microrganismos do dominio bactéria, interferindo no desenvolvimento de archaeas
metanogénicas (XU et al., 2018).

Hasan et al., (2018) avaliaram co-digestbes compostas por esterco suino
combinado em diferentes proporcdes (de 0 a 100%) com lodos e sangue de uma
cooperativa de suinos e aves, e identificou que os maiores volumes de biogas e
metano foram obtidos em co-digestées com menores percentuais de dejeto suino,
onde a quantidade inicial de carbono é maior. Neste estudo as co-digestdes
apresentaram relacdo C/N inicial menor que 7/1 e produziram volumes de bioga que
variaram 3,37 L da amostra com 100% de dejeto suino a 18,76 L da amostra com 10%
de dejeto suino. Segundo os autores, acredita-se que um aumento na relacdo C/N

com o suprimento de carbono pode melhorar a producéo de biogas e metano.

2.2.4.4 Inibicao e Toxicidade
Os residuos empregados como substrato para digestdo anaerdbia podem
apresentar substancias toxicas ou inibitorias, como metais pesados, amonia,

antibioticos ou surfactantes (JHA; SCHMIDT, 2017). O acumulo de tais substancias
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nos residuos e no processo pode ocasionar reducdo nos rendimentos de metano,

podendo gerar um colapso do processo (JHA; SCHMIDT, 2017).

2.2.5 Microrganismos

Embora a biodigestdo seja um processo biologico dependente de uma
cooperacdo complexa de numerosas espécies de microrganismos com diferentes
capacidades metabdlicas, a influéncia da estrutura da comunidade microbiana na
atividade do biodigestor, assim como sua estabilidade, ainda tem muito a ser
investigada (VENKITESHWARAN et al., 2015). Para Hidaka, Tsushima, e Tsumori,
(2018), o meétodo mais eficiente para identificacdo de microrganismos € o
sequenciamento de um fragmento do gene 16S rRNA de procariotos. Esta
identificacdo, juntamente com o0s parametros convencionais de caracterizacdo da
biomassa como sdlidos totais (ST), solidos volateis (SV), pH e producéo de biogas,
auxiliam de forma eficiente no manejo da biodigestdo anaerdébica.

Ziganshina et al. (2014) avaliou a comunidade microbiana de digestatos
compostos por dejeto suino e aves e constatou que filo bacteriano predominante foi
Firmicutes, onde estao classificados bactérias do género Clostridium. E em relacdo as
archaeas metanogénicas, foram encontrados em niveis mais significativos
microrganismos do género Methanosarcina, e metanogénicos hidrogenotroficos do
género Methanoculleus sp.

Guo et al., (2015) verificaram em um lodo de digestor anaerdbio de estacao
de tratamento de efluentes que a classe Clostridia e a familia Bacteroidaceae séo 0s
fermentadores dominantes no sistema de digestdo anaerobio, e que as bactérias do
género Clostridium desempenham um papel importante na producdo de acetato

(acetogénese). Os autores também verificaram uma alta proliferacdo de
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metanogénicos acetoclasticos (géneros Methanosaeta e Methanosarcina), o que
sugere que a metanogénese acetoclastica pode ser a via dominante no digestor
anaerobico.

Granada et al., (2018) verificaram que, em um sistema anaerdobico com
residuos de frigorificos de aves, suino e de indastria de laticinio, o elevado volume
de biogas e metano estava relacionado a familia das archaeas Methanobacteriaceae
e das bactérias Porphyromonadaceae e Tissierellaceae.

Appels et al., (2011) entendem que € necessario ampliar os campos de
pesquisa para otimizar os processos de digestdo anaerdbia, principalmente na
identificacdo da dindmica da comunidade microbiana durante a digestdo, na
extensdo dos modelos de digestdo anaerdbica existentes através da inclusdo de
dados da comunidade microbiana, o desenvolvimento adicional e a otimiza¢do dos
métodos de pré-tratamento para melhorar a digestdo anaerdbia de biomassas e
residuos e a purificacdo do biogas obtido. Isso foi confirmado por Granada et al.,
(2018), que identificaram que cerca de 50% das sequéncias de genes analisadas em
um sistema de digestdo anaerobio ndo foram classificadas no nivel do género,
mostrando que grande parte da microbiota dos reatores ainda é desconhecida e que
0 conhecimento sobre mudangas na composi¢cao microbiana e sua dominancia pode
auxiliar na manipulagéo, isolamento e inoculagdo dos microrganismos dentro dos

biodigestores para maximizar a producao de metano.

2.3 Subprodutos gerados na digestdo anaerobia
A digestéo anaerobia atua no tratamento de biomassas residuais (OLIVEIRA
et al.,, 2011), e durante a degradacdo da matéria organica, realizada pela acao de

microrganismos, gera dois produtos: um digestato com menor carga organica, que
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podera ser usado como fertilizante para as culturas agricolas (BHARATHIRAJA et
al., 2018) e o biogas, que pode ser utilizado como energia térmica, elétrica e
combustivel (SCARLAT; DALLEMAND; FAHL, 2018).

O processo de digestdo anaerobia além de auxiliar na reducdo da emisséo de
gases do efeito estufa, na eliminacdo de patdégenos e de odores, possibilita a
bioestabilizacdo da matéria organica, gerando um biofertilizante agricola de 6tima
qualidade, que apos bioestabilizado tem potencial para ser disperso em solo, desde
gue as caracteristicas deste material ndo ultrapassem a capacidade do solo para
absorvé-los e armazena-los, reduzindo, assim, os impactos negativos (IPEA, 2012).

O digestato € o residuo gerado apés o processo de digestdo anaerdbia. Este
apresenta teores de C, N, P, K e micronutrientes (B, Fe, Zn, Mn, Cl e Cu), que pode
favorecer o desenvolvimento de plantas e microrganismos, o que possibilita sua
utilizacdo como biofertilizante (ALBURQUERQUE et al., 2012). Além disso, ele
também pode ser aproveitado como indculo para iniciar reatores anaerobios para
uma nova geracao de biogas (LIU et al., 2017).

Desta forma, o crescente desenvolvimento da producdo de biogas e de
biometano oferecem novas oportunidades para o seu aproveitamento e substituicao
de combustiveis fésseis no setor de transporte, no uso do calor e no abastecimento
de rede, seja ela eletricidade ou de gés natural, e sua aplicabilidade é imprescindivel
para sua inser¢cdo como maior parcela de fonte de energia renovaveis alternativas
(SCARLAT; DALLEMAND; FAHL, 2018).

No Brasil o principal obstaculo para o desenvolvimento do potencial de biogas
esta na dificuldade de alcancar a viabilidade econdmica, uma vez que o0 custo de

geracao de energia a partir do biogas, em geral, é superior a tarifa de venda de energia
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atualmente no mercado, e, portanto, € necessario o desenvolvimento de tecnologias

para reduzir o custo de geracao do biogas (SILVA DOS SANTOS et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

O aumento do consumo energético dos Ultimos anos, o interesse de paises
importadores em reduzir a dependéncia do petréleo e a necessidade de diminuir os
problemas ambientais associados ao uso de combustiveis fésseis vém direcionando
esforcos de empresas, dos governos e do meio académico para desenvolver estudos
de potenciais fontes renovaveis de energia. As atividades agricolas, especialmente a
pecuaria estdo desencadeando uma série de preocupacBes ambientais devido a
destinacdo inadequada dos dejetos animais em solos agricola, e uma alternativa de
destinacdo adequada para estes residuos € a instalacdo de sistemas de biodigestao
anaerodbia, onde o biogas gerado pode ser aproveitado como energia. Desta forma,
avaliar condicdoes ambientais que possam minimizar o custo operacional de
biodigestores instalados em regides com temperaturas ligeiramente mais baixas,
reduzindo os custos com sondas de aquecimento, e encontrar alternativas para
acelerar a degradacao anaerdbia com o uso de inoculantes eficientes sédo opcdes

interessantes para o desenvolvimento do biogas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar a comunidade microbiana de inoculantes aclimatados
em temperatura controlada e ambiente, e avaliar sua aplicabilidade em sistema de
digestdo anaerdbia, buscando potencializacao da conversdo da matéria organica em

biogas.

4.2 Objetivos especificos

v’ Preparar e monitorar quatro inoculantes, dois aclimatados em temperatura
controlada e dois na temperatura ambiente;

v" Identificar a comunidade microbiana de cada inoculante por técnicas de biologia
molecular;

v’ Caracterizar os inoculantes e avaliar o uso dos inoculantes em sistema de co-
digestao anaerobia para potencializacdo da producéo de biogas e metano;

v' Isolar e identificar os microrganismos dos inoculantes;

v Avaliar o potencial de producao de biogas da co-digestéo (dejeto bovino, suino e

aves) com inoculacéo dos microrganismos isolados.
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5. CAPITULO |

The use of an inoculant on biogas producing reactors improve the

potentialities of the process at slightly low temperatures

Manuscrito submetido na revista Journal of Cleaner Production
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Abstract

Agriculture and agribusiness generate waste rich in organic matter which
a pivotal role in the biogas chain. Thus, this work aimed to develop an efficient
inoculant for methane production using anaerobic codigestion of different
agribusiness residues as biomass in a slightly low temperature. Inoculant
preparation, microbial community structure and anaerobic digestion efficiency
were evaluated with and without heating (constant 35°C and room temperature
28 + 3.5 °C). The microbial communities identified in inoculants showed important
differences between the two temperatures evaluated. Bacteroidetes was the
most representative in inoculants at 28° C, and Firmicutes at 35° C. The results
of the conversion of biogas with inoculant addition at 28° C were similar to
observed at the ideal temperature of 35° C. These results can allow the use of
this type of energy in regions which slightly lower temperatures, without costs

with heating probes.

Keywords: codigestion; temperature; inoculant; biogas; methane
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5.1. Introduction

Increasing world population requires efficient agricultural practices. As
agriculture progressed, food production expanded, and farm systems became
more intensive (Tyczewska et al., 2018). Currently, the control of primary food
production is carried out by an industrial branch called agribusiness, which
contributes to the development and economy (FAO, 2017). However, despite
bringing development, agriculture and agribusiness generate different types of
wastes that are highly impacting on the environment when not properly managed
(IPEA, 2012). Therefore, environmental agencies have raised concerns about the
generation, destination and treatment of this type of waste.

Awareness of pollution, high environmental and economic costs of energy
production, and sanitation issues increase the search for new renewable and
sustainable energy sources (Hagos et al., 2017; De Oliveira and Negro, 2019).
The high content of organic matter present in agricultural wastes turns these
residues important for the development of the biogas chain (Scarlat et al., 2018;
De Oliveira and Negro, 2019). Thus, between the 1970s and 1980s, the
development of new technologies for biogas production using agricultural wastes
as biomass enable its application in Europe and Brazil (Scarlat et al., 2018; De
Oliveira and Negro, 2019). However, the absence of regulatory laws for the
commercialization of this type of energy has resulted in inefficient projects
(Theuerl et al., 2019).

Biogas is the result of anaerobic digestion of organic matter. The set of
complex reactions performed by anaerobic microorganisms transforms the
organic material into a gaseous mixture composed mainly of carbon dioxide
(CO2) and methane (CHa4). There are four stages of transformation of organic

matter in biogas: hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis and methanogenesis
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(Schnurer, 2016). Each phase is performed by a different set of microorganisms,
which works in syntrophy and requires specific environmental conditions. Control
of biomass characteristics such as temperature, pH, total and volatile solids, and
C/N ratio are essential for improving anaerobic digestion efficiency in bioreactors
(Silva et al., 2017).

The physicochemical characteristics of biomass are highly related to the
type of agricultural activities developed, and food producing regions have high
potential to provide raw material (biomass) for anaerobic digestion (De Oliveira
and Negro, 2019). However, mixing different organic wastes (known as anaerobic
co-digestion - ACo) from different agribusiness activities improves the potential
of these raw materials for biogas production (Siddique and Wahid, 2018), and
solves biomass problems observed in the monodigestion (such as
physicochemical characteristics of the substrate and system optimization).
However, the use of ACo requires highly sophisticated technology to maintain
biomass stability (Tufaner and Avsar, 2016; Hagos et al., 2017).

Southern Brazil has the potential to generate 1.3 million m® day* of biogas.
This region generates approximately 82 million tons of biomass per year.
Livestock is responsible for the most significant amount of biomass produced
(cattle manure 62.5%, swine manure 19.7%, poultry 9.9%, sheep 2.8%, and
horses 2.4%), followed by biomass from agro-industrial (2.4%) and winery (0.3%)
origin (Konrad et al., 2016). Energy recovery from these wastes presents the
potential for the development of biogas projects worldwide (De Oliveira and
Negro, 2019). However, the temperate climate observed in the region may inhibit
the proper functioning of the digesters and consequently the production of biogas,

making the process inefficient. Temperature control in bioreactors is essential for
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the success of the anaerobic digestion process, as some methanogenic
microorganisms are sensitive to temperature changes (Westerholm et al., 2018).

There are three different temperature ranges that enable the development
of methanogenic microorganisms: psychrophilic (10°C - 25°C), mesophilic (25°C
- 40°C) and thermophilic (50°C - 55°C) (Goswami et al., 2016). Gas production
rate improves with increasing temperature, but the percentage of methane, which
should be kept high, decreases. Therefore, temperatures ranging from 32 to 35°C
are considered ideal to achieve a more stable and continuous methane
production (Liu et al., 2018). However, achieve and maintaining this temperature
range are a problem in some regions of the world, where temperature variations
throughout the year make heating probes necessary, which makes the economic
viability of the process a challenge (Silva dos Santos et al., 2018).

The use of efficient inoculant (material previously incubated under
anaerobic conditions - digestate) can improve the efficiency of biogas production.
Inoculant aids improve biomass stability and, when acclimatized, may favor the
development of specific microbial communities, which may improve the amount
of biogas and methane produced (Dechrugsa et al., 2013; Lee et al., 2017). Thus,
we hypothesized that the development and use of an efficient inoculant may
improve biogas and methane production of biomass incubated at room
temperature (bellow to ideal range) and subjected to daily variations. With this
purpose, this work aimed to develop an efficient inoculant for improve biogas and
methane production using an ACo from different organic residues generated by
agribusiness activities as biomass. Inoculant preparation, microbial community
structure and anaerobic digestion efficiency were evaluated with and without

heating (constant mesophilic temperature and room temperature).
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5.2. Material and Methods

The experiments were performed in two steps. The first was the
preparation of the inoculant, followed by the identification of the microbial
communities associated to this material. The second step was the evaluation of
efficiency of previously prepared inoculant as initiator of the ACo process. Both
experiments were performed at two temperatures: constant mesophilic range (35

°C — with heating) and room temperature (28 + 3.5 °C — without heating).

5.2.1. Inoculant preparation

The raw material used to prepare the inoculants was a mixture of cattle
(17%), swine (47%), and poultry (36%) manure in a final volume of 10 liters,
according to the standard described by Konrad (2016) for Brazilian South region.
These inoculants were incubated anaerobically for 72 days at constant (35 °C) or
room (28 + 3.5 °C) temperatures. Inoculants prepared at 35 °C remained in a
biological incubator, and inoculants prepared at room temperature remained at
room temperature (determined by sensor Novus Temp-WM).

At each temperature, two types of inoculants were prepared. One received
24 doses of four grams of volatile solids composed by gelatin (30%),
microcrystalline cellulose (30%), lactose (25%) and cooking oil (15% - Steinmetz
et al., 2016), and the second one did not receive the feed. The criteria used to
initiate a feed (20th day) and end the anaerobic incubation process (52th day)
was defined by the German standard VDI 4630, which considers that biomass is
stabilized when the daily volume of biogas produced is less than 1% of the

accumulated total for three consecutive days (Deutscher, 2006). At the end of the
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incubation period, a 10 mL aliquot of each inoculant was collected to have the

microbial community identified.

5.2.2. Physicochemical characterization of the inoculant

Inoculants were characterized by determination of total solids (TS), volatile
solids (SV), pH, total carbon (C) and nitrogen (N). TS and VS were determined
according to standard methods (APHA, 1998). The pH was measured using a pH
electrode (DME-CV2). Total C and N were determined by the combustion method

using a PerkinElmer® 2400 Series || CHNS/O Elemental Analyzer.

5.2.3. Identification of microbial communities present in inoculants

An aliguot of each inoculant was used for DNA isolation using Power Soil DNeasy
Kit (QIAGEN) according to the manufacturer's specifications. A 16S rRNA
fragment gene was amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) with
F515/R806 primers and sequenced as described by Granada et al. (2018).

The 16S rRNA reads generated by high-throughput sequencing were
subjected to upstream analyses using QIIME v1.9 (Caporaso et al., 2010) as
previously described by Granada et al. (2019). Operational taxonomic units
(OTUs) were selected based on 97% sequence similarity and the taxonomic data
was achieved through the classification algorithm using the Silva database
version 132 (Gurevich et al. 2013). Sequencing results were deposited in the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) under BioProject ID

000000.
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5.2.4. Anaerobic digestion experiment — determination of inoculant
efficiency

The Biomass used as codigestion for evaluate the efficiency of previously
prepared inoculant on biogas production were composed by the same proportion
of bovine, swine and poultry manure previously described (see item 2.1). The
biogas and methane productions were evaluated in the presence and absence
of inoculant, in the two evaluated temperatures. The proportion of inoculant and
biomass used were established by VDI 4630, which determine that relation
among VS from substrate and inoculant should not exceed 0.5 (Equation 1) and,
total solids should not exceed 10% of total volume of reactor (Table 1)

(Deutscher, 2006).

VSsubstrate

Eg1 ———<
1 VSinoculant —
VSsubstrate = volatile solids from ACo;

VSinoculant = volatile solids from the inoculant.

The biogas production and methane content in biogas were evaluated in
all treatments by automated biogas measurement system as described by
Konrad et al. (2016). The methane percentage in biogas was measured by
specific sensor Advanced Gasmitter, manufactured by PRONOVA
Analysentechnik GmbH & Co.

5.2.5. Biochemical Biogas/Methane Potential

Biochemical biogas potential (BBP) and biochemical methane potential
(BMP) were determined according to equation 2, and expressed as liters of
biogas/methane per kilogram of volatile solid (L.kgvs™), calculation based on

Bioprocess Control Sweden AB (2013) .
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vs Vi ()
mVSs

Eq.2 BBP/BMP =

Vs = accumulated volume of biogas/methane in inoculant + codigestion
treatment;

Vi = accumulated volume of biogas/methane in inoculant treatment;

mVSis = mass of volatile solids in inoculant + biomass treatment;

mSVi = mass of volatile solids in inoculant treatment;

mMSVs = mass of volatile solids in codigestion treatment;

The percentage of Oz, N2, CHs, CO2 and H2S were determined at 20° day
of experiment by Gas Chromatography (GC), model Clarus 580 GC - ARNL5840
modified, brand PerkinElmer, using argon as the carrier gas. Gases are
separated using two columns and then detected in thermal conductivity detector
(TCD). The HayeSep column detect CO2 and H2S, and Molecular Sieve column
detect O2, N2, CH4 and CO. The determination of each gas percentage was

performed in the software TotalChrom & Int LINK.

5.2.6. Statistical analysis

All experiments were performed in triplicates. In each evaluated
temperature, the results were compared by One-Way ANOVA with means
compared by Tukey's test (p < 0.01) using InfoStat Statistical Software. The
comparisons of the equal treatments in different temperatures were performed by
Student’s T test using PAST3 software.

A one-way ANOSIM and non-metric MDS tests were used to verify
significant differences among the matrices generated by microbial relative
abundance of the four inoculants evaluated. Significant differences were

identified by the SIMPER test. ANOSIM, non-metric MDS and SIMPER tests were
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performed at family and genus taxonomic levels. The nine microbial families that
most contributed to dissimilarities (calculated by SIMPER test) and four
parameters of biogas production (Methane yield, Biogas yield, VSsubstrate, C/N
ratio) were chosen for a Canonical Correspondence Analysis (CCA) performed

with the Past3 software.

5.3. Results and Discussion

5.3.1. Inoculant preparation and characterization

The experiments were carried out at constant temperature of 35° C
(considered ideal temperature) and ~ 28° C (room temperature, highlight
economic viability of the process). The feed with different carbon sources were
performed aiming to select efficient methanogenic microbial communities.
According to Steinmetz et al. (2016) the use of enriched and acclimatized
inoculant improves the efficiency and stability of biogas production using different
biomass sources and influence directly the development of the microbial
communities. The inoculant preparation was monitored daily (Figure 1) and all
inoculants presented methane percentage in biogas of approximately 60%. Fed-
inoculants (INrss.c and INF2sec) presented slightly increased biogas yield after 29
days of experiment (seventh feed) and remained stable until the last feed (day
52). At end of inoculant preparation, biogas yield in INrss:c was 19.97 Lsiogas.
kggiomass?, and in INFegcc was 7.14 Lsiogas.Kgsiomass*. The non-fed inoculant
incubated at 35°C (INnrssec) produced biogas only in first 10 days of experiment,
and non-fed inoculant at 28°C (INnr2s°c) produced biogas only among the 28th to
38th days, and 65th to 72th days. The INnrssec inoculant presented biogas yield

of 3.41 LBiogas.kgBiomass™®, and INnrzsec presented 1.44 Lgiogas.KgBiomass™.
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The inoculants were physicochemical characterized after 72 days of
incubation (Table 2). At 28° C, fed-inoculant (INrzs°c) presented high amount of
volatile solids (grams) in comparison with non-fed inoculant (INnF2s-c), and at 35°
C fed and non-fed inoculants (INrss'c and INnr3sec) showed no significant
differences. The codigestion used as biomass for evaluation of inoculants
efficiency showed the highest amounts of volatile solids. The C/N ratio ranged
from 8.4 in INr2goc to 12.9 in INNrF3sec, however these differences not presented
statistical differences. The control of biomass temperature, pH, total and volatile
solids, and C / N ratio are essential to improve anaerobic digestion efficiency in
bioreactors (Silva et al., 2017). The C/N of the fed and non-fed inoculants
treatments showed no significant differences, maintaining values below the ideal
range, which is among 20 to 30 (Xu et al., 2018). This relation highlights the high
nitrogen content in evaluated inoculants. According to (Xu et al., 2018), any
change in the C/N ratio on biomass may cause variations in dominant microbial
domains, interfering in the development of methanogenic archaeal
microorganisms. The study performed by Bi et al. (2020) showed that ammonia
remotion in anaerobic digesters can decrease the propionate content and
dissolved hydrogen, which contribute to the development of methanogens.

The high throughput sequencing generated a total of 486,276 sequences.
After removing the low-quality sequences, 459,996 remained, with an average of
57,500 sequences for each evaluated treatment. Microbial communities
presented important differences in fed and non-fed inoculants, and mainly in both
temperatures (according to the non-metric MDS analysis - Figure 2), and these
results highlight the importance of enrichment and acclimatization of the material.
The Coordinate 1 explained 98.2% of total variability and this coordinate separate

microbial communities present in 28° C to 35° C inoculants. SIMPER test
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confirms these differences once the dissimilarity among inoculants acclimated at
28° C and 35° C was 49.7%.

Relative abundance of the genera Caldicoprobacter (~1.6% in 28° C
inoculants and ~31.1% in 35° C inoculants), unclassified genus from
Rikenellaceae family (~16.9% in 28° C inoculants and ~1.8% in 35° C inoculants)
and unclassified genus from Fastidiosipila family (~18.8% in 28° C inoculants and
~8.9% in 35° C inoculants) were those that most contributed with these observed
differences (responsible for 54.7% of dissimilarities). These most representative
prokaryote identified have already been identified in biogas producing
biomasses. Bacteria belong to Caldicoprobacter genus was already used in
anaerobic digesters for degradation of lignocellulosic biomasses at mesophilic
and thermophilic temperatures (Liu et al., 2018), and Ruminococcaceae present
potential to produce longer chain fatty acids such as butyric, propionic lactic and
valeric acid (Ferguson et al., 2018). These both microbial taxa were identified in
high abundance in the inoculant acclimatized at 35° C. Rikenellaceae can use
lactate as substrate in the fermentation process and produce acetate and
propionate as final products (Su et al., 2013), and Fastidiosipila can be
responsible for degradation of volatile fatty acids and proteins (Kim et al., 2018).
These both taxa were identified in high abundance in the inoculant acclimatized
at 28° C.

From the 29 identified microbial phyla, Firmicutes and Bacteroidetes were
the most representative in all inoculants (Figure 3A). Bacteroidetes was the most
representative in 28° C inoculants (~60% of total OTUs at 28°C and ~33% of total
OTUs at 35° C), and Firmicutes at 35° C (~31% of total OTUs at 28° C and ~60%
of total OTUs at 35° C). It is noteworthy that dominant microorganisms in the fed

and non-fed inoculants at both tested temperatures 28°C and 35°C were the
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hydrolytic and fermentative bacteria. The high abundance of these
microorganisms can be due to their rapid growth and lower sensitivity to
environmental changes (as pH and temperature - Venkiteshwaran et al., 2016).
Firmicutes was the most abundant microbial phylum present in digestates which
resulted of anaerobic digestion of swine and poultry manure at 38° C (Ziganshina
et al. 2014). Clostridia class and Bacteroidaceae family were dominant
fermenters in the anaerobic digester system present in wastewater treatment
plant, and Clostridium genus played an important role in acetogenesis phase
(Guo et al. 2015). The Phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Tenericutes and
Spirochaetes were considered less representative phyla (Figure 3B). There was
identified only one classical methanogenic archaeal phyla Euryarchaeota (less
than 0.5% of total identified OTUs in all evaluated inoculants).

According to the SIMPER test, at 28° C, fed and non-fed inoculants
presented 16.3% of dissimilarities, and unclassified genus from Rikenellaceae
family (~19.9% in fed, and ~13.9% in non-fed inoculant), Bacteroides (~6.7% in
fed, and ~1.7% in non-fed inoculant) and unclassified genus from Fastidiosipila
family (~16.4% in fed, and ~21.3% in non-fed inoculant) contributed with 49.1%
of total. At 35° C, fed and non-fed inoculants presented 13.1% of dissimilarities,
and unclassified genus from Ruminococcaceae family (~4.9% in fed, and ~1.6%
in non-fed inoculant), Fermentimonas (~21.4% in fed, and ~21.0% in non-fed
inoculant) and Caldicoprobacter (~32.4% in fed, and ~29.8% in non-fed

inoculant) contributed with 36.3% of total (Table 3).

5.3.2. Efficiency of inoculants as starter of anaerobic digestion process
BBP and BMP are parameters that indicate the efficiency of conversion of

organic matter in biogas and methane. Figure 4 shows the BBP and BMP in the
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treatments during the incubation period. The methane percentages were similar
in both temperatures (Figure 4A and B). At room temperature, the adding of fed
and non-fed inoculants to biomass improve the biogas production during the first
35 days (Figure 4A). In this temperature, the biomass without inoculant achieve
the highest methane percentage only after 55 days of experiment (the biomass
delay to stabilize) the other treatments achieve the maximum methane
percentage before the day 20. At 35° C, only the adding of fed-inoculant to
biomass changed the pattern of biogas production (Figure 4B), the other
treatments were similar in biogas and methane production. The composition
analysis of the raw biogas on the 28th day showed that CHs4 and CO2 were
predominant in all treatments. The accumulated methane and biogas production
highlight the biotechnological potential of fed and non-fed inoculants at room
temperature (Figure 4C) and fed-inoculant at 35° C (Figure 4D). The inoculant
was added to the treatments with the aim of maintain an adequate nutritional
balance for microbial development at controlled and ambient temperatures. The
increased production of biogas and methane observed in biomass with inoculants
addition supports the suggestion of Koch et al. (2017) who found that methane
production at a specific municipal wastewater treatment plant becomes efficient
due to its high diversity of biomass, composed by carbohydrates, proteins, lipids
and cellulose (mainly toilet paper).

Temperature control is essential factor for stability and performance of
anaerobic digestion process (Lin et al., 2016; Westerholm et al., 2018; Liu et al.,
2018), and more stable and continuous methane production were achieved when
mesophilic temperature (32 to 35°C) is achieved (Liu et al., 2018). However, few
studies have evaluated the performance of anaerobic digestion at slightly low

temperatures (~ 28°C — Yu and Anderson 1996; Arikan et al 2015; Ramaraj and
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Unpaprom 2016) and the influence of enriched and acclimated inoculant has not
been reported. The addition of fed-inoculant at room temperature to biomass
(INF2s.cCo) showed the highest BBP and BMP efficiency when compared to the
non-fed inoculant addition (INnr2s:cC0) and only biomass (Cozs:c). The
conversion efficiency at 35° C did not present differences among all evaluated
treatments (Table 4). The methane percentage of the biomass with both
inoculants at room temperature was higher in comparison to biomass only, and
at 35° C there was not differences in methane percentage in all evaluated
treatments. Biomass without inoculant at room temperature (Cozs.c) presented
lower biogas and methane yield compared to other treatments.

The highest efficiency in biogas production occurs when methanogenic
phase of microbial development is achieved (optimal temperature range of 32° to
35° C - Lianhua et al. 2010). Temperatures below 25° C can inhibit methanogenic
activity (Wang et al., 2019). Thus, the delay in biomass stabilization observed in
treatments without inoculants incubated at room temperature (28° C — see in
green dotted line on Figure 4A) was not observed in treatments which were used
inoculants (dark red and yellow dotted lines on Figure 4A). This delay was also
observed in the preparation of inoculants (Figure 1) in which the maximum
methane percentage was reached on the eighth day at 35° C and on the sixteenth
day at 28° C. The low microbial growth rate at 28° C may have caused the delay
to reach the methanogenic phase.

Canonical Correspondence Analysis (Figure 5) showed that fed-inoculant
addition to biomass at room temperature (INrzs°c) was related to the biogas and
methane yields from inoculant preparation. This treatment was also related to the
unclassified genus from the family Rikenellaceae and unclassified genus from the

family Dysgonomonadaceae. The addition of non-fed inoculant to biomass
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(INNF2sec) was related to methane yield of inoculant and microbial genus
Campylobacter and Sendimentibacter. At 35° C, fed and non-fed inoculants
present similar results (INrss.c and INnr3sec, respectively) and were related to
biogas and methane yield of biomass in biogas experiment (codigestion), volatile
solids from substrate (VSsubsrate) and C/N ratio. These treatments were also
related to unclassified order from class Clostridia, Caldicoproacter and
unclassified genus from the families Lachnospiraceae and Ruminococcaceae.

Differences in microbial communities observed in fed and non-fed
inoculants did not influenced the PBB and PBM of the biomass in the presence
of the inoculants. Thus, it was possible to identify that microbial adaptation to
different temperatures favors the development of specific microorganisms, and
changes in the community can occur without changes in biogas production
(Ferguson et al., 2014). According to Lee et al. (2017), the use of inoculant with
high microbial diversity can improve the efficiency of biogas production in
bioreactors because the previously microbial adaptation performed in substrates.
Koch et al. (2017) investigated different inoculants (a digester of a wastewater
treatment plant, an agricultural biogas plant treating manure and energy crops
and a biowaste treatment plant) and showed that biomass degradation was faster
when adapted inoculant was used.

The results show that inoculant feeding and acclimation influenced the
microbiological diversity of treatments and increased biogas production. The
inoculant prepared at room temperature spent long time to start biogas production
and showed greater instability during the incubation period. However, when
added to the codigestion, fed and non-fed inoculants prepared at room
temperature improve the conversion efficiency of organic matter in biogas and

methane of the biomass. These data show that acclimated inoculant present a
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specific microbiota for temperature, provide stability of anaerobic digestion
process, and improve the efficiency of conversion of organic matter in biogas and

methane.

5.4. Conclusions

Thus, the experiments performed in this work confirm our hypothesis. The
use of inoculants (feed and non-feed) at 28° C improves the yield of biogas and
methane, reaching similar values of ideal temperature range of 35° C. These
promising results can enable the use of this type of energy production in regions
which present slightly lower temperatures, without costs with heating probes on
biodigester. It is necessary more studies to enable the use these technologies in
different regions, however it is start point to search the sustainability of the

agribusiness sector.
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Figure 1: Pattern of biogas and methane production of the inoculants along 73 days of anaerobic incubation at room (28 + 3.5 °C)

and controlled (35 °C) temperatures. Biomass used in inoculant preparations was composed by a mixture of cattle (17%), swine
(47%), and poultry (36%) manure. Two types of inoculants were prepared at each temperature: one received 24 doses of four
grams of volatile solids composed by gelatin (30%), microcrystalline cellulose (30%), lactose (25%) and cooking oil (15% - INF2s°c
and INrssec), and the second one did not receive the feed (INnF2sec and INNF3sec).
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throughput sequencing. Among the four inoculants evaluated, two received feed (INrzs°.c and INr3s°c) and two did not received feed

(INNF2s°c and INNF3s°c).
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Figure 3: Relative abundance of taxa detected in the inoculants after 73 days of anaerobic incubation. (A) Total 29 identified

microbial phyla; (B) Microbial phyla composition excluding the dominant taxa Firmicutes and Bacteroidetes.
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Figure 5: Canonical Correspondence Analysis (CCA) for the 13 OTUs that most contributed for total dissimilarity (calculated by
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yields in the inoculant + codigestion experiment, volatile solids of the substrate and C/N ratio) in the four inoculants evaluated. INF
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Figure S1: The percentage of O, N2, CH4, CO, and H,S in the 20° day of experiment.
INF28°C = feed inoculant at 28°C, INF28°CCO = feed inoculant at 28°C + codigestion,
INNF28°C = non-feed inoculant at 28°C, INNF28°CCO = non-feed inoculant at 28°C +
codigestion, Co028°C = codigestion at 28°C, INF35°C = feed inoculant at 35°C,
INF35°CCO = feed inoculant at 35°C + codigestion, INNF35°C = non-feed inoculant at
35°C, INNF35°CCO = feed inoculant at 35°C + codigestion, Co35°C = codigestion at
35°C.
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Table 1: Biomass composition used in bioreactors. Proportion among inoculant and biomass (codigestion - Co).

Inoculant (g) Codigestion (g) VS Inoculant (g) VS Codigestion (g) pH

Treatment Room temperature (28+3.5°C)

INF2goc 500.00 - 31.82+0.38 -- 7.89+0.02
INF2g-cCO 357.17 142.83 22.72 £ 0.27 11.37+0.14 7.72 £ 0.01
INNF28°c 500.00 - 30.06 + 0.16 -- 7.89 + 0.02
INNF2g:cCO 362.91 137.09 21.82 +0.12 10.91 +0.13 7.8+ 0.01
Cozsec - 500.00 -- 39.79 +0.48 7.04 + 0.05

Mesophilic temperature (35°C)

INFssec 500.00 - 29.91 + 0.67 -- 7.96 + 0.02
INF3s-cCo 363.42 136.58 21.46 + 0.49 10.87 £ 0.44 7.78 £ 0.02
INNF3s°C 500.00 - 27.76 £ 1.62 -- 8.08 + 0.01
INNF35°cCO 370.68 129.32 20.58 + 1.20 10.29+0.12 7.94 + 0.03
Cossec - 500.00 -- 39.79 + 1.63 7.00 £ 0.03

Inoculant fed and acclimated at room temperature (INr2sc); Inoculant fed and acclimated at room temperature and codigestion
(INF2s.cCo); Inoculant not fed and acclimated at room temperature (INnrFzs°c); Inoculant not fed and acclimated at room temperature
and codigestion (INr2s.cCo0); codigestion at 28° C (Cozs-c); Inoculant fed and acclimated at 35°C (INrss-c); Inoculant fed and acclimated
at 35°C and codigestion (INr3secC0); Inoculant not fed and acclimated at 35°C (INnr3sec); Inoculant not fed and acclimated at 35°C

and codigestion (INrssecCo0); codigestion at 35° C (Cossec).
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Table 2: Evaluated parameters of inoculant used in the anaerobic digestion assay.

TS (%) VS (%) VSsubstrate (Q) Carbon (%)  Nitrogen (%) C/N Ratio
Codigestion (Co) 11.9+0.0 67.0+0.8 8.0+0.1 34.7+0.6 2.8+0.1 12.5+0.8
Room temperature (28+3.5°C)
INF2g°c 10.8+0.2%A 58.8+1.0%A 6.4+0.1% 31.3+2.4%A 3.8+0.8% 8.4+2.434
INNF2g°c 10.6+0.1%* 56.5+0.5A 6.0+0.0°* 31.2+2.2%A 2.9+0.2%4 10.7+1.3%
Controlled temperature (35°C)
INFssec 10.1+0.2%* 59.1+0.4A 6.0+0.1%A 27.1+2.3%A 2.8+0.7% 9.7+1.5*
INNF3sc 10.0+0.6%* 55.4+1.1PA 5.6+£0.3% 28.2+1.9%A 2.2+0.2%8 12.9+1.5%

Fed-inoculant acclimated at room temperature (INgz2s-c); Non-fed inoculant acclimated at room temperature (INne2sec); Fed-inoculant acclimated at
35°C (INessec); Non-fed inoculant acclimated at 35°C (INnrssec). Results are expressed as means of three samples + standard deviation. Small
letters represent comparison among fed and non-fed inoculants at same temperature, and capital letters represent comparation among inoculant

type at different temperatures both by Student's t test (p <0.05)
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Table 3. Relative abundance of microorganisms that contributed most to the total dissimilarities of the treatments.

Phylum, class, order, family; genus Cont (%) INF2g°c INNF2s°C INE3s°c INNF35°C

Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Caldicoprobacteraceae; Caldicoprobacter 26.75 1.94+0.09 1.20+0.19  32.42+1.37 29.85%+3.63
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 14.79 19.95+0.16 13.88+1.59 1.32+0.02 2.27+0.27
Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae; Fastidiosipila 9.97 16.36+0.10 21.32+0.50 8.48+0.93 9.41+0.03
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Dysgonomonadaceae; Fermentimonas 5.51 22.65+0.48 27.42+0.77 21.39+2.29 21.02+4.47
Firmicutes; Clostridia 4.70 0.03+0.00 0.03+0.00 6.05+£0.52 3.42+0.26
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Dysgonomonadaceae; Proteiniphilum 417 7.38+0.15 8.11+0.28 3.03+0.02 3.59+0.25
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae; Bacteroides 3.38 6.71+0.28 1.72+0.09 3.26+£0.54 2.87+£0.09
Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Dysgonomonadaceae 2.80 4.20+0.30 4.,12+0.10 0.94+0.19 1.28+0.12
Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 2.66 1.01+ 0.05 1.08+0.05 4.88+0.90 1.57+0.13
Firmicutes; Clostridia 2.57 0.30+0.06 0.36+0.02 2.73+£0.06 3.41+0.64

Cont = contribution; Fed-inoculant acclimated at room temperature (INg2s-c); Non-fed inoculant acclimated at room temperature (INnrzsec); Fed-

inoculant acclimated at 35°C (INessec); Non-fed inoculant acclimated at 35°C (INnrssec). The percentage of microorganisms that contributed most

to the total dissimilarity of the treatments performed by SIMPER test.
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Table 4. Percentage of methane in biogas (CH4), Biochemical biogas/methane potential (BBP and BMP) and biogas/methane yield

in all evaluated treatments at end of biogas efficiency experiment.

CHa BBP BMP Biogas yield Methane yield

(%) (LBiogas-Kgsv?) (Lmethane-Kgsv'?) (L.Kgsiomassa™) (L.Kggiomassa™)
Room temperature (28°+3.5)
INF2g-c 67+1A 166+15°A 1114104 11+1°A 7+1PA
INF2g-cCO 64+23A 396+78* 24040 31464 194334
INNF28°c 661134 173+23% 114+17PA 10104 7+1PA
INNF2g-cCO 62+134 365184 213+50% 291734 171424
Coosc 53+4PA 219+14°8 1174148 17+]1°8 9+18
Controlled temperature (35°C)
INF3sec 61+228 164+7°A 95+5PA 10+0°A 6+0PA
INF3s-cCoO 60+234 41042824 240+16% 3211 19+1°A
INNF3s°C 61+1°%8 194+14°A 118+10PA 11+0°A 7+QPA
INNF3s.cCO 61+1A 372+201*4 230119 30+1624 18+9%4
Cossc 60+12A 329+16% 199+10% 2610 15+028

Fed-inoculant acclimated at room temperature (INr2s:c); Non-fed inoculant fed acclimated at room temperature (INnr2e-c); Biomass (codigestion)
at room temperature (Cozsc); Fed-Inoculant acclimated at 35°C (INrssoc); Non-fed inoculant acclimated at 35°C (INnessec); Biomass (codigestion)
at 35°C (Cossec). Values are the means of three samples + standard deviation. Variance analysis was performed by one-way ANOVA and small
letters represent differences according to the Scott & Knott test (p <0.05). Capital letters represent the comparison of the inoculants at different

temperatures performed by Student's t test (p <0.05).
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5 CAPITULOII

Isolamento de microrganismos para formulag&o de um inoculante
visando acelerar a degradacéo de residuos organicos agricolas em

biodigestores
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6.1 Objetivo

Formular um inoculante com uma mistura de microrganismos isolados de
inoculantes aclimatados em temperatura ambiente (28+£3,5 °C) e controlada (35 °C)
para acelerar a conversao da matéria organica de residuos agricola em biogas e

metano.

6.2 Materiais e métodos

O desenvolvimento deste estudo é a sequéncia do capitulo I. A partir dos
inoculantes preparados na etapa | foram isolados microrganismos que estdo sendo
testados quanto ao seu potencial de aceleracdo de auxilio na conversao da matéria

organica de residuos agricola em biogas.

6.2.1. Isolamento de microrganismos

Uma aliquota de 100 pL dos inoculantes aclimatados foram inoculadas em tubos
de ensaio contendo o meio de cultura semi-sélido agar Triptona de Soja (TSA) e
incubados em jarras de anaerobiose nas temperaturas controlada e ambiente para
fazer uma pré-selecdo de microrganismos. Apds o crescimento bacteriano uma
aliquota foi inoculada pela técnica de esgotamento em meio Agar Reasoner’'s 2A
(R2A) em placas de petri e novamente incubada em jarras de anaerobiose nas
temperaturas adequadas. As coldnias bacterianas com diferentes caracteristicas
morfologicas foram isoladas do agar R2A foram purificadas e preservadas em glicerol

- 20° C.

Pagina 68 de 84



6.2.2. Identificacdo dos microrganismos isolados

O DNA gendmico dos microrganismos isolados foram extraidos pela técnica
descrita por Sambrook e Russell (2001) que, utiliza fenol cloroférmio para purificacao
do DNA. Para amplificacdo do gene 16S rRNA foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores BacpaeF (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e Bac1542R (5-
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3'). As reacoes foram compostas por: 50 ng de DNA
gendmico, 0,1 mmol L~ MgCI2, 10 uymol.L™* de cada dNTP, 0,3 umol.L™* de cada
oligonucleideos iniciadores e 1 U Tag DNA polimerase (Invitrogen®), totalizando um
volume de 25 uL. Estas reagdes foram submetidas a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) nas seguintes condicfes: desnaturacdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1,5
minutos e para a extensao final a 72°C por 7 minutos, conforme descrito por Bates et
al. (2011). Por fim, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1%, preparado com tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) e brometo de etideo e
visualizados por luz UV. Os fragmentos foram sequenciados em um laboratério
parceiro e as sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas as sequéncias
depositadas no GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) para identificacdo dos

isolados.

6.2.3. Ensaio de digestdo anaerdbia

Os microrganismos isolados foram inoculados separadamente em 50 mL do
Caldo Triptona de Soja (TSB) e incubados a 28 °C durante 48h. ApGs atingir uma
contagem superior a 10° ufc.mL?, 100 mL do caldo bacteriano foi centrifugado e
ressuspendido em 5 mL de solucdo de salina (NaCl 0,85 %). As soluc¢des contendo

os dez microrganismos foram misturadas e o pool dos isolados bacterianos (50 mL)
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foi inoculado em reatores com 500 g de co-digestdo anaerébia (dejeto bovino, suino
e aves, mesma biomassa utilizada no estudo do Capitulo I). Os reatores com somente
a co-digestdo e co-digestdo com microrganismos foram submetidos ao ensaio de
digestdo anaerObia para avaliar a eficiéncia dos microrganismos isolados na
degradacdo da matéria organica e producéo de biogas.

O experimento foi realizado em triplicatas e avaliado em temperatura
controlada e ambiente. As triplicatas foram compostas por: Co-digestdo em
temperatura controlada (Cossec), Co-digestdo em temperatura controlada e bactérias
isoladas (CossecBac), Co-digestdo em temperatura ambiente (Cozsc) e Co-digestao
em temperatura ambiente e bactérias isoladas (Cozs.cBac). As triplicatas somente
com Co-digestao (Cossec e Cozs-c) foram mantidas como triplicatas controle.

O ensaio de digestao anaerdbia e caracterizacdo da Co-digestao foi realizado
no Centro de Pesquisa em Energias e Tecnologias (CPETS) da Univates. A
quantificacdo da producdo de biogas foi realizada no Sistema Automatizado de
Medicao de Biogas (SAMB), conforme descrito por Konrad et al. (2016). A qualificacédo
do biogas obtido foi realizada por um sensor especifico de medicdo de metano,
denominado Advanced Gasmitter, produzido pela empresa PRONOVA
Analysentechnik GmbH & Co e por Cromatografia Gasosa (GC), modelo Clarus 580
GC - ARNL5840 modificado, marca PerkinElmer.

A caracterizacdo da co-digestdo foi realizada por analises de sélidos totais e
volateis, por método gravimétrico de acordo com Standard Methods (APHA, 1998) e

pH pelo método potenciométrico com pHmetro da marca DIGIMED (DME-CV?2).
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6.3. Resultados e discusséo
6.3.1 Isolamento e identificacdo de microrganismos

Dez bactérias com diferentes morfologias coloniais e com crescimento rapido
foram selecionadas (TABELA 1).

Tabela 1 - Identificacdo das bactérias isoladas dos inoculantes aclimatados.

Filo, classe, ordem, familia, género % de
similaridade*

1 Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Paenibacillaceae, Paenibacillus sp. 98,94
2 Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, Lysinibacillus sp. 99,98
3 Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, Bacillus, Bacillus sp. 99,60
4 Nao identificado -
5 Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, Bacillus, Bacillus sp. 99,00
6 Nao identificado\sd -
7 Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, Lysinibacillus sp. 99,00
8 Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, Lysinibacillus sp. 100,00
9 Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, Lysinibacillus sp. 99,00
10Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, Lysinibacillus sp. 99,00

*Similaridade observada pelo banco de dados GenBank

Todas as bactérias identificadas sdo do filo Firmicutes, sete sdo da familia
Bacillaceae e uma da familia Paenibacillaceae. Estes microrganismos foram isolados
do digestato, material de saida do processo de biodigestdo dos inoculantes. Segundo
Chen, et al. (2016), Firmicutes dominam a comunidade bacteriana durante o
desempenho estavel do processo, ou seja, na presenca de baixa taxa de
carregamento organico. Sua funcdo em reatores anaerébios, é fundamental para a
fermentacdo de acidos graxos volateis simples, principalmente na producéo de acido
acético, uma etapa essencial para a producdo de metano por microrganismos

metanogénicos acetoclasticos.
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A abundante representatividade do filo Firmicutes em reatores anaerébios com
diferentes biomassas (residuos alimenticios; esterco bovino e palha; esterco bovino,
suino com silagem de milho e gréos alimentados consecutivamente com caseina,
amido e creme; esterco de galinha combinado com esterco bovino, somente estrume
bovino ou em combinacdo com palha de milho ou gréos de destilaria e torta de
Jatropha; esterco bovino e soro de leite) e em diferentes temperaturas (sistemas
mesofilicos e termofilicos) ja foi relatado por YI et al. (2014); SUN et al. (2015),

ZIGANSHIN et al. (2013), LI et al. (2015).

6.3.2. Ensaio de digesédo anaerodbia

Um mililitro da solucdo do pool de microrganismos isolados foi inoculada na co-
digestdo para avaliar sua influéncia na producdo de biogas. A quantidade de co-
digestao (dejeto bovino, suino e aves) adicionada nos reatores, solidos totais, volateis
e pH para iniciar o experimento foram iguais em todos os tratamentos.

Os solidos totais e volateis da co-digestédo foram 16,52 + 0,40 % e 61,97 + 0,86
%, respectivamente. Considerando os percentuais de solidos e a quantidade de co-
digestao adicionada (500 g) no reator, obteve-se um valor de 51,19 + 0,00 gramas de
sélidos volateis (gSV) em cada reator. Estes valores mostram o potencial da co-
digestéo para producéo de biogas, devido ao percentual de solidos volateis acima de
60%. Os solidos volateis séo a fracdo da biomassa que representa a matéria organica
capaz de ser biodegradada e convertida em biogas, portanto quanto maior sua
representatividade na parcela seca de matéria organica, melhor é a eficiéncia de

conversdo da biomassa em biogas (HASAN et al., 2019).
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O pH da co-digestéo foi de 7,80 + 0,05, faixa neutra a levemente alcalino (6,3
a 7,9), o que é ideal para microrganismos metanogénicos (GUERI; SOUZA,;
KUCZMAN, 2018).

Os volumes de biogas gerados dos tratamentos: Co-digestdo em temperatura
controlada (Cossec), Co-digestdo em temperatura controlada e bactérias isoladas
(CossecBac), Co-digestdo em temperatura ambiente (Cozs:c) e Co-digestdo em
temperatura ambiente e bactérias isoladas (Cozs.cBac), estdo descritos na Tabela 2.
Tabela 2: Producédo de biogas e metano da co-digestédo e da co-digestdo com o pool

de bactérias isoladas na temperatura ambiente e controlada.

CH4 Volume de Volume de
acumulado Biogas Metano
(%) (Lsiogas) (Lmetano)
Temperatura controlada (35°)
Cossc 55,97 + 1,58 8,5+3,78%" 4,8+ 3,18
CossecBac 56,96 + 0,92** 11,0+ 0,58* 6,3 +0,24%A
Temperatura ambiente (28°C + 8,46)
Coazsc 48,09 +5,16% 3,7+0,59% 1,8+0,39%
Cozs-cBac 44,31 + 4,32 39+0,1728 0,7 +0,10%8

Co-digestdo em temperatura controlada (Co35°C); Co-digestdo em temperatura controlada e
bactérias isoladas (Co35°CBac); Co-digestdo em temperatura ambiente (Co028°C); Co-
digestao em temperatura ambiente e bactérias isoladas (Co28°CBac). Os valores sdo a média
de trés amostras * desvio padréo. A analise de variancia foi realizada por ANOVA one-way
de acordo com Scott & Knott test (p <0.05), onde letras minldsculas representam a
comparagdo da co-digestdo com e sem bactérias isoladas na mesma temperatura e letras
maidsculas representam a comparacao entre o tipo de co-digestdo em diferentes

temperaturas, pelo teste t de Student (p <0,05).

Na Figura 1A destaca-se o alto teor de metano (aproximadamente 75%) nos
quatro tratamentos e a elevada producdo diaria de biogas no 54° dia (fase

exponencial), isso indica que o material ndo foi totalmente degradado e ainda
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apresenta disponibilidade de matéria organica para ser convertida em biogas. No
entanto, a Figura 1B mostra a producdo acumulada de biogas e metano dos
tratamentos em temperatura controlada (Cosscc e CosscBac) e ambiente (Cozsc e
Cozs-cBac), os resultados indicam que a adi¢do do pool de bactérias ndo melhorou a
producao de biogas nas diferentes temperaturas.

De acordo com o estudo realizado por Hasan et al. (2019), que avaliou a
variacdo do percentual de dejeto suino em uma mistura com lodos de estacfes de
tratamento de efluentes de frigorificos e laticinio e sangue animal (suino e aves), a co-
digestdo com presenca de 40% e 50% de dejeto suino, valores intermediarios ao
percentual de dejeto suino utilizado neste estudo (47%), produziu 12,52 e 12,37 L de
biogas e 8,39 e 8,18 L de metano, valores préximos aos encontrados na Coss.cBac,

mesmo apresentando biomassas diferentes.
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Figura 1 - Producao diaria (A) e acumulada (B) dos tratamentos ao longo de 54 dias
de incubacdo anaerdbica em temperatura ambiente (28 + 8,46 ° C) e temperatura
controlada (35 ° C). A co-digestdo usada foi composta por uma mistura de dejeto de
gado (17%), suino (47%) e aves (36%). Os tratamentos avaliados foram: Co-digestédo
em temperatura controlada (Cossec), Co-digestdo em temperatura controlada e
bactérias isoladas (Coss.cBac), Co-digestdo em temperatura ambiente (Cozs-c) e Co-

digestdo em temperatura ambiente e bactérias isoladas (Cozs.cBac).

Considerando que os tratamentos se encontram na fase exponencial de

producéo de biogas (FIGURA 1) e que a quantidade de gramas de soélidos volateis
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(gSV) disponiveis para serem degradas € mais que o dobro (51,19 gSV) das
encontrados por Hasan et al. (2019) (20,7 e 19,4 gSV) para 40% e 50% de dejeto
suino, entende-se que ainda ha potencial para aumentar a producdo de biogas e

metano.

6.4. Perspectivas

Para completar o Capitulo I, sera avaliado o pool de bactérias isoladas em um
sistema de digestdo anaerdbia com amostra padréo (Celulose Microcristalina), pois
esta possui potencial bioquimico de biogas conhecido. Acredita-se que com estes
resultados podem mostrar a influéncia destes microrganismos na digestao anaerdébia,
visto que a celulose microcristalina € um substrato de facil assimilacdo para os

microrganismaos.
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6 DISCUSSAO GERAL

Esta pesquisa foi desenvolvida com o intuito de elaborar um inoculante com
potencial de acelerar a degradacdo anaerObia de uma co-digestdo com dejetos
animais (bovino, suino e aves), potencializando a producdo de biogas, e avaliar a
utilizacdo de temperatura ambiente em biodigestores. Esta pesquisa também visou
isolar microrganismos e montar um inoculante com os mesmos.

A pesquisa foi desafiadora, pois poucos estudos realizam avaliagbes em
temperaturas menores que a ideal para o crescimento de microrganismos anaerébios
(35 °C). A maioria dos estudos, buscam avaliar temperaturas mesofilas (35 °C) ou
termofilas (55°C). Portanto, devido a necessidade de encontrar alternativas para
minimizar custos operacionais com biodigestores, este estudo buscou trabalhar com
temperatura ambiente, sem um devido controle, e como resultado verificou-se que é
possivel utilizar temperatura ligeiramente inferior a considerada ideal (28 + 3,5°C).

No Capitulo I, o estudo desenvolvido em duas etapas: preparo dos inoculantes
e avaliacdo destes em sistema de co-digestdo anaerdbia, mostrou que o0s
microrganismos se adaptam a condi¢cdes ambientais pré-estabelecidas. Avaliacdo

dos inoculantes em sistema de co-digestdo anaerdbia, mostrou que o rendimento de

Pagina 77 de 84



biogas da co-digestdo com inoculantes na temperatura ambiente (28 °C % 3,5) ndo
apresentou diferenca significativa dos valores obtidos na temperatura ideal de 35 °C,
indicando que temperaturas menores da faixa ideal podem ser utilizadas, desde que
se respeite o tempo de adaptacado dos microrganismos no ambiente estabelecido.

A analise da composicdo da microbiota dos inoculantes apos aclimatacao
mostrou maior representatividade de microrganismos do filo Firmicutes e
Bacteriodetes, sendo Firmicutes o filo com maior representatividade na temperatura
de 28 °C e Bacteroidetes com maior representatividade na temperatura de 35 °C. Esta
maior representatividade confirma a relevancia das etapas iniciais do processo de
degradacdo da matéria organica (hidrolise e fermentacdo), na qual estes
microrganismos disponibilizam os substratos de interesse dos microrganismos
acidogénicos e metanogénicos para producao de metano.

A etapa de avaliacdo dos inoculantes com a co-digestdo anaerébia confirmou
a importancia dos inoculantes na inicializacdo e melhora da producéo de biogas, este
resultado confirma a hipotese desenvolvida no inicio do projeto de pesquisa.

O capitulo I, € a continuidade deste projeto de pesquisa, nesta etapa as
bactérias isoladas foram aplicadas em sistema de co-digestdo anaerObia para
avaliacdo do seu potencial de producéo de biogas. Este experimento encontra-se em
andamento e ainda apresenta somente resultados preliminares.

Considerando os resultados obtidos neste estudo, entende-se ser interessante
avaliar a microbiota da co-digestdo com inoculante em diferentes periodos e nas
temperaturas ambiente e controlada (35 °C) para identificar o desenvolvimento dos
microrganismos, obtendo dados mais completos do sistema de digestdo anaerdbia

durante o periodo de incubagéo.
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7 CONCLUSOES

Inoculantes eficientes para acelerar o processo de degradacdo da matéria
organica de uma co-digestdo com dejeto bovino, suino e aves, foram preparados e
avaliados em sistema anaerébio quanto ao seu potencial na melhora da producédo de
biogas e metano. As avaliacdes foram realizadas em temperatura controlada (35 °C)
e ambiente (28 + 3,5 °C) para visualizar alternativas de minimizar custos operacionais
de biodigestores.

A identificacdo dos microrganismos presesntes nos inoculantes previamente
preparados confirmou que a representatividade de microrganismos é diferente nos
inoculantes em temperatura controlada (35 °C) e ambiente (28 £ 3,5 °C). Firmicutes
apresentam maior representatividade em temperatura controlada (35 °C) e
Bacteroidetes em temperatura ambiente (28 £ 3,5 °C).

A avaliacdo do potencial dos inoculantes previamente preparados para
melhorar a producdo de biogas mostrou que os inoculantes (alimentados e nao
alimentados) a 28 ° C fizeram com que o rendimento de biogas e metano fosse
semelhantes dos valores encontrados na faixa ideal de temperatura de 35 ° C.

O estudo também confirmou que o0s microrganismos isolados nao

potencializaram a producao de biogas nas temperaturas controlada (35 °C) e ambiente
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(28 £ 3,5 °C). Portanto, novos testes devem ser realizados com biomassa conhecida
para obter um resultado ainda mais seguro.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que o uso de inoculante
previamente preparado pode melhorar a eficiéncia da producdo de biogas em
temperatura controlada (35 °C) e ambiente (28 + 3,5 °C), devido a adaptacéo
microbiana anteriormente realizada com substratos, e confirma que mudancas na
comunidade microbiana podem ocorrer sem alteracdes na producédo de biogas, ou
seja, diferentes grupos microbianos desempenham as mesmas funcées em diferentes
condicBes operacionais.

O principal destaque do trabalho foi a avaliacdo de diferentes temperaturas nos
sistemas de biodigestdo anaerdbia. Os resultados mostraram que o potencial
bioquimico e rendimento de biogas e metano da co-digestdo, com 0s inoculantes
previamente preparados, na temperatura ambiente (28 + 3,5 °C) atingiram valores
semelhantes a temperatura ideal (35 °C). Isso mostra a importancia do uso de
inoculantes no inicio do processo de digestao anaerdbia e o quanto eles favorecem o
desenvolvimento de microrganismos especificos, garantindo estabilidade no processo
e na producdo de biogas e metano. Esses resultados promissores podem permitir o
uso desse tipo de producdo de energia nas regides que apresentam temperaturas
ligeiramente mais baixas e auxiliar na reducao de custo operacional de biodigestores.

O presente projeto sera de ampla relevancia para a cadeia produtiva do biogas,
pois visa contribuir com a identificagéo de produtos e/ou processos, que potencializam

a producéo de biogas e ampliem o desenvolvimento da tecnologia de biodigestores.
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