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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes relagdes indculo/substrato (RIS) na producdo de
metano usando bagaco de malte (BDM) como substrato. O ensaio de potencial bioquimico de metano (BMP) foi
conduzido para avaliar o rendimento de metano de diferentes RIS (4, 3, 2 e 1) com base em s6lidos totais volateis
(STV). Além disso, foram avaliados o desempenho do indculo utilizando celulose microcristalina como substrato
padrdo, o potencial bioquimico de metano tedrico e a biodegradabilidade dos substratos. O melhor resultado obtido em
relagdo a producdo de metano no ensaio de BMP foi na RIS 4, com rendimento especifico de metano de 304,18 NmLcpy
gstv . Por outro lado, a RIS 1 mostrou a menor produgio, apresentando um perfil da curva de produgio acumulada de
biogas e metano com possivel inibigdo e de dificil biodegradabilidade. Portanto, o aumento no rendimento de metano do
BDM foi diretamente proporcional ao aumento da RIS, assim como o inoculo usado no ensaio de BMP apresentou
desempenho satisfatorio conforme resultados obtidos nos biorreatores de controle positivo.

PALAVRAS-CHAVE: biodegradabilidade, biogas, potencial bioquimico de metano, relagdo indculo/substrato, residuo
solido.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the influence of different inoculum to substrate ratios (ISR) on the methane production
using brewery spent grain (BSG) as substrate. The biochemical methane potential (BMP) assay was conducted to
evaluate the effect on methane yield of different ISR (4, 3, 2 and 1) based on volatile solids. In addition, the
performance of the inoculum was assessed using microcrystalline cellulose as a standard substrate. The theoretical
methane potential and the biodegradability of the substrates were also evaluated. The best result obtained in relation to
methane production in the BMP assay was in ISR 4, with a specific methane yield of 304.18 NmLcyy gvs'l. However,
ISR 1 showed the lowest production, presenting a profile of the accumulated production curve of biogas and methane
with possible inhibition and difficult biodegradability. Therefore, the increase in BDM methane yield was directly
proportional to the increase in ISR, as well as the inoculum used in the BMP assay showed satisfactory performance
according to the results obtained in the positive control bioreactors.

KEY WORDS: biodegradability, biogas, biochemical methane potential, inoculum to substrate ratio, solid waste.

INTRODUGAO

As agdes voltadas para a busca de solugdes para os residuos solidos sob a premissa do desenvolvimento sustentavel se
tornaram um elemento de extrema importancia da politica ambiental global e nacional (BRASIL, 2010). Além disso, as
mudangas climaticas progressivas, assim como o esgotamento dos combustiveis convencionais, exigem mudangas
rapidas e a transicdo de uma economia linear para uma economia circular. Logo, os residuos s6lidos organicos, como
uma fonte de poluicdo, podem ser utilizados para a producdo de energia por meio de biocombustiveis como biogés,
metano, hidrogénio, etanol, biodiesel e outros (SZAJA et al., 2021).

Neste contexto, o Brasil, terceiro maior produtor de cerveja do mundo, atras apenas da China e dos Estados Unidos,
produziu em 2021, 14,30 bilhdes de litros de cerveja (BARTHHAAS, 2022). Para produzir 100 litros de cerveja, sdo
gerados aproximadamente 20 kg de bagaco de malte (BDM), representando 85% do total de residuos so6lidos produzidos
no processo de fabricagdo da cerveja (MUSSATTO, 2014).

A principal aplicagdo do BDM ¢ como ragdo para bovinos, no entanto, varias alternativas tém sido propostas para o uso
deste residuo solido na produgdo de energia, sendo motivada pela crise energética que o mundo estd vivendo
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atualmente. Além disso, a grande disponibilidade deste material aliada a sua composi¢do quimica e baixo custo faz do
BDM uma matéria-prima de grande interesse para aplicacdo nesta area (MUSSATTO, 2014). Portanto, varios estudos
tém proposto o uso BDM na producdo de energia, por meio de processos de digestdo anaerobia (DA) para produgdo de
biogas (BOUGRIER et al., 2018; MAINARDIS et al., 2019; VITANZA et al., 2016).

A determinacdo do potencial bioquimico de metano (em inglés, biochemical methane potential - BMP) de residuos
solidos organicos ¢ um componente chave da pesquisa de DA, e o ensaio de BMP ¢ amplamente utilizado para
determinar a biodegradabilidade e o rendimento de metano de diferentes substratos (HAFNER ez al., 2020a).

Nos ensaios de BMP, a relagdo inoculo/substrato (RIS) ¢ um parametro importante, pois afeta a eficiéncia da DA
(DECHRUGSA et al., 2013). Recomenda-se que a propor¢do em termos de solidos totais volateis (STV) do indculo
seja maior que a do substrato para minimizar problemas de acidifica¢@o ou inibi¢do por excesso de substrato, sendo
considerado padrdo o uso de RIS > 2 (HOLLIGER et al., 2016; VDI, 2016). Estudos anteriores mostraram que o
aumento da RIS afeta positivamente o rendimento de metano (CAILLET et al., 2019; YORUKLU et al., 2018).

OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo determinar o potencial bioquimico de metano do bagago de malte (BDM) em diferentes
relagdes indculo/substrato (RIS) e avaliar o desempenho do indculo utilizando um substrato padrao.

METODOLOGIA
Substratos e inéculo

O residuo s6lido BDM utilizado como substrato foi obtido por um processo que emprega apenas malte para producio
de cerveja, sem a presenca de adjuntos, sendo coletado em uma cervejaria localizada em Maringd, Parana, Brasil, apds a
produgido de cerveja do tipo Pilsen, estilo de maior produgdo. Celulose microcristalina (CEL) (Synth, Mingtai Chemical)
foi usada como substrato padrdo. Como indculo, foi utilizado lodo anaer6bio com 110 dias, mantido em biorreator em
temperatura mesofilica. A Figura 1 ilustra o BDM, o indculo e o biorreator em que foi mantido.

-

Figura 1: Materiais utilizados nos experimentos: (a) bagaco de malt; (b) indculo; (c) biorreator de inéculo
mesofilico e banho termostatico; (d) detalhe interno da serpentina de aco inox para recirculacio de agua
aquecida. Fonte: Autores, 2023.
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O in6culo foi obtido a partir da mistura de lodo de biorreator de uma estagdo municipal de tratamento de esgoto,

localizada em Maringa, Parand, Brasil, e do tratamento de aguas residudrias de suinocultura em uma fazenda-escola de
uma universidade, localizada em Londrina, Parana, Brasil.

Caracterizagdo dos substratos e inéculo

A caracterizagdo fisico-quimica dos substratos e indculo seguiu as metodologias descritas no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998). A composi¢do elementar do BDM em termos de carbono (C),
hidrogénio (H), nitrogénio (N) e enxofre (S) foi determinada usando um analisador elementar CHNS (Thermo

Scientific, FlashSmart). O oxigénio (O) foi determinado pela diferenca da soma do teor de C, H, N, S e s6lidos totais
fixos (STF), com base no teor de solidos totais (ST).

Ensaio de potencial bioquimico de metano

O ensaio de BMP foi utilizado para determinar a biodegradabilidade do BDM, sendo realizado de acordo com as
recomendagdes descritas na diretriz técnica da Associagdo de Engenheiros Alemdes (em inglés, Verein Deutscher
Ingenieure — VDI) VDI 4630 (VDI, 2016) ¢ nos protocolos de padroniza¢do do ensaio propostos na literatura
(HAFNER et al., 2020a; HOLLIGER et al., 2016). O ensaio de BMP, conforme apresentado na Figura 2, ocorreu em
reatores de vidro dmbar de 250 mL, com volume de headspace de 75 mL. Biorreatores “brancos”, considerados
controle negativo foram realizados para obter o BMP a partir da atividade do inoculo, e biorreatores controle positivo
foram usados para avaliar o desempenho do in6éculo usando CEL como substrato padréo.
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Figura 2: Ensaio de potencial bioquimico de metano: (a) detalhe de um biorreator; (b) biorreatores no banho
termostatico; (c) detalhe do banho termostatico com controle de temperatura. Fonte: Autores, 2023.

A SIR foi calculada com base no teor de sélidos totais volateis (STV), e RIS 4, 3, 2 e 1 foram investigadas. No entanto,
para os biorreatores em que a CEL foi utilizada como substrato, a RIS foi fixada em 2. Antes da vedagdo de cada
biorreator, aplicou-se nitrogénio gasoso (N,) por 30 segundos, visando estabelecer condigdes anaerobias (Koch et al.,

2015). Todos os biorreatores foram mantidos em temperatura mesofilica (37 + 1°C) em banho termostatico por 45 dias
e agitados manualmente uma vez ao dia.

Os volumes de biogas dos biorreatores foram medidos diariamente utilizando seringas graduadas. A pressao

manométrica foi medida no headspace dos biorreatores por meio do septo com uma seringa conectada a um medidor de
pressdo digital (Figura 3a).

Para determinag@o da composi¢do do biogas, amostras de gas foram coletadas diariamente durante a primeira semana,
em dias alternados na segunda semana e a cada trés dias a partir da terceira semana até o final do ensaio. A composicao
do biogés em termos de metano (CHy) foi determinada em um cromatdgrafo a gas (Trace GC Ultra, Thermo Scientific)
(Figura 3b), equipado com um detector de condutividade térmica (TCD). As inje¢es do cromatografo foram realizadas
no modo splitless, com o injetor a uma temperatura de 100 °C. Hélio foi usado como gas de arraste a uma vazéo de 10

mL min”. A coluna cromatografica utilizada foi a HP-Plot U (30 m x 0,53 mm x 0,20 um), operada em modo
isotérmico a 40 °C.
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Figura 3: Ilustracido da amostragem de biogas: (a) detalhe da medicio do volume e composi¢iao do biogas; (b)

cromatografo a gas usado para determinagdo da composicdo do biogas. Fonte: Autores, 2023.

Os volumes de biogas medidos foram normalizados para temperatura e pressdo padrio (273,15 K e 1013,25 mbar),
conforme Equacdo 1, e indicado como mililitro normal (NmL) (HAFNER et al., 2020b; VDI, 2016). A pressdo de vapor
da agua foi calculada como sugerido por Stromberg et al. (2014), representada pela Equagéo 2.

X (Patm_Pvap) X TN

Vy =V PaxT Equacgao
©)

1730,63
Poap = 108’1962(T-39.724) Equacgao
2

Na Equagdo 1, Vy corresponde ao volume de biogas normalizado, em NmL; V o volume de biogas medido pelo método
volumétrico, em mL; P,y a pressdo atmosférica no momento da medigdo, em mbar; P.,, a pressdo de vapor da 4gua em
funcdo da temperatura ambiente ou de operagdo, em mbar; Ty a temperatura normal, 273,15 K; Py a pressdo normal,
1013,25 mbar; e T a temperatura do biogds, ou seja, a temperatura de operagdo, em K. Na Equagdo 2, P,,, corresponde a
pressdo de vapor da dgua, em mbar; e T a temperatura do biogas, em K.

A producdo de biogas e metano dos biorreatores substrato e controle positivo foram subtraidas da producdo média dos
biorreatores brancos (produgdo do indculo) e dividida pela massa de substrato adicionada com base nos sélidos volateis.
Todos os valores de produgdo biogas e de metano foram expressos em termos de rendimento especifico (NmL ggry™'). O
ensaio de BMP foi encerrado quando a producdo diaria de metano foi inferior a 1% por trés dias consecutivos em
relacdo a produgdo acumulada de metano (HAFNER et al., 2020a).

Potencial bioquimico de metano teérico
O potencial bioquimico de metano tedrico (BMPT) foi calculado com base na Equagdo proposta por Symons e Buswell

(1933) (Equagédo 3), e o BMPT foi usado para avaliar a biodegradabilidade dos substratos, por meio da relagdo entre o
BMP observado ¢ 0 BMPT (VAZIFEHKHORAN; TRIOLO, 2019) (Equagéo 4).

TBMP — (3 +2 -2 -3¢) x22.4x1000 Eotacio (3

- 12n +a+16b+14c quagdo (3)
BMP ~

BD =__ x 100 Equagdo (4)

Na Equacdo 3, TBMP ¢ o potencial bioquimico de metano teoérico, em NmLcyy gSTv'l; n, a, b e ¢ correspondem ao
nimero de atomos do carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, respectivamente, expressos em percentual de massa
seca, ou seja, % de solidos totais; e 22,4 ¢ o volume de 1 mol de gis na temperatura e pressdo normal, em L. Na
Equag@o 4, BD corresponde a biodegradabilidade do substrato, em %; BMP o potencial bioquimico de metano
observado, em NmLcy, gSTv'l; e TBMP o potencial bioquimico de metano teérico, em NmLcy, gssTV'l.

IBEAS - Instituto Brasileiro de Estudos Ambientais



6° CONRESOL el ok

6°Congresso Sul-Americano .
de Residuos Sélidos e Sustentabilidade FOZ DO IGUACU - PR 23 a 25 Maio 2023

Andlise estatistica dos resultados

A produg@o acumulada de biogas ¢ de metano foram analisadas usando analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo
teste de Tukey (p < 0,05), utilizando um software estatistico.

RESULTADOS
Caracterizagdo dos substratos e inéculo

As caracteristicas dos substratos e do in6culo sdo apresentadas na Tabela 1. O resultado obtido na relagdo STV/ST
(0,96) indica um alto potencial de transformagao organica do BDM, pois substratos que apresentam STV/ST maior que
0,70 podem ser considerados facilmente biodegradaveis (PAVAN et al., 2000). Os valores de ST (22,27%) e STV
(21,49%) obtidos para o BDM sdo semelhantes aos resultados obtidos por Bougrier ef al. (2018), em que encontraram
valores de ST e STV entre 22,91-26,23% ¢ 21,93-24,96%, respectivamente.

Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica dos substratos e inoculo.
Fonte: Autores, 2023.

Parametro Bagaco de malte Celulose microcristalina® Inoculo®™
ST (%) 22,27 (+0,08) 94,40 (+0,09) 3,57 (£0,07)
STV (%) 21,49 (£0,03) 94,34 (+0,11) 2,38 (+0,09)
STV/ST 0,96 0,99 0,66
C (%ST) 45,71 (+1,07) ND ND
H (%ST) 6,07 (+0,12) ND ND
N (%ST) 3,65 (+0,21) ND ND
S (%ST) 0,15 (+0,00) ND ND
0 (%ST) 43,64 ND ND
C/N 12,52 ND ND
Férmula quimica CisH30,0N CeH,0059 ND
BMPT (NmLcys gstv™) 446 4159 ND

Nota: ND: ndo determinado; ST: solidos totais; STV: solidos totais volateis; C/N: relacdo carbono/nitrogénio;
BMPT: potencial bioquimico de metano tedrico baseado na composigao elementar; (a) substrato padrao; (b)
mistura de lodo anaerdbio com 110 dias; (c) calculado por diferenga; (d) da literatura. Os valores médios sdo
relatados e valores entre parénteses representam o desvio padrao (n = 3).

Como esperado, devido ao carater organico do substrato, os resultados da analise elementar mostram um alto teor de
carbono no BDM. Os valores de carbono e nitrogénio encontrados para o BDM foram 50,5 e 3,6 %ST, respectivamente,
semelhantes aos relatados por Dudek ef al. (2019). Valores na faixa de 45,6-47,5%ST para carbono e 2,4-2,9%ST para
nitrogénio em amostras de BDM foram relatados por Mainardis et al. (2019), sendo valores proximos aos encontrados
neste estudo para carbono, porém menores para nitrogénio.

A relagao C/N obtida para o BDM (12,52) esta abaixo do valor considerado 6timo para digestdo anaerdbia (20-30)
(PARKIN; OWEN, 1986). No entanto, para baixas relagdes C/N, como obtido para o BDM, o uso de uma maior SIR
em ensaios de BMP e a co-digestdo anaerdbia com um ou mais substratos ¢ indicado para melhorar as relagdes C/N
(MAINARDIS et al., 2019; MATA-ALVAREZ et al., 2014). Vitanza et al. (2016) apresentaram relagdo C/N de 12,4,
valor proximo em relagdo ao resultado obtido neste estudo.

Producéao de biogas e metano

A producdo acumulada de biogas e metano, a concentracdo de metano e a biodegradabilidade dos substratos, para cada
RIS avaliada para o BDM e CEL, sdo apresentadas na Tabela 2.

IBEAS - Instituto Brasileiro de Estudos Ambientais



6° CONRESOL el ok

6°Congresso Sul-Americano
de Residuos Solidos e Sustentabilidade

FOZ DO IGUACU - PR 23 a 25 Maio 2023

Tabela 2. Producio de biogas e metano, teor de metano e biodegradabilidade do bagaco de malte para diferentes

relacoes inoculo/substrato. Fonte: Autores, 2023.

Produg¢do acumulada

Produg¢do acumulada

Conteudo de

Biorreator RIS de biogas de metano metano Blodegr?(ga;blhdade
(NmL geryv™) (NmL s gsry') (CH,%) ’
CEL 2 598,61 (+10,64) 343,67 (+3,33) 53,35 (+0,57) 83,01
BDM 4 4 524,78 (+30,43)" 304,18 (+16,39)* 55,61 (+0,79) 68,20
BDM 3 3 486,55 (£12,56)™ 270,62 (£3,53)° 54,83 (+0,48) 60,67
BDM 2 2 468,34 (+10,19)° 267,17 (+8,90)° 55,74 (£0,28) 59,69
BDM 1 1 390,55 (+13,67)° 214,79 (+3,61)° 53,76 (+1,06) 48,16

Nota: Letras diferentes indicam que a diferenca das médias ¢ significativa ao nivel de 0,05; BDM = bagaco de malte;
CEL = celulose microcristalina usada como substrato padrdo; RIS = relagdo indculo/substrato; STV = solidos totais
volateis; NmL = mililitro normal a 273,15 K e 1013,25 mbar. Os valores médios sdo relatados e os valores entre
parénteses representam o desvio padrao (n =4).

Ao avaliar a Tabela 2, a RIS 4 apresentou o melhor desempenho no processo de digestdo anaerdbia. Por outro lado, a
RIS 1 resultou no menor rendimento de biogds e metano, em que pode estar relacionada & sobrecarga dos biorreatores
nesta concentragdo. Por esse motivo, a quantidade de substrato hidrolisavel disponivel para os microrganismos pode ter
ocasionado o acimulo de 4cidos graxos volateis (AGV) e, consequentemente, possiveis inibi¢des na digestdo anaerdbia.
Bougrier et al. (2018) ao avaliarem 4 amostras de BDM em ensaios de BMP, obtiveram produg@o de metano entre 285
e 350 NmLcyy gSTV'l, valores semelhantes aos encontrados no presente estudo. Vitanza et al. (2016) relataram um grau
de conversdo ou biodegradabilidade de 81,10% para o BDM, enquanto neste estudo o maior valor obtido foi de 68,20%

na RIS 4.

A atividade bioldgica do inéculo foi avaliada pelo BMP do substrato de referéncia, em que foi utilizado celulose
microcristalina (biorreatores controle positivo). O BMP da celulose atingiu uma producdo de biogéds de 598,61 NmL
gSTV_l, correspondendo a 80,35% do valor da producdo média de biogas de 745 NmL gSTV‘l reportada pela diretriz alema
VDI 4630:2016, considerando 100% de conversdo da CEL em biogés e para crescimento dos microrganismos (VDI,
2016). Além disso, Hafner et al. (2020a) relataram que os resultados de BMP s6 podem ser validados se o BMP
controle positivo estiver entre 340 ¢ 395 NmLcyy gSTV'l. Logo, o ensaio de BMP realizado foi valido, pois foi obtido um
valor médio de 343,67 NmLcys gSTV'l para o BMP controle positivo.
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Figura 4: Curvas de producio acumulada de biogas (a) e de metano (b) do bagaco de malte (BDM) nas relacdes
indculo/substrato (RIS) 4, 3, 2 e 1 e da celulose microcristalina (CEL) como controle positivo no ensaio de potencial
bioquimico de metano em 45 dias de incubac¢io. Fonte: Autores, 2023.

Nota: Os valores médios sdo relatados e os desvios padréo representam barras verticais (n = 4).

Adicionalmente, os resultados obtidos podem ser avaliados por meio do perfil da curva da producdo acumulada de
biogas e metano para cada RIS testada, conforme mostra a Figura 4. Ao avaliar o perfil de produ¢do acumulada de
biogas do BDM em 45 dias de incubagdo apresentados na Figura 4, a maior producdo foi obtida na RIS 4, seguido da
RIS 3 e RIS 2, no entanto, ndo houve diferenga significativa entre a RIS 4 e 3, e entre a RIS 3 e 2. Assim como a
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producdo acumulada de metano, mostrou a mesma tendéncia, porém ndo houve diferenga significa entre a RIS 3 e 2,
conforme apresentado na Tabela 2. A produg@o de biogas ficou estdvel entre o 10° e o 15° dia, seguindo o mesmo
comportamento de producdo de biogas para as diferentes RIS avaliadas, com exce¢do da RIS 1 em que foi obtido a
producdo de biogéds mais baixa. Ademais, os perfis das curvas sdo tipicos das diferentes etapas que caracterizam o
processo de produgdo de biogas. Em outras palavras, os perfis revelam a presenca de uma fase inicial, denominada fase
lag, seguida de uma fase de rapido aumento na produgéo e, finalmente, a fase de estabilizagdo.

De acordo com a diretriz alemd VDI 4630 (VDI, 2016), substancias facilmente conversiveis sdo convertidas
rapidamente

em biogas e a curva correspondente ¢ caracterizada por um aumento acentuado na produgdo acumulada de biogas, se
caracterizando como uma curva normal, comportamento obtido nas RIS 4, 3 e 2. Por outro lado, substincias que se
degradam com dificuldade, exibem uma curva de formagdo de biogas retardada, sendo que o perfil desta curva também
pode ser devido a uma ligeira inibi¢do (VDI, 2016), comportamento apresentado na RIS 1, que neste caso, esta possivel
inibigdo ocorreu pelo excesso de substrato.

Por fim, o perfil de producdo de biogas para a CEL diferiu dos demais experimentos e mostrou um aumento na
produgdo a partir do 5° dia e estabilidade apos o 30° dia. Resultado este ja esperado, visto que, este substrato de
referéncia ¢ completamente degradavel, porém nao ¢ de rapida biodegradabilidade (VDI, 2016).

CONCLUSOES

A produgdo de biogas e metano do BDM na RIS 4 apresentou melhor desempenho no ensaio BMP. Além disso, o perfil
da producdo acumulada de biogéas e metano apresentou comportamento normal. No entanto, a RIS 1 apresentou a menor
producdo de biogds e o menor rendimento de metano, mostrando um perfil de produgdo de metano com possivel
inibicdo e de dificil degradabilidade devido ao excesso de substrato. Portanto, pode-se concluir que o rendimento de
metano do BDM aumenta a medida que a RIS aumenta. Além disso, o lodo anaerébio utilizado como indculo no ensaio
BMP atendeu ao desempenho exigido nos protocolos de referéncia.
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