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RESUMO

SOUZA, André L. Viana, Universidade Estadual do Parana — UNIOESTE, Setembro —
2018. Producdo de Biohidrogenio (BioH;) a partir do processo fermentativo do soro de
leite utilizando diferentes complexos bacterianos. Orientador Dr® Carlos Eduardo Borba e

Coorientador Dr. Eduardo Bittencourt Sydney.

O desenvolvimento das sociedades, sempre esteve interligadas as fontes energéticas, desta
forma o H, aparece como possivel fonte. Atualmente a via bioldgica, a fermentagao
bacteriana, vem apresentando destaque, por apresentar boa produtividade e baixo custo. O
presente trabalho propdem-se a avaliar o potencial de consdrcios microbianos, de facil
acesso na producdo de BioH,, por via fermentativa, utilizando o soro de leite como meio
de cultivo. Esta foi realizada por complexos produtivos denominados de CBPU (Complexo
Bacteriano Puro), CBPO (Complexo Bacteriano Porco), CBTE (Complexo Bacteriano
Terra) e CBBO (Complexo Bacteriano Boi), onde o meio fermentativo foi formado com
um Iml de cada complexos e 6ml de meio de cultivo, mantidos em uma estufa com a
temperatura em 33°C, por um periodo de 07 dias, onde foi verificado a concentragao e
producdo dos gases e acidos organicos, tendo como resultado no CBPU 35% e 700
mLBioH,/L(substrato) € com maior produtividade de acido acético, o CBPO 36% e 1594
mLBioH,/L, com maior concentra¢ao de acido butirico, 0 CBTE 37% ¢ 1691 mLBioH,/L,
com maior produtividade de acido succinico e o CBBO 51% e 4371 mLBioH,/L, com a
produtividade de &cidos organicos dividida em butirico e succinico. Os resultados obtidos
demonstraram ter capacidade produtiva de BioH; e de acidos orgénicos, que no caso do
CBBO obteve rendimento produtivo maior que trabalhos encontrados na literatura atual,
possibilitando um direcionamento para novas pesquisas e analises a serem feitas

posteriormente.

Palavras Chaves: Biohidrogénio, Fontes Energéticas, Carga Organica, Complexo

Bacteriano;



ABSTRACT

SOUZA, André L. Viana, Universidade Estadual do Parana — UNIOESTE, Setembro —
2018. Production of Biohydrogen (BioH;) from the fermentative process of the milk whey
using different bacterial complexes. Orientador Dr® Carlos Eduardo Borba e Coorientador

Dr. Eduardo Bittencourt Sydney

The development of societies, has always been interconnected energy sources, this way the
H, appears as a possible source. Nowadays, the biological pathway, the bacterial
fermentation, has been highlighted, as it presents good productivity and low cost. The
present work proposes to evaluate the potential of microbial consortia, which are easily
accessible in the production of BioH,, by fermentation using the whey as a culture
medium. This was done by productive complexes called PUBC (Pure Bacterial Complex),
PIBC ( Pig Bacterial Complex), LACB (Land Bacterial Complex) and OXBC (Ox
Bacterial Complex), where the fermentative medium was formed with 1ml of each
complex and 6ml of culture medium, kept in a greenhouse with a temperature of 33°C for a
period of 07 days, where the concentration and production of the organic acids and gases
were verified, resulting in 35% PUBC and 700 mLBioH2 / L (substrate) and with higher
productivity of acetic acid, PIBC 36% and 1594 mLBioH2 / L, with higher concentration
of butyric acid,LACB 37% and 1691 mLBioH2 / L, with higher productivity of succinic
acid and OXBC 51% and 4371 mLBioH2 / L, with the productivity of organic acids
divided into butyric and succinic. The results obtained showed a productive capacity of
BioH2 and of organic acids, which in the case of OXBC obtained higher productive yield
than works found in the current literature, making possible a new research and analysis to

be done later.

Key Words: Biohydrogen, Energy Sources, Organic Load, Bacterial Complex



INTRODUCAO

O desenvolvimento da sociedade, sempre esteve vinculado as fontes energéticas
e/ou a necessidade de suprir as demandas, criadas pelas inovagdes tecnologicas. A primeira
fonte energética a ser utilizada pelo o homem foi o fogo, tendo como recurso a madeira,
que era consumida a partir da combustdo. O dominio deste recurso proporcionou uma
maior qualidade de vida, a partir da luz emitida, que gerava prote¢ao e do calor, que

amenizava os efeitos climaticos e melhorava as fontes alimentares.

Com o passar dos anos e o desenvolvimento da sociedade, foram surgindo novas
demandas energéticas, sendo suprida inicialmente pelas forgas dos ventos e das aguas. Os
ventos eram utilizados na locomocgdo dos barcos e na manufatura de graos, as dguas na
hidrostatica e na irrigacdo, estes sendo responsaveis pelo desenvolvimento e expansio

territorial da sociedade.

No século XVIII, o mundo passava por mudangas tecnoldgicas, como o advento
dos motores a combustao de Thomas Severy e James Watt, da eletricidade através dos
experimentos de Thomas Edison, Nicola Tesla e Wildman Whitehouse. Surgindo assim
uma nova demanda energética mundial, sendo suprida pela combustdo do carvao mineral e

vegetal, da descoberta do Petréleo e seus derivados e das hidroelétricas.

Como nota-se a combustdo sempre esteve como integrante majoritaria da matriz
energética mundial. Este fendmeno quimico ocorre entre 02 reagentes ou mais, geralmente
a partir de oxidagdo dos componentes organicos presentes nos reagentes. Este processo
pode ter como produto final, poluentes a base de carbonos e de nitrogénios, a liberagdo em
excessos destes poluentes causaram efeitos nocivos ao planeta. Com o aumento de suas
concentracdes na atmosfera, provocou graves problemas ambientais, como o aquecimento

global, mudancas climdticas, dentre outros.

Com o aumento populacional e da poluigdo no planeta, criou-se assim uma nova
demanda energética, tornando-se necessdrio a introducdo de novas fontes energéticas,
baseadas em uma menor emissdo de poluentes e com uma renovagdo sistematica.
Possibilitando termos um planeta mais sustentavel, com a redug¢do da concentracdo de
carbono na atmosfera, minimizando assim os impactos causados, principalmente no

tocante ao aquecimento global.



No contexto atual, estudos sdo realizados em todo o mundo, visando melhorar o
desempenho da matriz energética, mediante a substituicdo ou introducdo de novas fontes
de energias limpas e renovaveis que possam suprir as necessidades da sociedade. Estas
podem ser produzidas fisicamente, a partir do aproveitamento da energia solar, edlica e
motriz, quimicamente pela pir6lise, combustdo e eletrdlise e bioldgica por meio da
conversao da biomassa, fermenta¢do e decomposicdo bacteriana. Utilizando como fontes

primarias os mais diversos compostos organicos € inorganicos.

As bioenergias e os biocombustiveis aparecem como provaveis candidatos, a
melhorar a matriz energética mundial. As bioenergias formadas pelas energias eodlica,
solar, hidroelétrica e motriz e os biocombustiveis s3o o etanol, o biodleo e os gasosos.
Algumas destas fontes tém o registro de uso inicial a mais de 100 anos, porém com a

apari¢do na matriz energética a partir da década de 90.

Neste contexto, o H, (Hidrogénio) surge como umas das fontes, que podem
substituir todos os combustiveis altamente poluidores. Por se considerado o composto
quimico com a maior concentracdo na atmosfera. Este composto possuiu uma capacidade
de geragdo de energia por unidade de peso (142 kJ g), além de conter a maior densidade
de energia gravimétrica conhecida entre os combustiveis. Observa-se também a
compatibilidade com os processos eletroquimicos e¢ de combustdo, utilizados para
conversao de energia. Atualmente ¢ explorado como um reagente quimico na producao de
fertilizantes, no refino do diesel e na sintese industrial da amoénia (Guo et al., 2010; Sydney

et al., 2014; Sargsyan, Gabrielyan e Trchounian, 2016).

Atualmente a producdo de H, por via bioldgica (Biohidrogénio ou BioH;) vem
tendo uma aumento exponencial nos periddicos pelo mundo, sendo vista como uma das
principais fontes a substituigdo ao petroéleo e seus derivados. Por possuir potencial
energético capaz de substituir os combustiveis fosseis. Neste contexto a fermentagao
bacteriana aparece como uma alternativa viavel, por requerer uma baixa quantidade
energia, utilizar como substrato compostos organicos de baixo valor e possuir uma alta

produtividade média (Sydney et al., 2014; Wu et al., 2016).

Os residuos agroindustriais, como os das industrias de laticinios, sdo compostos
organicos com alta concentracdo carbonica e com a necessidade de tratamento. Por

possuirem caracteristicas fisico-quimicas que possibilitam a produgdo de BioH,, além da



necessidade de diminui¢do da sua carga organica. A utilizagdo da via fermentativa aparece
como uma alternativa vidvel, observando a grande quantidade de material organico,
proteinas, polissacarideos e acidos humicos e por se mostrar uma op¢ao ambientalmente

sustentavel (Huang et al., 2016; Sattar ef al., 2016).

A utilizacdo de cepas puras ou de consorcios bacterianos, com seres do género
Clostridium ou Rhodobactéria para producao de BioH,, mostra-se economicamente mais
viavel, observado sua comprovada capacidade produtiva e com simples operacdo. Isto ¢
ressaltado por estes possuirem altas taxas de conversdo de carbono e nitrogénio, serem
altamente adaptados e resistentes a mudancas nas condigdes do meio, além de rapida forma
de propagacgao (Harde et al., 2016; Sargsyan, Gabrielyan e Trchounian, 2016; Sattar et al.,
2016).

Assim este trabalho tem como perspectiva a descoberta de novos complexos
bacterianos que possuam um valor mais acessivel de obteng¢ao, facil adaptagdo ao substrato

e com alta produtividade de BioH,, contrapondo aos seres bacterianos puros.



2. Objetivos
2.1 — Objetivo Geral

Este trabalho avaliou o potencial de consoércios microbianos na produgdo de

BioH,, por via fermentativa utilizando o soro de leite como meio de cultura.
2.2 — Objetivos Especificos

e Analisar o desempenho na producao de BioH, por 03 complexos bacterianos de

diferentes origens e 01 cepa pura;

e Identificar a composicdo de 4cidos graxos volateis produzidos durante a

fermentagao pelos complexos bacterianos e pela cepa pura;

e Avaliar a redugdo do potencial poluente do soro de leite a partir de analise fisico-

quimica,

e Identificar as bactérias presentes no consércio que apresentarem maior

produtividade de BioH,.



3. Revisao Bibliografica

3.1 — Bioenergias e Energias Renovaveis;

A evolucdo do Homem tem ligagdes diretas com o uso das fontes energéticas. Nos
primoérdios com o descobrimento do fogo, o homem passou ter mais longevidade,
seguranga e prote¢do, mediante a iluminagdo noturna, preparacdo de alimentos, e do uso
para o afugentamento dos animais, dentre outros. A referida descoberta possibilitou a
implantacdo da agricultura e pecuaria, oportunizando a fixagdo do homem e o seu

desenvolvimento (Ntaikou, Antonopoulou e Lyberatos, 2010; Guo, Song e Buhain, 2015).

Com o desenvolvimento das ciéncias, a humanidade comeg¢a a descobrir novas
fontes de produgdo de energia, como o uso das aguas, por meio da hidrostatica, que
auxiliaria na irrigacdo e no represamento das aguas e dos ventos, utilizados na locomogao

dos barcos e de moinhos responsaveis pela manufatura dos graos (Cavalcante, 2015).

O melhoramento tecnologico possibilitou, além de uma melhor utilizacdo da
madeira, mas também o aproveitamento do carvao vegetal e mineral como fontes
energéticas. Oriundas dos compostos fossilizados de origem animal e vegetal, que
revolucionaram o mundo. Mudando drasticamente a sociedade, observado a sua

versatilidade e constancia (Farias e Sellitto, 2011; Cavalcante, 2015).

O uso destes recursos ¢ a falta de controle da poluigcdo causada, principalmente
pela emissdo dos residuos de sua combustdo, como os 6xidos carbonicos (CO, CO;) e
oxido nitroso (NOx). Estes geraram um aumento da concentracdo de poluentes na
atmosfera do planeta durante anos, como observado na Figura 3.1. Os efeitos causados
pelas crises do petroleo no mundo, que restringiram o fornecimento deste combustivel para
varios paises, levaram os governantes Mundiais a comegarem a investir na pesquisa de
novas fontes energéticas, que possuissem a capacidade de substituir ou diminuir o uso
deste, além de minimizar os impactos ambientais gerados pelo seu consumo (Santos e

Siqueira, 2011; Farias e Sellitto, 2011; Guo, Song e Buhain, 2015).
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Figura 3.1 — Concentragdes dos gases poluentes emitidos ao longo dos anos com a indicagdo dos

resultados obtidos apds as conferéncias ambientais, baseando-se na emissdo dos gases do efeito estufa

(GHG), adapta do IEA 2015.

No periodo compreendido entre o final do século XIX e comego do século XX,
Estados Unidos, Canadd, Unido Europeia, Japao e Brasil comecaram a desenvolver
pesquisas sobre novas fontes energéticas. Com a capacidade de substituir ou, a0 menos,
diminuir a quantidade de sua utilizagdo. Assim, foram registrados os primeiros passos em
direcdo ao desenvolvimento das Bioenergias e das energias renovaveis. Inicialmente a
partir do uso de hidroelétricas, onde foram construidas: uma nas cataratas do Nidgara no
Canada e no rio Ribeirdo do Inferno no Brasil; e do uso do etanol, este sendo testado pela
primeira vez em 1925, sendo produzido a partir de processos fermentativos do milho, da
beterraba e da cana de agucar, considerado o primeiro combustivel renovavel produzido e

comercializado em larga escala (ANEEL, 2008 e Guo, Song ¢ Buhain, 2015).

Estas novas fontes energéticas, se desenvolveram e se diversificaram com maior
intensidade, a partir da década 70, principalmente no Brasil, com advento do pro-alcool
(Decreto Federal 76.593 de 14 de novembro de 1975) que estimulou a producdo de etanol
com foco no aumento da demanda e incentivos produtivos. Na década de 90 por uma
pressao, cada vez maior, dos ambientalistas que, por intermédio de varios eventos
mundiais. Estes demonstravam como a emissao de poluentes, oriundos dos combustiveis
fosseis modificava o meio ambiente e alterava as condi¢des de vida no planeta, indicando a
importancia de uma alteragcdo drastica de nossa planta energética mundial (Rosenqvist et

al., 2003; Livermam, 2009; Lau, Lee ¢ Mohamed, 2012; Gimenez 2018).



O primeiro encontro mundial, para discutir a emissdo de poluentes ocorreu em
Toronto no Canadd, 1988. Dois anos ap6s, em Estocolmo na Suécia, e 1992 no Rio de
Janeiro, Brasil. Entretanto, o primeiro objetivo dos ambientalistas foi alcangado apenas
2005 em Kyoto, Japao. A partir da assinatura de um termo de responsabilidade de todas as
nogoes do controle e diminui¢do da emissdo de poluentes e criagdo de novas tecnologias
ambientalmente sustentaveis. Este ficou conhecido como Protocolo de Kyoto (Rosenqvist

et al., 2003; Livermam, 2009; Lau, Lee e Mohamed, 2012).

Atualmente encontra-se em vigéncia o acordo ambiental assinado em 2015 em
Paris por 175 paises, onde foi adotada a redugdo para as emissdes agregadas consistentes,
manutengdao do aumento da temperatura média global a menos de 2°C acima dos niveis

industrias (Nacdes Unidas, 2016).

As Nagoes Unidas, a partir das conferéncias ambientais tentam melhorar as
condi¢des da sustentabilidade do mundo, o acordo de Paris, foi assinado por mais de 200
paises que se dispuseram a uma redugdo drastica das emissdes de gases. Durante esta
conferencia os paises desenvolvidos prometeram potencializar os investimentos com o
intuito de melhorar a matriz energética mundial a partir das energias limpas e bioenergias

(Nagdes Unidas 2016; Rei, Gongalves e Souza, 2017)

A utilizacdo das bioenergias em substituicdo dos combustiveis fosseis ou na
estabilizacdo do seu consumo foi um dos principais objetivos tracados nas conferéncias
mundiais sobre as alteragdes climaticas para a sustentabilidade do planeta. Como
observado na Figura 3.2 a partir do ano 2000, comegamos a ter um aumento na utilizacao
de fontes ambientalmente limpas gerando assim uma estabilidade na matriz enérgica

(Jebaraj e Iniyan, 2006; ANEEL, 2008; Hass et al., 2011; IEA 2015).

10



10/
18 000 30% o

§ Other renewables
= % [ Bioenergy
25
15 000 o B Hydro
Nuclear
12 000 O u - 20%
“ o M Gas
9000 15% ) A
H Coal
10% ¢ Share of low-carbon
(]

6 000 sources (right axis)

3000 5%

2000 2005 2010 2013 2020 2025 2030

Figura 3.2 — Demanda energética Mundial por fonte produtiva e desenvolvimento das fontes com baixa

emissdo de carbono, Adaptado de IEA (2015).

Com a premissa de se tornarem sustentdveis, as grandes poténcias Mundiais
investiram na criagdo novas fontes energéticas. Em principio, com o intuito inicial de
diminuir a quantidade de petroleo utilizado, posteriormente, suprir as necessidades
energéticas resultante do aumento do consumo gerado pelo crescimento populacional

(Jebaraj e Iniyan, 2006; IEA, 2015).

No final do século XX e nos primoérdios do século XXI, a energia solar, dos ventos,
geotermal e as provenientes da biomassa como etanol, biodiesel e biogds. Comegam a
aparecer nas matrizes energéticas, de onde se afere uma atuagdo cada vez maior destas
fontes, como pode ser observado na Figura 3.3, que demonstra a evolucdo das energias

limpas durante os anos (Jebaraj e Iniyan, 2006; IEA, 2015).
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Figura 3.3 — Evolugdo e previsdo da matriz energética mundial, com foco nas bioenergias e das energias

renovaveis, Adaptada do [EA (2015).
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3.1.1 — Energia Solar

O aumento da temperatura terrestre, decorrente da degradacdo da camada de
0z0Onio, possibilitou uma maior disponibilidade para captagdo da energia solar, propiciando
a esta ser considerada uma grande fonte para produgao energética no mundo. Isto porque
70% da superficie terrestre recebe a irradiacdo solar, com a capacidade produtiva em niveis

aceitaveis (Bird et al., 2016).

A produgdo deste tipo de energia ocorre a partir da conversao da energia solar em
energia elétrica, a principal via produtiva advém da tecnologia fotovoltaica, onde placas de
captacao, feitas com materiais semicondutores geralmente a silica. Estas com a capacidade
de conversdo dos raios solares, que por meio da criacdo de um campo elétrico em suas
camadas produz energia elétrica. A capacidade de producao deste sistema ¢ regulada a
partir da quantidade de recep¢ao de irradiagao solar e do tempo de incidéncia (Bird et al.,

2016; Mandal e Sharma, 2016; Kannan ¢ Vakeesan, 2016).

Este tipo de producdo energética vem ocupando um importante lugar no mercado
energético mundial mediante as politicas publicas, incentivos académicos e descobertas
tecnologicas com o intuito de captar, converter e armazenar cada vez mais a energia,
aumentando assim seu potencial produtivo e diminui¢do de seus custos (Bird et al., 2016;

Mandal e Sharma, 2016; Kannan e Vakeesan, 2016).

O uso desta tecnologia como fonte energética tem o seu desenvolvimento em paises
que ndo possuem uma alta incidéncia de irradiagdo solar como Canadé e Suécia. Enquanto
paises principalmente africanos e sul-americanos, onde se tem a capacidade de produgao
muito alta, porém com uma baixa importancia nos seus mercados energéticos (Energy

Revolution, 2015; Kannan ¢ Vakeesan, 2016).
3.1.2 — Energia Eo¢lica

A energia eolia se constitui como uma das formas energéticas mais antigas
utilizadas pelo homem. Entende-se que sua utilizagdo comecou a partir da navegagdo e da
utilizacdo nos moinhos pra producdo de cereal. Nos dias atuais, sua aplicagdo ocorre por
rotores ligados a aerogeradores que sao movidas utilizando a for¢a dos ventos e, assim,

produzem energia (Roy e Bandyopadhyay, 2012; Energy Revolution, 2015).
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Sabe-se que, existem equipamentos capazes de produzir ate 7 megawatts de energia
por aparelho. Sua utilizagdo ocorre principalmente na Europa, contudo, vem sendo
disseminada por todos os outros continentes, a facil aceitacdo da populagdo, a aparente
redu¢do de custo de implantacdo e sua maior capacidade produtiva, decorrente de
inovacgdes tecnolodgicas sofridas nos rotores de produgdo e nos modelos das hélices (Roy e

Bandyopadhyay, 2012; Energy Revolution, 2015).

A producdo ocorre mediante ao aproveitamento da energia cinética contida nas
massas de ar em movimento. Desta forma, ¢ realizada a partir da conversdo da energia
cinética de translagdo, em energia cinética de rotagdo, sendo convertida pelas turbinas

eolicas, denominadas aero geradores. (Roy e Bandyopadhyay, 2012).
3.1.3 — Energia das Aguas
3.1.3.1- Hidroelétricas

Este tipo de produgdo energética teve sua primeira introducdo nas cataratas do
Niagara nos Estados Unidos. Passados mais de 100 anos, a energia hidroelétrica ¢ vista
como umas das principais fontes de producdo de energia limpa do mundo, tendo sua

expansao em todos os continentes (ANEEL, 2008; Energy Revolution, 2015).

No Brasil, essa fonte renovavel ¢ responsavel por cerca de 65% (sessenta e cinco
por cento) da producao de energia elétrica, levando o pais a um status de ambientalmente
sustentavel, a producao baseia-se na captacdo de um fluxo de 4gua direcionado a turbinas

as quais transformam energia cinética em energia elétrica (ANAEL, 2008 e BEN, 2015).
3.1.4 — Biocombustiveis Liquidos
3.1.4.1 — Etanol

Este ¢ considerado um combustivel limpo, tendo em vista que, sua matriz produtiva
¢ renovavel. Além disto, o processo produtivo tem baixa emissdo de carbono. A produgdo
deste composto ocorre mediante a uma via fermentativa, pelo meio de leveduras
selecionadas, adicionadas a um caldo retirado de alguns vegetais ricos em amido. Destaca-
se principalmente como fonte produtiva a cana de acucar e o milho, responsaveis por quase
90% da producdo de etanol (Malajovich, 2011; Embrapa, 2012; Guo, Song e Buhain,
2015).
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O etanol foi utilizado pela primeira vez em 1925, em motores de ciclo Otto. Desde
entdo, € notdrio o crescimento nos estudos para o desenvolvimento, por ser considerado
postulante a substituir a gasolina. Isto porque, além de diminuir o uso do petréleo,
protelando assim a existéncia deste mineral, danifica menos os motores, tendo em vista,

que durante sua queima, ocorre a produ¢do de compostos menos carbonados e dgua

(Malajovich, 2011; Guo, Song e Buhain, 2015).

Este combustivel possui uma maior octanagem em relag@o a gasolina. A sua maior
desvantagens em relagdo a gasolina ¢ evidenciada a partir do seu consumo onde 1 L deste
combustivel chega a render 30% a mais que um 1 L o etanol (Malajovich, 2011; Embrapa,

2012; Guo, Song e Buhain, 2015).

Outro fator impeditivo para o aumento do consumo do etanol ante a gasolina,
principalmente no caso do gerado a partir da cana-de-agucar, ocorre por este ndo ser o
principal produto e sim o aglcar, que além de ter uma producdo mais rapida e com menor
custo. Além da comprovada importancia na alimentagdo, sendo uns dos compostos mais
utilizados no mundo. Desta forma, estudasse maneiras de diminuir o custo produtivo para

torna-lo, mas atrativo para a industria (Malajovich, 2011; Embrapa, 2012).

As principais vias estudadas, que possibilitam uma maior produtividade do etanol,
baseiam-se, no reaproveitamento do bagaco da cana e a utilizagdo de compostos
lignoceluldsico, denominados como etanodis de 2* e 3* geragdo e com a utilizagdo de

bactérias e microalgas (Malajovich, 2011; Embrapa, 2012).

A forma mais utilizada para producdo deste combustivel ocorre a partir do
processamento do vegetal, e formacdo de um caldo, onde sdo adicionado nutrientes e
antissépticos, ajustados alguns pardmetros como, o pH e a temperatura, apds chegar as
condigdes 6timas ¢ introduzidos nos biorreatores (conhecidos como Dornas) e inoculado as
leveduras selecionadas. Apos o processo de fermentagdo, obtém a produgdo de vinhosa e
do flegma este dando origem a o etanol hidratado ou anidro. (Malajovich, 2011; Embrapa

2012; Guo, Song e Buhain 2015).
3.1.4.2 — Biodiesel

O biodiesel € composto quimico oriundo de plantas oleaginosas, da gordura animal

e vegetal e das microalgas. Seu estudo e desenvolvimento vém sofrendo melhorias
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constantes, dada sua importancia ambiental, tendo em vista a possibilidade de substituir o
diesel. Que ¢ considerado um combustivel com amplo consumo no mundo e altamente
poluente, observado que a sua combustdo emitem compostos com enxofre, principal

responsavel pela chuva acida (Malajovich, 2011; Embrapa, 2012).

O Dbiocombustivel tem sua principal via de producdo o processo de
transesterificagdo, um dos grandes problemas desta produgdo ¢ a grande quantidade de
glicerol produzido, além de outras substancias recorrentes de sua purificagdo. No mundo
existem programas de substitui¢do e dilui¢do, principalmente na Europa, onde a produgao
de biodiesel corresponde a 60%. No Brasil o seu desenvolvimento comegou a partir do
PNPB (Programa Nacional de Produc¢ao e Uso do Biodiesel), onde regulamentou a
inser¢ao de 5% de biodiesel ao diesel e programou o aumento deste ao passar dos anos

chegando a 20% em 2020 (Brasil, 2004).
3.1.5 — Biocombustiveis Gasosos
3.1.5.1 — Biogas (Biometano)

O Biogas foi descoberto por Shirley em 1667, conhecido como gas do pantano,
sendo que as primeiras pesquisas sobre a utilizacdo de Biogas, pelo homem destoam de
1857, com o experimento conduzido por Ulysses Gayon, aluno de Louis Pasteur. O
primeiro experimento foi realizado a partir de uma mistura de esterco e agua, induzido a
uma temperatura de 35° obteve a producdo de 100 litros de gés por m*® da matéria base

(Prati, 2010 apud Villen et al., 2001).

A primeira utilizagio como fonte energética, ocorreu na india em um hospital em
1859 e a primeira utilizacao europeia descrita ocorreu cidade de Exter, na Inglaterra onde
foi utilizado o biogés para iluminagdo de algumas ruas (Prati, 2010 apud Villen et al.,

2001).

Com a revolugdo industrial a utilizacdo do biogas foi deixada de lado e pela alta
utilizacdo de recursos ndo renovaveis como carvao, gas natural e o petréleo. Com o
incremento da Segunda Guerra Mundial, a Europa e a Asia voltaram-se novamente a busca
pela utilizagdo de biogeradores, sendo que a India e a China se destacaram pelas criagdes
de modelos proprios para produgdo de gas para utilizacdo doméstica (Villela e Silveira

2005).
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Como observado em Cardinale-Rezende ef al. (2012), a Europa se preocupa em
extrair energia ¢ biogds do lixo desde 1995, com a criagdo da primeira planta para
producdo de Biometano em larga escalar, situado na Espanha. Observa-se um maior
desenvolvimento de pesquisas, principalmente em paises como a Alemanha, Dinamarca e a
Espanha, considerados os maiores responsaveis pelos avancos e obten¢do destes materiais,
onde se tem uma perspectiva de que em 2020 terd uma producdo de 77,9 bilhdes de m* de

biogés oriundos de Aterros Sanitarios.

No Brasil, os primeiros estudos foram direcionados para producdao de Biogas,
remetem da década de 80, quando o pesquisador José Anibal C. Filho, langou uma circular
que, dispunha técnicas para produgdo de energia através do biogas, em areas remotas do
Pantanal Mato-grossense. Ocorria mediante a um modelo de biodigestor simples,
utilizando como substrato os dejetos oriundos da agropecuaria, dando énfase aos de

animais criados em cativeiro como porcos, bois, dentre outros (Souza et al., 2005).

A producdo de biogds ocorre principalmente em aterros sanitarios e da
agroindustria, sendo observando uma constate a evolugdo produtiva nos ultimos 20 anos.
Isto ocorre, pelo intermédio do melhoramento gradativo da tecnologia, facilitacdo na
implantagao de polos produtivos, melhorias na legislagdo e incentivos financeiros, para que
este possa um baixo custo e se torna atrativo para o consumo. Porém como todas novas
tecnologias, observa-se a existéncia de um grande conhecimento em escala laboratorial,

porém poucas destas entram em comercializagdo (Budzianowski, 2016).

O Biogas ¢ proveniente da digestao anaerobica, onde o material organico degradado
por microrganismos ¢ convertido em complexos organicos, Metano (CH4) e outros
compostos (CO,, N,, NH; e H,S), podendo conter tragos de outros gases e acidos com

baixo peso molecular (Leite ef al., 2009).

Os responsaveis por este processo sdo as bactérias, porém pode ocorrer a presenca
de outros organismos como protozoarios (flagelados, amebas e ciliados), fungos
imperfeitos e leveduras, podendo auxiliar, no processo de obtencdo de metano, que requer
uma intensa cooperacdo da biota presente ¢ um maior grau de especializacdo metabolica

nos organismos anaerdbios em relagdo aos aerdbios (Ferreira, 2015 apud Quaresma, 1992).

Segundo Cardinale-Rezende et al., (2012), Ali Shah et al., (2014) e Silva, Soares e

Seo, (2015) e, a producao do biogas tem uma relacao direta como os residuos organicos e
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as bactérias responsaveis pela sua degradacao. Este processo ocorre mediante a conversao
de matéria organica na auséncia de oxigénio, em metano como demostrado na Figura 3.4.
Este sendo realizado por bactérias hidroliticas, bactérias acidogénicas, bactérias
acetogénicas, e microrganismos metanogénicos. O processo pode ser divido em quatro
partes como descrito na figura 3.4, onde hé necessidade de controle de temperatura,

observado que o desenvolvimento bacteriano decresce em temperaturas abaixo de 20° C;
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Acido Butirico
Alcdois

Acetogénese
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hidrog acetoclasticos
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Figura 3.4 — Fluxograma da produgio de Biogas demonstrando cada fase da decomposigdo da

matéria organica, Figura adapta de Zorel (2013).

- A hidrolise, realizadas pelas bactérias fermentativas hidroliticas, onde ocorre a
separacao dos compostos insoluveis em agua, como carboidratos, proteinas e gorduras,
sendo transformados em compostos moleculares menores como monossacarideos,
aminoacidos e acidos graxos, estd corresponde a 50% da biodegradagdo (Cardinale-

Rezende et al., 2012; Ali Shah et al,, 2014).

- Acidogénese, realizada pelas bactérias acidogénicas fermentativas, onde ocorre a
transformagdo das substancias soluveis em agua, juntamente com os compostos resultantes
da hidrélise, em composto organicos de cadeia curta (acido féormico, acético, propidnico,
butirico e pentanoico), em alcoois (metanol e etanol), em aldeidos, em 4cido carboxilico e

hidrogénio (Cardinale-Rezende et al., 2012; Ali Shah et al., 2014).

- Acetogénese, realizada pelas bactérias acetogénicas, produtoras de acetato e
hidrogénio, como explicito, elas transformam os produtos obtidos da fase acidogénese em

acetato e hidrogénio (Cardinale-Rezende et al., 2012; Ali Shah et al., 2014).
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- Metanogénese, realizada pelas bactérias metanobactérias, estas transformam o
acetato e o hidrogénio, em Metano e Dioxido de Carbono, onde cerca de 70% do metano
produzido ¢ proveniente da reducdo de acetato, enquanto que aproximadamente 30%
provém da reducdo de CO, com H,. (Cardinale-Rezende et al, 2012; Ali Shah et al,
2014).

3.1.5.1 — Biogas (BioH>)

Entre todos os possiveis produtores de combustiveis sustentaveis, o hidrogénio
destaca-se, por ser a molécula mais abundante no planeta, possui a capacidade geradora de
. . -1 . . . .
energia por unidade de peso de 142 kJ g, possui a maior densidade de energia

gravimétrica entre os combustiveis, dentre outros vistos anteriormente.

Desta forma, o BioH; tem a possibilidade de suprir as necessidades energéticas, em
substituicao aos combustiveis fosseis, tendo em vista o reconhecimento como uma fonte
energética limpa, renovavel e eficiente (Guo et al., 2010; Ntaikou, Antonopoulou e

Lyberatos, 2010; Sydney ef al., 2014; Sargsyan, Gabrielyan e Trchounian, 2016).

O hidrogénio pode ser produzido a partir de processos quimicos, fisicos e
biologicos, com baixa utilizagdo de energia para sua producdo e com pouca ou nenhuma
producdo de residuos prejudiciais ao meio ambiente (Ntaikou, Antonopoulou e Lyberatos

2010; Sydney et al., 2014; Wu et al., 2016).

A pesquisa de producao de hidrogénio por via biologica ¢ considerada uma das
perspectivas do campo da biotecnologia, com varias propostas de gera¢do renovavel,
ecologicamente limpa e de varios substratos, porém como observado em Arunasri et al.,

(2016).

Atualmente a producdo de BioH,, via fermentacdo, teoricamente tem seu limitem
em 4 mols de bioH,, quando comparando a conversao derivada de 1 mol de glicose para 12
mols de BioH,. Isto ocorre principalmente porque a glicose ndo ¢ completamente
mineralizada pelo CO,, desta forma podem ser criados outros produtos como resultantes
desta oxidagdo incompleta, como exemplo, acidos organicos (Arunasri et al, 2016;

Sargsyan, Abrielyan e Trchounian, 2016; Wu et al., 2016).

O conhecimento sobre o complexo produtivo se torna necessario, observado que a

determinagdo da técnica, do complexo bacteriano e da escolha do substrato utilizados na
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produgdo, pode impactar diretamente na produtividade (Arunasri et al., 2016; Sargsyan,

Abrielyan e Trchounian, 2016; Wu, et al., 2016).
3.2 — Utilizacao do Hidrogénio como Fonte Energética

O hidrogénio ¢ apontado por muitos cientistas, como a principal fonte energética do
futuro, observado que a sua utilizacdo ndo gera impactos ambientais ao planeta, ¢
reconhecida como a molécula mais abundante da terra e em algumas de suas utilizacdes

pode gerar como residuo final H,O.

Nos dias atuais a sua utilizagdo ocorre principalmente, como reagentes de insumos
agricolas, no tratamento de petréleo bruto e hidrocarbonetos pesados, como combustivel de
foguete e capsulas espaciais, além de células de combustiveis e pilhas (Ntaikou,

Antonopoulou e Lyberatos, 2010; De S4, Cammarota E Ferreira-Leitao, 2014).

Nota-se que nos ultimos anos a pesquisa sobre formas de obtengdo obtiveram um
crescimento exponencial no mundo (Sydney, (2013)), ja sendo testado em motores de carro
como observado em Tsujimura e Suzuki, (2017), em que adaptaram um motor de 4
cilindros de combustao interna, onde utilizaram a eletrolise da agua para producdo de H,

gerando um ganho de 80% de eficiéncia com zero emissdo de poluentes.

Na Tabela 3.1, ¢ demonstrado como a producdo de hidrogénio ocorre
principalmente pelas vias quimico-fisicas e biologicas, sendo a ultima ¢ a mais estuda
atualmente por ter uma boa produtividade, tem um baixo custo e pode atua como fonte de
tratamento de substratos ambientalmente poluentes como pode ser observado (Sydney,

2013; De Sa, Cammarota e Ferreira-Leitdo 2014).

19



Tabela 3.1- Tabela adaptada de Sydney (2013), demonstrando as principais vias produtivas
de H, atual.

M¢étodo Processo Matéria-prima
Reforma a Vapor Gas Natural
Térmico DiVishﬁo Termoquimica da Agua Agua .
Gaseificacao Carvao E Biomassa
Pirolise Biomassa
Eletroquimico Eletrolise . A’gua
Foto eletroquimico Agua
Fotobiolodgico Agua E Algas
Bioldgico Digestdo Anaerodbica Biomassa
Fermentacao Microbioldgica Biomassa

Os métodos mais utilizados, para producdo em larga escala de H, no mundo sdo as
que se baseiam, principalmente, na reforma de hidrocarbonetos ou oxidacdo parcial dos
mesmos, onde ¢ utilizado como matéria prima derivados do petréleo, ou carvao, ou amonia

(Lepecki, 2011; De S4, Cammarota e Ferreira-Leitao, 2014).

A reforma de gas ocorre, a partir da mistura da agua com hidrocarbonetos em alta
temperatura na presenga de um catalizador, que produz uma mistura de diéxido de carbono
e hidrogénio exemplificado da seguinte maneira; CHy + 2 H,O —2 CO, + 4H,. Ja na
oxidacao utiliza-se o oxigénio no lugar da agua e resultando em; 2 CHy + O, — 2 CO, +
4H,. Observa-se na primeira reagdo, que o gas natural ¢ o hidrocarboneto mais utilizado e
na segunda, a oxidagdo tem uma gama maior de matéria-prima a ser utilizada. Outras
formas produtivas por esta via sdo a gaseificacdo e a pirdlise que utilizagdo a biomassa
principalmente como fonte produtiva (Lepecki, 2011; De S4, Cammarota E Ferreira-

Leitdo, 2014).

Atualmente o H, tem como principal via produtiva, a fisico-quimica, porém nos
ultimos anos, com o crescimento exponencial das pesquisas bioldgicas, entende-se que
futuro esta forma ganhard grande importancia na cadeia produtiva. Existem trés principais
formas biologicas de produgdo, a via fermentativa por meio da fermentagdo clara e escura,

a decomposicao bacteriana e a producao por algas (Sydney, 2013).

Os principais fatores para a produ¢do do BioH, em larga escala, encontram-se
principalmente nas fontes de obtencdo de Carbono e nos complexos fermentativos.

Observado que as fontes ricas em Carbono e os seres bacterianos puros possuem elevado
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valor comercial, inviabilizando a sua producdo. A induc¢dao de novas pesquisas para o
desenvolvimento de tecnologias, que possam torna estes processos se tornem mais
acessiveis e com baixo custo (Arunasri et al., 2016; Sargsyan, Gabrielyan e Trchounian,

2016).

A fermentagdo bacteriana ¢ um processo biotecnologico, que vem sendo
desenvolvido pelo homem desde a antiguidade, onde era utilizada principalmente para
preparagdo e conservacao de alimentos e bebidas. Com a descoberta e a classificacdo dos
envolvidos neste, possibilitou o aumento da produtividade. Além da introdugdo de novos
complexos bacterianos e elementos na fermentacdo, com o intuito de obter um maior

controle e produtividade deste processo (Malajovich, 2011; Bach, 2012).

A via fermentativa atualmente ¢ a mais estudada, onde o baixo custo produtivo,
principalmente na fermentagdo escura, a possibilita a utilizagdo de varios substratos como
fontes de carbono, alta capacidade de producao de gas e uma ampla diversidade bacteriana,

tendo o género Clostridium como mais estudado e utilizado (Patel et al., 2016).

A fermentagdo escura ¢ uma oxida¢do incompleta, que ocorre mediante a
degradacao, principalmente dos carboidratos de cadeia longa e dos actcares por complexos
bacterianos. Este processo ocorre em um ambiente anaerdbico € com controle de
temperatura e pH. A producao de BioH, e de 4cidos organicos, principalmente acético e
butirico, ocorre na fase acetogé€nica, mediante a degradacdo da glicose pelos seres
bacterianos, tendo sua produ¢do maxima em 4 mol de H, como podemos nas Equagdes 3.1

e 3.2 e na Figura 3.5.

Glucose

@ 2NAD*
2NADH 2NAD 2NADH
2H,
= 25 S
ANADH ~ 4NAD* N 2Fam,

2 Ethanol 2 Acetyl-CoA -

Acctoacetyl-CoA
< 2NAD*
|~=> 2NADH

Figura 3.2.1. — Fluxograma da degradagdo da Glicose por um complexo bacteriano

de Clostridium e a formagao de acidos organicos e BioH,, adaptado do Aly et al., (2018).
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CgH 1,06 + 2H,0 —2CH;CO0 ™ + 2CO, + 4H,  AG?=-184 kJ mol™
C6H1206 + 4H20 —>2CH3CH2CH2COO + 2C02 + 2H2 AGO =-255k] mol'l

A fermentacao clara ou foto fermentacdo ocorre em modelo parecido com a
fermentacdo escura, porem com o controle do pH mais proximo da neutralidade, além da
presenga de luz. Os modelos atualmente usam as bactérias do género Rhodobactérias para
uma maior produtividade chegando a 6 mol de H, por mol de glicose (Hosseini et al.,

2015; Zagrodnik e Laniecki, 2015).

Atualmente estuda-se a eficacia da utilizacdo da fermentagdo clara e escura de
forma que uma de continuidade a outra, como em Zagrodnik e Laniecki, (2015),
demostram que a utilizagdo deste modelo pode atingir uma produg@o de 12 mol de BioH,
por mol de glicose, ampliando ainda mais as possibilidades de estudo nesta area, conhecido

como modelo 2 fases.
3.3 — Soro de Leite

O soro de leite ¢ oriundo do beneficiamento do leite principalmente de origem
bovina, onde em média para cada litro de leite beneficiado (produgao de queijos, creme de
leite, leite condensado e doce), ocorre a producdo de 5 a 9 litros de soro produzidos para

descarte pela industria de laticinios no Brasil (Bach, 2012; Zempulski, 2013).

Este residuo pode ser reaproveitado para produgdo principalmente de bebidas
fermentadas e suplementos alimentares com carga proteica. No Brasil em 2013 foi
produzido cerca de 23,000 milhdes de leite (IBGE, (2017)). Rocha (2014) discorre sobre a
produtividade de queijo no Brasil, obtendo como resultado cerca de 1,032 milhdo de kg, o
que equivale a aproximadamente 35% da utilizagdo da producdo de leite, o que gerou
aproximadamente 9 milhdes de litros soro de leite. No brasil os maiores produtores de
queijo, sao os estados de Minas Gerais como maior produtor, seguido do Rio Grande do

Sul e Parana (Bach, 2012; Brasil, 2013).

O desenvolvimento desta industria iniciou-se a partir do ano de 1980, onde ate o
ano de 2011 obteve um crescimento exponencial, calcula-se entorno de 350%. Isto pode
ser evidenciado a partir do melhoramento genético dos rebanhos, que possibilitou o

aumento da produtividade de leite por animal, que era de 665 L por ano em média,
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atingindo a marca de 1.381 L por ano (Bach, 2012; Zempulski, 2013; Lima et al., 2016;
IBGE, 2017).

O leite tem em sua composi¢do cerca de 85% de dgua e o restante formado por
lipidios, carboidratos, proteinas principalmente a lactose e sais minerais. O soro de leite
produzido herda 55% em média destas substancias, sendo o mesmo rico em carbono e
acucares, componentes ideais para as acdes bacterianas na fermentagdo (Bach, 2012;

Zempulski, 2013; Lima et al., 2016).

O soro de leite tem uma forma aquosa de cor amarelo-esverdeado, se apresentam
de 2 formas, a doce e a 4cida, essas sdo determinadas pelo pH, onde a 4cida tem o valor em
torno de 4,7 ¢ 5,5, o doce fica entre 6,3 e 6,7. Atualmente, sabe-se que este residuo ¢ dificil
biodegradabilidade, sendo necessario um tratamento quimico, para a diminui¢do dos seus
impactos ao meio ambiente. Como observado em Bach, (2012) cada tonelada de soro de
leite ndo tratado gera uma polui¢do equivalente a uma populacdo de 470 pessoas

(Zempulski, 2013; Lima et al., 2016).

Atualmente entende-se o soro de leite como um residuo, com um alto poder
poluente, com um alto custo de tratamento para a induastria. Uma das formas utilizadas
diminuir a geracdo deste, dar-se a partir de sua reutilizagdo na indistria alimenticia, como
fonte de complexos proteicos de alto teor. Utilizados como suplemento alimentar e na
produg¢do de bebidas lacteas, observado que o mesmo ¢ formado basicamente por

carboidratos e proteinas (Bach, 2012; Lima et al., 2016).

Na Tabela 3.2, foi agrupado autores que utilizaram o soro de leite como substrato
para producdo de BioH,;, onde o soro de leite possui um valor energético de
aproximadamente 3000 kcal kg', sua composi¢io ¢ formada por cerca de 70% de
carboidratos, com a presenca de lactose e proteinas. O soro possui uma alta demanda
quimica de oxigénio, ficando entre 30 a 120 g/L, sendo formado principalmente por
carbonos, acticares e nitrogénio. Desta forma, entende-se que este residuo por possuir uma
alta carga de compostos organicos, sendo considerado de dificil tratamento, levando ao
entendimento da importancia, de pesquisas que possam aumentar aproveitamento e a

reutilizagao deste. (Bach, 2012; Zempulski, 2013; Lima et al., 2016).
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Tabela 3.2 — Caracterizagao da composi¢ao do soro de leite por diferentes autores.

AUTORES / ANO DQO Lactose Carbono Nitrogénio
Valor (g/L) Valor (%) Valor (g/LL) Valor (g/L)
Azbar et al., 2009 83,3 4,26 6.9 0,2
Bach, 2012 77 4,76 - -
Zempulski, 2013 149 7.5 - -
Moreno et al., 2105 122+5.6 - - 1,2+0,026
Akhlaghi et al., 2017 - - 29,2+1,5 1,3+0,02
Vasmara e Marchetti 2017 52 - 5,74+0,11  0,0027+0,004
Castelo et al., 2018 60+5 - - 1,335

3.4 — Consideragoes da Revisao Bibliografica

Como observado, verifica-se a necessidade de descobertas de novas fontes
ambientalmente aceitdveis para producdo de energia, para suplementar a necessidade do

desenvolvimento do homem e que ndo produzam mais impactos sobre a natureza.

Desta forma apresenta-se a producdo de BioH; por via fermentativa, como uma
fonte capaz de atender esta necessidade, observado a capacidade de produtiva de gas, a
formacdo de componentes quimicos que pode agregar valor ao produto final, como
exemplo os acidos organicos, além de auxiliar no tratamento bioldgico de varios efluentes
com uma alta carga orgénica, desta forma mostrando-se viavel a sua producao (Boboescu

et al.,2013; Sydney et al., 2014; Arunasri et al., 2016; Wu et al., 2016).

Atualmente observa-se que as maiores dificuldades na producdo de BioH, via
fermentagdo bacteriana, fixam-se no custo dos sistemas produtivos, que necessitam de
controles rigorosos do sistema principalmente do pH e da temperatura e no custo dos
complexos bacterianos com alto grau de pureza, por apresentarem alta produtividade.
Assim observa-se a necessidade da ampliacdo nos estudos, que possibilitem descobertas de
novos complexos bacterianos produtivos, com baixo custo de obtengdo e de facil acesso
(Sydney, 2013; Arunasri et al., 2016; Sargsyan, Gabrielyan e Trchounian, 2016; Aly et al.,
2018; Pachiega et al., 2018).

A partir dos estudos realizados na literatura, notou-se a capacidade do soro de leite
em ser utilizado como substrato para formacdo do meio de cultivo, observado que o

mesmo possui 0s nutrientes necessarios para o desenvolvimento bacteriano. Possam
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fornece substancias esséncias para a producdo de compostos organicos e sucessivamente

BiOHz.

Com o intuito de realizar pesquisas exploratdrias, para captacdo de complexos
bacterianos de facil a acesso, observado a necessidade de diminui¢do do custo do processo
produtivo, além da capacidade de degradar o soro de leite mediante a diminui¢do da carga

organica e com uma capacidade produtiva de BioH; e de acidos orgénicos.
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4. Materiais e Métodos

O trabalho foi desenvolvido seguindo trés etapas: (i) produg¢dao do meio de
cultura, (ii) conducdo das fermentacdes anaerdbicas para producao de BioH, e, (iii)

andlises quimicas e bioldgicas.
4.1 — Preparacao do meio de cultivo

O Soro de leite foi adquirido em uma empresa de Laticinios situada no municipio
de Toledo-PR. O soro de leite, o qual ¢ derivado da producdo de queijos, creme de leite,

doce de leite e leite condensado, foi coletado e armazenado em congelador (-5° C) até sua

utilizacdo nos experimentos.

Figura 4.1 — Fluxograma das etapas para a producdo do meio de cultivo.

Para a producdo do meio foi seguida a técnica desenvolvida por Ralph S. Wolfe
(1970). Um volume de 200 mL de soro de leite foi colocado em erlenmeyer de volume de
500 mL, com a presenga de bastdo magnético, foi inserido papel aluminio na saida do
mesmo, com o intuito de impedir a troca gasosa, além da inser¢do de uma via direta com
fluxo continuo de COyg) (1), para que seja obtida uma atmosfera anaerobica que

favorecendo o desenvolvimento bacteriano.
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Apos o preparo inicial, o erlenmeyer foi mantido sob agita¢ao constante, utilizando
um agitador magnético (visando o ndo acumulo de moléculas de lipidios e proteinas
deixando o meio mais homogéneo possivel) e aquecendo até a temperatura de ebuli¢do (=
100°C) (2). Posteriormente, o sistema de aquecimento foi desligado, aguardando-se a
temperatura chegar a aproximadamente 85°C. Nesta condicdo de temperatura, foi
adicionado ao meio bicarbonato de sodio, em uma propor¢do de 1 g para 1 L, para
obtencdo de um efeito tampao, visando auxiliar na manutencdo do pH ideal (valor
aproximado) favorecendo assim a producdo de BioH,, além de auxiliar na criacdo de uma

atmosfera anaerdbica (3) (Sydney 2013).

ApoOs 0 meio atingir a temperatura ambiente (25 a 30° C), 6 mL foram transferidos
para tubos de Hungate sob atmosfera anaerébica (CO, ultrapuro) (4). Este procedimento
foi realizado com o auxilio de uma pipeta ou seringa de vidro. Apds a transferéncia estes
foram hermeticamente fechados e colocados em uma autoclave por um periodo de 15
minutos a uma pressao de latm e temperatura média de 120°C, para purificacdo
microbioldgica do meio (5). Neste processo foram produzidos 30 tubos com meios estéreis

que foram armazenados em temperatura ambiente até serem inoculados (Sydney, 2013).
4.2 — Inoculacao e fermentacao

Neste trabalho foram utilizadas diferentes complexos bacterianos como inoculo,
para o desenvolvimento do processo fermentativo visando a producdo de BioH,: (i)
Clostridium beijerinckii Prazmowsk ATCC 8260, cedida pelo Departamento de
Bioprocessos e Biotecnologia da UFPR; (i) um complexo obtido do rumem de Boi,
retirado do material em processo digestivo do animal apos o abate, todo o material presente
no rumem foi coletado e armazenado em uma garrafa pet, para ser utilizado sempre que
necessario, para a formagao do inoculo foi retirado com o auxilio de uma espatula material
e inserido no meio de cultivo, sendo denominado por CBBO; (iii) um complexo retirado do
material em processo digestivo do intestino de porco do animal apos o abate, passando
pelos mesmos procedimentos acima descrito, nomeado CBPO; e por ultimo (iv) um
consorcio obtido a partir de uma amostra de solo, onde foi cavado um buraco de
aproximadamente 15 cm da area de descarte de material organico do Jardim Zoobotanico
de Toledo, retirado material umido e depositado em uma garrafa pet, a preparagdo do
inoculo, deu-se a partir da retirada de material armazenado com uma espatula e colocado

diretamente no meio de cultivo, denominado como CBTE.
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Figura 4.2 — Fluxograma das etapas de inoculagao e fermentagao.

As fermentagdes foram realizadas em tubos de hungate de 15 mL. A inoculagdo foi
realizada com auxilio de uma seringa descartavel e proximo a chama de um bico de
Bunsen para garantir a uma condigdo asséptica ao meio inoculado (1), onde foi retirado
ImL do complexo bacteriano e inserido em um novo meio de cultivo (2). Apds este
procedimento, o meio inoculado foi encaminhado para uma estufa de esterilizagdo e
secagem com microprocessador digital, com a capacidade 64 Litros do Modelo SP-100/64,
regulada a uma temperatura de 33°C por um periodo de 7 dias (3). O monitoramento das
fermentagdes foi baseado na producdo de gas, o qual foi realizado com o auxilio de uma
seringa descartdvel (100 mL) acoplada aos tubos de hungate, onde o deslocamento do
émbolo da seringa foi utilizado para quantificar a produg¢do de gas durante do processo

fermentativo (4).
4.2.1 — Determinac¢io da Temperatura

Para defini¢do da temperatura ideal de todos os complexos do sistema, foram
realizadas fermentagdes testes, para cada complexo bacteriano. Estes foram realizados uma
unica vez, com a duragdo de 2 semanas, sendo coletado o volume de gas produzido a cada
04 dias, para estes foram utilizados as temperaturas de 31, 33, 35 e 37°C. A produtividade

de gas foi a varidvel resposta avaliada nestes experimentos.
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4.2.3 — Cinética da fermentacao

As fermentagdes foram mantidas na temperatura que apresentou maior
produtividade de géas. Nestes experimentos, a cada sete dias (periodo denominado de
geracdo) apods a medicdo da produtividade de gas, o procedimento de renovagdo do meio
de cultivo foi aplicada, dando continuidade ao desenvolvimento do complexo bacteriano.
Os experimentos foram realizados por um periodo de 70 dias. Nota: A renovagdo do meio
de cultivo consistiu na retirada 1 mL de inoculo da geragdo anterior e inserido em um novo
meio de cultivo, este procedimento era realizado com o intuito de manter dos complexos
bacterianos saudaveis e em plena producao além de certificar se os meios foram

produzidos de maneira correta.
4.2.4 — Determinacio da produ¢iao maxima de cada complexo.

Apos a 5% geragao de todos os complexos, foram inoculados a parte 4 tubos de
hungate, denominados cada qual com o respectivo complexo, os mesmos nao sendo
renovado o seu meio de cultivo. A realizacdo deste determinou o periodo maximo de
producdo de gés, por cada complexo, este foi definido a partir do volume produtivo colhido

a cada 07 dias e sendo monitorado até a sua estagnagao produtiva.
4.2.5 — Fermentacio em maior escala.

Para as andlises de DQO, DBO, TOC, CLAE da fase liquida, foi necessario
aumentar a escala produtiva do meio de cultivo, observado a necessidade volumétrica de
liquido a serem utilizados. Com o intuito de manter o padrao produtivo, foram montados os

sistemas proporcionalmente idénticos aos do item 4.1, padronizando assim os resultados.

Seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 4.1, foi inserido 1,2 L de
soro de leite em erlenmeyer de 2 L, onde foi produzido 05 meios de cultivos depositados
em baldes volumétricos (1 L) cada um contendo aproximadamente 200 mL de meio,
fechados pra evitar a troca de gases mantendo a atmosfera anaerobica. Os meios de cultura
foram separados 01 meio base sem inoculo e 04 denominados e inoculados com 24 mL de
cada complexo bacteriano respectivo, mantendo a proporcionalidade do experimento. Estes
foram armazenados em uma estufa a 33°C por um periodo de 14 dias, apds o procedimento

de fermentacao do meio, este foi submetido a uma centrifugagdo a uma velocidade de 5000
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rpm, por um periodo de 10 minutos, com a finaliza¢do deste procedimento o material foi

filtrado, utilizando filtros com uma gramatura de 80 g/m?.
4.3 — Metodologias analiticas

Neste trabalho foram realizadas de andlises quimicas e biologicas que
pudessem determinar a composi¢ao do meio de cultura, para desta forma observa o que foi

consumido e/ou transformado pelos complexos bacterianos para a producao de Hidrogénio.
4.3.1 Biologia molecular

A biologia molecular foi realizada no complexo bacteriano que se mostrou mais
promissor no que tange a produgdo de gas, esta sendo realizada conforme descrito por

Caporaso et al., (2010).

A purificagdo do DNA da amostra que foi realizada a partir do dispositivo, Quick-
DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymo), seguindo as orientagdes do fabricante. Apos
este processo, foi montado uma biblioteca com amplificagdes de PCR (Polymerase Chain
Reaction) ja conhecidas, onde foram utilizando 20 ng de DNA purificado foi utilizado no
modelo de PCR com KlenTaq MM, usando primers para a regido 16S V4, utilizando como
codigo de barras descrito por (Caporaso et. al., 2010). A qualidade foi verificada por meio
de eletroforese em gel de agarose e a quantificagdo da amplificagdo por Qubit (Invitrogen).
O sequenciamento das bibliotecas de amplificacdo foram realizadas pelo kit Illumina
MiSeq com o kit MiSeq Reagent 500V2, gerando leituras de final de par (2x de 250 bp), as
analises de desmultiplexacao e leitura foram realizadas com o canal Qiime 1.9, com uclust

e 97% de identidade entre sequéncias como limiar de confianga.
4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

Para a quantificagdo da concentragdo dos acidos organicos no meio produtivo, foi
utilizado a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O equipamento ¢
composto por um cromatografo (LC-20AT) acoplado ao detector (SPD-20A) UV-VIS,
Shimadzu e uma coluna C18 de fase reversa da marca NST (125mm x 4,0mm x Sum). O
detector UV foi ajustado no comprimento de onda da adsor¢do maxima, Apm,x = 254 nm. A
analise foi realizada de acordo com procedimento descrito por Li et al. (2009) que utiliza
como fase mével uma mistura de 90/10 metanol/agua (v/v, %), e fluxo de 1,0 mL min™;

com coluna a 25 °C; a leitura sendo realizada a 210 nm; o tempo de corrida de 15 minutos;
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e o volume de injecao de 20 pL. (MIKHAIL; ZAKI; KHALIL, 2002). A curva de

calibragdo foi construida na faixa de concentragao de 0-500 mg L.

O preparo das amostras ocorreu com a retirada de um 1 mL de cada experimento ao
total de 05 do meio produzido estas diluidas com &gua ultra pura na propor¢ao de 1:4 mL,
pela sua composi¢do organica com alto teor de carbono as amostras foram refiltradas

através de um filtro de 0,22 pm (membrana de nylon).

No preparo dos 05 padrdes foram utilizados acidos butirico a 99%, latico a 85%,
acético 99,7%, propanediol 98%, succinico 99%, D-L malico 99% e formico 98% em
concentragdes conhecidas, 0,05 g/L, 0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,75 g/L e 1,00 g/L, diluidos em
agua ultrapura, para construcao das curvas de calibragdo, a leitura das amostras e as analise

dos produtos de fermentacao foi realizada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia.
4.3.3 Cromatografia Gasosa — CG

Para a quantificagdo da composicdo gasosa foi realizado a técnica do CG. O
equipamento utilizado foi Micro CG Agilent 300 com dois canais para analises de gas, o
Hidrogénio (H,), o oxigénio (O,), o nitrogénio (N;) e géas carbonico (CO,), foram
analisados através de uma coluna MoleSieve SA (10m x 0.32mm) operada a 100°C, com
uma temperatura de inje¢ao de 95°C, usando Argoénio como gas transporte a 30 psi.
Dioxido de carbono (CO,), hidrogénio sulfito (H,S), ar e vapor de agua foram medidos em
coluna PLOT U (8m x 0,32mm) operada a 70°C, na temperatura de 70°C, utilizando
hidrogénio como gés transporte a 15 psi. Cada coluna foi conectada a um DCT (Detector

de condutividade Termica) separado para deteccao.

Estas analises que foram realizadas na UFPR campus de Curitiba, utilizou-se de um
tubo de hungate com o volume de 7 mL de meio liquido, com 7 dias de inoculado, onde

com o auxilio de uma seringa de vidro, retirando o gas produzido e inserido no CG.
4.3.4 Determinac¢ao do Carbono Organico Total - COT

Para quantificacdo dos carbonos e de nitrogénio contidos no meio foi realizado a
técnica de COT (Carbono Organico Total), este foi realizado por um analisador orgéanico
por espectrometria NDIR (infravermelho ndo dispersivo), equipado com um mostrador
OCT-L (Shumadzu, modelo TOC-L) e uma unidade de medicdo de Nitrogénio Total
(TNm-1).
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Observado que o substrato possui uma alta carga organica, as amostras tiveram que

ser diluidas em média a 1:500 mL.

4.3.5 Determinacio da Demanda Quimica e Bioldgica de Oxigénio (DQO e

DBO)

Estas andlises foram realizadas pela GERPEL/INEO, onde a realizagdo seguiu as
orientagdes contidas a Standard Methods for Examination and Wastewater (APHA 1998) e
utilizou o método 5210-B para a DQO e o 5220-D para DBO, dados informados pela
responsavel Técnico. Para a realiza¢do destas andlises foram enviados 10 amostras, sendo
separadas em; sem filtracdo e filtrada; cada grupo possuia 1 amostra de cada complexo

bacteriano e 1 amostra do meio de cultivo.
4.4 — Calculos Estequiométricos

A via metabolica utilizada para a producdo dos gases e dos 4cidos organicos se da
principalmente pela conversdo dos compostos organicos contidos no meio, como base de
calculo foi utilizado a DBO e o COT para calcular a concentragao dos acidos produzidos e
a produ¢do de H,, como visto nos trabalho de Arudchelvam, Perinpanayagam e

Nirmalakhandan (2010) e Kawai et al, (2016).

4.4.1 — P ara o calculo do crescimento da Biomassa, usaremos a equacao:

(DQO SF CB - DQO SF) 100

Eq01.CB = S0oST

CB — Crescimento da biomassa
DQO SF CB - Valor da DQO sem filtrar do inoculo

DQO SF — Valor da DQO sem filtrar do soro de leite

4.4.2 — Para o calculo da transformagado dos carbonos e nitrogénio,

Eq 02. TCg= 202D 100

(COI-COCB)-TCg 40

Eq 03. TCC= (COI_COCE)

TCg — Taxa de carbono transformada em gas
AT — Valor total de &cidos transformados

COI — Valor da soma Carbono Total e do Nitrogénio Inicial
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COCB — Valor da soma Carbono Total e do Nitrogénio Complexo Bacteriano

TCC — Taxa de carbono transformado em acidos

4.4.3 — P ara o calculo da taxa de consumo organico do Soro de leite

(DQO SL-DQO CB)

Eq 04. CO= >0

100

CO — Consumo da carga orgénica
DQO SL - DQO Filtrada do soro de leite

DQO CB- DQO do complexo bacteriano

4.4.4 — Para o calculo da taxa atividade biologica

(DBO CB-DBOSL)

Eq 05. AB= "

100

AB — Atividade bioldgica
DBO SL — DBO do soro de leite

DBO CB — DBO do complexo Bacteriano

4.4.5 — Para calculo do volume produzido de H,

CH

Eq06. H= DQO SL-DQO CB

CH - Concentracdo produtiva de H, por litro, esse valor ¢ dado a partir do calculo da produgio de H,

por mL de soro de leite e por propor¢ao igualar a 11 tendo como resultado expresso em H, L/gDQO.
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5. Resultados e Discussao

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho,
relacionando-os aos encontrados na literatura. Para um melhor entendimento, estes foram
dispostos da seguinte forma: caracterizagdo do meio de cultivo; avaliacdo do efeito da
temperatura na produtividade de gas pelos diferentes complexos bacterianos, avaliacao da
cinética do processo fermentativo para os diferentes complexos bacterianos; avaliagdo da
capacidade biodegradante e adaptativa dos complexos bacterianos; avaliagdo dos acidos
organicos volateis produzidos durante o processo fermentativo e identificagdo das bactérias

do complexo que se mostrou mais promissor no que diz respeito a produgao de H,.
5.1 — Caracterizacao do meio de cultivo

Na Tabela 5.1 sdo apresentados valores dos parametros fisico-quimicos do meio de
cultivo, o qual foi produzido a partir do soro de leite. O meio de cultivo, utilizado neste
trabalho, apresentou valores de DQO, carbono organico dissolvido e nitrogénio similares

(mesma ordem de grandeza) aos obtidos por diversos autores (ver Tabela 5.1).

A capacidade de produgdo de biogas ou BioH,, a partir do processo fermentativo
estd diretamente ligado as caracteristicas fisico-quimicas do substrato, principalmente, em
relagdo sua carga organica. Azbar et al., (2009) utilizaram soro de leite como substrato,
para producao de BioH, e obtiveram uma produtividade de 1500 a 3000 mL de gas por
litro de substrato. Moreno et al., (2015), utilizaram o soro de leite como substrato, obtendo
uma produtividade de 1100 mL de BioH, L bstrato. Lima et al., (2016) através do estudo
de diferentes concentra¢des do soro de leite para a producdo de BioH, obtendo sua maior
produtividade em 1080 mL de BioH; L! substrato- Akhlaghi et al., (2017) estudaram a
variacao do pH e da concentragao do soro de leite, na produtividade de BioH,, obtendo um
resultado de 371 mL de BioHy/kg (carbono dissolvido). Castelo et al., (2018) obtiveram
uma producao de 800 mL BioH, L! substrato- Baseado nos resultados obtidos nos trabalhos
acima citados, verifica-se que um meio de cultivo produzido a partir do soro de leite possui
caracteristicas fisico-quimicas que permitem a producdo de BioH; via processo

fermentantivo, mesmo sendo utilizado diferentes metodologias.
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Tabela 5.1 — Teor de carga organica do meio de cultivo produzido a partir de soro de leite.

Referéncia DQO Carbono Organico Nitrogénio
Dissolvido (COD) Total
Valor (g/L) Valor (g/L) Valor (g/L)
Este trabalho 118" /47" 27 0,5
Azbar et al., 2009 83 7 0,2
Moreno et al., 2015 122 - 1,2
Lima et al., 2016 54 - -
Akhlaghi et al., 2017 - 29 1,3
Castelo et al., 2018 60+5 - 1,3

* Valor encontrado para o meio de cultivo sem filtracao
** Valor encontrado para o meio de cultivo filtrado.

Outra caracteristica fisico-quimica do meio de cultivo que pode influenciar a
produtividade em BioH,, via processo fermentativo, ¢ o seu pH. O meio de cultivo
utilizado neste trabalho apresentou um valor de pH igual a 5,3 + 0,1. Conforme definido
por Bach (2012) e Lima et al. (2016), este meio de cultivo pode ser classificado como
acido (4,7 a 5,5). Akhlaghi ef al. (2017) avaliaram o efeito do pH (5,5 - 7) do meio de
cultivo na produtividade de BioH,. A maior produtividade (6100 mL BioH,/kgcop) foi
observada em pH igual 5,5. Alexandropoulou et al. (2018) e Sharma e Melkania (2018), os
quais utilizaram soro de leite com pH igual a 5,4, como base, para o preparo do meio de
cultivo, obtiveram em seus respectivos trabalhos valores de produtividade de BioH,
significativos (= 1600 BioH, L'lsubstrato). Assim, na condi¢ao de pH em torno de 5,3 — 5,5 ¢

possivel a produgdo de BioH, via processo fermentativo.

Além disto, baseado nos valores de DQO e DBO, o meio de cultivo utilizado neste
trabalho, apresentou uma razdo DQO/DBO igual a 5,5, sendo definido como de dificil
biodegradabilidade (Braga ef al., 2006). De acordo com Braga et al. (2006) para uma razao
DQO/DBO maior que 5, um efluente possui baixa biodegradabilidade e um tratamento
baseado em oxidagdo quimica deve ser uma op¢ao mais eficiente. Para razdoes DQO/DBO
na faixa de 5 a 2,5 e menores que 2,5 o efluente ¢ classificado como de média e baixa
biodegradabilidade, respectivamente. Assim, a utilizagdo do soro do leite como substrato
para producdo de BioH, (ou biogas) pode gerar ainda um efluente com maior

biodegradabilidade.
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Como descrito em Guo et al., (2010), Ntaikou, Antonopoulou e Lyberatos, (2010),
Sattar et al., (2016) e Sydney et al., (2014), todo composto contendo proteinas, gorduras e
carboidratos, sdo fontes passiveis de producao de BioH;, porém ¢ necessario o estudo do
substrato, para que se possa criar um ambiente favoravel para fermentacao, ajustando o
substrato as bactérias. Baseado nas carateristicas fisicos-quimicas tais como DQO, COD e
pH, o meio de cultivo produzido a partir do soro de leite possui potencial para a

produtividade de BioH; via processo fermentativo.

5.2 — Avaliacdo das Condi¢coes da temperatura na produtividade de gas via

processo fermentativo

Na Tabela 5.2 sao apresentados os resultados dos testes inicias do comportamento
produtivo de gas pelos complexos bacterianos em diferentes temperaturas, com o intuito de
determinar a temperatura que favorecesse a produtividade em todos os complexos. Para ser
definida a temperatura de 33 + 2° C, foi analisado a produtividade de gas em diferentes
temperaturas, por um periodo de 02 semanas, sendo medida a produgao de gas a cada 04

dias.

Tabela 5.2 — Resultados produtivos encontrados de gas durante os testes para

defini¢do da temperatura ideal.

Temperatura (°C) CBPU CBPO CBTE CBBO
ng’us (mL) ng’us (mL) ng’us (mL) ng’us (mL)

37 20 3 10 21

35 23 6 12 31

33 18 12 18 60

31 16 6 12 50

Vyis produzido em um periodo de 4 dias

Para definir a temperatura, foi verificada a diferenga do volume de gas produzido
em todos os complexos, como o controle de temperatura da estufa possuiu uma variagao de
+2 °C, adicionou-se ao resultado esta variacao. Com verificado na Tabela 5.2 os valores
produtivos de cada complexo obtiveram uma melhor produtividade entre as temperaturas

de 33 e 35 °C respectivamente.

Como observado em Guo et.al., (2010) realizaram uma revisdo dos principais

fatores para uma boa produtividade na fermentacdo escura e Sydney (2013) estudou as
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variagoes produtivas de diferentes complexos. Os autores demonstram a necessidade do
conhecimento sobre as condi¢des ideais de producdo, neste caso a temperatura, resultam
em uma maior produtividade dos complexos, observados que estes parametros podem

considerados responsaveis na inibi¢cdo e diminui¢ao da produtividade.
5.3 — Avaliacao do Processo Fermentativo Para producio de BioH;

Na Tabela 5.3 sdo apresentados os resultados obtidos dos sistemas fermentativos,
ap6s o processo de fermentacdo, juntamente aos resultados obtidos pelo meio de cultivo
(Soro). Estes foram condensados para explicitar de forma clara as diferencas entre os
complexos. A discussdo desta tabela ¢ apresentada ndo secdes em funcdo da (i)

produtividade; (i1) Biodegradabilidade; (iii) formag¢ao dos compostos organicos.

Tabela 5.3. Caracterizagdo da fase gés e da fase liquida apds o processo fermentativo do

soro do leite conduzido sob agdo de diferentes complexos bacterianos

Parametro SORO CBPU CBTE CBPO CBBO
Valor Valor Valor Valor Valor

Concentracao de BioH, gas (% - 35 37 36+0,006 51+0,35

v/v)

Concentragao de CO, gas (% - 45 61 58+0,05  49+0,18

v/v)

DQO (sem filtragdo) (g L™ 118+0,05  138+0,05 158+0,05 160+0,05 170+0,05

DBO (pos filtragdo) (g L) 8,49+0,05  22+0,05  11£0,05 9+0,05 16+0,05

DQO (pos filtragio) (g L) 47,05+0,05 32+0,05 25+0,05 22+0,05  24+0,05

Carbono Total (g L'l) 27,178 24.4 21,4 14,5 19

Carbono Orgéanico Total (g L'l) 26,855 242 21,2 14,5 19

Carbono Inorganico Total (g L 0,327 0,2 0,2 0 0

1

)
Nitrogénio Total (g L'l) 0,512 0,4 0,3 0,2 0,4

SORO — Meio de Cultura /// CBPU — Complexo Bacteriano Puro /// CBTE — Complexo Bacteriano Terra ///
CBPO — Complexo Bacteriano Porco /// CBBO — Complexo Bacteriano Boi

Nesta pesquisa foram utilizados 04 complexos fermentativos, denominados em
CBPU, CBPO, CBTE e CBBO (descritos abaixo). Com base no trabalho de Sydney
(2013), que testa a capacidade produtiva de varios complexos bacterianos em um Unico
substrato, possibilitando a identificagao de possiveis fatores, que inibam ou aumentem as

das concentragdes das substancias produzidas.
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O complexo bacteriano, denominado CBPU, ¢ formado por bactérias do género
Clostridium. Atualmente, este género tem sido um dos mais utilizados para produgdo de
BioH,, por possuirem uma elevada taxa de transformacao do carbono e do nitrogénio em
acidos volateis e BioH,, quando submetidos a condigdes favoraveis (Aly et al., 2018,
Arunasri et al., 2016, Boboescu et al., 2016, Hitit, Lazaro e Hallenbeck, 2017 e Sydney et
al.2014). Assim, este complexo foi utilizado como uma referéncia para os demais testados
neste trabalho. Neste experimento foi utilizado, especificamente, o complexo formado pela

Clostridium beijerinckii Prazmowsk denominada comercialmente como ATCC 8260.

Os complexos CBPO, CBTE e CBBO, foram definidos para estd pesquisa,
observando, a facilidade e baixo custo de aquisicao, apos uma correlagdo entre a origem
deste e matérias encontrados na literatura. Alexandropoulou et al., (2018) e Ravi et al.,
(2018), a procura por novos complexos bacterianos que possuam uma alta capacidade
produtiva de BioH,, comecga-se a partir do conhecimento sobre o substrato ao qual ¢

encontrado, onde a partir deste pode se definir, questdes como temperatura e pH ideal.
5.3.1 — Producio de gas.

A producgdo de gas via fermentagdo bacteriana ocorre mediante ao consumo dos
compostos organicos por bactérias produzindo acidos organicos e gas, este teoricamente
pode ser composto por CO,, CH4, BioH, e H,S com concentracdes diferentes. Esta
pesquisa teve o direcionamento voltado para a producdo de BioH,. Para demonstrar os
resultados alcangados usaremos os dados das Tabelas 5.2., 5.3., 5.4. ¢ 5.5.e das Figuras

54.1,44.2,44.3,44.4e4.4.5 e por fim a Eq 06.

O processo fermentativo foi realizado em um periodo de 10 semanas, com o
acompanhamento da produtividade de cada complexo, determinado a partir da capacidade
produtiva de uma geracdo por complexo bacteriano e sua producdo de gis coletada

semanalmente.
5.3.1.1 — Capacidade produtiva dos complexos em uma geracio;

Na Tabela 5.4, sdo apresentados os dados obtidos a partir da produtividade de uma
unica geragao (5%) de cada complexo. Com o intuito de definir a capacidade méxima de
producdo de cada complexo, além da demonstragao do comportamento de decaimento da

produgdo bacteriana.
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Tabela 5.4. Acompanhamento do periodo produtivo dos complexos bacterianos em uma
geracdo (meio de cultivo produzido separadamente para esta andlise com inoculo da 5?

geragao de todos os complexos)

Parametro CBPU CBTE CBPO CBBO
Valor Valor Valor Valor
23/09/2017 (Volume de gas mL) 0 0 0 0
30/09/2107 (Volume de gas mL) 11 29 31 60
07/10/2017 (Volume de gas mL) 10 5 9 14
14/10/2017 (Volume de gas mL) 7 2 2 7
21/10/2017 (Volume de gas mL) 3 1 1 16
28/10/2017 (Volume de gas mL) 0 0 0 2
04/11/2017 (Volume de gas mL) 0 0 0 2

CBPU — Complexo Bacteriano Puro /// CBTE — Complexo Bacteriano Terra /// CBPO —
Complexo Bacteriano Porco /// CBBO — Complexo Bacteriano Boi

A coleta de dados foi realizada como descrito na se¢do 4.2, esta perdurou por um
periodo de 06 semanas como intuito de determinar a capacidade e comportamento
produtivo de cada complexo ate a sua estagnagdo. Verifica-se que o CBPU obteve um
volume total produzido de 21 mL em 28 dias, o CBTE 37 mL em 28 dias, ¢ o CBPO 43
mL em 28 dias e 0 CBBO 101 mL em 35 dias. Como observado em Aly et al., (2018) e
Wu et al., (2016), o conhecimento sobre o decaimento produtivo de Bioh,, pode indicar o
periodo de maxima e minima producao em biorreatores. Um fator que chama aten¢do nos
resultados obtidos ¢ o aumento produtivo que ocorreu no CBBO entre a 4* ¢ 5* semana de
coleta. Isso pode indicar que este complexo além de uma alta produtividade possui um

maior tempo produtivo.
5.3.1.2 — Produciao de Gas (Biogas).

Na Tabela 5.5, sdo apresentados os valores de produtividade total de gas, para os
complexos bacterianos. Na qual também foi apresentada uma revisdo dos trabalhos que
empregaram soro de leite como substrato. A capacidade produtiva da pesquisa obteve,
como resultado uma variacdo na produtividade 2000 até 8550 mL/L gpstrato, O quE

demonstra a proximidade dos resultados encontrados por outros autores.

Azbar et al, (2009) desenvolveram uma pesquisa sobre a produtividade em
diferentes tempos de retengdo e um biorreator tendo como resultando em uma

produtividade de 7900 mL/L gpstrato- Lima et al., (2016), pesquisaram a influencia das
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diferentes concentracdes do soro de leite para producdo de BioH,, obtendo como melhor
resultado a produ¢do de 1800 mL/L gypstrato, @ Um resultado menor ao obtido pelo CBPU.
Patel et al. (2016) pesquisaram as diferentes produtividades de BioH,, em soro de leite
bruto e com tratamento para esterilizacao, obtendo sua maior produtividade no soro de leite
esterilizado com a produtividade 4785 mL/L gpstrato. Ottaviano et al. (2017), trabalharam
com o incremento diferentes concentragdes de lactose no meio de cultivo (soro de leite),
obteve 6500 mL/L  gpsyato. Estes volumes produtivos podem indicar um bom

funcionamento dos complexos fermentativos estudados.

Tabela 5.5 — Acompanhamento produtivo de gas pelos complexos bacterianos,

comparando-os com os resultados de outros trabalhos realizados com o soro de leite.

AUTORES Metodologia Complexo Concentracio Gas
Valor Valor
BioHy(%) (mL™)

Fermentacao continua, CBPU 35 2000

Este Trabalho estudo a produtividade de CBPO 36 4420

BioHo, por diferentes CBTE 37 4580

consorcios bacterianos CBBO 51 8550

Azbar et al, Biorrecator de Dbancada, derivado do 45 7900

(2009) estudo dos efeitos da soro de leite

variagdo do tempo de
reten¢do hidraulica.

Lima et al Biorreator de batelada com derivado da 44 1817
(2016) fase liquida, influencia das lactose

concentracoes do substrato

na produ¢do de BioH;
Patel et al Fermentacao continua, Clostidium 55 4785
(2016) estudo a capacidade do soro sp.

de leite para produtividade

de BiOH2
Ottaviano et al. Biorreator de leito, estudo derivado do 51 6500
(2017) dos das concentragdes de tratamento de

soro iniciais para produgdao vinhaga

de BiOH2

CBPU — Complexo Bacteriano Puro /// CBTE — Complexo Bacteriano Terra // CBPO — Complexo Bacteriano
Porco /// CBBO — Complexo Bacteriano Boi

O acompanhamento da produtividade de gas dos complexos foi apresentado na
Figura 5.1. Observa que a producdo do gis tem uma variacdo do seu volume a cada
geracdo desde o inicio de sua producdo ate a sua estabilizacdo produtiva, tendo como

resultado no CBPU um volume de 14 mL, no CBTE 32 mL, no CBPO 31 mL ¢ a CBBO
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com 60 mL. Demonstrando assim comportamentos distintos de cada complexo. Nota: E
chamado de geracdo o periodo 07 dias onde ocorre a fermentagdo, apds este periodo o
meio de cultura é renovado. Como observado os comportamentos dos complexos
apresentados em relagdo sdo diferentes entre si, desta forma entendeu-se a necessidade de

dispor cada complexo, para identificar fatores que possam ter causados esta diferenca.
5.3.1.2.1 - CBPU (Complexo Bacteriano Puro)

Apresentam-se os valores da produtividade de gas, ao longo de 10 semanas de
fermentacdo, obtidos pelo complexo CBPU. Na Figura 5.1 demonstram os dados
experimentais indicam uma cinética favoravel, pois apds 7 dias (1* gera¢do) alcangou-se 23
mL de gas produzido. Até o 28° dia (4" geragdo) a producdo de gas manteve-se na faixa de
19 — 25, sendo que a partir 33° dia (5" gera¢do) observou-se um decréscimo do volume
produzido para 16 mL e estabilizando a sua produ¢do 56 (8" geracdo) com 14 mL. Este
decaimento ndo era esperado, uma vez que este complexo ¢ utilizado como parametro
produtivo, observado as pesquisas realizadas com este género bacteriano, além do grau de
pureza do complexo.

—o—CBPU
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Dias (inoculo inicial 19/08/2017)

Figura 5.1 — Grafico da evolugdo da produgao de gas (mL) obtida durante 10 semanas

do complexo CBPU.

Baseado no valor de produtividade de gas para este complexo o resultado de 2000
mL" gbstrato, ONde observa um melhor desenvolvimento produtivo na pesquisa de Patel et
al. (2016) que trabalharam com a acdo fermentativa de bactérias do género Clostridium,
em uma temperatura 37 °C e com a suplementagdo de lactose, obteve uma produtividade

de 4785 mL™! substrato (Tabela 5.5). Esta diferenca produtiva pode indicar a possivel relagao
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da temperatura e uma maior disponibilidade de compostos carbonicos durante o

desenvolvimento dos seres bacterianos deste género.

Outro fator comparativo apresentado na Tabela 5.3, e a diferenga nas concentragdes
obtidas em outras pesquisas em relagdo ao CBPU, que obteve como resultado 35% de
concentracdo de BioH,, enquanto os trabalho apresentados tiveram em média de
aproximadamente 50%. Esta relacdo pode ser identificada possivelmente a partir das
diferentes metodologias seguidas, onde os autores (Tabela 5.5), utilizam biorreatores e
concentragdes de soro diferentes (Lima ef al. (2016)) ou a adi¢do de suplementos (Patel et

al. (2016)).
5.3.1.2.2 — CBPO (Complexo Bacteriano Porco)

Os valores da produtividade de gés obtido pelo CBPO, ao longo de 10 semanas de
fermentagao (Figura 5.2), onde demonstra o comportamento produtivo de gas. Os dados
experimentais indicam uma cinética favoravel, apds 7 dias (1° gera¢do) alcangou-se 28 mL
de gas produzido. Mantendo uma produtividade entre 22 - 30 mL ate o 35 (5" geragdo)
onde observou-se o crescimento produtivo ate 49° dia (7* geracdo) onde alcangou a

estabilizacao produtiva com um volume de 31 mL.
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Figura 5.2 - Grafico da evolugdo da producdo de gas (mL) obtida durante 10 semanas

do complexo CBPO

Com um volume produzido de gas produzido em cerca de 4400 mL! (substrato)» €Ste

complexo demonstrou uma produtividade maior, que o complexo parametro (CBPU) como
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também em trabalhos com a utilizagdo de soro de leite como substrato como o de Lima et
al. (2016), que através dos estudo da produtividade de diferentes concentragdes de soro de
leite obteve uma produtividade de aproximadamente 1800 mL™, o que pode nos evidenciar
uma boa produtividade para este complexo. Porém com uma baixa concentragao de BioH,
(36%), que ao comparamos aos 44% obtidos por Lima et al.(2016) e por Azbar et al.
(2009) com 45%, explicitando uma proximidade na produtividade de BioH, (Tabela 5.5).

5.3.1.2.3 - CBTE (Complexo Bacteriano Terra)

Neste sdo apresentados os valores da produtividade de gas ao longo de 10 semanas
de fermentacao (Figura 5.3). Os dados experimentais indicam uma cinética favoravel, além
de uma pequena variagdo entre a primeira coleta no 7 dias (1* gera¢do) alcangou-se 28 mL
de gas produzido e a sua estabilidade com 32 mL no 21 dia (3" geragdo) do experimento.

Neste caso ficou evidenciado a rapida adaptagdo do complexo bacteriano ao substrato.
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Figura 5.3 — Gréfico da evolugao da producdo de gas (mL) obtida durante 10 semanas

do complexo CBTE

Com o volume produzido de gas 4500 mL! (substrato), © CBTE demonstrou também
uma composi¢do gasosa formada praticamente por 2 gases o CO, com 61% e de 37% de
BioH; resultando 98% (Tabela 5.3). Este valores aos comparados com o trabalho de Azbar
et al. (2009) que através do uso de um biorreator delineou a sua composi¢do gasosa
produzida somente com CO; e BioH;, onde com a utilizagao da variagdo da alcalinidade do

sistema conseguiu diminuir a concentragdo de CO, no gis produzido, obteve uma
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produtividade de 7900 mL™", com uma concentra¢io de 44% de BioHa, porém chegou
aumentar ate 92% esta concentragdo com um menor volume de gés produzido 1500 - 3000

mL BioH, L' (Tabela 5.5).
5.4.1.4 —- CBBO (Complexo Bacteriano Boi)

Na Figura 5.4 s3o apresentados os valores da produtividade de gas ao longo de 10
semanas de fermentacdo. Os dados experimentais indicam uma cinética favoravel, pois
apdés 7 dias (1" geracdo) alcangou-se 39 mL de gas produzido. Mantendo uma
produtividade entre 26 - 60 mL ate o 42 (7 geragdo), onde no 56° dia (8 geragdo) onde
alcangou a estabilizagdo produtiva com um volume de 60 mL, o volume alcancado por este
¢ surpreendente observado que o meio de cultura possui 7 mL (6mL de soro de leite + 1mL
de inoculo), o que nos d4 um aumento volumétrico de 8 vezes, além de uma produtividade

de 8,5 mL/mL(substrato).
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Figura 5.4 — Gréafico da evolugdo da producdo de gas (mL) obtida durante 10 semanas

do complexo CBBO

Com os resultados de 8550 mL/L em uma concentragao de 51% de BioH,, além de
sua composi¢ao gasosa de 99,9% de BioH, e CO, Este complexo demonstra excelentes
resultados, que quando a comparamos os autores da Tabela 5.5, o que mais se aproxima
sdo os resultados obtidos por Azbar et al., (2009) e os de Ottaviano et al., (2017) ja

discutido anteriormente.
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Desta forma entende-se, que todos os complexos aqui apresentados, possuem
caracteristicas produtivas de gas, ja4 mencionadas em estudo de varios autores, que
utilizaram o soro de leite para a criacdo do meio de cultivo. Porém o resultado obtido pelo
CBPU se demonstrou abaixo do esperado, observado o grau pureza do complexo e a suas
referéncias produtivas contida na literatura e no caso do CBBO entende-se a possibilidade
da descoberta de um complexo produtivo com a capacidade de melhorar a sua

produtividade através da otimizacao.
5.3.2 — Producio de BioH,

Na tabela 5.6, sdo apresentados os valores de produtividade total de BioH,, para os
complexos bacterianos. Na qual também foi apresentada uma revisdo dos trabalhos que
empregaram diferentes substratos visando uma maior produtividade e concentracao de
BioH», além de diferentes complexos bacterianos. Os complexos fermentativos utilizados
neste trabalho, com o intuito de produzir BioH,, obtiveram resultados 700 — 4371 mL
BioH,» L! substratos  SIMilares ao comparamos a diversos autores, com metodologias,
substratos e complexos diferentes entre cada pesquisa. Sydney (2013), que utilizou a
vinhaca como substrato, obteve uma produtividade de 5400 mL BioH, L! substrato, €m 30
dias de retencdo em um biorreator. Ottaviano et al., (2017), estudaram a produtividade de
BioH,, através da suplementagdo de concentracdes diferentes de lactose no soro de leite,
obtendo como resultado 4100 mL BioH» L! substrato- Castelo et al., (2018), que investigaram
as principais causas da instabilidade produtiva de BioH,, tendo como substrato o soro de
leite obtendo uma produtividade de 900 mL BioH; Lt substrato- Aly et al., (2018), que
estudaram o aumento produtivo de BioH,, através da formacdo de um substrato de
nitrogénio e acido casamino, mantendo suas concentracdes em 10g/L de cada substancia, a
partir da fermentagdo realizada por seres Clostridium butyricum RAK25832, obtendo
como resultado a produtividade 2505 mL BioH, L! substrato- Sharma e Melkania (2018), que
estudaram a produtividade de BioH,, a partir da acdo bacteriana de seres puros (E. Coli,
Bacillus subtilis e Enterobacter aerogenes) em um substrato formado por lixo organico
tratado, obtendo o seu melhor resultado com a Bacillus subtilis (1610 mL BioH, Lt
substrato)- Assim demonstrando que todos complexos aqui estudado possuem referencias

produtivas aceitaveis na literatura atual
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Tabela 5.6 — Acompanhamento produtivo de gas pelos complexos bacterianos, comparando-os com os resultados de outros trabalhos

realizados com o soro de leite.

AUTORES / ANO Metodologia Substrato Complexo Concentrac¢io BioH,
Valor Valor Valor Valor BioH,(%) Valor (rnL'l)
~ . CBPU 35 700
Fermentacdo  continua, estudo a CBPO 36 1600
Este Trabalho produtividade de BioH,, por diferentes Soro de Leite
consoércios bacterianos CBTE 37 1700
CBBO 51 4371
Sydney (2013) Biorreator, estudo das  melhores Vinhaga ATCC 8260 (CBPU) 40 5400
condi¢cdes para producdo de BioH, e
acidos organicos
Ottaviano et al., (2017)  Biorreator de Ileito, estudo dos das Sorode Leite Inoculo de tratamento 51 4100
concentracoes de soro iniciais para de vinhaga
produgdo de BioH,
Castelo et al., (2018) Biorreator de agitagdo, estuda as Sorode Leite Consorcio derivado do - 900
possiveis interferéncias na produtividade soro de leite
de BioH,
Aly et al., (2018) Fermentacdo continua, estudo dos fatores Fontes de Clostridium butyricum - 2505
que possibilitam o aumento da carbono RAK?25832
produtividade de BioH,
Sharma e Melkania, Fermentacdo  continua, estuda a Lixo Bacillus subtilis - 1610
(2018) produtividade de BioH, em diferentes organico

concentragoes inoculo

CBPU — Complexo Bacteriano Puro /// CBTE — Complexo Bacteriano Terra /// CBPO — Complexo Bacteriano Porco /// CBBO — Complexo Bacteriano Boi
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O resultado expresso pelo complexo CBPU foi de 700 mL BioH, L'15ubstram,
observando a relacdo de produtividade em relacdo a degradacdo da carga organica em
0,045 LBioH,/gDQO, além da concentracao 35 % de BioH,, obteve uma concentragao de
48% de CO,. Observa-se neste complexo houve a formacdo de outros compostos gasosos,
que provavelmente pela baixa concentragdo ndo foram detectados pelo CG, com
provavelmente HyOgs, CH4 € HoS. Sydney, (2013), que estudou a desempenho produtivo
de varios complexos bacterianos, por meio da utilizacdo da adi¢ao de fontes de carbono
(Sacarose) na vinhaca. Dentre eles um complexo com seres género Crostuidium ATCC
8020, que obteve uma produtividade de 5420 mL BioH, L', com uma concentragio de

40%. O que demonstra que o desenvolvimento do CBPU ficou abaixo do esperado.

O complexo CBPO obteve a produtividade de 1600 mL BioH, L! Substrato- EM
relagdo ao consumo da carga organica em 0,064 LBioH,/gDQO. Este obteve como
resultado a concentracao de BioH; relatada na Tabela 5.3, juntamente a uma concentragao
de 58% de CO,. Com os resultados obtidos nota-se a provavel produgdo de outros gases
em baixa concentragdo. Como observado nos complexo anterior, este manteve uma boa
produtividade, porém com uma baixa concentragdo de BioH,. Em Lima et al., (2016)
(Tabela 5.5) que estudaram a produtividade em diferentes concentracdes de soro de leite,
obteve como resultados uma concentracao de 31 - 44% de BioH,, com um volume maximo
produtivo de 1080 mL BioH, Lt substrato- O que pode indicar que o complexo em estudo
pode melhorar a sua concentracdo de gés, a partir de ajustes na concentragdo do soro de

leite.

O CBTE obteve uma produtividade com uma produtividade de 1700 mL BioH, L™
substrato- COmM relacdo da consumicdo da carga organica em 0,07 LBioH,/gDQO, além da
concentracgdo ja relatada de BioH,, o complexo obteve uma concentragdo de 61% de CO,,
podendo ser considerada muito alta. Como visto na Tabela 5.3, o composto gasoso
formado obteve uma composi¢do de 98% de CO, e BioH,. Sharma e Melkania 2018,que
trabalharam com seres bacterianos puros (Bacillus subtilis) em ac¢ao fermentativa no soro
de leite, obtendo uma producdo sua maxima produ¢do em 1610 mL BioH, L sbstrato €M
uma concentragdo de 35 - 50% da concentragdo produtiva de BioH,. Azbar et al. (2009)
que através do uso de um biorreator delineou a sua composi¢ao gasosa produzida somente
com CO, e BioH,, onde a partir do aumento alcalinidade conseguiu diminuir a

concentracdo de CO,, que inicialmente em 55% ate 06%, com o aumento da alcalinidade
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do meio. A composicdo gasosa deste complexo obteve a maior concentracdo de CO,,
sendo necessarios ajustes para que se possa diminuir estd concentragdo aumento a sua

produtividade.

O CBBO obteve uma atividade produtiva em relagdo a carga organica de 0,19
LBioH,/gDQO, e uma produtividade de 4371 mL BioH; L'lsubstrato. O que ao compararmos
com a Tabela 5.6, nos evidencia ser um complexo com uma alta produtividade, além da
formagao de um composto gasoso com de 51% de BioH; e 49% de CO, com um alto grau

de pureza.

Com o resultado de 4370 mL BioH, L™ substrato, ODtido por este complexo, verifica-
se que a produtividade proximas a esta adivinhem de produtividade total por um periodo de
30 dias em biorreatores. Sydney (2013), que obteve 5420 mL BioH; L! substrato, através da
suplementagdo do meio com sacarose € agdo do complexo formado por seres puros do
género Clostridium(ATCC 8260). Ottaviano et al. (2017) com uma produgdo maxima de
4100 mL BioH, L} substrato, através da suplementagao do soro de leite com lactose. Aly et
al., (2018) produzido por cepas puras (Clostridium butyricum RAK25832), que obteve seu
maior rendimento em 3040 mL BioH, L! substrato, €5t€ com a montagem da concentragdo do
substratos com caracteristicas que possibilita uma alta produtividade, o que nos direciona a

descoberta de um complexo com possibilidades produtivas ainda ndo vista na literatura.
5.4.4 — Capacidade biodegradante dos complexos bacterianos e sua adaptacio

A capacidade de biodegradagdao por um composto bacteriano pode ser medida, a
partir da diminuigdo da carga organica encontrada no residuo, esta relacao ¢ determinada a
partir da relacdo entre a DQO e DBO. O crescimento do complexo demonstra uma maior
adaptacdo dos seres envolvidos no processo, para calcularmos usamos os resultados da

DQO, DBO da Tabela 5.7 e as Equagdes 1,4 ¢ 5.

Na Tabela 5.7, demonstra que todos os complexos obtiveram uma diminui¢do da
sua DQO e o aumento da DBO pos filtragdo, observando que a relagdo entre estes
parametros, determina-se a efetividade no tratamento do soro. Onde o fator biodegradante
do meio de cultivo ficou em 5,5, e os complexos bacterianos obtiveram como resultado
CBPU 1,45, CBBO 1,5, CBTE 2,27 e CBPO 2,44. O que demonstra uma purificagdo deste
residuo em mais de 50% em todos os complexos, evidenciando assim a possivel utilizacao

deste no tratamento deste residuo, como observado em Braga et al., (2012), a redugdo da
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DQO, juntamente ao fator de biodegradabilidade, pode evidenciar um bom tratamento do

residuo.

Tabela 5.7 — Caracterizagdo dos componentes obtidos como resultado apds o

processo fermentativo do soro do leite conduzido sob ag¢do de diferentes complexos

bacterianos
) CBPU CBPO CBTE CBBO
Parametro

Valor Valor Valor Valor
Concentragao BioH 5 % 35 36 37 51
Concentragao CO X % 48 58 61 49
Producao de BioH2 Bion/mL 700 1600 1700 4371
DQO (Sem filtracdo) gL’ 138 158 160 170
DBO (Pés filtragao) gL’ 22 11 9 16
DQO (Pos filtragao) gL’ 32 25 22 24
Carbono total gL’ 244 21,4 14,5 19
Carbono Orgéanico Total g L' 242 21,2 14,5 19
Carbono Inorganico Total gL’ 0,2 0,2 0 0
Trazlsformaqao da carga LBion/gDQO 0.045 0.064 0.07 0.19
organica
Fator degradabilidade 1,45 2,44 2,27 1,5
Consumo da COD g/L 2,92 13 6,1 8,1

CBPU - Complexo Bacteriano Puro /// CBTE — Complexo Bacteriano Terra /// CBPO — Complexo
Bacteriano Porco // CBBO — Complexo Bacteriano Boi

Como visto na Tabela 5.3, ocorre comportamento diferenciado no consumo da
carga organica em todos os complexos CBPU obteve a menor taxa obtendo como resultado
32% de redugdo, seguido da CBTE com 47%, CBBO 49% e a CBPO que obteve uma
redu¢do de 52% da carga orgdnica. Com o intuito de tentar verificar os fatores que

possivelmente influenciaram nestes resultados detalhou-se cada complexo.

No complexo CBPU foi observado a maior diminui¢do do fator biodegradante,
porém menor resultado na transformac¢do dos compostos organicos, este desempenho pode
estd associado a um baixo crescimento de 17% e a aumento de 163% na DBO. Esta
desigualdade pode ser vista como fatores que o complexo nao se obteve uma adaptacao ao
substrato testado, o que pode ter interferido na sua produtividade de gas Figura 5.2, esta

relacdo pode ser observada na se¢do a seguir.
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No complexo CBTE observou-se, que ocorreu uma diminui¢do do fator degradativo
em 2,27e uma alta capacidade adaptativa, isto pode ser indicado pela relagdo proéxima entre
o crescimento bacteriano (33%) e o aumento da DBO (32%), o que nos leva a acreditar na
facil adaptacao deste ao substrato, sendo possivel observa mediante a produtividade de gas
deste complexo, ndo obteve uma grande variagdo como visto na Figura 5.4, diferentemente

da relacdo descrita abaixo.

O complexo CBPO obteve a menor diminui¢do do fator de degradabilidade, porém
a maior reducdo da carga organica, esta relacdo foi evidenciada a partir do pouco aumento
da DBO (9%). O complexo obteve uma taxa de crescimento bacteriano (36%), este
comportamento diferenciado pode ter sido a possivel causa dos resultados obtidos,

principalmente no que tange a producao de acidos organicos.

O CBBO nos apresentou uma reducdo de mais de 65% do fator de
biodegradabilidade, além da maior taxa de crescimento de 44,49%, o que por si j& nos
indica uma adaptabilidade ao substrato, porém o mesmo obteve um aumento na DBO de
91%, o que pode nos levar a entender a diferenca produtiva de gas até sua estabilizacao,

como também a sua alta produtividade.

Como observado nos trabalhos de Kawai et al., (2016) e Hitit, Lazaro e Hallenbeck
(2017), o controle do consumo da carga organica do substrato a partir da DQO, pode
identificar a necessidade de complementacdo ou diluicdo de substancias contidas no meio
de cultivo e como estes pardmetros podem influenciar diretamente na produtividade do
sistema. Trevisan, Monteggia e Delabary (2014), uma produgdo continua de BioH,, ¢
necessario o entendimento ndo s6 de componentes (meio produtivo), mas também a
pressdo, a temperatura e o pH, além do consumo da carga organica por digestdo bacteriana,

observado que a concentragao de algumas substancias pode inibir a produtividade.

O entendimento sobre os fatores produtivos do complexo ¢ observado em Sydney et
al., (2014), Lima et al., (2016) e Alexandropoulou et al., (2018), que o consumo da carga
organica e a adaptabilidade dos complexos bacterianos, podem interferir diretamente na
produtividade do sistema, ndo s6 na producdo de gas como também na de acidos organicos

determinado a presenca e as concentracdes destes.

Por fim podemos criar algumas relagdes observadas nos resultados, onde quanto

maior o crescimento do complexo bacteriano, maior sua produtividade como exemplo o
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complexo CBBO. A relagdo entre a estabilidade produtiva de gas, em relacdo a
proximidade das taxas de crescimento do complexo e de seu aumento da DBO, como
observado no CBTE. E que a uma menor desenvolvimento da DBO em relagdo ao
crescimento bacteriano pode aumentar a diminui¢do da carga organica do meio

evidenciado pelo CBPO.
5.6 — Producao de acidos organicos

Verifica-se a diferenca da concentracao produtiva de acidos organicos diferentes
em todos complexos, com uma maior concentracao de acido acético em (52%) no CBPU, o
CBTE obteve o acido succicinico (52%), o acido butirico (52%) no CBPO ¢ no CBBO

divido entre acido butirico (42%) e o succicinico (38%).

Tabela 5.8 — Caracterizacao dos compostos organicos produzidos apos o processo

fermentativo do soro do leite conduzido sob agao de diferentes complexos bacterianos

CBPU CBPO CBTE CBBO

Parametro
Valor Valor Valor Valor

Produgao de BioH 5 Bion/mL 700 1600 1700 4371
Transformagdo da carga orgénica LBion/ gDQO 0,045 0,064 0,07 0,19
Fator degradabilidade 1,45 2,44 2,27 1,5
Consumo da COD g/L 2,92 13 6,1 8,1
Acidos organicos
Acido Acético g/L 1,54 0,31 0,57 3,04
Acido Succinico g/L 1,39 1,81 3,34 5,97
Acido Propionico g/L nd <0,5 <05 <05
Acido Latico g/L nd <0,5 nd Nd
Acido Butirico g/L <0,5 2312 251 6,62
Total Transformado % 99 33 101 170

R e
CBPU — Complexo Bacteriano Puro /// CBTE — Complexo Bacteriano Terra // CBPO — Complexo
Bacteriano Porco /// CBBO — Complexo Bacteriano Boi

O complexo CBPU nos mostra que o carbono degradado na via metabdlica foi
utilizado na producdo dos gases e 4cidos volateis onde uma concentragdo inicial de
carbono de 27 g/L, e aproximadamente 0,5 g/l de nitrogénio, sendo transformado em 24 e
0,3 g/l sucessivamente. Estes compostos obtiveram uma conversdo de quase 99% em
acidos organicos, divididos em 1,54 g de acido acético, 1,32 g de succinico e com a

presenga do propionico isso pode ser observado na Tabela 5.3. Esta relacdo pode ser
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observa nos trabalhos de Ottaviano et al., 2017 que obteve 44% de sua produtividade de

acido acético, a capacidade produtiva deste complexo possuiu um bom desempenho.

No complexo CBTE, observa-se também que este complexo foi capaz de converte
em 100,16% dos carbonos e nitrogénios degradados do meio (6,093 g/L) em &cidos
organicos (6,37 g/L). Os acidos organicos produzidos foram o &cido succicinico com 3,34
g/L, detentora de quase 50% dos compostos, o acido butirico 2,51 g/L, o 4acido acético com
0,52 g/L, além da presenga de 4cido propidnico em baixa quantidade. Como visto em Lima
et al., 2016 e Kawai et al., 2016, a diminui¢do da carga organica do meio resulta em
diferentes produtos, o que pode explicar o aumento da produgao do acido succicinico, que

obteve resultados produtivos diferentes a cada complexo testado.

No CBPO foi observado que apenas 44% dos carbonos e nitrogénios degradados
pelo complexo foi transformada em 4acidos organicos esta a¢do produziu acido acético
(0,31 g/L), latico (baixa concentra¢dao), succinico (1,81 g/L), propionico (baixa
concentracdo) e butirico (2,312 g/L). Que possivelmente houve a produg¢do de mais
substancias nao contidas nos padrdes analisados. Em Vasmara e Marchetti 2017, o
complexo gerou além de 4cidos como valérico e caprdico, produziu etanol, o que pode nos
nortear quanto a diferenca entre o que foi consumido de carbono e nitrogénio 13,074g/1 e

transformando apenas 4,43 g/L nos acidos aqui analisados.

Como observado no comportamento dos complexos anteriores o desempenho deste
na utilizacdo dos carbonos e nitrogénio do meio, onde o soro de leite possuia 27,29 g/L e
no CBBO 19,69 g/L. Este complexo obteve uma taxa de transformagao destes compostos
em 103%, onde foram transformados, em 6,62 g/l em de succinico, 3,04 g/L de acido
acético, 5,97 g/L de butirico e a presenca em baixa concentragdo de acido propionico.
Como visto nos trabalhos de Lima et al., 2016 e Pachiega et al., 2018, uma degradacao

acima de 30% da DQO, demonstra o bom funcionamento do complexo bacteriano.
5.7 - Biomol do complexo mais produtivo

Com os resultados obtidos pelo complexo CBBO que produziu 60 mL de gas com
uma concentracio de 51% (30,6 mL) de BioH,, o que resulta em 4370 mLBioH, L. Estes
valores sdo mais altos que os encontrados nas pesquisas de Aly et al., 2018, Alibardi, e
Cossu, 2016, Lima et al., 2016, Sharma e Melkania 2018, Sydney 2013, dentre outros,

além de uma alta produtividade de 4cidos organicos. Desta forma entendeu-se a
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necessidade da identificagdo dos seres responsaveis por esta produtividade durante a

fermentagdo, para isto foi realizado o Biomol do composto.

Como resultado, obtivemos um complexo formado por seres do género Clostridium
(94%), Bacillaceae (2%), nao identificaveis (3%) e 1% de "outros”. Como observado os
seres predominantes pertence a Classe Firmicurtes, determinando assim na escala evolutiva
que estes possuem um ancestral, o que pode entender a alta produtividade encontra neste
consorcio (Lima et al. 2016). Como vistos nos trabalhos de Aly et al., 2018, Castelo et al.,
2018, Moreno et al., 2015 e Sydney 2013, o conhecimento sobre o complexo bacteriano
pode nao s6 melhorar a producao de BioH,, mas também direcionar a producao de acidos

organicos.
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6. Conclusao

Este trabalho foi desenvolvido de forma experimental, com o intuito de descobrir
novos complexos produtivos de BioH, e 4cidos organicos, este utilizou como referéncia o
CBPU. Complexo formado com cepas de uma unica espécie de clostridium, que
teoricamente possuem uma capacidade produtiva tanto de BioH,, como de acidos
organicos. Esta capacidade pode ser observada nos trabalhos de Lima ez al. (2016) e Aly et
al. (2018), dentre outros ja relatados anteriormente. Porém a mesma ndo demonstrou a
capacidade esperada tendo o resultado mais baixo do experimento. Isto pode ter acorrido
por alguns fatores, como ndo adaptacao a meio de cultura, ao pH do substrato ou ate a

temperatura ao qual foi submetido durante o experimento.

Como visto no trabalho de Ottaviano et al. (2017) e Alibardi e Cossu (2016), a
capacidade produtiva de um complexo bacteriano para H, possui uma variacao de 40% a
60% em média. Porém para que esta seja atingindo, ¢ necessario um alto controle do
substrato, além de complexos bacterianos de alta pureza ou ja trabalhados anteriormente.
Assim vemos que os complexos aqui testados, como uma possivel via produtiva de baixo
custo. Observando que a sua aquisicdo de quase ndo obteve custo, facil conservacao e
adaptabilidade ao meio de cultivo. Assim nos permiti pensar que, a partir, do ajuste do
meio cultivo, como determinacdo da concentragdo ideal da composi¢do encontrada no
meio de cultivo. Além do melhoramento do processo produtivo, a partir da utilizacdo de
biorreatores, um maior controle da temperatura e da determinacao do pH ideal, podermos
aumentar, intensificar e qualificar a producdo de BioH,, diminuindo consequente a

produgdo de CO; e de outros gases formados.

Reconhecendo com satisfatorios todos os resultados por estes apresentados em
relacdo a todos os complexos testados. Proporcionado pela obten¢do de concentragdes e
volumes produtivos descritos na literatura atual. Assim destaca-se a necessidade de
ampliacao dos estudos, observado as especificidades encontras em cada um dos complexos
estudados, resultante dos diferentes resultados obtidos, na produtividade, na biodegradagao

e na adaptacdo e na formacao de acidos organicos.

O CBPO foi o complexo que obteve o melhor desempenho na consumicao da carga
organica do soro de leite com 52%, porém nas andlises realizadas nesta pesquisa, ndo

conseguimos avaliar toda a sua produgdo organica, observado que o mesmo pode ter
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produzido etanol e 4cidos ndo presentes em nossas referencias como o valérico e o

capraico.

O comportamento produtivo de gas no complexo CBTE, que foi dentre todos os
testados o com menos variagao de volume produtivo de gés, o que pode demonstra uma
rapida adaptagdo dos seres bacterianos presentes neste consorcio ao soro de leite. Porém o
mesmo obteve uma alta concentracdo e producao de 61% CO,. Outro comportamento que
chamou atengdo foi o acido mais produzido foi o succicinico enquanto nos outros

consorcios foi o butirico.

E o consércio CBBO, que obteve uma produtividade 4370 mL BioH, L, o que ¢
impressionante pela forma que o mesmo foi produzido, lembrando que o mesmo produziu
um volume de gas 8 vezes maior que o volume de soro de leite ao qual foi incubado. Em
relacdo a esta produtividade gasosa outro fator que chama ateng¢do ¢ que a composi¢ao
deste ¢ de quase 100% de BioH; (51%) e de CO, (49%). Este consorcio também foi o que
mais cresceu durante o periodo fermentativo com um crescimento de 44%, isto pode ser
um dos indicadores a alta produtividade deste. J4& em relacdo a produgdo de acidos
organicos este complexo transformou mais de 100% dos carbonos consumidos em éacidos
organicos com uma producdo de 15,6 g/L divididos principalmente entre butirico e

succicinico.

Assim conclui-se que este trabalho mesmo realizado de forma experimental obteve
€xito ndo s6 em comprova que o tratamento do efluente soro de leite por via biologica ¢
eficaz, agregando valor ao residuo, mas em nos proporcionar descobertas de novos
complexos bacterianos, com capacidade produtiva de BioH; e 4cidos organicos, que no
caso do CBBO com um rendimento produtivo maior que muitos trabalhos encontrados na
literatura, atrelado a isso os complexos possuem um baixo custo e facilidade na aquisi¢ao e
de manutencao, e por fim a abertura de uma infinidade de possibilidades de pesquisas e

analises a serem feitas posteriormente.
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7. Sugestoes para trabalhos futuros

Com os resultados obtidos em nossa pesquisa, juntamente com a literatura
disponivel, abriu-se novas oportunidades para ampliacdo do conhecimento sobre acdo dos

consocios bacterianos aqui testados, desta forma descreveremos algumas aplicagoes.

Otimizacdo dos processos produtivos de BioH,, para utilizacdo de biorreatores que
favorecem uma maior produtividade. Realizagdo de testes para identificagdo da
concentracdo de substratos, temperatura ¢ do pH ideal, observado a influencia que estes

tem sobre as substancias produzidas.

Ampliar os estudos sobre a produtividade de acidos organicos e etanol, além da
identificacdo da espécie dos seres presentes no processo produtivo, observado que o

conhecimento desta pode direcionar uma maior produtividade de acidos organicos.

Testar da agdo destes consorcios em outros substratos, para que se possa verificar a
produtividade de BioH, e a capacidade adaptativa destes. Além de testar a agdo

biodegradante destes em outros substratos com alta carga organica e de dificil tratamento.
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