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RESUMO

A mandioca € uma cultura amplamente difundida por todo o territério nacional. Em
2011, a produgéo nacional de mandioca foi estimada em 27,1 milhdes de
toneladas, obtendo uma variagdo positiva de 9,2% em relacdo a safra de 2010.
Entre os residuos liquidos do processamento da mandioca, cita-se a manipueira,
gue caracteriza a agua de constituicdo da raiz, extraida na prensagem da massa
ralada, na confeccéo da farinha. A manipueira € o residuo mais problematico, por
possuir elevada carga poluente e potencial téxico devido a presenca de
glicosideos cianogénicos, podendo causar sérios problemas ao meio ambiente e
a vida aquatica quando descartada inadequadamente. Outros residuos de grande
impacto ambiental quando descartados incorretamente, sdo os residuos de
industrias de laticinio. O fracionamento dos constituintes do leite por ultrafiltracéo
resulta em derivados de grande valor nutricional e comercial, como o retentado
(fracdo concentrada composta por proteinas e gordura) e o permeado (fracédo
diluida composta por lactose, sais minerais, eletrolitos, compostos nitrogenados e
agua). Recentemente ha uma maior busca pelo uso de residuos agroindustriais
visando recuperar substancias e/ou materiais e deste modo aumentar a eficiéncia
econdmica dos processos de producdo. A aplicacdo de residuos agroindustriais
em bioprocessos € uma alternativa observada na forma de substratos, e uma
ajuda para solucionar o problema da poluicio nos processos de
agroindustrializacdo, onde a digestdo anaerObia destaca-se devido as suas
diversas caracteristicas favoraveis. Uma das maneiras de minimizar os impactos
ambientais e agregar valor ao efluente é a sua utilizacdo na producdo de acidos
graxos volateis (AGVs) via fermentacao anaerdbia, sendo este o objetivo principal
deste trabalho. Todas as fermentacGes foram realizadas a 30°C e 80 rpm com
inoculo suino. Inicialmente fez-se 4 fermentacdes, variando o substrato utilizado
(manipueira, hidrolisado amilaceo, permeado de soro de queijo e meio sintético)
onde obteve-se maiores resultados de concentracdo de AGVs com a manipueira
e 0 permeado. Seguiram-se 0s estudos com estes dois substratos, fazendo-se o
teste de auséncia de luminosidade (fermentacdo escura), sendo esta estratégia
responsavel pelo aumento de 38% na producdo de AGVs para a manipueira e
20% para o permeado. A seguir foi realizado um planejamento experimental 22
com quadruplicata no ponto central para a manipueira, onde foram testados 3
niveis de concentracdo de glicose (9, 19 e 29 g.L™) e bicarbonato de sédio (0,21,
1,51 e 3,21 g.L "), sendo as concentracdes de glicose de 29 g.L™ e bicarbonato de
3,21 g.L* as que resultaram em maior producdo de AGV (1941,4 mg.L™* em 23 h)
representando um acréscimo de 77,3% na producado. Para o permeado de soro de
gueijo também foram realizados testes variando niveis de glicose (75, 45 e 25 g.L"
Y e alcalinidade do meio (7,7, 8,14, 9,2, 10,26 e 10,7 g.L™"). Os niveis que
apresentaram melhor resultado foram 45 g.L™" de glicose e 10,26 g.L* de
alcalinidade, resultando em 4115,16 mg.L™ de AGVs em 41h.

Palavras-chave: Manipueira, permeado de soro de queijo, biodigestao
anaerdbica, planejamento experimental, inoculo suino, fermentacdo escura.
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ABSTRACT

Cassava is a crop widely throughout the national territory. In 2011, the national
production of cassava was estimated at 27.1 million tons, achieving an increase of
9.2% compared to the 2010 harvest. Among the liquid waste processing cassava,
cites the Manipueira, it is the water content of the root mass extracted in pressing
grated, in making flour. Manipueira residue is more problematic, because it has
high pollution load and toxic potential due to the presence of cyanogenic
glycosides, may cause serious problems to the environment and aquatic life if
released into waterways. Other big environmental waste when discarded
improperly, are waste dairy industries. The fractionation of milk constituents by
ultrafiltration results in derivatives with great nutritional value and commercial,
such as the retentate (concentrate fraction composed of protein and fat) and
permeates (fraction diluted comprising lactose, minerals, electrolytes, nitrogen and
water). Recently there is a higher quest for use of agro-industrial waste in order to
recover substances and/or materials and thus increase economic efficiency of
production processes. The application of agro-industrial residues in bioprocesses
is used like alternative substrate, and a help to solve the problem of pollution in the
processes of industrialization, where anaerobic digestion stands out due to its
many favorable characteristics. One way to minimize environmental impacts and
add value to the effluent is its use in the production of volatile fatty acids (VFA)
production via anaerobic fermentation, which is the main objective of this work. All
fermentations were performed at 30 ° C and 80 rpm with pig inoculum. Initially
made up four fermentations, changing the substrate used (cassava, starchy
hydrolyzate, whey permeate and synthetic medium) where obtained better results
of VFA concentrations with cheese whey permeated and Manipueira. So, with
these two substrates, was done the test without light (dark fermentation), and this
new detail was responsible to increase the production of VFA in 38% for the
manipueira and 20% for the permeate. Following an experimental design 22 was
carried out with in quadruplicate central point for Manipueira, where they were
tested three levels of glucose concentration (9, 19 e 29 g.L™?) and sodium
bicarbonate (0.21, 1.71 and 3.21 g.L™), and glucose concentrations of 29 g.L™* and
bicarbonate 3.21 g.L™ that resulted in the increased production of VFA (1941,4 mg
L™ in 23 h) representing an increase of 77,3% in production. For the cheese whey
permeate also was done test changing the glucose (75, 45 e 25 g.L™) and
alkalinity (7,7, 8,14, 9,2, 10,26 e 10,7 g.L™%). The best levels founded in this work
for the permeate are 45 g.L™ of glucose and 10,26 g.L™ of alkalinity, resulting in
4115,16 mg.L™" of VFA in 41 h.

Keywords: Manipueira, cheese whey permeate, anaerobic digestion,
experimental design, pig inoculum, dark fermentation.

Xl



1. INTRODUCAO

A mandioca é uma cultura amplamente difundida por todo o territério
nacional, sendo a dimensao da cultura variada, indo das planta¢des de fundo de
quintal até as extensivas, sendo mais comum no sul-sudeste do pais (CEREDA,
2001). E uma cultura importante pela sua rusticidade e desempenho satisfatério
em condi¢cdes de solos de baixa fertilidade e em diferentes climas de varias
regides do Brasil (SCHONS et al.,, 2009). Em 2011, a producao nacional de
mandioca foi estimada em 27,1 milhdes de toneladas, obtendo uma variacéo
positiva de 9,2% em relacéo a safra de 2010 (IBGE, 2010).

Um residuo importante no processo de extracdo de fécula de mandioca é o
farelo, massa ou bagaco, caracterizado como material fibroso da raiz, contendo
parte da fécula que nao foi possivel extrair no processamento. A elevada quantia
de farelo gerado e a sua umidade fazem com que este material se apresente
como um problema durante a safra, devido as dificuldades de transporte e
armazenamento. Diante disso, o interesse e também necessidade de utilizacao
desse residuo, devido aos prejuizos causados no meio ambiente com a sua
disposicdo, sdo bastante significativos por parte das indulstrias desta area
(LEONEL, 2001).

Entre os residuos liquidos do processamento da mandioca, cita-se a
manipueira, que em tupi-guarani quer dizer “0 que brota da mandioca”. A
manipueira caracteriza a agua de constituicdo da raiz, extraida na prensagem da
massa ralada, na confeccdo da farinha (CEREDA et al., 1994). A manipueira é
gerada na proporcdo de 300 L.ton™ de raiz processada, e na obtencéo da fécula,
produz-se 600 L.ton™de raiz (BARANA & CEREDA, 2000).

A manipueira € o residuo mais problematico, por possuir elevada carga
poluente e potencial téxico devido a presenca de glicosideos cianogénicos,
podendo causar sérios problemas ao meio ambiente e a vida aquéatica, se lancado
em cursos d’agua, causando alto impacto quando langado diretamente em corpos
receptores (rios e/ou lagos). A manipueira difere em volume e composicao
conforme originaria de farinheiras ou fecularias (CEREDA, 2001; FERNANDEZ
JUNIOR, 2001; GODOY & SANTOS, 2004).



A manipueira vem sendo objeto de estudos nos ultimos anos devido ao
grande interesse no controle da poluicdo ambiental e nos problemas acarretados
pela mesma. Deste modo, a minimizagdo de residuos e a contribuicdo para as

tecnologias limpas ganham importancia (CAPPELLETTI, 2009).

Outros residuos de grande impacto ambiental quando descartados
incorretamente, sdo os residuos de industrias de laticinio. O fracionamento dos
constituintes do leite por ultrafiltracdo resulta em derivados de grande valor
nutricional e comercial, como o retentado (fracdo concentrada composta por
proteinas e gordura) e o permeado (fracdo diluida composta por lactose, sais
minerais, eletrdlitos, compostos nitrogenados e agua) (OLIVEIRA et al., 2006).

A produtividade de leite no Brasil (em litros por vaca ao ano) cresceu 12%
no periodo de 2005 a 2010. Ganhos efetivos na produtividade ocorreram em
todas as regides, merecendo destaques o crescimento observado na regidao Sul
(19,1%) e no Norte (12,5%) do Pais (IBGE, 2010).

O permeado de queijo ultrafiltrado € uma fonte de macrominerais e
eletrdlitos como calcio (Ca™), magnésio (Mg™™), cloro (Cl), sédio (Na*) e potassio
(K), necessarios ao equilibrio osmaotico das células animais. Aléem de apresentar
teores consideraveis de lactose e vitaminas do complexo B (ex.: riboflavina),

contém proteinas de alto valor biologico (MAHAN, 1998).

Recentemente ha uma maior busca pelo uso de residuos agroindustriais
visando recuperar substancias e/ou materiais e deste modo aumentar a eficiéncia
econdmica dos processos de producdo. Diversos processos sdo desenvolvidos
para utilizacdo desses materiais convergindo em compostos quimicos e produtos
finos. A aplicacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos é uma alternativa
observada na forma de substratos, e uma ajuda para solucionar o problema da

poluicdo nos processos de agroindustrializacdo (SAITO, 2005).

Hoje em dia, o interesse pela aplicacdo da digestdo anaerdbia é
confirmado pelos inlUmeros trabalhos publicados na literatura pertinente. Este
interesse se deve em grande parte a crise energética devido ao aumento do preco
dos combustiveis fosseis, conjunto com o aumento da demanda por energia, e
também ao desenvolvimento de uma consciéncia ambiental além do

desenvolvimento de modelos de biodigestores mais avangados e mais eficientes.



Esses aspectos permitram o0 uso mais amplo desse tipo de tratamento,
englobando agora ndo somente residuos urbanos e rurais, mas também agro-
industriais (FERNADEZ JUNIOR, 2001; BRAUN et al., 2010), onde a digestéao
anaerobia destaca-se devido as suas diversas caracteristicas favoraveis, como
baixa producdo de sdlidos; baixo consumo de energia; baixos custos de
implementagcéo, manutencéo e operacao, tolerancia a elevadas cargas organicas,
degradacdo de certos compostos toxicos e possibilidade de operacdo com
elevados tempos de detencdo hidraulica (AQUINO & CHERNICARO 2005;
OLIVEIRA, 2007).

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho consistiu em estudar a
producdo de &cidos graxos volateis a partir do uso de substratos provenientes de
residuos agroindustriais, utilizando como inoculo cultura mista proveniente de

dejetos suinos. Como objetivos especificos, focou-se em:

e Caracterizacao dos residuos utilizados no estudo;

e Avaliacdo do uso de diferentes substratos na producdo de acidos graxos
volateis, como o permeado do soro de queijo, manipueira, e o hidrolisado
amilaceo, na producéo de acidos graxos volateis, em compara¢cdo com um
meio de cultura padrédo (sintético).

e Avaliacdo da auséncia de luz na eficiéncia da biodigestao anaerobia;

e Avaliacao de diferentes niveis de concentracéo de glicose e bicarbonato de
sédio na eficiéncia da biogiestdo anaerdbia através de um planejamento
experimental, utilizando como substrato a manipueira;

e Avaliacdo do tratamento térmico do inoculo e da manipueira na eficiéncia
da biodigestao anaerobia;

e Avaliacdo do comportamento cinético do processo em termos de biomassa,
AGVs, alcalinidade, acucares redutores, e acidez utilizando como substrato
a manipueira;

e Avaliacdo de diferentes concentracdes de glicose e bicarbonato de sédio
na biodigestdo anaerdbia utilizando como substrato o permeado de soro de

gueijo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.0 Cultivo da Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura importante pela sua
rusticidade e desempenho satisfatério em condi¢cBes de solos de baixa fertilidade
e em diferentes climas de varias regifes do Brasil, estando presente na maioria
das pequenas propriedades familiares, sendo importante fonte de carboidratos na
alimentacdo humana e animal (SCHONS et al., 2009).

Segundo Cereda (2001), a mandioca é cultura amplamente difundida por
todo o territério nacional. Sua utilizacdo é feita de duas maneiras, o consumo
culinario, doméstico, e o uso industrial pelo qual de processa a mandioca para a
producdo de farinha ou fécula, que pode ser doce ou azeda. A dimensédo da
cultura é também variada, indo das plantacbes de fundo de quintal até as

extensivas, mais comum no sul-sudeste do pais.

A mandioca possui uma série de vantagens em relacdo a outros cultivos,
tais como a facil propagacdo, elevada tolerancia a estiagens, rendimentos
satisfatorios mesmo em solos de baixa fertilidade, pouco exigente em insumos
modernos, potencial resisténcia ou tolerancia a pragas e doencas, elevado teor de
amido nas raizes, boas perspectivas de mecanizacdo do plantio a colheita,
possibilidade de consoércio com inumeras plantas alimenticias e industriais
(VENTURINI FILHO & MENDES, 2003).

Verifica-se na Tabela 2.1, a composi¢cdo quimica média de 100g da parte
comestivel da mandioca crua (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —
IBGE, 2009). Com estes valores, pode-se constatar a importancia desta fonte

alimenticia no cardapio dos brasileiros.

Apesar de seu cultivo se estender em todo o pais, a mandioca concentra-
se mesmo em trés estados, onde estdo 50% da producdo brasileira: Para (5,1
milhdes de toneladas, ou 19,1% da producédo nacional), Bahia (4,4 milhdes de
toneladas, ou 16,5%) e Parana (3,8 milhdes de toneladas, ou 14,4%) (IBGE,
2007).



Tabela 2.1: Composi¢do da mandioca crua

Constituintes da Quantidade
mandioca crua

Energia 125,00 (Kcal)
Proteina 0,60 (g)
Lipideos totais 0,30 (g)
Fibra alimentar total 30,10 (g)
Carboidrato 1,60 (9)
Célcio 19 (mg)
Magnésio 27 (mg)
Manganés 0,06 (mg)
Fdésforo 22 (mg)
Ferro 0,1 (mg)
Saédio 1 (mg)
Potassio 100 (mg)
Cobre 0,01 (mg)
Zinco 0,2 (mg)
Vitamina C 11,10 (mg)
Agua 62,0 (9)

Fonte: Tabela de composicao de alimentos (IBGE, 2009).

Ja em 2011, a producdo nacional de mandioca foi estimada em 27,1
milhdes de toneladas, variacdo positiva de 9,2% em relacdo a safra de 2010, ndo
havendo diferenciacéo entre o destino da producao de raizes, na coleta de dados,

sendo ela para a industria ou para o consumo domeéstico (mandioca de mesa)
(IBGE, 2010).

2.2.Residuos do Processamento da Mandioca

Considerando-se o0s principais tipos de processamento de raizes de
mandioca no Brasil como a fabricacdo de farinha de mandioca e a extracdo de

fécula, os residuos gerados podem ser solidos ou liquidos. Dentre os residuos



solidos, cita-se a casca marrom, entrecasca, descarte, crueira, fibra, bagaco e
varredura (PRADO & PAWLOWSKY, 2003)

Um residuo importante no processo de extracao de fécula de mandioca é o
farelo, massa ou bagaco, caracterizado como material fibroso da raiz, contendo
parte da fécula que nao foi possivel extrair no processamento. A elevada quantia
de farelo gerado e a sua umidade fazem com que este material se apresente
como um problema durante a safra, devido as dificuldades de transporte e
armazenamento. Diante disso, o0 interesse e também necessidade de utilizacédo
desse residuo, devido aos prejuizos causados no meio ambiente com a sua
disposicéo, sdo bastante significativos por parte das industrias da area (LEONEL,
2001)

No processamento da mandioca, a fim de se obter o amido ou fécula,
grande quantidade de residuo solido (bagaco) e liquido (manipueira) sao
eliminados nas etapas de prensagem, peneiramento e centrifugacdo. Segundo
Leonel (2001) e Abrah&o (2005), uma fecularia que processa, em média, 200 ton
de mandioca por dia, gera aproximadamente 183 toneladas por dia de bagaco, ou
seja, a cada quilograma de mandioca processada, € gerado 0,915 quilogramas de
bagaco. Segundo Cereda (1996) a composicdo média dos farelos €: 85% de
umidade inicial e 75% de amido, 15% de fibras, 1,6% de cinzas, 2% de proteina,
1% de acucares e 0,8% de matéria graxa expressos na base seca. Os teores de
pH e acidez sdo bastantes variaveis devido a fermentacdes naturais do residuo
umido.

Entre os residuos liquidos do processamento da mandioca, cita-se a
manipueira, que em tupi-guarani quer dizer “o que brota da mandioca”’. A
manipueira caracteriza a agua de constituicdo da raiz, extraida na prensagem da

massa ralada, na confeccéo da farinha (CEREDA et al., 1994).

Apés serem descascadas, as raizes sdo trituradas até formarem uma
massa homogénea que € prensada, cujo liquido resultante dessa prensagem é
denominado manipueira, a qual é gerada na proporcdo de 300 L.ton™ de raiz
processada, e na obtencdo da fécula, produz-se 600 L.ton™ de raiz (BARANA &
CEREDA, 2000).



Segundo Kuczman (2007), uma tonelada de raiz de mandioca pode conter
em média 60% de umidade ou 600L de agua como constituinte do suco celular.
No caso das farinheiras, as 4guas das prensas, ou manipueira sdo de aspecto
leitoso, contento de 5 a 7% de fécula (parte sedimentavel, parte em suspensao
coloidal), proteinas, glicose, restos de célula, acido cianidrico, bem como outras

substancias organicas e nutrientes minerais essenciais.

Os componentes, e respectivas quantidades presentes no residuo variam
muito devido a fatores como a idade da planta, tempo apds a colheita, tipo e
ajuste de equipamentos industriais (CEREDA& MATTOS, 1996). A Tabela 2.2

ilustra a composicao quimica média da manipueira.

Tabela 2.2: Composi¢do quimica média da manipueira

Parametros Unidade Efluente
Bruto
Nitrogénio total mg.dm™ 32,4
Fosforo mg.dm’ 17,8
Potassio mg.dm’ 333,6
Célcio mg.dm’ 31,37
Magnésio mg.dm’ 36,87
Condutividade elétrica ds.u™ 1,46
Sédio mg.dm’ 51,7
Aluminio mg.dm’ 6,6
Carbono orgéanico g.dm? 7,73
pH 4.8
Cianeto mg.dm’ 12,0
DBO mg dm’ 6.210
DQO mg.dm’ 14.700
Oxigénio dissolvido mg.dm’ 0,0
Ferro mg.dm’ 6,09
Zinco mg.dm’ 0,59
Cobre mg.dm™ 0,05
Manganés mg.dm™ 0,62

Fonte: (SILVA et al., 2005)



E o residuo mais problematico, por possuir elevada carga poluente e
potencial téxico devido a presenca de glicosideos cianogénicos, podendo causar
sérios problemas ao meio ambiente e a vida aquatica, se langcado em cursos
d’agua, causando alto impacto quando langado diretamente em corpos receptores
(rios elou lagos). A manipueira difere em volume e composi¢cdo conforme
originaria de farinheiras ou fecularias (CEREDA, 2001; FERNANDEZ JUNIOR,
2001; GODOY & SANTOS, 2004).

A caracteristica que difere a planta da mandioca de outras tuberosas
amilaceas € a presenca de glicosideos, potencialmente hidrolisaveis a cianeto. O
glicosideo mais representativo € a linamarina, e 0 menos frequente, a
lotaustralina, no entanto, ambos séo capazes de gerar acido cianidrico. O teor de
cianeto total comeca alto. A partir do momento que se inicia 0 rompimento das
paredes celulares, as enzimas reagem com o0s glicosideos, liberando o acido
cianidrico. Parte do cianeto livre fica na solugéo liquida, parte volatil se desprende
para a atmosfera, decrescendo a concentragéo de cianeto total. Nas fecularias as
fases subsequentes do processo como a etapa de ralacdo das raizes, com adicao
de 4gua para separacdo do amido, os valores de cianeto diminuem bruscamente,

grande parte desse cianeto passa para a forma livre (CEREDA, 2001).

Na agua, o cianeto esta disperso na sua forma molecular como &acido
cianidrico (HCN), mas pode ser encontrado na sua forma livre, como ion cianeto
(CN’). Na forma de acido cianidrico apresenta-se muito toxico, pois é instavel e
volatil. Nos animais superiores, essa toxicidade explica-se pela afinidade com o
ferro, combinando-se com a hemoglobina. Nas plantas superiores € nos micro-
organismos, o cianeto interfere na fosforilacdo oxidativa, combinando-se com o
citocromo oxidase e inibindo o transporte eletrénico e, consequentemente, a
formacédo de ATP (OLIVEIRA, 2003).

De acordo com Cooke (1979) citado por CEREDA & MATTOS (1996)
linamarina e lotaustralina, sdo os dois diferentes glicosideos cianogénicos
presentes na planta de mandioca, onde raizes e folhas contém a maior

guantidade de linamarina.



2.3.Agregacdo de Valor Utilizando Residuos do Processamento da
Mandioca

A palavra residuo leva uma imagem depreciativa, onde o produto,
analisado no contesto global do processamento, ndo tem serventia e deve ser
descartado. Este conceito tem sido gradualmente abandonado, substituido por
outros como subproduto e mesmo co-produto. O conceito altera o contexto do
processo e coloca em foco a possibilidade de melhor utilizacdo da matéria prima.
Muitas mudancas no conceito de agroindustria ajudaram a acelerar essa nova
imagem. A consciéncia de protecdo ao meio ambiente, com a exigéncia de que o
processamento seja feito sem prejuizo da natureza, sem davida foi um desses
fatores. A imagem de uma industria limpa é hoje uma pe¢a mercadoldgia, além
disso fica cada vez mais caro tratar efluentes e residuos, tornando-se importante
aproveitar integralmente a matéria prima para que nao haja desperdicios no
processo. Desta forma, sempre que possivel, o residuo final devera se constituir
em matéria prima para um noOvo processo, constituindo uma segunda
transformacédo (CEREDA, 2001).

A manipueira vem sendo objeto de estudos nos ultimos anos devido ao
grande interesse no controle da poluicdo ambiental e nos problemas acarretados
pela mesma. Deste modo, a minimizacdo de residuos e a contribuicdo para as

tecnologias limpas ganham importancia (CAPPELLETTI, 2009).

No Brasil, a manipueira ja é utilizada por varios pesquisadores que vém
colhendo seus beneficios. No nordeste do pais, a EMATER (Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural), ja usa a manipueira em substituicdo da
agua na producdo de tijolos, que misturado ao barro e a matéria organica
presente, faz uma espécie de liga. Os elementos quimicos presentes no liquido
fazem o papel do fogo, pois sua evaporacdo endurece o tijolo do mesmo modo
gue o fogo faria. Este processo reduz o uso da agua, poupa a matriz calorifica que
€ a lenha, evitando o desmatamento e evita a emissao de gases com a queima
(CAPPELLETTI, 2009).

De acordo com a pesquisa feita por Santos et al. (2010), devido ao fato de
a manipueira ser rica em macro e micro nutrientes, esta pode ser utilizada como

fonte de potassio na cultura de alface, dependendo da dose utilizada.



Considerando-se que a manipueira é rica em carboidratos e em minerais,
Costa (2010) a explorou como substrato alternativo para a produgcédo de
polihidroxialcanoatos (PHAs). Além da vantagem da utilizacdo do residuo, os

biopolimeros séo rapidamente biodegradaveis.

Os resultados obtidos por Lamaison (2009) revelaram que foi possivel
produzir biohidrogénio por fermentagdo, utilizando a &agua residuaria do

processamento da mandioca como substrato.

As farinheiras também utilizam grande quantidade de lenha para secagem
da farinha em fornos de baixa eficiéncia. Para tentar solucionar os dois
problemas, poluicdo ambiental e energético, pesquisas tém sido feitas no CERAT,
Centro de raizes e Amidos Tropicais, sobre tratamento anaerébio de manipueira.
Nesse processo, além de reducdo da carga organica, ocorre producdao de gas
metano, que pode ser queimado, substituindo parte da lenha na secagem da
farinha (BARANA, 2000), permitindo a substituicdo de 77% da lenha consumida
(INOUE,2008).

Gonzaga et al. (2008) estudaram a utilizacdo da manipueira em diferentes
concentracfes como inseticida, de forma alternativa a utilizacdo de inseticidas
sintéticos no controle do pulgéo-preto dos citros. De acordo com seus estudos, as
concentracdes utilizadas (10 mg.mL™?, 20 mg.mL™*,30 mg.mL?,40 mg.mL™ e 50
mg.mL™) causaram mortalidade dos pulgdes superior a 50%, sendo que a maior

concentracdo causou a mortalidade de todos os insetos.

Devido a complexidade qualitativa da manipueira, Aragdo & Ponte (1995)
testaram sua eficacia como adubo foliar, pois o residuo contém em altos niveis,
todos os macro e micro nutrientes requeridos pelas plantas, com excec¢ao do
molibdénio, além de tratar-se de um residuo industrial abundante e gratuito em

regides onde se cultiva a mandioca.

Segundo Leonel & Cereda (1995), a manipueira recém coletada na
indlstria apresentou-se como substrato viavel para o crescimento da linhagem
CCT 0917 de A. niger, ndo apresentando diferenca significativa quanto a
producédo de acido citrico em relacdo ao meio sintético. Ja Pastore (2010), obteve
a producdo deste acido, através de fermentacdo submersa com o0 uso da

manipueira recém-coletada, enriquecida com sacarose, como substrato.
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Outra forma de agregacdo de valor é a utilizagdo da manipueira para
producdo de &cidos graxos volateis (AGVs), através da utilizacdo do residuo como
meio fermentativo para bactérias fermentativas. Estas absorvem produtos solUveis
provenientes da hidrolise (primeira etapa do processo de digestdo anaerébia) e
metabolizam para compostos mais simples, para depois excreta-los. Os produtos
formados sdo os acidos graxos volateis, alcoois, acido latico, gas carbénico,
hidrogénio, amobnia, sulfeto de hidrogénio, além de novas células (TAVARES,
2008).

2.4.Agregacao de Valor do Bagago da Mandioca

O processamento industrial da mandioca para obtencéo da fécula gera uma
grande quantidade e variedade de residuos, sendo o bagaco o principal residuo
solido produzido nas fecularias. Este material, quando descartado, além de poluir
0 meio ambiente, representa desperdicio de uma matéria prima que poderia ser
melhor aproveitada (MATSUI et al., 2003).

Ramos et al. (2000) estudaram o uso do bagaco de mandioca em
substituicdo ao milho no concentrado das racfes para bovinos em crescimento,
devido ao residuo ser rico em amido, e ser potencialmente vantajoso devido ao

baixo custo deste.

Matsui et al. (2003) estudaram o uso do bagaco da mandioca, misturando a
fibras vegetais para a preparacdo de compdsitos, que foram utilizados como
matéria prima para a confeccéo de bandejas descartaveis. As bandejas obtidas na
pesquisa foram resistentes o suficiente para permitir a sua utlizagdo no

acondicionamento de frutas e hortalicas.

Krueger (2009) obteve resultados satisfatorios ao utilizar o residuo sélido
do processamento da mandioca (bagaco) no crescimento de micro-organismos,
capazes de excrec¢do de enzimas amiloliticas, bem como na constituicdo de um
substrato organico adequado a producao de compostos de maior valor agregado,

como PHAs (polihidroxialcanoatos).
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2.5.Aspectos do Setor Lacteo

O leite é uma secrecdo fluida das fémeas de todas as espécies de
mamiferos. Mais de 4.000 (quatro mil) espécies de mamiferos o produzem, com a
funcdo primordial de suprir as necessidades nutricionais dos recém-nascidos.
Além de fornecer os nutrientes essenciais para 0s neonatos, o leite também
exerce uma série de fungdes fisioldgicas por meio de suas proteinas e peptideos,
por exemplo, fornecendo imunoglobulinas, enzimas, inibidores enzimaticos,
ligando-se ou transportando proteinas, fatores de crescimento e agentes
antibacterianos. Diversas sdo as espécies de mamiferos domesticados que
fornecem leite para o consumo humano. Entretanto, a Unica espécie produtora de
leite que tem significado para a industria de laticinio é a bovina, ou seja, as vacas
de diversas racas bovinas (ANTUNES, 2003).

Segundo 0 mesmo autor, a composicdo aproximada varia em razado da
estacdo do ano e reflete diferencas entre racas, estagio de lactacdo e o sistema
de alimentacdo. Como valores médios sao aceitos 4,0% de gordura, 3,5% de

proteina, 4,8% de lactose, e 0,7% de sais, sendo agua o restante.

Os principais sais do leite sdo fosfatos, citratos, cloretos, sulfatos,
carbonatos, bicarbonatos de sédio, potassio, calcio e magnésio. Sdo encontrados
aproximadamente 20 outros elementos no leite em quantias menores, inclusive
cobre, ferro, silicio, zinco e iodo (BALDASSO, 2008).

Segundo dados do IBGE, no ano de 2010, a producao de leite no Brasil
chegou a 30.715.460 m°, alcancando um rendimento produtivo médio de 1,340 L
de leite por vaca ao ano. Dentre os estados brasileiros, o Parana apresenta-se
como terceiro maior produtor de leite, com uma producdo anual de 3.595.775m?
de leite, obtendo uma participacdo de 11,7% na producéo total. A produtividade
de leite no Brasil (em litros por vaca ao ano) cresceu 12% no periodo de 2005 a
2010. Ganhos efetivos na produtividade ocorreram em todas as regides,
merecendo destaques o crescimento observado na regido Sul (19,1%) e no Norte
(12,5%) do Pais (IBGE, 2010).
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O soro do leite € produzido indiretamente na utilizacdo do leite para a
producdo de queijo. E encarado como efluente por muitas industrias brasileiras, e

se ndo for tratado gera um sério problema ambiental.

2.6.Soro de Leite

Na cadeia agroindustrial do leite, um dos derivados que merece destaque é
a fabricacdo de queijos, que em 2008 atingiu a marca de 640 mil toneladas
(LEITE, 2008).

Na producédo de cada quilograma de queijo, partindo de 10 litros de leite,
sdo gerados em média 9 litros de soro. Com um aspecto amarelo-esverdeado,
contém cerca de 52% dos solidos totais, 94% da lactose, 96% das proteinas
soluveis e 38% dos minerais do leite. Quando encarado como efluente gera um
alto custo para o seu tratamento, pois possui uma elevada demanda biolégica de
oxigénio (DBO), superior a 60.000 mg.O,.L™" (ALVES, 2005; BALDASSO et al.,
2011). E, se néo for tratado, representa o principal efluente poluidor das industrias
de laticinios. A concentracao e a qualidade dos componentes do soro justificam a
utilizacdo do mesmo como fonte de matéria prima, e por isso vem despertando o
interesse das industrias (BALDASSO et al., 2011).

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ), a
producédo anual de queijo é de 488 mil toneladas, se considerarmos um volume de
9 litros de soro para cada kg de queijo produzido, pode-se estimar um volume de
aproximadamente 4,392 milhdes de litros de soro de queijo. Este produto, &
resultante da precipitacdo de gorduras e caseina do leite durante a fabricacdo de
gueijos, representa 85 a 90% do volume de leite e retém 55% de seus nutrientes,
dentre eles a lactose (4 a 5%) e proteinas (0,6 a 0,7%) (SERPA et al., 2009).
Segundo Bronstein & Alegre (1998), o soro de leite € um dos residuos mais
poluentes da industria alimenticia. Em média, cada tonelada de soro nao tratado
despejado por dia no sistema de tratamento de esgoto equivale a poluicdo diaria

de cerca de 470 pessoas.

2.7.Permeado do Soro de Queijo
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As aplicagbes do soro sdo inumeras, englobando as industrias de lacteos,
carnes, misturas secas (para condimentar), panificagdo, chocolate, aperitivos e
bebidas, entre outras. Ainda assim, apenas cerca de 50% do soro produzido nos
Estados Unidos e na Europa é utilizado na formulacédo de produtos, o restante €
tratado como despejo (ALVES, 2005).

O fracionamento dos constituintes do leite por ultrafiltragdo resulta em
derivados de grande valor nutricional e comercial, como o retentado (fracéo
concentrada composta por proteinas e gordura) e o permeado (fracdo diluida
composta por lactose, sais minerais, eletrélitos, compostos nitrogenados e agua)
(OLIVEIRA et al., 2006)

s

O permeado de Queijo ultrafiltrado € uma fonte de macro-minerais e
eletrolitos como célcio (Ca™), magnésio (Mg™™), cloro (Cl), sédio (Na*) e potassio
(K), necessarios ao equilibrio osmético das células animais. Aléem de apresentar
teores consideraveis de lactose e vitaminas do complexo B (ex.: riboflavina),
contém proteinas de alto valor biologico (MAHAN, 1998).

Na Figura 2.2, tem-se a comparacao entre a composic¢ao do leite, o soro do
leite e o permeado do soro de queijo.
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Figura 2.1: Composicéo do Leite, Soro e Permeado do Soro de Queijo. Fonte: SMITH
(2008).
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A Tabela 2.3 contém os valores das composic¢6es do Leite, o soro do leite e
0 permeado do soro do queijo em porcentagem.

Tabela 2.3: Composicdo geral do Leite, Soro do Leite e Permeado do Soro de Queijo.

Componente Leite Soro de Leite Permeado do
(%) (%) Soro (%)
Solidos Totais 12,5 6,5 55
Proteina 3,5 0,8 <0,1
Lactose 4,8 4,9 4,9
Cinzas 0,7 0,5 0,5
Gordura 3,5 0,3 0,0

Fonte: SMITH (2008).

Apesar de haver um mercado em expansdo para 0s concentrados
protéicos de soro, o soro desproteinado, que contém cerca de 90% dos solidos
totais e da DBO do soro original, continua sendo um subproduto poluente que néo
pode ser tratado ou descartado simplesmente como esgoto sem gastos, devido a
sua elevada demanda quimica de oxigénio (DQO) em torno de 50.000 mg de
0,.L™ de permeado (ALVES, 2005).

2.7.1. Utilizacdo do Permeado do Soro do Queijo

Hwang et al. (1992) estudaram a biocinética de um reator anaerdbio de
fluxo ascendente para o tratamento do permeado do soro de queijo, justificando
tal tratamento pela producdo de metano, sendo util a utilizacdo do mesmo como

fonte de energia na propria industria de fabricacdo do queijo.

Oliveira et al. (2006) utilizaram o permeado do soro de queijo para elaborar
uma bebida fermentada com caracteristicas sensoriais aceitaveis e composicao
guimica semelhante a um repositor hidroeletrolitico, tendo a finalidade de repor
agua e sais minerais eliminados pela transpiracdo durante atividades fisicas ou

desidratacéo devido a disturbios gastrointestinais.

Um estudo feito por Bronstein & Monte Alegre (1998) que mostrou a

viabilidade da utilizacdo do permeado de soro de queijo como substrato para o
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crescimento de fermento, em particular, o cultivo de Lactococcus Lactis Subsp
Lactis, suplementado com extrato de levedura e peptona.

O uso do permeado de soro de queijo como um substrato para a
fermentacdo de Propionibacterium Freudenreichi PS1 para producdo de acidos
graxos de cadeia curta (constituintes do bioaroma do queijo suico), foi estudado
por Souza et al. (2011), assim como parametros de secagem destes acidos a fim
de se obter estabilidade do bioaroma.

Norton et al. (1994) estudaram a cinética da producdo continua de &cido
latico, utilizando o permeado do soro de queijo como substrato e como inoculo
Lactobacillus helveticus imobilizado. A producédo de &cido latico foi considerada
satisfatoria pelos autores do estudo.

2.8.Digestao Anaerdbia

Os processos bacteriologicos de fermentacdo da matéria organica sao
interiores a existéncia do homem na Terra, sendo que a quantidade de bactérias e
a intensidade de sua acdo no ambiente primitivo colaboraram na determinacao da
composicao da atmosfera, propiciando as condi¢cdes de desenvolvimento da vida.
A literatura registrou a descoberta do gas metano pelo quimico italiano Alessandro
Volta (1745-1827), em 1776; entretanto é de se supor que este gas combustivel ja
fosse reconhecido e até mesmo utilizado de alguma maneira desde antes desta
data. Volta identificou o metano como o gas dos pantanos, resultante da
decomposicdo de restos vegetais em ambientes confinados, verificando que o
mesmo conferia ao gas suas caracteristicas combustiveis (FERNADEZ JUNIOR,
2001).

Hoje em dia, o interesse pela aplicacdo da digestdo anaerdbia é
confirmado pelos inlUmeros trabalhos publicados na literatura pertinente. Este
interesse se deve em grande parte a crise energética, devido ao aumento do
preco dos combustiveis fésseis, conjunto com o aumento da demanda por
energia, e também ao desenvolvimento de uma consciéncia ambiental além do
desenvolvimento de modelos de biodigestores mais avancados e mais eficientes.

Esses aspectos permitiram o0 uso mais amplo desse tipo de tratamento,
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englobando agora ndo somente residuos urbanos e rurais, mas também
agroindustriais, (FERNADEZ JUNIOR, 2001; BRAUN et al., 2010), onde a
digestao anaerobia destaca-se devido as suas diversas caracteristicas favoraveis,
como baixa producdo de sdlidos; baixo consumo de energia; baixos custos de
implementagc&o, manutencéo e operacao, tolerancia a elevadas cargas organicas,
degradacdo de certos compostos toxicos e possibilidade de operacdo com
elevados tempos de detencdo hidraulica (AQUINO & CHERNICARO 2005;
OLIVEIRA, 2007).

O processo de tratamento anaerébio de residuos organicos, conhecido
como digestdo anaeroObica, pode ser considerado como um ecossistema onde
diversos grupos de micro-organismos trabalham interativamente na converséo da
matéria organica complexa em compostos mais simples. Ocorre devido a
interacbes simbioticas de populagdes microbianas distintas tanto quanto as
exigéncias nutricionais como na fisiologia, onde o produto de um grupo é
substrato de outro (FERNADEZ JUNIOR, 2001; OLIVEIRA, 2007).

Os grupos bacterianos envolvidos no processo estdo misturados e esta
diversidade depende basicamente do tipo de matéria organica adicionada ao
digestor. As bactérias formadoras de acidos sdo bastante resistentes e capazes
de suportar subitas mudancas das condicbes externas e de alimentacdo, ao
contrario das bactérias metanogénicas, bastantes susceptiveis a alteracdes nas
condicdes. As bactérias formadoras de acido asseguram que o meio esta livre de
oxigénio e produzem alimento basico para as bactérias metanogénicas, além de
suas enzimas agirem sobre proteinas e aminoacidos, liberando sais de aménia,
as unicas fontes de nitrogénio que as bactérias metanogénicas aceitam. Estas,
por sua vez, embora ndo possam viver sem as formadoras de acidos, removem
os produtos finais do metabolismo das primeiras e 0s convertem em gases, que
escapam do sistema. Caso esta conversdo nao se processasse, as condi¢cdes do
biodigestor se tornariam tdo acidas que matariam as bactérias formadoras de
acidos (PINTO, 1999).

O processo da digestdo anaerdObia é composto por diversas etapas
sequenciais promovidas por bactérias especificas, e pode-se distinguir
basicamente quatro etapas diferentes no processo global de conversédo, que estédo

descritas a seqguir, baseadas nos estudos de Lettinga (2007) e Oliveira (2007).
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A hidrolise é a primeira etapa do processo de digestdo anaerodbia, e
consiste na acdo de bactérias fermentativas, denominadas hidroliticas, que, por
ndo serem capazes de assimilar os materiais complexos, como proteinas,
polissacarideos e gorduras, excretam enzimas extracelulares (exoenzimas), que
irdo atuar na degradacdo destes compostos até se tornarem compostos mais
simples, soluveis em agua, podendo atravessar a parede celular das bactérias. A
hidrélise de polimeros geralmente ocorre de forma lenta, sendo afetadas por
varios fatores, como temperatura, tempo de retencdo hidraulica, composi¢cao do
substrato, pH, entre outros. Na digestdo de substratos complexos, a hidrélise é
considerada a etapa limitante, em funcdo da disponibilidade e estrutura do
substrato em questao.

Ja na acidogénese, os produtos solUveis provenientes da hidrélise sao
absorvidos pelas células de bactérias fermentativas e metabolizados para
compostos mais simples, e sdo excretados. Os produtos formados sao acidos
graxos volateis (AGVs), alcoois, aldeidos, &cido latico, gas carbonico,
biohidrogénio, ambnia, sulfeto de hidrogénio, além de novas células. Este
processo é realizado por um grupo diversificado de bactérias, das quais a maioria
€ anaerobia estrita, ou seja, a presenca de oxidantes como 0 oxigénio ou 0 nitrato
€ toxica. H4 sempre a presenca de bactérias que usam 0 oxigénio disponivel,
sendo de suma importancia para a remoc¢ao de todo o oxigénio presente no
sistema. Os acidos graxos de baixo peso molecular sdo denominados éacidos
volateis porque podem ser destilados a presséo atmosférica. E a partir deles que
a maior parte do metano é produzida, e é por causa deles que esta etapa é

chamada acidogénese.

A etapa seguinte é a da acetogénese, onde as bactérias acetogénicas
convertem os produtos da acidogénese em acetato, biohidrogénio e gas
carbdénico, que consistem em substrato para os micro-organismos metanogénicos.

Elas fazem parte de um grupo metabdlico intermediario.

Na etapa final da digestdo anaerObia, os compostos organicos sao
transformados em metano e gas carbbnico, realizado pelas arqueas
metanogénicas, as quais sao estritamente anaerdbias e dependem do substrato
fornecido pelas acidogénicas, configurando, portanto uma interacdo comensal.

Estes micro-organismos utilizam apenas um limitado niamero de substratos, que
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compreendem A&cido acético, hidrogénio/dibxido de carbono, é&cido férmico,
metanol, metilaminas e monoxido de carbono. As arqueas metanogénicas s&do
divididas em dois grupos principais, em funcédo da sua afinidade por substrato e
magnitude de producdo de metano, um grupo que forma metano a partir de acido
acético ou metanol, outro grupo que produz metano a partir de biohidrogénio e

diéxido de carbono.
A Figura 2.3 resume o processo de digestdo anaerObia através de um
fluxograma.

Matéria organica complexa
(carboidrato, proteina, gordura)

@ Hidrolise

Moléculas organicas soluveis

Acidogénese
(fermentagao)

Acidos graxos
volateis

f Acetogénese %

V %

Acido acético CO,, H,

[ Il

| /]
&j CH, CO, QJ/

Figura 2.2: Etapas metabdlicas da digestdo anaerébia (adaptado de Rapport, 2008)

2.9.Fatores de Interferéncia na Biodigestdo Anaerdbia

O ritmo a que 0s micro-organismos crescem € de importancia primordial no
processo dedigestdo anaerdbia. Os parametros de funcionamento do digestor
devem ser controlados de modo a aumentar a atividade microbiana e, assim,
aumentar a eficiénciade degradacdo anaerdbia do sistema (THEMELIS, 2002).

Alguns destes parametros sao discutidos nos topicos a sequir.
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2.9.1. Temperatura

A temperatura € um fator extremamente importante na digestdo anaerobia,
uma vez que influi na velocidade do metabolismo bacteriano, no equilibrio iénico e
na solubilidade dos substratos (Foresti et al., 1999) citado por STEIL (2001).

Ha principalmente duas faixas de temperaturas que fornecem condicdes
ideais de biodigestao. A maior parte dos digestores trabalham na faixa mesofilica
(20 a 45°C), por estes serem mais confidveis, ndo necessitando de controle de
temperatura. J& a digestdo termofilica (acima de 45°C) é descrita como mais
critica e mais sensivel devido a vulnerabilidade as bactérias, principalmente as
metanogénicas, as variacdes de temperatura (PINTO, 1999; THEMELIS, 2002).

2.9.2. pH

Os micro-organismos Sao seres Vivos que necessitam de um meio propicio
ao seu desenvolvimento; por isso, a acidez e alcalinidade séo fatores importantes
no processo de digestdo anaerobia. As bactérias metanogénicas sdo sensiveis a
concentracéo de acidos dentro do digestor, e seu crescimento pode ser inibido em
condicBes acidas, de modo que o pH do processo deve ser mantido entre 6 e 8,
podendo ser considerado 6timo de 7 a 7,2; seu controle € funcdo do acumulo de
bicarbonato, da fracdo de CO da parte gasosa, da concentracdo em acidos
volateis ionizados e da concentracdo de nitrogénio sob a forma de ambnia
(PINTO, 1999; THEMELIS, 2002).

Inicialmente, as bactérias formadoras de &cidos fracionam a matéria
organica e produzem &cidos volateis, resultando num aumento da acidez do meio
e uma reducdo do pH. Quando as bactérias metanogénicas comecam a agir,
transformam os acidos em metano, neutralizando o meio e elevando o pH. Outro
fator que tende a elevar o pH é o teor de ambnia, que aumenta quando as
proteinas comecam a ser digeridas. Um terceiro fator atuante sobre o pH do meio,
agindo de modo a estabiliza-lo, é o bicarbonato. A concentracdo do ion
bicarbonato é diretamente proporcional ao teor de diéxido de carbono e ao pH do

meio. Assim, se as bactérias do primeiro grupo sao muito rapidas e produzem
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mais alimentos do que as metanogénicas conseguem digerir, o dioxido de
carbono liberado tornar4 maior a concentracdo de bicarbonato, o que impede a
gueda acentuada no pH. Com o correr da degradacdo do material organico e num
sistema fechado, o pH tende a se elevar e a producdo de metano tem o0 seu pico
(PINTO, 1999).

2.9.3. Composicao e Concentracao dos Residuos

Uma das vantagens da digestdo anaerObia reside justamente na
diversidade de substratos passiveis de sofrer fermentacdo. As bactérias
metanogénicas ndo exigem substancias ou matérias especificas para sua
operacao (THEMELIS, 2002).

A composicédo do residuo a ser tratado afeta diretamente a producdo de
biogas na proporgéo direta de quanto maior for o contetudo de solidos volateis, os
guais representam a quantidade de solidos organicos presentes na amostra, e a
disponibilidade de nitratos, fosfatos e sulfatos. Nota-se, também, que a producéo
de metano € diretamente proporcional a demanda quimica de oxigénio (DQO)
(PINTO, 1999).

Elementos nutrientes essenciais, como o ferro, € 0s micronutrientes, como
0 niquel e o cobalto, demonstram efeitos positivos na produtividade de metano.
Certos ions organicos, como o K*, o Na*, o Ca**, a amonia iénica NH4", o Mg™* e
o S~ apresentam, na fermentacdo, uma propriedade singular: quando em
guantidade diminutas sdo excitantes do metabolismo celular, manifestando,
porém, propriedades inibidoras do mesmo metabolismo quando em
concentra¢cfes mais elevadas. Ainda ndo € completamente conhecido o fenébmeno
da inibicdo; acredita-se que, em maiores concentracdes, 0s ions atravessem a
delicada membrana celular, interferindo no mecanismo biolégico da célula
(PINTO, 1999).

2.9.4. Agitacao

A importancia da agitacdo no digestor é prover a mistura do meio de cultura

e 0s micro-organismos. Além disso, a agitacdo previne a formacao de gradientes
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de temperatura dentro do digestor. Porém a agitacdo em rotacfes elevadas pode

causar a ruptura das células, sendo preferivel uma rotagdo mais baixa.

2.9.5. Alcalinidade

Alcalinidade é a capacidade que um sistema tem de neutralizar acidos.
Alcalinidade elevada néo é sinbnimo de pH elevado, mas significa que o sistema
tem elevada concentracdo de radicais alcalinos e, em funcao disso, tem elevado
poder de tamponamento. Pode-se dizer que a basicidade é um fator de

intensidade (afeta o pH) e alcalinidade é um fator de capacidade.

De acordo com Chernicharo (1997) a interacdo da alcalinidade com os
AGVs durante a digestdo anaerébia fundamenta-se na capacidade da alcalinidade
do sistema em neutralizar os acidos formados no processo e também em

tamponar o pH na eventualidade de acumulacdo dos mesmos.

Corbelini (1994) citado por OLIVEIRA (2007) afirma que a alcalinidade é
um dos parametros mais importantes para o controle da digestdo anaerobia, pois
uma vez ocorrida qualquer alteracdo neste parametro, permite-se antever o
acumulo de acidos no reator, antes que o pH seja afetado de maneira

significativa.

2.10. Inéculo Suino na Digestdo Anaerdbia

Em paises em desenvolvimento, a producédo animal esta sendo submetida
a uma grande pressao para satisfazer a demanda de proteina animal necessaria a
populacdo e também para ter um excesso de producao para comercializacdo com
a maioria dos paises desenvolvidos (BELLAVER, 2000).

Segundo a Associacao Brasileira dos Criadores de Suinos, ABCS (2011),
no ano de 2011, foi registrado 225.193 suinos em todo o pais, 1,22% a mais que
em 2010. Quanto ao desempenho dos estados, Santa Catarina permanece em
primeiro lugar, com 36,89% dos registros emitidos, seguido por Minas Gerais com
26,69% e Parana com 22,35%.
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A atual expansdo da suinocultura tem como principal caracteristica a
concentracdo de animais por area, visando atender o consumo interno e externo
de carne, produtos e derivados. Os residuos provenientes de animais s&o
frequentemente responsaveis pela poluicdo de 4guas superficiais e subterraneas,
pela acdo das chuvas, esses residuos ricos em matéria organica e agentes
patogénicos chegam as aguas devido principalmente ao carregamento de material
de &reas onde existem animais. Observa-se, como consequéncia, generalizada
poluicdo hidrica (alta carga orgéanica e presenca de coliformes fecais) proveniente
dos dejetos, que somada aos problemas de residuos domésticos e industriais,
tem causado sérios problemas ambientais, como a destruicdo dos recursos
naturais renovaveis, especialmente agua (OLIVEIRA & NUNES, 2002; SANTOS,
2004).

A quantidade de excrementos produzidos diariamente por suino e o teor de
umidade dos seus dejetos variam de acordo com o desenvolvimento corporal, o
tipo de alimentacdo, a quantidade de agua ingerida, a estacdo do ano e a
guantidade de agua adicionada na higienizacao das baias. Estima-se a producao
de efluentes nas unidades de ciclo completo, em condi¢ées normais, em 100
L.matriz"*.dia™. Nesse sentido, os diversos setores da producdo animal comegam
a se organizar para atender a dois requisitos com o objetivo de que seus produtos
possam competir e para que tenham boa aceitacdo no mercado: questdes legais

e exigéncia de mercado interno e externo (SANTOS, 2004).

Os digestores anaerobios tém sido largamente utilizados no tratamento de
residuos solidos, pois reduz o potencial poluidor. Dente os residuos sélidos de
culturas agricolas, cita-se dejetos de animais, lodos de estacdes de tratamento de
esgoto e lixo urbano, estimando-se que milhdes de digestores anaerdbios tenham

sido construidos em todo o mundo com esse proposito (SANTOS, 2004).

Dentre os estudos realizados a respeito de dejetos suinos, cita-se Steil
(2001) que investigou a influéncia da utilizacdo de inoculos sobre a digestao
anaerdbia de residuos de aves de postura, frangos de corte e suinos em
biodigestores modelo batelada com volume utili de 60 litros operados a
temperatura ambiente. A pesquisadora obteve resultados satisfatorios, e

considerou os substratos como bons para o processo de digestdo anaerobia,

23



sendo que o potencial energético para o inoculo suino variou de 0,1949 a 0,4466

m° de biogés por kg de sélidos totais.

Em seus estudos, Orrico Junior et al. (2009), avaliaram o processo de
biodigestdo anaerobia utilizando dejeto suino, com e sem separacdo da fracédo
sélida, considerando diferentes tempos de retencdo hidraulica. A conclusdo dos
pesquisadores foi que a separagdo da fracdo solida da &gua residuaria é
importante para maximizar a eficiéncia dos biodigestores, para melhorias na
producdo de biogas, podendo obter um efluente com maior concentracdo de

elementos fertilizantes.

Souza et al. (2005) avaliaram a biodigestdo anaerébia de dejetos suinos
sob efeito de trés temperaturas (25, 35 e 40°C) e dois niveis de agitacdo (com e
sem) do substrato. Os experimentos foram realizados por um periodo de 71 dias,
e os resultados obtidos pelos pesquisadores demonstraram que a agitacdo néo

interferiu e que o melhor desempenho foi na temperatura de 35°C.

Em seus experimentos, Giongo (2011), testou em meio de cultura sintético
para fermentacdo anaerdbia, inoculos suinos e bovinos, almejando maior
producédo de acidos graxos volateis, sendo a utilizacdo de dejeto suino que proveu

melhores resultados.

2.11. Utilizacdo de Acidos Graxos Volateis

Além da utilizacao laboratorial como reagentes de pureza conhecida, 0s
acidos graxos volateis possuem importancia como substrato intermediario na

formacédo de novos produtos.

A producdo de polihidroxialcanoato, (PHA), que é um biopolimero
termoplastico que pode substituir polimeros sintéticos tais como polipropileno,
polietileno e poliestireno devido as sua semelhante propriedade mecanica. O PHA
foi obtido por Yu (2000) a partir de aguas residuais de amido num processo de
duas etapas, primeiramente a acidogénese microbiana, onde obteve a producéo
de acidos propibnico, butirico e acético (AGVs), e posteriormente, a polimerizacao

dos acidos.
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Os recentes estudos de obtencdo do biohidrogénio de fontes renovaveis
oferecem as informacdes mais relevantes para a producao de AGVs. A producao
do biohidrogénio esta intimamente relacionada a concentracdo de acidos graxos
volateis, e segundo Leite (2005), a maior producao de biohidrogénio coincide com

maiores teores de acido butirico no efluente.

Tuna et al. (2009), através de fermentacdes de efluentes de trigo com
obtencédo de &cidos graxos volateis, submeteram este processo a eletro-hidrélise
para a producéo de biohidrogénio. Com concentragbes de AGVs variando de 1 a
5 g.L ™" alcancou 110 mL de biohidrogénio. Por outro lado Argun et al. (2008),
obtiveram 693 mL de biohidrogénio em fermentagcdes com culturas de
Rhodobacter Sphaeroides com concentracdes 6timas de AGVs em cerca de 2,35
g.L"t e 50 mg de aménia.

Panichnumsin et al. (2010), realizaram co-digestdo de manipueira com
diferentes concentracbes de dejeto suino, a temperatura de 37 °C para a
obtencdo de gas metano através da producédo intermediaria de acidos graxos
volateis. Os autores obtiveram cerca de 306 mL de metano.g™ de sélidos volateis

do inoculo suino adicionado e a concentracdo de AGVs na faixa de 0,98 g.L™.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Inoculo

O inoculo utilizado para as fermentagfes foi proveniente de dejeto suino,
obtido junto ao biodigestor do Colégio Estadual Agricola de Toledo/Pr. Para cada
fermentacdo realizada foi utilizado inoculo fresco, o qual apds coletado foi
acondicionado em galdo de plastico no volume total de 3 L, fechado e
armazenado a temperatura ambiente. O inoculo foi padronizado mediante analise

de sdlidos totais e soélidos totais volateis.

3.2.Meios de Cultivo

Foram testados inicialmente quatro diferentes meios de cultivo visando a
producéo de AGVs, a manipueira, o hidrolisado amilaceo, o permeado de soro de

gueijo e 0 meio sintético.

3.2.1. Manipueira

A manipueira utilizada neste trabalho foi coletada em uma industria
(fecularia) localizada em Toledo/Pr e armazenada em garrafas de politereftalato
de etileno (PET) de 2 L, as quais foram mantidas em freezer a -18°C até seu uso

para a realizacdo dos experimentos.

A manipueira foi caracterizada em termos de demanda quimica de oxigénio
(DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), nitrogénio total, fosfato total,
alcalinidade, oxigénio dissolvido, sdlidos totais, sdlidos totais volateis, aclcar

redutor, pH e acidez.

3.2.2. Hidrolisado Amilaceo

O hidrolisado amilaceo foi obtido mediante hidrolise &acida do amido

presente na mandioca.
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O bagaco da mandioca foi coletado na mesma industria fornecedora da
manipueira, e acondicionado em sacolas plasticas com massa média de 150 g de
bagaco por sacola, as quais foram armazenadas em freezer na temperatura de

-18°C até seu uso nos experimentos.

Para a realizacdo da hidrolise do bagaco da mandioca, baseou-se nos
estudos de Krueger (2009), onde a autora testou parametros para a obtencéo de
maior quantidade de glicose liberada na hidrélise acida do bagaco da mandioca.

Desta forma, realizou-se o experimento em triplicata onde adicionou-se em
um erlenmeyer 10 g de bagaco de mandioca, 100 mL de manipueira e 10 mL de
solucdo de &cido cloridrico 10% (v/v), os quais foram mantidos em autoclave,
numa temperatura de 121°C por 30 min, obtendo-se assim o hidrolisado amilaceo

usado nos experimentos.

O hidrolisado amilaceo foi caracterizado em termos de agucar redutor.

3.2.3. Permeado de Soro de Queijo

O permeado do soro de queijo foi cedido pela empresa Sooro, localizada
na cidade de Marechal Candido Rondon/Pr. O Permeado foi armazenado em
garrafas de politereftalato de etileno (PET) de 2 L, e mantido em freezer a

temperatura -18°C até seu posterior uso na realizacdo dos experimentos.

O permeado do soro de queijo foi caracterizado em termos de demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda bioquimica de oxigénio (DQO), fosfato

total, célcio, pH, acidez, solidos totais, cinzas, lactose e proteina.

3.2.4. Adicao de Nutrientes

Para todos os meios de cultivo testados foram adicionados os constituintes
baseados nos estudos de Fernandez-Moralez et al. (2010), onde em sua pesquisa
0s autores também objetivavam a producdo de AGVs, e biohidrogénio. Os
componentes utilizados e suas respectivas quantidades estdo apresentados na
Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Constituintes e quantidades dos meios de cultivo

Componente Concentracdo (g.L™)
Glicose 14,59
(NH,)CI 4,89
KH,PO, 2,85
NaCl 1,07
Na,SO, 0,21
MgCl, 6H,0 0,44
EDTA 0,18
ZnS0,.7H,0 11,7.10°3
FeS0,.7H,0 11,3.10°°
MnCl,.4H,0 9,1.10°
CuCl.2H,0 8,0.10°
CoCl,.6H,0 3,5.10°
CaCl, 2,2.10°3
NiCl,.6H,0 1,8.10°

Fonte: Fernandez-Moralez et al.(2010)

Nos ensaios com o hidrolisado amilaceo néo foi adicionado glicose, uma

vez que este constituinte foi obtido da hidrolise acida do bagaco da mandioca.

3.2.5. Meio Sintético

O meio sintético foi preparado com agua destilada e adicionando os

constituintes da Tabela 3.1.

3.3.Reator de Biodigestao Anaerdbia

Foram usados como reatores para 0s experimentos de biodigestdo
anaerobia recipientes de vidro com capacidade de 3 L e tampa metéalica. Nas
tampas foram feitos dois orificios onde foram adaptadas mangueiras de silicone,
sendo a uma delas acoplada em sua extremidade uma seringa de plastico no
volume de 5 mL para a retirada periddica de amostras. A extremidade da outra
mangueira foi imersa em um erlenmeyer contendo solucdo de hidroxido de sodio,

vedado com tampéo de gaze, algodao e parafilme. Esta uUltima mangueira tinha
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como finalidade a exaustdo de gases formados ao longo da biodigestao
anaerébia. A Figura 3.1 mostra a montagem dos reatores tipo batelada para a
biodigestdo anaerobia.

Retirada periddica
de amostras

Exaustao de Gases
Formados

Hidroxido de
Sadio 5%

\. y,

Meio de Fermentacao

Figura 3.1: Esquema fermentacéo e reatores

3.4.Fermentacao AnaerdObia

Em todos os experimentos, apds dissolver os componentes da Tabela 3.1
com 2 L do meio de cultivo, foi adicionado o volume necesséario de inoculo de
forma a obter-se uma concentracdo de sélidos totais de 0,85%, posteriormente o
pH foi ajustado para 7,0 com solu¢do de hidroxido de sédio 2N, sendo este
procedimento necessario, pois segundo Correia & Del Bianchi (2008), isto
melhora na estabilizacdo do processo fermentativo devido a manutencdo do
tamponamento no meio, pois valores iniciais muito baixos de pH acabam inibindo

a fase metanogénica.

A quantidade estabelecida de sélidos totais utilizados baseou-se nos

estudos de Giongo (2011) e Lamaison (2009) os quais também realizaram
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fermentacbes utilizando a manipueira como substrato e inoculo proveniente de

dejeto suino.

Os reatores foram tampados, e a mangueira de exaustdo de gases foi
acoplada a uma bomba de vacuo por 15 min com o intuito de retirada do ar
presente no reator. Em seguida, essa mesma mangueira foi submersa no

Erlenmeyer contendo hidroxido de sodio.

Todos as fermentagbes ocorreram em incubadora shaker refrigerada

(SOLAB) mantida sob temperatura de 30°C e agitacéo constante de 80 rpm.

Foram retirados 20 mL de amostra para andalise de &cidos graxos volateis
no tempo zero e a cada 8h durante as primeiras 24 h de experimento apés a
amostragem passou a ser realizada a cada 12h. Inicialmente 0s ensaios tiveram
como intuito verificar quais meios de cultivo proporcionariam melhores resultados
de producéo (acumulo) de AGVs. Ao final dos estudos foi realizada uma analise
cinética completa onde foram obtidas as curvas de acucares redutores,

alcalinidade, acidez, biomassa, pH e AGVs.

O volume total retirado de cada reator ndo excedeu 10% do volume total de
meio de cultura contido em cada reator para nao desestabilizar o meio de
fermentacéo devido a quantidade de células retiradas, dessa forma, o volume total

retirado de cada reator nao excedeu 200 mL.

3.5.Fermentacéo Escura

Visando melhorar o processo de producdo de AGVs, foi testada a
fermentacdo anaerdbia na auséncia de luminosidade, onde as demais condicdes

operacionais foram mantidas.

3.6.Avaliacao das Condic6es Operadionais do Processo

3.6.1. Planejamento Experimental

Foi realizado um planejamento experimental visando avaliar a influéncia
dos parametros alcalinidade e concentracdo de glicose sobre a produgédo de
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acidos graxos volateis para o meio fermentado com manipueira. Utilizou-se um
planejamento fatorial completo 22 com quadruplicata no ponto central, totalizando
8 ensaios, onde foram testadas as concentracées de glicose de 9, 19 e 29 g.L*, e
as concentracdes de bicarbonato de sédio de 0,213; 1,71 e 3,21 g.L™ (Tabela
3.2). Tais concentracdes de glicose foram baseadas no trabalho de Fernandes-
Morales et al. (2010) e também considerando a concentracao de glicose ja contida
na manipueira. Os valores entre parenteses na Tabela 3.2 referem-se aos valores
reais aplicados de glicose e bicarbonato e os valores -1, 0 e +1 correspondem aos
valores codificados do planejamento fatorial.

Foi usado o programa computacional STATISTICA™ (versdo 8.0, da
StatSoft, Inc.) para calcular os efeitos principais das variaveis e suas interacdes,

bem como os dados relativos a analise de variancia (ANOVA).

Tabela 3.2: Matriz do planejamento fatorial 2° com quadruplicata no ponto central.

Ensaio NaHCOs;(g.L™) Glicose (g.L™)
1 -1 (0,213) -1 (9)
2 1(3,21) -1 (9)
3 -1 (0,213) 1 (29)
4 1(3,21) 1 (29)
5 0(1,71) 0 (19)
6 0(1,71) 0 (19)
7 0(1,71) 0 (19)
8 0(1,71) 0 (19)

3.6.2. Tratamento Térmico do Inoculo

Foi testata a efetividade do tratamento térmico do inoculo usado nos
experimentos com manipueira, repetindo-se as condi¢cdes de melhor producao de

AGVs obtido no planejamento experimental.

O tratamento térmico foi baseado nas propostas sugeridas por Hawkes et
al., (2002), e Braga & Zaiat (2011), onde os autores estudaram parametros

importantes almejando a otimizacdo da producao de biohidrogénio, em ambas as
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pesquisas os autores utilizaram o tratamento térmico que consistiu em ferver o

inéculo a 100°C por 15 min.

3.6.3. Tratamento Térmico do Meio de Cultivo

Foi testada também a efetividade do tratamento térmico da manipueira,
repetindo-se as condi¢bes de melhor producéo de AGVs obtido no planejamento
experimental. A intengdo do tratamento térmico foi o possivel aumento da
solubilidade dos constituintes da manipueira, assim como a geleificagdo do amido
presente neste substrato, proporcionando assim maior disponibilidade destes

nutrientes aos micro-organismos.

O tratamento térmico consistiu em manter a manipueira em autoclave, a
121°C, por 30 min.

3.6.4. Permeado de Soro de Queijo

Foram testadas diferentes condicbes de operacdo da biodigestao
anaerobia, utilizando o permeado de soro de queijo como substrato, afim de se
obter maior producdo dos acidos graxos volateis. Como a quantidade de acgucar
presente no permeado é elevada, 150 g.L™" de glicose, decidiu-se fazer a
biodigestdo com o0 permeado in natura, e também diluindo-o para obter
concentracdes menores de aclcar (90 g.L ™ e 50 g.L™), fixando a concentracéo de
bicarbonato de sodio. Foram testadas também diferentes concentracdes de

bicarbonato para uma quantidade fixa de glicose.

3.7.Métodos Analiticos

Seguem descritos 0s métodos utilizados para a caracterizagcdo da
manipueira, do bagaco da mandioca, do permeado, do inoculo e das amostras
retiradas durante o processo de biodigestdo. A descricdo detalhada dos métodos
analiticos encontram-se no Anexo 1. Foram retiradas do reator aliquotas de 20

mL, realizada a verificacdo do pH pelo método potenciométrico de leitura direta do
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pHmetro previamente calibrado, seguiu-se entdo para andlise de acidos graxos

volateis.

Anadlises como demanda quimica de oxigénio (DQO), sdlidos totais e
solidos totais volateis foram realizadas de acordo com Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater - APHA (1998). O método utilizado para a
determinacdo da biomassa celular foi baseado e adaptado de Rodrigues (2005). A
determinacdo da concentracdo de acucares redutores foi adaptado do método
proposto por Miller (1959) sendo o resultado de acgUcar redutor expresso como
glicose. Para a andlise de acidez, umidade e glicosideos redutores seguiu-se
conforme descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). A
determinacdo de &cidos graxos volateis utilizou a metodologia proposta por
Buchauer (1998), em que o volume de titulacdo até pH 4,3 é utilizado para fins de
céalculo da alcalinidade e a diferenca entre o volume de titulacdo de pH 5,0 a pH
4,0 é utilizado para calcular a producao de acidos graxos volateis. As analises de
proteina foram foram realizadas empregando-se a metodologia descrita pelo

Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA, Brasil (2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Caracterizacdo dos Residuos

4.1.1 Manipueira

Para fins de comparacdo, na Tabela 4.1 constam os valores obtidos da
caracterizacado da manipueira no presente trabalho, e de mais dois estudos, estes
realizados por Giongo (2011) e Pastore (2010). Ambas autoras utilizaram a
manipueira, a primeira objetivava a producédo de AGVs e a segunda objetivava a

producdo de acido citrico.

Tabela 4.1: Caracteriza¢do da Manipueira

Parametros Referéncias

Caracterizacdo  Giongo (2011) Pastore (2010)
DQO 10300,00 mg.L*  8865,0 mg.L™ 2250 mg.L™?
DBO 175,15 mg.L™ 11,32 mg.L™ -
Nitrogénio total 67,2 mg.L™ 116,48 mg.L™ 105 mg.L™
Fosfato total 21,84 mg.L* 26,86 mg.L™ 0,83 mg.L™
Alcalinidade 213,43 mg.L* - 330 mg.L*
Oxigénio dissolvido 2,35 mg.L™ - -
Solidos totais 1,12% 0,742% 2,30 mg.L*
Solidos totais volateis 1,03% 0,671% 1,33 mg.L™?
Actcar redutor 2,44 gLt 1g.L? -
pH 5,73 4,0 7,24
Acidez 0,23% 0,40% -

Nota-se que o valor obtido de DQO foi superior quando comparado aos
estudos das autoras. Ao comparar o valor da carga organica presente neste
estudo com a carga organica de um esgoto sanitario tipico com DQO de
aproximadamente 400 mg.L" (CAMPOS, 1994), pode-se observar o potencial
poluidor da manipueira, fato agravado devido o grande volume deste residuo

gerado pela industria.
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Quanto aos valores obtidos de nitrogénio total, este foi inferior ao
encontrado pelas autoras, e quanto ao fosfato obteve-se um valor préximo porém
inferior ao encontrado por Giongo (2011) e muito superior ao encontrado por
Pastore (2010). A presenca de nitrogénio e fosforo na manipueira a torna atrativa
para seu uso como meio de cultivo de bactérias, devido a importancia desses
elementos no metabolismo desses micro-organismos, sendo favoravel a maior
proporcdo desses elementos no residuo. Para a alcalinidade o valor obtido foi
superior ao encontrado por Pastore (2010) e para acucar redutor, solidos totais e
solidos totais volateis, os valores obtidos foram superiores aos valores obtidos por
Giongo (2011), j4 a acidez foi inferior.Os componentes, e respectivas quantidades
presentes no residuo podem variar devido a fatores como a idade da planta,
tempo apos a colheita, tipo e ajuste de equipamentos industriais (CEREDA &
MATTOS, 1996).

Na caracterizacdo da manipueira (Tabela 4.1) os valores obtidos de
nitrogénio total, oxigénio dissolvido e pH se apresentaram superiores quando
comparados aos estudos feitos por Silva et al. (2005) (Tabela 2.2), onde os
autores caracterizaram a manipueira bruta, e a mesma depois de percolada em
colunas de solo. Para os valores obtidos de DQO e DBO foram inferiores quando

comparados ao mesmo autor.

4.1.2 Hidrolisado Amilaceo

O hidrolisado amilaceo foi caracterizado em termos de acucar redutor
resultando em 80,4 g.L™. Krueger (2009) quantificou em seus estudos cerca de
10g.L™* de acucar redutor, apés feita a hidrolise acida do bagaco da mandioca
com &gua, valor inferior ao encontrado neste estudo. A hidrélise acida do presente
estudo foi realizada diretamente na manipueira. Todavia, na caracterizacdo de
acucar redutor para a manipueira, obteve-se o valor médio de 2,44 g.L™, sendo o
bagaco da mandioca a principal fonte da alta concentracdo de acucar redutor,
evidenciando positivamente a utilizacdo do bagaco da mandioca como fonte
alternativa para o fornecimento de glicose no meio de cultivo de micro-

organismos. E fundamental ressaltar que a composicdo da mandioca varia de um
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lugar para outro, e consequentemente, tal variacao se estende também para seus

residuos.

4.1.3 Permeado de Soro de Queijo

Os valores obtidos na caracterizagdo do permeado do soro de queijo
encontram-se na Tabela 4.2. Como era de se esperar, pode se verificar o elevado
teor de DQO no permeado, bem como o de calcio e de lactose devido ao fato do
efluente ser oriundo do leite. Os valores de DQO e fosfato total séo superiores aos
encontrados na manipueira, como por exemplo o fosfato, cerca de 57 vezes

maior, e DQO, cerca de 14 vezes.

Tabela 4.2: Caracterizacdo do permeado do soro do queijo

Parametros Quantidades
DBO 351,82 mg.L*
DQO 149000 mg.L™
Fosfato total 1246,9 mg.L™
Célcio 2024,04 mg.L*
pH 6,6
Acidez 26 °D
Salidos totais 15%
Cinzas 0,82%
Glicose 7,5%
Proteina <0,18%
Alcalinidade 7700 mglL™

Smith (2008) em seu trabalho caracterizou o leite e seus derivados obtendo
resultados para o permeado de soro de queijo. O valor obtido para sélidos totais
foi superior quando comparado ao obtido por Smith (2008), o qual obteve 5,5%,
assim como a quantificacdo de cinzas, que obteve-se 0,82% e 0 mesmo autor
obteve 0,5%. Ja para proteina, os resultados foram convergentes, obtendo-se

niveis inferiores a 0,18% e o mesmo autor, niveis inferiores a 0,1.
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4.1.4 Inoculo

O inoculo (dejeto suino) foi padronizado mediante analise de soélidos totais
e sOlidos totais volateis, obtendo-se os valores de médios de 0,18% para soélidos
totais e 0,09% para solidos totais volateis. Todos o0s experimentos foram
conduzidos na mesma concentracao de inoculo, em termos de sélidos totais, no

valor de 0,85% v/v para 2 L de meio de culltivo.

4.2.Avaliagao de Diferentes Substratos na Produg&o de AGVs

Com o intuito de testar dentre quatro meios de cultivo propostos (sintético,
manipueira, hidrolisado amilaceo, e permeado do soro de queijo) quais
proporcionariam maior acumulo de acidos graxos volateis, foi realizada a
biodigestdo anaerébia com os quatro meios de cultivo, e monitorado pH e

concentracao de AGVs.

Os comportamentos de cada fermentacdo quanto ao pH e concentracao de

AGV acumulado podem ser observados nas Figuras 4.1 e 4.2, respectivamente.

g Sintético

Manipueira 2500 e Sintético
=== Hidrolisado Manipueira
Amilaceo 2000
=== Permeado === Hidrolisado
Soro de Queijo ,_‘,‘ Amilaceo
:';, 1500 ==h==Permeado de
] Soro de Queijo
>
G 1000
<
500
0
0 20 40 60 80 100 120 140 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h) Tempo (h)
(a) (b)

Figura 4.1: Comportamento do pH (a) e do perfil cinético de AGVs (b) ao longo da
fermentacdo para os diferentes meios testados
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O comportamento do pH dos ensaios foi semelhante, havendo um
decaimento acentuado até 20 h, e posterior estabilizagdo em torno do pH 4. De
acordo com Aquino & Chernicaro (2005), que apresentaram em seus estudos uma
visdo integrada das principais causas de acumulo de acidos graxos volateis em
reatores anaerobios, ocorre 0 acumulo de acetato quando ha limitacdes cinéticas

dos micro-organismos metanogénicos que é acentuada pela reducéo do pH.

O decaimento do pH ao longo da fermentacdo também foi descrito por
Correia & Del Bianchi (2008), onde os autores monitoraram o pH e o mantiveram
préximo de 7,0 com a adicao de bicarbonato de sédio durante a fermentacdo da
manipueira em um reator anaerobio compartimentado vertical inoculado com lodo
granulado. O mesmo comportamento de decaimento do pH simultaneo a

producéo de AGVs é descrito por Giongo (2011), indicando a producéao de AGVSs.

Quanto ao acumulo de AGVs no meio de cultivo (Figura 4.1 (b) ), nota-se
um pico de producéo para todos os meios testados. O experimento realizado com
0 permeado do soro de queijo como meio de cultivo apresentou maior acumulo,
obtendo um pico de 1986,05 mg.L* em 35 h de fermentagdo. Comparando a
biodigestdo com a manipueira com a biodigestdo com meio sintético os picos
foram proximos, sendo de 774,73 mg.L™" de AGV em 23 h para 0 meio sintético, e
794,75 mg.L* de AGV em 23 h para o meio utilizando a manipueira. Ja a
biodigestéo realizada com o hidrolisado amilaceo obteve menor acumulo de AGV,
obtendo-se o pico de 285,8 mg.L"*de AGVs em 35 h.

O permeado do soro de queijo é fonte de sais minerais, compostos
nitrogenados, eletrolitos, agua e principalmente lactose (15%). Assim, acredita-se
gue esses constituintes contribuiram para a alta producédo de AGVs. A utilizacao
do permeado foi considerada viavel em pesquisas realizadas por Bronstein &
Monte Alegre (1998) onde o efluente foi utilizado como substrato para o
crescimento de fermento, em especial Lactococcus Lactis Subsp. Lactis,

suplementado com extrato de levedura e peptona.

Os resultados de quantificacdo dos acidos graxos volateis foram realizados
baseando-se no método proposto por Buchauer (1998). Porém o método
apresenta limitacdo de quantificacdo para pHs inferiores a 4,3. Dessa forma,
algumas das curvas de AGVs apresentadas possuem um numero menor de
pontos devido a esta limitagdo analitica. Todavia, acredita-se que o pico de
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producdo de AGVs ocorreu dentro da faixa de pH limitada pelo método, pois a
producdo de AGVs reduz a capacidade tamponante do meio fermentativo
havendo declinio do pH. Foi observado por Mohan et al. (2007), que a melhor
atividade das bactérias acidogénicas, com a inibicdo da atividade metanogénica,
ocorreu no decréscimo de pH 6 para 4,5, onde os autores utilizaram como
substrato 4guas residuais de industria de lacticinios com microflora anaerébia
mista a temperatura de 28°C. Nessas condi¢des obtiveram a maxima producédo de
3000 mg.L™* de AGVs.

4.3.Fermentacdo Escura

A auséncia de luz nas fermentacfes é citada por Loss (2011), que em seu
trabalho objetivava a producéao de biohidrogénio, que por sua vez € acompanhada
pela produgéo de acidos orgénicos. A autora menciona que a fermentacdo néo
depende de luz e ndo exige a presenca dela, ja Levin et al. (2004) fizeram um
estudo de viabilidade na producdo de biorreatores que pudessem suprir
biohidrogénio suficiente para uso em células de combustivel de membrana
trocadora de protons. O resultado das analises mostrou que sistemas baseados
em fotossintese ndo possuem taxas de producdo de biohidrogénio suficientes
para carregar células de combustivel. No entanto, alguns sistemas de
fermentacdo escura e reacdo de deslocamento CO-agua de R.gelatinosus

apresentaram resultados promissores.

Assim, ap0s analisar os resultados obtidos no item 4.2, decidiu-se avaliar o
desempenho da fermentacdo escura para os dois melhores meios de cultivo,
repetindo-se 0s ensaios para a manipueira e para o permeado do soro do queijo,
mantendo-se as mesmas condicdes, e promovendo a auséncia de luz durante a
biodigestdo anaerdbia. As Figuras 4.2 e 4.3 apresentam a comparacao entre as

fermentacBes, na Figura 4.2 para a manipueira e na Figura 4.3 para o permeado.
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Figura 4.2: Comparagéo do perfil cinético de produgéo de AGV para a manipueira com e
sem auséncia de luz.

=@=Permeado

Permeado sem luz

N
500 \

0 >
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Figura 4.3: Comparacéo do perfil cinético de producdo de AGV para o permeado de soro
de queijo com e sem auséncia de luz.

Conforme a Figura 4.2 verifica-se que na fermentacdo com auséncia de luz
ocorreu uma maior producdo de AGVs (pico de 1095 mg.L?, em 21 h) em
comparacao com a fermentacdo com a manipueira sem auséncia de luz (pico de
795 mg.L!, em 23 h), onde a fermentacéo escura apresentou um acréscimo de
38% em termos de acumulo dos acidos. Para o permeado do soro do queijo, a
fermentacdo escura apresentou um maximo de acimulo de AGV de 2391 mg.L™

em 21 h, e para a mesma fermentacéo sem ser em auséncia de luz, obteve-se um
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acimulo de 1986 mg.L™! em 35 h, onde a fermentacdo escura apresentou um
acréscimo de 20% de producdo de AGV, num tempo inferior, evidenciando assim

a melhor eficiéncia das fermentacdes quando ocorridas na auséncia de luz.

Tuna et al. (2009) afirmam em seus estudos que a producdo do
biohidrogénio através da fermentacdo de residuos de trigo moido foi mais alta
guando operada na auséncia de luz, porém para a producdo do biohidrogénio a
partir da fermentacdo contendo &cidos graxos volateis resultou em rendimentos

relativamente baixos.

4.4.Avaliagcao de Diferentes Condi¢gdes de Processo

4.4.1. Manipueira
4411 Influénciada Glicose e da Alcalinidade

Com o intuito de avaliar a influéncia da concentracdo de glicose, e a
alcalinidade (concentracdo de bicarbonato de soédio) na producdo de &acidos
graxos volateis, assim como a interacdo destes dois fatores, foi realizado um
planejamento experimental 2% com quadruplicata no ponto central, resultando em
8 ensaios, onde a concentracdo de glicose variou de 9, 19 e 29 g.L* e a
concentracdo de bicarbonato de sédio variou de 0,21; 1,71 e 3,21 g.L™, conforme
Tabela 3.2. Inicialmente serdo apresentados os perfis cinéticos de producdo de

AGVs para o0s 8 ensaios e posteriormente 0s resultados estatisticos.

Os pontos centrais do planejamento (ensaios 5 a 8) que representam as
fermentacbes das repeticbes apresentaram cinética de acumulo de AGVs

conforme as curvas da Figura 4.5.
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Figura 4.4: Perfis cinéticos de producéo de AGVs referente a quadruplicata no ponto
central do planejamento 22, utilizando a manipueira como substrato.

Observa-se que o0s experimentos foram semelhantes em seu
comportamento de producdo de AGV, com excecédo da replica de n° 8, de forma

gue é possivel se verificar o grau de reprodutibilidade do processo.

As quatro primeiras fermentacdes do planejamento experimental (ensaiosl
a 4) e também a média da quadruplicata (média) no ponto central apresentaram a

cinética de acumulo de AGVs conforme Figura 4.6.

A meédia da quadruplicata no ponto central foi inserida no grafico apenas

para fins comparativos.
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Figura 4.5:Perfis cinéticos de producdo de AGV referente ao planejamento 22, utilizando
a manipueira como substrato.
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Dessa forma, pode-se notar que a fermentacdo que apresenta maior
producdo de acidos graxos volateis € aquela correspondente ao ensaio 4, que
possui 0s niveis mais elevados de concentracdo de glicose e bicarbonato de sodio
(29 g.L* e 3 g.L" respectivamente). O pico de acimulo da producédo foi de
1941,4mg.L™ de AGV em 23 h, representando um acréscimo de 77,3% em
relacéo ao melhor resultado obtido até entdo (1095 mg.L™).

Optou-se entdo realizar uma quadruplicata da fermentacdo na melhor
condicdo obtida, referente ao ensaio 4. Assim, na Figura 4.7 constam as 4
fermentacdo nas condicbes de maior producdo de AGVs, afim de se analisar a
reprodutibilidade dos experimentos.
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Figura 4.6: Perfis cinéticos de producdo de AGV referente a quadruplicata do ensaio 4 do
planejamento 22, utilizando a manipueira como substrato.

Observa-se que a as linhas dos experimentos foram muito préximas,

significando que o experimento teve reprodutibilidade.

A Tabela 4.3 apresenta a matriz do planejamento experimental, com as
variaveis trabalhadas e os resultados obtidos de producdo de &cidos graxos

volateis no processo fermentativo.
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Tabela 4.3: Resultados da producéo de AGV do planejamento fatorial 22 com
gquadruplicata no ponto central, usando manipueira como substrato

Ensaio NaHCOs(gL™)  Glicose (gL™) AGV (mgL™)
1 0,21 9 912,2
2 3,21 9 1657,7
3 0,21 29 985,6
4 3,21 29 19414
5 1,71 19 1648,5
6 1,71 19 1648,5
7 1,71 19 1645,4
8 1,71 19 1714,1

Conforme ja relatado, a Tabela 4.3 indica, assim como a Figura 4.6, que o
ensaio ndmero 4, com as condicdes operacionais de 29 g.L™* de glicose e 3,21
g.L™ de bicarbonato de sédio, foi 0 que apresentou maior eficiéncia na producéo
de acidos graxos volateis. Realizou-se uma analise estatistica dos resultados da
tabela, onde os ensaios 5 a 8 s&o as réplicas realizadas no ponto central do
experimento, com o inuito de verificar a reprodutibidade e o erro experimental,

onde o desvio padrao da réplica foi de 33,45.

A estimativa dos efeitos principais e de interacdo das variavéis para o
planejamento é apresentada na Tabela 4.4, onde se observou também os valores
obtidos para o erro padrao, p-valor, os valores dos coeficientes das variaveis no

modelo, o coeficiente de determinacéo do modelo (R?).

Tabela 4.4: Estimativa dos efeitos para a producéo de AGV para o planejamento 22 com
manipueira (a=0,05)

Variavel Efeito Erro padrdo p -valor Coeficiente
do efeito

Média/ Intercepto 1519,175 73,1908 0,000032 1519,175

NaHCO; 850,650 207,0148  0,014743 425,325

Glicose 178,550 207,0148  0,437055 89,275

NaHCO; x Glicose 105,150 207,0148  0.638228 52,575

R®=81,7%
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Verifica-se que apenas foi significativa a concentragao de bicarbonato, ou
seja, influenciou positivamente a producdo de &cidos graxos volateis durante a
fermentacdo (p-valor=0,0147). Tal afirmacdo € evidenciada no grafico de pareto
(Figura 4.8) e na superficie de resposta (Figura 4.9). A andlise de variancia para
este planejamento é apresentada na Tabela 4.5.
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Figura 4.7: Gréfico de pareto do planejamento experimental 22 com manipueira.

Figura 4.8: Superficie de resposta: AGV (mg.L™) em funcéo da concentraco de glicose e
do bicarbonato (g.L™), para o planejamento 22 com manipueira.
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Tabela 4.5: ANOVA para o planejamento 22 com manipueira (a=0,05)

Causas de variacdo SQ GL MQ F p-valor
NaHCO; 7236054 1 723605,4 16,88493 0,014743
Glicose 31880,1 1 31880,1 0,74390 0,437055

NaHCO; x Glicose 11056,5 1 11056,5 0,25800 0,638228
Residuo 1714204 4 42855,1

Total 9379625 7

SQ: Soma quadratica;GL: Graus de liberdade;MQ: Média quadratica;F: Estatistica F

Acredita-se que na digestao anaerobia o pH é afetado principalmente pela
concentracdo de bicarbonato, CO e AGV. Na medida em que as bactérias
acidogénicas vao produzindo AGV, o pH do sistema vai decrescendo, tornando-o
toxico para as bactérias produtoras de AGVs, de forma que a adicdo de
bicarbonato contribui para o tamponamento do meio e consequentemente permite

maior producgéo dos acidos de interesse.

Leite et al. (2003), com o objetivo de produzir acidos graxos volateis, por
biodigestdo anaerobia, utilizaram a manipueira como substrato e argila expandida
como suporte para imobilizacdo da biomassa, e verificaram que as concentracdes
obtidas dos acidos butirico e caproéico diminuiram com o aumento da alcalinidade
no afluente, enquanto as concentracbes do acido propibnico aumentaram.
Obtiveram também uma diminuicdo do tempo de retencdo hidraulica de 2 para
0,5h que resultou na diminuicdo da concentracdo de &acido butirico, pouco
influenciando a producdo dos &cidos acético e propibnico. Concluiram ser
satisfatoria a viabilidade de producdo dos acidos graxos volateis. Os autores
afirmam que atingiram concentracbes de acidos butirico e acético acima de
500mg.L™, quantidade esta inferior quando comparado ao atingido no presente

trabalho.

Giongo (2011) em seus experimentos também concluiu sobre a influencia
positiva do bicarbonato de sddio para producao de acidos graxos volateis, sendo
gue as melhores condi¢des foram utilizando a manipueira como meio de cultivo a
30°C com 3 g.L™* de bicarbonato de sédio, obtendo-se uma concentracdo de 3400
mg.L™" de AGV.

46



4412 Tratamento Térmico do Inoculo

Devido a alguns pesquisadores (Braga e Zaiat, 2011 e Hawkes et al., 2002)
relatarem em seus estudos sobre a melhora na producdo de biohidrogénio via
fermentacdo anaerdbia quando feito o tratamento térmico do indculo, o que
proporciona a morte das bactérias metanogénicas, e sabido que a producdo de
AGVs é uma etapa que antecede a producao de biohidrogénio, decidiu-se testar a

eficacia do tratamento sobre a producao de AGVs.

Realizou-se uma quadruplicata nas mesmas condi¢cdes que obtve-se a
maxima producdo dos 4cidos com a manipueira, ou seja, a fermentacéo 4 (Tabela
4.4), tendo como diferenca o pré tratamento térmico do in6culo. A média das
guadruplicatas pode ser observada na Figura 4.10 juntamente com a meédia da
guadruplicata anterior (Figura 4.7), uma vez que a Unica diferenca entre as duas é

0 tratamento térmico.
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Figura 4.9: Perfis cinéticos de producéo de AGV, com e sem tratamento térmico do
inoculo.

A maxima producdo sem o tratamento térmico do indculo foi de 1941,42
mg.L" de AGVs em 23 h, e a maxima producdo com o tratamento térmico do
inéculo foi de 1652,31 mg.L* em 22 h, ou seja, o tratamento térmico n&o

apresentou melhora na produgéo dos AGVs.
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Braga & Zaiat (2011) avaliaram a producéo de biohidrogénio em reatores
anaerdébios e termofilicos, onde fizeram o pré tratamento do lodo utilizado como
in6culo, e obtiveram picos de producdo do gas superiores ao da fermentacdo
mesofilica. Hawkes et al. (2002) publicaram seus estudos sobre otimizacdo de
producdo de biohidrogénio, comparando diversas variaveis relevantes ao
processo, dentre elas o indculo. Os autores afirmam ter obtido um start-up mais
rapido com o pré-tratamento térmico na producdo de biohidrogénio.
Aparentemente ndo ha relacao entre producdo de AGVs e bhiohidrogénio no que
de diz respeito ao tratamento térmico do inoculo, ou seja, eliminando as bactérias
metanogénicas melhora a producao de biohidrogénio, fato que ndo se verifica na

producao de AGVs.

44.1.3 Tratamento Térmico do Meio de Cultivo

Foi realizado o tratamento térmico da manipueira, mantida em autoclave, a
121°C, por 30 min. O experimento foi realizado em triplicata, onde a média foi
inserida no grafico da Figura 4.11 como "Com Tratamento Térmico” juntamente
com a meédia da cinética que apresentou melhores resultados até o presente
momento (ensaio 4 do planejamento experimental sem tratamento térmico) para

fins comparativos.
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Figura 4.10: Perfis cinéticos de produgéo de AGV, com e sem tratamento térmico da
manipueira.
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A maxima producdo sem o tratamento térmico da manipueira foi de
1941,42 mg.L" de AGVs em 23 h, e a maxima producdo com o tratamento
térmico da manipueira foi de 1626,57 mg.L" em 22 h, ou seja, o tratamento

térmico ndo apresentou melhora na producao de AGVs.

4.4.1.4 Comportamento Cinético do Processo

Ap0Gs avaliar os efeitos da concentracao de glicose e alcalinidade, além dos
tratamentos térmicos do inoculo e do meio de cultivo, resolveu-se fazer um estudo
cinético do processo considerando os AGVs, biomassa, acidez e acucar redutor, a
fim de se verificar o comportamento destes parametros no decorrer da
fermentacdo. O acompanhamento dos paramentros foi realizado para a
fermentacdo com a configuracdo que obteve-se os melhores resultados, ou seja,
com dados operacionais correspondentes ao ensaio 4 do planejamento
experimental (Tabela 3.2), realizada na auséncia de luz. Os resultados obtidos

encontram-se nas Figuras 4.12 a 4.14.
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Figura 4.11: Perfil cinético de producédo de AGVs.

Quanto aos AGVs, obteve-se o pico de producdo de 1919 mg.L™" de AGVs
em 25 h de fermentacao, resultado proximo ao obtido na quadruplicata do método
(Figura 4.7) onde obteve-se uma média de 1940 mg.L™ . Elefsiniotis et al. (2004),

obtiveram producdo de AGVs de 800 mg.L™" com efluentes industriais ricos em
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amido em reator anaerébio operando a temperatura ambiente na faixa de 20 a
24°C com tempo de detencdo hidraulica de 30 h. Por sua vez, Giongo (2011)
obteve méxima producéo de 3400 mg.L™ de AGVs, operando & 30°C utilizando
como substrato a manipueira, com 3 g.L™ de bicarbonato de sédio e 2 g.L™* de

glicose em 45 h de fermentagéo

Ao passo que a alcalinidade foi decrescendo ao longo da fermentacéo, a
acidez foi aumentando, em decorréncia da producdo de AGVs. Como era de se
esperar, Leite et al. (2003) em seus experimentos, objetivando a producéao de
AGVs utilizando a manipueira como substrato e imobilizacdo da biomassa com
argila expandida,também constatou a diminui¢cdo da alcalinidade, de acordo com

a producéo de AGVs
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Figura 4.12: Perfis Cinéticos de alcalinidade e acidez ao longo da fermentacéo
com manipueira.

Note-se na Figura 4.14 uma estabilizacdo nos valores de acucar redutor
presente no meio em torno de 29 g.L*' nas primeiras 10 h, exatamente a
guantidade de acucar contida inicialmente no meio de cultivo, correspondendo a

fase de adaptacdo ao meio dos micro-organismos ao meio de cultivo testado.
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Figura 4.13: Cinética de Acucar Redutor e Biomassa.

Posteriormente ocorre um acréscimo na quantidade de glicose presente,
evidenciando a hidrélise que € a primeira etapa do processo de digestao
anaerobia. A hidrolise consiste na acéo de bactérias fermentativas, denominadas
hidroliticas, que, por ndo serem capazes de assimilar os materiais complexos,
como proteinas, polissacarideos e gorduras, excretam enzimas extracelulares
(exoenzimas), que irdo atuar na degradacao destes compostos até se tornarem
compostos mais simples, sollveis em agua, podendo atravessar a parede celular
das bactérias (LETTINGA, 2007; OLIVEIRA, 2007).

Em seguida, ha o consumo da glicose presente no meio, evidenciado pela

diminuicdo dos acucares redutores.

Wang et al. (2005), em trabalho semelhante, utilizaram substrato sintético
constituido por sacarose na concentracdo de 20 g.L*, pH 5,0, temperatura de
30°C e lodo anaerdbio de residuo de producdo de citrato como inoculo e
verificaram que a degradacéo de sacarose comec¢ou lentamente no periodo inicial,
com um tempo de laténcia de cerca de 10 h. Apds a fase lag a sacarose passou a

ser degradada rapidamente e convertida em acidos graxos volateis.

Quanto a biomassa, a presenca desta no inicio da fermentacéo é elevada,
e posteriormente, de forma oscilatéria, ela decai. Este resultado pode ser devido a

morte celular no decorrer da fermentacdo, como também erro operacional, pois
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apesar de os reatores estarem em agitacdo constante de 80 rpm, notava-se
decantacéo dos sdlidos presentes no fundo do reator.

4.4.2. Permeado de Soro de Queijo

Conforme citado no item 3.6.2, foram testados diferentes niveis de
concentracdo de glicose (25, 45 e 75 g.L™) através da diluicio do permeado do
soro de queijo que originalmente possui a concentracdo de 75 g.L™ de glicose. Foi
testado também diferentes niveis de concentracao de alcalinidade com a adicdo
de bicarbonato (0, 0,44, 1,5, 2,56 e 3 g.L™") onde essas quantidades de
bicarbonato foram adicionadas ao permeado, cujo ja continha uma alcalinidade de
779l

O permeado de soro de queijo possui 75 g.L ™" de glicose, o que é uma
concentracdo elevada, dessa forma optou-se diluir o permeado para a
concentracdo de 45 g.L! a fim de se verificar a producdo de &cidos graxos
volateis (Figura 4.15). A alcalinidade foi fixada em 10,26 g.L* em ambos os

ensaios.
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Figura 4.14: Perfis cinéticos de AGVs utilizando o permeado de soro de queijo como
substrato, e concentragdes de glicose de 45 g.L™ (diluido) e 75 g.L™ (puro) e 10,26 g.L™
de alcalinidade
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Nota-se que os picos de AGVs foram préximos apesar da grande variacao
de glicose no meio. Para a fermentacdo com a concentracéo de 45 g.L™ houve
um pico de 4115,16 mg.L™* de AGVs em 41h, e para a fermentacdo com a
concentracdo de 75 g.L™ de glicose houve um pico de 3928,54 mg.L™ de AGVs
em 29h. A fermentagcdo com menor concentragdo de glicose apresentou um pico
4,8% maior de producdo de AGV, podendo ter havido inibicdo por substrato
devido a alta concentragcéo de glicose presente no efluente bruto. Segundo Ince et
al. (1995) citado por STEIL (2001), a concentracao de substrato ndo deve limitar a
atividade metanogénica seja por falta de alimento, ou seja por inibicdo quando em

concentragdes excessivas.

Posteriormente foram testadas para a concentracéo de 45 g.L™ de glicose
no permeado, duas concentracdes de alcalinidade, 8,14 e 10,26 g.L™, obtidas
pela adicdo de 0,44 e 2,56 g.L™ de bicarbonato respectivamente (Figura 4.16),
notando-se maior producdo de AGVs para a fermentacdo que possuia maior
concentracao de alcalinidade.
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Figura 4.15: Perfis cinéticos de AGVs utilizando o permeado de soro de queijo como
substrato, concentragdes adicionadas de bicarbonato de sédio de 0,44 gL'e256¢.L"!
e 45 g.L™ de glicose

O pico para a concentracdo de 8,14 g.L™ de alcalinidade foi de 3566,75
mg.L ™ de AGV em 41h. O pico para a concentracdo de 10,26 g.L™ foi de 4115,16
de AGVs em 41 h. Dessa forma, obteve-se um acréscimo de 15,4 % na producao
de AGVs.
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O efeito positivo do bicarbonato de sodio (alcalinidade) na producéo de
AGVs foi evidenciado também para as fermentacfes utilizando manipueira como
substrato, como j& mencionado anteriormente. Norton et al. (1994) em seus
estudos utilizaram uma base fraca, hidroxido de aménio, para tamponamento do
meio e controle de pH, de forma a obter a producdo de &cido latico, utilizando o
permeado de soro de queijo como substrato para a fermentagéo e Lactobacillus
helveticus imobilizado, e obtiveram estabilidade do meio em relacdo ao pH,

atingindo concentracdo de acido latico considerada satisfatéria.

Para o teste das concentracdes de glicose, os picos foram bem préximos
(Figura 4.15). Assim, decidiu-se testar as concentracdes de bicarbonato com o
efluente bruto, como recebido da empresa, ou seja, 75 g.L™ de glicose.

Na Figura 4.17, estdo os resultados das fermentagbes utilizando o
permeado na concentracdo de origem, 75 g.L™, variando a concentracéo
adicionada de bicarbonato de sédio de 0 a3 g.L™
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Figura 4.16: Perfis cinéticos de AGVs utilizando o permeado de soro de queijo como
substrato, diferentes concentracdes de bicarbonato de sddio e 75 g.L™* de glicose.

Nota-se que sem a adicao de bicarbonato de sédio (alcalinidade original do
permeado de 7,7g.L™") obteve-se a menor concentracdo de AGV, de 3526,27
mg.L* em 29 h. Com as adi¢es das concentracdes de 0,44 g.L* e 3 g.L* de

bicarbonato, resultando em alcalinidades de 8,14 e 10,7 g.L™ respectivamente,
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atingiram niveis bem préximos entre si, e superiores em relacdo a concentracéo
de 7,7 g.L, sendo o pico de producdo de 3554 mg.L™" de AGVs em 22 h para a
concentracdo de 8,14 g.L™ de alcalinidade e pico de 3588,32 mg.L™* de AGVs em
41h para 10,7 g.L™". Nota-se que o para concentracdes maiores de bicarbonato de
sédio, o pico de producdo de AGVs é retardado, acredita-se que seja devido ao

tamponamento.

Os maiores picos de producdo de AGV ocorreram nas adicbes de
concentracdes de 1,5 e 2,56 g.L™ de bicarbonato de sédio, resultando em uma
alcalinidade de 9,2 e 10,26 g.L™ de alcalinidade. O pico de producdo para a
concentracdo de 9,2 g.L™ de alcalinidade foi de 3891,52 mg.L™ de AGVs em 29h
e o pico de producdo para a concentracdo de 10,26 g.L™ de alcalinidade foi de
3928,54 mg.L™* de AGVs em 29h, sendo valido ressaltar que a concentracéo de
glicose utilizada foi de 75 g.L™. Dessa forma, é preferivel efetuar os experimentos
com a adicéo de concentracdo de 1,5 g.L™ de bicarbonato, uma vez que os dois
picos foram bem proximos tendo havido pouca diferenca na producédo de AGV

com o acréscimo de bicarbonato de sédio.

Ao observar a Figura 4.15, a diminuicdo da concentracdo de glicose no
permeado do soro de queijo de 75 g.L™* para 45 g.L™ resultou em um pequeno
acréscimo na producdo de AGVs. Assim, foi testada uma nova diluicdo do
permeado do soro de queijo, atingindo-se a concentracéo de 25 g.L™ de glicose, e
fixando-se a concentracdo alcalinidade de 9,2 g.L? (adicdo de 1,5 gL' de

bicarbonato de sédio), os resultados obtidos estdo na Figura 4.18.
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Figura 4.17: Perfis cinéticos de AGVs utilizando o permeado de soro de queijo como
substrato, concentracdes de glicose de 25 e 75 g.L ™" e 9,2 g.L™* de alcalinidade.
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Nota-se que, embora a diminuicéo da concentracéo de 75 g.L™ de glicose
para 45 g.L™ tenha sido positiva (Figura 4.15), a diminuicdo de 75 g.L™ de glicose
para 25 g.L™* nado foi. Para a maior concentracéo de actcar, obteve-se um pico de
3891,58 mg.L™! em 29 h, e para a menor concentracéo, o pico de producéo foi de
2769,47 mg.L?, também em 29 h, chegando a ser menor que o pico de
concentracdo obtido pela fermentacéo feita com 75 g.L™ de glicose e sem adicéo
de bicarbonato ( 3526,27 mg.L™ de AGVs em 29 h).

Por fim, decidiu-se testar a reprodutibilidade dos experimentos, fazendo
uma triplicata da fermentacao cujas condi¢cdes de operacao proporcionaram maior
pico de producéo de AGVs. Tais condicdes de operacéo foram 75 g.L™ de glicose
e 9,2 g.L™" de alcalinidade (adicdo de 1,5 g.L™* de bicarbonato de sédio).
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Figura 4.18: Triplicata de perfis cinéticos de AGVs utilizando o permeado de soro de
queijo como substrato, 75 g.L™ de glicose e 9,2 g.L™ de alcalinidade.

Nota-se que, os picos foram proximos. Para a replicata 1, o pico de
producdo foi de 4074,73 mg.L™" de AGVs, para a replicata 2, o pico de produgéo
foi de 4006 mg.L™* de AGVs, e para a replicata 3, o pico de producao foi de 4001,4
mg.L" de AGVs, todos em 41h, sendo a média aritmética 4027,38 mg.L™" de
AGVs e o desvio padrao foi de 33,5.
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Assim, 0 maior pico atingido com a utilizagdo do permeado foi de 4115,16
mg.L* de AGVs, com 45 g.L™" de glicose e 10,26 g.L™" de alcalinidade (Figura
4.15) embora este valor seja muito préximo com o atingido usando o efluente

bruto (75g.L™ de glicose) e com menor concentracado de alcalinidade (9,2 g.L™).

O maior pico de AGVs utilizando o permeado de soro de queijo como meio
de cultivo (4115,16 mg.L™) foi superior em 112% ao maior maior pico de AGVs
utilizando a manipueira como meio de cultivo (1941,4 mg.L™) evidenciando o uso
do permeado de soro de queijo na biodigestdo anaerdbica como uma boa
alternativa de realocacao do residuo e agregacao de valor ao produzir AGVs.
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5. CONCLUSOES

Nos experimentos realizados com o intuito de avaliar o melhor residuo
como substrato para a producdo de AGVs, destacam-se a manipueira e 0
permeado do soro de queijo. Ao se testar a possivel substituicdo do bagaco da
mandioca hidrolisado como fonte de aclcar ao invés da glicose, a eficiéncia da
producdo de AGV nao foi notéria, atrasando o pico de producdo e tornando-se
pouco atrativo a utilizagcdo do bagaco para estes fins. Os valores obtidos foram:
794,75 mg.L™" de acimulo de AGV em 23 h utilizando a manipueira, 1986,05
mg.L" de actmulo de AGV em 35 h utilizando o permeado, 774,73 mg.L™ de
acumulo de AGV em 23 h utilizando o meio padrdo e 288.8 mg.L™" de acimulo de
AGV em 35 h utilizando o hidrolisado amilaceo.

Obteve-se elevacdo no acumulo de AGV guando os experimentos foram
realizados na auséncia de luz, sendo os demais parametros mantidos. O
acréscimo no acumulo foi de 38% para a fermentacéo utilizando a manipueira e

20% utilizando o permeado do soro do queijo.

Foi evidente o aumento na producdo de AGV com a utlizacdo da
manipueira, apos estudados os niveis de concentracdo de glicose e bicarbonato
de sédio do planejamento experimental. O méaximo actmulo foi de 1941,4 mg.L™
de AGV em 23 h, para uma concentracdo de glicose e bicarbonato de sodio
equivalente a 29 g.L* e 3,21 g.L™ respectivamente, representando um acréscimo
de 77,3% quando comparado a fermentacdo com a manipueira antes de se
efetuar os experimentos do planejamento experimental. Ainda para a manipueira,
os testes realizados de tratamento térmico para o inoculo, e tratamento térmico
para a manipueira ndo foram satisfatorios, depois os mesmos nao contribuiram

para o aumento da producao dos AGVs.

Para os testes realizados utilizando o permeado de soro de gueijo como
substrato, concluiu-se que, dentre as concentracdes de alcalinidade e glicose, as
condicBes de operacdo que apresentaram melhor producdo de AGVs foram 45
g.L"t de glicose e 10,26 g.L™ de alcalinidade (4115,16 mg.L™* de AGVs em 41 h),
embora o pico de AGV nesta concentragdo de acucar tenha ficado muito proximo

ao pico de AGV para 75 g.L™* (3928,54 mg.L™). As concentracdes adicionadas de
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bicarbonato de sbédio mais satisfatorias dentre as testadas foram as de 1,5 e
2,560.L™ resultando em concentracdes de 9,2 e 10,26 g.L™ de alcalinidade para a
concentracdo fixa de 75 g.L™ de glicose. O pico de producéo para a concentracdo
de 9,2 g.L! de alcalinidade foi de 3891,52 mg.L™ de AGVs em 29 h e o pico de
producdo para a concentracdo de 10,26 g.L™ de alcalinidade foi de 3928,54mg.L™
de AGVs em 29 h. Dessa forma, € preferivel se operar na concentracao de 9,2
g.LY, uma vez que os dois picos foram bem préximos tendo havido pouca

diferenca na producdo de AGV com o acréscimo de bicarbonato de sodio.

Os picos de concentracbes de AGVs atingidos foram satisfatorios,
evidenciando o uso do permeado de soro de queijo e da manipueira na
biodigestdo anaerdbica como uma boa alternativa de realocacéo dos residuos e
agregacao de valor ao produzir AGVs
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ANEXO 1

METODOLOGIAS ANALITICAS
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As analises de demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de

oxigénio (DBO), nitrogénio total, fosfato total, alcalinidade e oxigénio dissolvido

para a manipueira foram obtidas junto ao laboratério de Limnologia aplicada.

= 29de 'ﬁfna;;p de

T 20125

LAUDO DE ANALISES LIMNOLOGICAS (BIOTICAS E ABIOTICAS)

SOLICITANTE

Solicitante: Denise — Prof. Salah

Endereco: Toledo/PR

INFORMACOES DA COLETA

Natureza da amostra: Efluente (Manipueira)

ENSAIOS REALIZADOS:
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
_ Valor Unidade Método
Andlise 1 10550,00 mg/L
Andlise2 10050,00 mg/L APHA (2005)
Andlise 3 10300,00 mg/L
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)
[EINE S o Valor. w0 n o @linidade. S X L Métode-
Anélise 1 175,65 mg/L
Andlise 2 174.65 mg/L APHA (2005)
Andlise 3 195,13 mg/L
Nitrogénio Total
Valor Unidade Método
Andlise 1 70,00 mg/L
Andlise 2 64,40 mg/L Mackereth et al (1978)
Analise 3 67.20 mg/L !
Fosfato Total
Valor Unidade Método

Andlise 1 92.98 mg/L
Anélise 2 21,40 mg/L Mackereth et al (1978)

“Analise 3 21,90 mg/L

R TS PSR RS ORI T

R

LABORATORIO DE LIMNOLOGIA APLICADA
Rua da Faculdade, 645, Jardim Sta Maria, Cep 85203-000, Tolaedo/PR.
Fone (45)3379-7084/3379-7088
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WM GRUPO DE PESQUISAS EM

Alcalinidade - - = ,
Valor “Unidade Método

Andlise 1 213,95 mg/L
Andlise 2 212,56 mg/L Carmouze (1994)
Andlise3 | 378 mg/L
Oxigénio Dissolvido a3 = =

= . Vélor : Unidade Método
Andlise1 e 2,38 mg/L
Andlise2 : 2,35 mg/L Oximetro
Andlise 3 : 2,40 mg/L

e Rt e e e e

:"ﬁz»
e é/x 7
g e

Dr. Nyamien Yahaut Sebastien
Responsavel Técnico
CREA -PR-60044/D

fr < SR e

LABORATORIO DE LIMNOLOGIA APLICADA
Rua da Faculdade, 645, Jardim Sta Maria, Cep 85903-000, Toledo/PR.
Fone (45)3379-7084/3379-7088
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As analises de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), fosfato total e célcio para

o permeado do soro de leite foram obtidas junto ao laboratério de Limnologia
aplicada.

el

2012
L GERPEL 2012

04 de maio de

LAUDO DE ANALISES LIMNOLOGICAS (BIOTICAS E ABIOTICAS)

SOLICITANTE

Solicitante: Prof. Dra. Ménica L.Fiorese

Enderego: Toledo/PR

INFORMACOES DA COLETA

Natureza da amostra: Permeado de Soro

ENSAIOS REALIZADOS:

Demanda Bioauimica de Oxigénio (DBO)

Valor Unidade - Método

26/03/2012 352,42 mg/L
: APHA (2005)

27/03/2012 351,23 mg/L
Fosfato Total

Valor Unidade Método
26/03/2012 1264,00 mg/L o

Mackereth et al (1978)

27/03/2012 1229.83 mg/L
Calcio

Valor Unidade Meétodo
26/03/2012 2044,08 mg/L

Carmouze (1994)

27/03/2012 2004,00 mg/L

‘J./\
Py
S ”,l‘ f

Dr. Nyamien Yshaut Sebastien
Responsavel Técnico
CREA —PR-60044/D

LABORATORIO DE LIMNOLOGIA APLICADA
Rua da Faculdade, 645, Jardim Sta Maria, Cep 85903-000, Toledo/PR.
Fone (45)3379-7084/3379-7088
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ACIDEZ

A metodologia utilizada para analise de acidez foi seguida conforme descrito nas
normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). Diluiu-se 20 mL da aliquota
retida do reator em 50 mL de agua destilada, e acrescentou-se 4 gotas da solucao
indicadora de fenolftaleina. Em seguida, titulou-se com solu¢do volumétrica de
hidréxido de so6dio 0,1 M até o ponto de viragem, fez um ensaio em branco para

as correcdes necessarias.

A solucdo indicadora de fenolftaleina foi preparada na concentracao de 1%em
etanol 96%.

A férmula utilizada para o céalculo da acidez é:

V.f.100
P.c

Onde:

V: Volume de solucédo de NaOH gasto;

f: fator da solucdo de NaOH;

P: nimero de g da amostra usada na titulacao

c: Correcéao para a solucao de NaOH, 10 para solucéo de 0,1 M;

DETERMINACAO DE BIOMASSA

A medida da biomassa celular do inoculo bovino, foi realizada apenas em
umas das fermentacdes, a qual teve manipueira como substrato. Durante 77h de
fermentacéo, foram coletadas por 12 vezes, amostras em quadruplicata de 1 mL
de meio fermentado. O método utilizado para a determinacdo da concentracdo

celular seca foi baseado e adaptado de Rodrigues (2005).

Eppendorfs previamente identificados foram mantidos em estufa a 90°C por
24h. Em seguida foram colocados em dessecador por 30 min para esfriarem, e
anotou-se as massas dos eppendorfs, P;. Volumes de 1 mL do meio fermentado
foram adicionados ao eppendorf identificado e pesado e o material foi
centrifugado a 15.000 rpm por 5 min em uma centrifuga de eppendorf (marca

eppendorf, modelo Centrifugue 5804R). Apds a centrifugacdo, o volume
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sobrenadante contido em cada eppendorf foi descartado, e o so6lido decantado no
interior de cada eppendorf foi seco em estufa a 50°C por 24 h. ApGs este tempo,
0os eppendorfs esfriaram em dessecador por 30 min e foram pesados, P,. A
diferenca, P»-P1 foi considerada como biomassa celular seca. Os valores obtidos
da média aritmética foram plotados em grafico.

QUANTIFICACAO DE ACUCARES REDUTORES (AR)

O método de determinacdo da concentracdo de acUcares redutores
utilizado neste trabalho foi adaptado do método proposto por Miller (1959), que
utiliza o reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), possuindo sensibilidade em
espectrofotémetro ultravioleta/visivel (UV/VIS) na faixa de 0,1 a 1,0 g.L™* de

acucar redutor expresso como glicose.

O reagente DNS foi preparado da seguinte maneira: pesaram-se 10,6 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico e 19,8 g de hidroxido de sédio que foram solubilizados
em 1416 mL de agua destilada e reservou-se esta solucdo. Dissolveu-se com
aquecimento brando 7,6 mL de fenol (fundido a 50°C) e 8,3 g de metabissulfito de

sodio e adicionados a solucao reservada de DNS.

A analise foi realizada misturando-se 400 pL da manipueira, devidamente
diluida, com 400 pL do reagente DNS e aquecido em banho a 100°C por 5
minutos. Em seguida resfriou-se em banho de gelo e adicionou-se 3,2 mL de
solucdo de tartarato duplo de sédio e potassio anidro 12,3 g.L*. O branco foi
preparado pela adicdo de 400 puL de agua destilada substituindo a amostra.
Procedeu-se a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro (UV-Vis) no
comprimento de onda de 540 nm. A curva padrédo de glicose foi construida nas
mesmas condicdes da amostra na faixa de 0,1 a 1,0 g.L™, gerando um modelo de
regressao linear, bem como o coeficiente de determinacéo da glicose em funcao

da absorbancia medida.

Para a quantificacdo dos acucares redutores totais (ART), foi realizada uma
hidrolise acida da amostra, onde uma aliquota de 2,0 mL da manipueira foi
misturada a 2,0 mL de &cido cloridrico 2N, sendo a hidrolise é&cida dos
carboidratos realizada em banho aquecido a 100°C por 5 minutos. Apdés

resfriamento em banho de gelo, a mistura foi neutralizada pela adicdo de 2,0 mL
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de hidroxido de sbédio 2 N e os agucares redutores totais quantificados pelo
método do reagente DNS, conforme descrito no método para AR. O branco foi
preparado pela reagdo de 2,0 mL de &gua deionizada substituindo a amostra.
Acurva padrdo para a analise de ART foi construida com solugdo de sacarose
com concentracdes na faixa de 0,1 a 3,0 g.L™ nas mesmas condicdes de hidrélise

e neutralizacdo da amostra.

UMIDADE

Pesou-se de 2 a 10 gramas da amostra em capsula de porcelana,
previamente tarada, e aqueceu-se por 3 h em estufa apropriada na temperatura
de 105°C. Resfriou-se em dessecador até atingir temperatura ambiente e pesou-

se novamente. A operacao foi repetida até atingir peso constante.

A umidade foi obtida através do calculo:

100.N

= Umidade (%)

Onde:
P: numero de gramas da amostra,

N: nimero de gramas de umidade (perda de massa em Q);

ACIDOS GRAXOS VOLATEIS

Para as analises de alcalinidade e acidos graxos volateis foi utlizada a
metodologia proposta por Buchauer (1998), sendo o resultado da alcalinidade
obtido no mesmo método da quantificacdo dos acidos graxos volateis, porém

calculados com féormulas diferentes.

A amostra retirada da fermentacdo foi filtrada através de um filtro de
membrana de 0,45 um e transferidos 20 mL para um béquer de 50 m L. O
eletrodo de pH foi adaptado dentro da solucao de forma quef icava sempre imerso
abaixo da superficie do liquido. O pH inicial era registrado e a amostra titulada
lentamente com solucdo volumétrica de acido sulfarico 0,1 M até que fosse

atingido pH 5,0 e anotado o volume do titulante. Continuou-se a titulagéo
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lentamente até pH 4,3 e novamente o volume do titulante foi registrado.A titulagdo
seguiu até pH 4,0 e o volume total de titulante adicionado foi anotado.

A titulacdo foi realizada sob agitacdo constante com auxilio de agitador
magnético.
Calculou-se a alcalinidade e a producéo de &cidos graxos volateis através

das férmulas 2 e 3, respectivamente, obtidas por métodos iterativos:

__Vac, 3'N-1000
Vam

Alc (1)

131340-Vacs—_4'N
Vam

AGV = —3,8-Alc—10,9 )

Onde:

Alc: E a medida da alcalinidade a bicarbonato em mmol /L;
Vac: E o volume de solugéo titulante gasto até atingir pH 4,3;
N: E a normalidade exata da soluc&o titulante;

Vam: E o volume da amostra titulada;

AGV: E a quantificacdo deacidos graxos volateis expressos como acido acético

em mg/L;

VAcs.4: E a diferencado volume da solucio titulante gasto entre o pH 5,0 e o pH
4,0.

Solidos Totais (ST) e Solidos Totais Volateis (STV)

A andlise foi feita em duplicata. Antes de adicionar a amostra, os cadinhos
foram calcinados na mufla a 550 °C por 15minutos e colocados no dessecador

para resfriar e em seguida pesados (P1).

Pesou-se cerca de 10 g da amostra (ma) para os cadinhos e colocados em
estufa de secagem a temperatura de 105°C por 24h. ApGs este periodo foram
transferidos para o dessecador e pesados novamente (P2). Em seguida, estes

cadinhos foram colocados na mufla a temperatura de600°C por 45 minutos, sendo
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retirados e colocados em dessecador para resfriar.Os cadinhos foram pesados
novamente apos a calcinacdo (P3). A diferenca entre os pesos P1 e P2, resultou
nos solidos totais (ST). A concentracdo de solidos totais volateis (STV) foi obtida

pela diferenca entre P2 e P3, conforme mostram as equagodes 4 e 5.

ST (%) — (P2-P1)-100 (3)

ma

STV (%) = [(P2-P1)—(P3-P1)]-100 4)

ma

DETERMINACAO DE GLICIDEOS REDUTORES

Transferiu-se, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 10 mL da amostra
para um baldo volumétrico de 100 mL, e completou-se o volume com agua e
agitou-se. A solugéo entéo foi transferida para uma bureta. Num baldo de fundo
chato, com auxilio de pipetas foi transferido 10mL da solucédo de Fehling A e B, e
adicionou-se 40mL de agua. Aqueceu-se até ebulicdo. Entdo, foi adicionado as
gotas, solucdo da bureta sobre a solucdo do baldo em ebulicdo, agitando-se
sempre, até que a solucdo passou de azul para incolor (no fundo do baléo ficou
um residuo vermelho de Cu,0).
100-A-a

P-v

Glicideos Redutores em Lactose (%) =

Onde:

A: Namero de mL da diluicdo da amostra

a: Numero de glicose correspondente a 10mL das solucdes de Fehling (0,066)
P: Volume da amostra (20mL)

V: Numero de mL da solu¢cédo da amostra gasto na titulagao;
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DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO (DQO)

A demanda quimica de oxigénio do permeado do soro de queijo foi

realizado na empresa que cedeu o mesmo, seguindo o Manual Fotdmetro

Nanocolor 500D. Macherey-Nagelde acordo com o procedimento:

Digestdo da Amostra

1.

Preparou-se a amostra para digestédo, utilizando o kit adequado conforme a
DQO esperada.

Adicionou ao tubo com o reagente a seguinte quantidade de amostra:
e Faixa de 20-300 mg/ L DQO: 2 mL de amostra
e Faixa de 100-1500 mg/L DQO: 2 mL de amostra
e Faixa de 1000-15000 mg/L DQO: 0,2 mL de amostra

Adicionou a amostra lentamente com o tubo inclinado, de tal maneira que

formasse duas fases (reagente + amostra).

Fechou-se o tubo, agitou com cuidado (reacéo exotérmica) e colocou-se no

bloco de digestéo, abaixando-se em seguida a tampa de protecao
O equipamento foi ligado e ajustadoa temperatura de digestao para 148°C

por meio da tecla °C.

Ajustou-se o tempo para 02 horas por meio da tecla

Pressionou-se \/para gue iniciasse o processo de digestao.

Apbs o tempo programado o0 equipamento emitiu um sinal, e entdo os tubos

foram retirados com cuidado para ndo haver agitacao.

Transcorridos aproximadamente 10 minutos, agitou-se 0s tubos e o0s

mesmos foram deixados para esfriar a temperatura ambiente.

Leitura da Amostra

1. Digitou-se o numero do teste :

e Faixa 50-300 mg/L DQO: método 033
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e Faixa 100-1500 mg/L DQO: método 029

e Faixa 1000-15000 mg/L DQO: método 028

2. Pressionou-se a tecla \/para confirmacao.

3. Limpou-se o tubo de solugdo neutra com lenco de papel e inseriu-se a

cubeta no fotbmetro.

4. O mesmo procedimento foi feito com as demais cubetas, tomando cuidado

de selecionar sempre o método dependendo da faixa de DQO utilizada.

PROTEINA
DIGESTAO OU MINERALIZACAO

A quantificacdo de proteina, ou nitrogénio total do permeado do soro do
gueijo foi realizado na empresa que cedeu 0 mesmo, empregando-se a
metodologia descrita pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento —

MAPA de seguindo o procedimento explicado a seguir.

Pesou-se em balanca analitica a amostra e transferi-se para tubo de
Kjeldahl. Foi Adicionado 2,5 g de mistura catalitica e 7 mL de acido sulfurico p.a.
os tubos foram aquecidos em bloco digestor, a principio, lentamente, mantendo a
temperatura de 50°C por 1 (uma) hora ou dependendo das instrucbes do
fabricante do bloco digestor. Em seguida, elevou-se gradativamente até atingir
400°C. Quando o liquido se tornou limpido e transparente, de tonalidade azul-
esverdeada, retirou-se do aquecimento, deixou-se esfriar e entdo adicionou-se 10

mL de agua.
DESTILACAO

Acoplou-se ao destilador um erlenmeyer contendo 20 mL de solucédo de
acido bérico a 4 % com 4 ou 5 gotas de solucao de indicador misto (erlenmeyer
receptor do destilado). Adaptou-se o tubo de Kjeldahl ao destilador e adicionou-se
a solucao de hidréxido de sodio a 50% até que a mesma se torne negra (cerca de
20 mL). Procedeu-se a destilacdo coletando cerca de 100 mL do destilado. A

solucéo receptora foi mantida fria durante a destilacéo.
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TITULACAO

Titulou-se com solugdo de acido sulfarico 0,1 N ou solugdo de acido
cloridrico 0,1 N até a viragem do indicador.

CALCULOS

VoN-f-0014-100
m

Proteina (%) =

Onde:

V = volume de solucéo de &cido sulfurico 0,1N, gasto na titulacdo apds a correcao

do branco em mL

N = normalidade da solu¢éo de acido sulfarico 0,1N

f = fator de correcdo da solucéao de acido sulfarico 0,1N
m = massa da amostra em gramas

F = fator de conversao da relacao nitrogénio/proteina para leite e derivados = 6,38
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