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Resumo

Titulo: PRODUCAO DE CARBOXILATOS NA FERMENTACAO ANAERO-

BIA A PARTIR DE RESIDUOS ORGANICOS.

Autor: FREDY ALEX TELLO IDME

Orientador: Prof. Dr. Joachim Werner Zang

Coorientadoras: Prof. Dr. Warde da Fonseca-Zang e Profa. Dra. Regina Célia

Bueno da Fonseca
A bioproducao de acidos carboxilicos (ACs), por digestao anaerébica, a partir de recursos
renovaveis, tais como residuos organicos de atividades agroindustriais, tem chamado aten-
¢do, pois contribui para a reduciao de impactos ambientais e de escassez de matérias pri-
mas, bem como altos precos do petroleo. Este trabalho teve como objetivo pesquisar e dis-
cutir o aproveitamento de residuos organicos disponiveis no Brasil através da Digestao
Anaerodbia (DA) para geracao de produtos quimicos de base para a indastria (platform che-
micals), especialmente Carboxilatos. A dissertacao foi desenvolvida em cooperacao inter-
nacional entre o IFG e os institutos na Alemanha, UFZ: o Centro de Pesquisa de Meio Am-
biente, em alemao Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung, abreviado UFZ e o DBFZ:
Centro Alemao de Pesquisa de Biomassa, em alemao Deutsches Biomasseforschungszen-
trum gemeinniitzige GmbH, abreviado DBFZ. Esses institutos alemaes lideram a pesquisa
e conhecimentos sobre o tema carboxilatos e DA na literatura. Apos da revisao bibliogra-
fica, foram selecionados os residuos agroindustriais para a pesquisa, sendo torta de filtro
de processamento de cana-de-actcar e residuos de processamento de mandioca. Além
disso foram adaptadas e testadas as rotas experimentais, sendo a determinacao das pro-
priedades fisico-quimicas importantes dos substratos e do indculo, e os experimentos de
digestdao anaerdbia em 30 reatores divididos em duas rotas (Rota A: arqueas ativas e rota
B: arqueas inibidas). Foi selecionado um método cromatografico (CG) para a quantificacao
de acidos carboxilicos gerados nos experimentos. Os ACs encontrados em maior quanti-
dade foram na fermentagao da torta de filtro. Os valores mais significantes foram observa-
dos para os teores de acido acético e acido butirico, aumentando no dia 4 do experimento
na rota A para rota B no caso de acido acético de 51 mg/gmso para 294 mg/gmso, € no caso

de acido butirico de 15 mg/gmso para 197 mg/gwmso.

Palavras-Chave

acidos carboxilicos; fermentacao anaerdbia; biogas; plataforma quimica.



Abstract

Title: PRODUCTION OF CARBOXYLATES IN ANAEROBIC FERMENTA-

TION FROM ORGANIC WASTE.

Author: FREDY ALEX TELLO IDME

Advisoror: Prof. Dr. Joachim Werner Zang

Coadvisors: Prof. Dr. Warde da Fonseca-Zang e Profa. Dra. Regina Célia Bueno

da Fonseca
The bioproduction of carboxylic acids (CAs), by anaerobic digestion, from renewable re-
sources, such as organic residues from agro-industrial activities, has attracted attention,
because it contributes to the reduction of environmental impacts and scarcity of raw ma-
terials, as well as high oil prices. This work aimed to research the use of organic waste
available in Brazil through Anaerobic Digestion (AD) to generate basic chemical products
for industry (platform chemicals), especially Carboxylates. The dissertation was developed
in international cooperation between the IFG and the institutes in Germany, UFZ: the Cen-
ter for Environmental Research, in German Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung, ab-
breviated UFZ and the DBFZ: German Biomass Research Center, in German Deutsches
Biomasseforschungszentrum gemeinniitzige GmbH, abbreviated DBFZ. These German in-
stitutes lead the research and knowledge on the topic of carboxylates and AD in the litera-
ture. After the bibliographic review, agro-industrial residues were selected for the research,
including filter cake from sugar cane processing and residues from cassava processing. In
addition, the experimental routes were adapted and tested, with the determination of the
important physicochemical properties of the substrates and the inoculum, and the anaer-
obic digestion experiments in 30 reactors divided into two routes (Route A: active archaea
and route B: inhibited archaea). A chromatographic (CG) method was selected for the
quantification of carboxylic acids generated in the experiments. The CAs found in greater
quantities were in the filter cake fermentation. The most significant values were observed
for the contents of acetic acid and butyric acid, increasing on day 4 of the experiment from
route A to route B in the case of acetic acid from 51 mg/gmso to 294 mg/gmso, and in the

case of butyric acid from 15 mg/gmso to 197 mg/gmso.

Keywords

carboxylic acids; anaerobic fermentation; biogas; platform chemicals.
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CAPITULO 1

Introducao

O modelo energético baseado em combustiveis fosseis esta finalizando, devido ao au-
mento da demanda global de energia. Biocombustiveis como etanol e butanol podem ser
produzidos através da fermentacio do gés de sintese por bactérias acetogénicas (RAMIO-
PUJOL et al., 2015).

Nossa sociedade esta produzindo cada vez mais residuos orgéanicos e ha necessidade
de alternativas ao petroéleo, extraindo combustiveis liquidos e/ou solventes industriais des-
ses residuos abundantes. Culturas mistas anaerobias podem lidar com a complexidade e
variabilidade de residuos organicos, produzindo carboxilatos que podem ser convertidos
de forma eficiente em produtos biol6gicos tteis (AGLER et al., 2011).

Devido ao clima tropical, a digestao anaerobica no Brasil é amplamente utilizada e es-
pera-se investimento na recuperacao de produtos como metano e acidos carboxilicos (AC)
(GUSTAFSSON et al., 2022). No Brasil existem 811 usinas de biogés, das quais 755 estao
em operacao e produzindo energia (93%), 44 estdo em fase de implementacao (5%), 12
estao em reforma (2%) e devem operar novamente em 2022, aumentando 20% em relacao
a0 ano 2020 (675 usinas), indicando que o mercado continua em fase de expansao (CIBi-
ogas 2022). Os substratos mais utilizados sao os residuos agricolas e industriais, represen-
tando 47% e 34%, respectivamente, e em termos de biofabricas de ACs, no Brasil ainda nao
existe nenhuma planta (GUSTAFSSON et al., 2022).

Ha diferentes formas de processar os residuos organicos no conceito de biorrefinarias:
a plataforma de acticar ou fermentaciao para combustiveis (indastria sucroalcooleira ou
sucroenergéticas); a plataforma de pirdlise e syngas, na qual os sistemas termoquimicos
convertem biomassa em gas de sintese e outros produtos; e a plataforma de carboxilatos,
onde matérias primas organicas sao convertidas em produtos quimicos de matéria-prima
intermediaria, usando hidrolise e fermentacao sob condi¢oes anaerdbias, considerada uma
opcao muito interessante para tratamento de residuos complexos em larga escala. A "pla-
taforma de carboxilatos" constitui uma combinacao de vias biologicas e quimicas para a
conversao de residuos em bioprodutos. Estudos foram feitos para lograr uma separacao
eficiente de carboxilatos do caldo de fermentacao, inibicao de metan6genos hidrogenotro-
picos e direcionar o processo microbiano para gerar os carboxilatos em taxas suficientes
(AGLER et al., 2011).
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Este trabalho pesquisou e experimentou biomassas em rotas de DA com inibicao da

metanogénese para produzir acidos carboxilicos.

1.1 Objetivos

Objetivo Geral:
Testar rotas tecnolégicas para o aproveitamento de residuos organicos
disponiveis no Estado de Goiés, Brasil, por meio da tecnologia de Digestao
Anaerodbia (DA) para geracao de produtos quimicos de base (platform chemicals),

especialmente carboxilatos.

Objetivos Especificos:

o Produzir Acidos Carboxilicos na escala laboratorial a partir de substratos
especificos, utilizando in6culos com arqueas metanogénicas desativadas em
reatores anaerobicos; e

o Elaborar um produto técnico com os resultados da pesquisa, em formato de
uma publicacdo, implementando metodologias de biodigestao convencionais e

modificadas para a producao de carboxilatos.

Esta dissertacdo estd dividida em capitulos, sendo: Capitulo 1 Introducdo e
objetivos; Capitulo 2 Desenvolvimento/referencial tedrico; Capitulo 3 Testes e
experimentos laboratoriais; Capitulo 4 Anélise da Producio de Acidos Carboxilicos;

Capitulo 5 Interpretacao — discussao de resultados e divulgacao; Conclusoes.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento

2.1 Referencial Tedrico

A Digestao Anaerobia é um processo de producao de energia a partir de residuos
organicos, que requer a transformacao por microrganismos em condi¢oes anaerdbias
(auséncia de oxigénio). Varios tipos de residuos, incluindo residuos domésticos, re-
siduos agricolas, industriais e residuos quimicos, sao processados para produzir bio-
gas utilizando varios métodos (ALREFAI et al., 2020).

A fermentacao alcodlica ocorre em leveduras e outros microrganismos e produz
alcool e di6xido de carbono. Tem diversas aplicacoes, incluindo a producao de alimen-

tos e bebidas, como pao, cerveja e vinho (PANDA, 2022).

Os 4cidos carboxilicos sdo os compostos organicos, cujas estruturas contém um
ou mais grupos carboxilas (COOH, que representa a uniao do grupo carbonila (C=0) e
da hidroxila (OH)). Embora encontrem mercado pelo uso direto na indastria de ali-
mentos, a capacidade dessa carboxila terminal de sofrer reaces de reducao, aminacao,
esterificacdo ou neutralizacdo, caracteriza essa classe de compostos como intermedia-
rios importantes na induastria quimica, através dos quais se obtém uma série de outros
produtos tais como 4lcoois, aldeidos, amidas ésteres, sais e polimeros (BELEM et al.,
2020).

Os derivados dos acidos carboxilicos sao nomeados como halogenetos de acila,
anidridos de acidos carboxilicos (anidridos), alcanoatos de alquila, alcanamidas e al-
canonitrilas, dependendo do grupo funcional. Estes derivados sofrem hidrolise (em
meio 4cido ou bésico) gerando o acido carboxilico correspondente, combinam-se com
alcoois para dar ésteres e com aminas para dar amidas. Eles formam cetonas com rea-
gentes de Grignard e outros organometalicos, e os ésteres podem reagir com uma se-
gunda molécula de reagente para dar alcoois. A reducao com hidretos leva a produtos
em varios estagios de oxidacado: aldeidos, alcoois ou aminas (VOLLHARDT et al.,

2013), ver Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Férmulas moleculares, pontos de ebulicao e constantes de dissociagdo acida
(Ka) de alguns acidos carboxilicos.

Acidos monocarboxilicos*

Formula P.E./
Nome do acido molecular °C Ka
Formico (metanoico) HCOOH 100,5 1,80 x 104
Acético (etanodico) CH COOH 118 1,75 X 1075
Propionico (propanoico) CHsCH-COOH 141 1,34 X 1075
Butirico (butanéico) CH,CH:CH.COOH 164 1,52 X 1075
Valérico (pentanoéico) CH4(CH2);COOH 187 1,44 X 1075
Caproico (hexanoico) CH,5(CH.),COOH 205 -
Caprilico (octanoico) CH5(CH.)sCOOH 239
Caprico (decandico, P.F. 31 °C) CHj3(CH2)sCOOH 269
Acidos dicarboxilicos*
Formula P.E./

Nome do acido molecular °C Ka
Succinico (butanodioico, P.F. 187 °C) HOOC(CH ) COOH 235 Kau=6,2X105

K =2,3x10°
Glutéarico (pentanodiotico, P.F. 98 B i
°C) HOOC(CH:),CcOOH 303  Ka=4,6x107%

Kax =3,7x10°
Adipico (hexanodidico, P.F. 153 °C) HOOC(CH2);COOH 340 Ka1=3,8x105

Kax =3,8x10°

Fonte: Adaptado de ROGERIO et al., 2002
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Tabela 2: Aplicacoes de alguns acidos carboxilicos e seus sais na industria.

Aditivo Funcao Acao Alimentos
Propionato de  Conser- Propionato de célcio: previne o cresci- Paes, tortas e
sodio vante mento do mofo em paes. Propionato de bolos.
ou calcio s6dio: usado em tortas e bolos, pois o cal-

cio altera a acao de fermentos quimicos.
Acido citrico/  Acidulante, Acido citrico: usado como acido fraco, Sorvetes, sucos
citrato de so6- aromati- um aromatizante citrico, e como antioxi- de frutas, balas,
dio zante, dante. Citrato de s6dio: um constituinte =~ bebidas carbo-
agente que- de tampao que controla acidez de gela- natadas, fritas
lante tina, geléia, sorvetes, balas e outros ali- (batatas).
) mentos.
Acido fuma- Acidulante  Solido a temperatura ambiente, barato, Bebidas energé-
rico altamente acido, é uma fonte ideal de aci- ticas, pudins,
; dez em géneros alimenticios secos. gelatinas, tortas.
Acido latico Regulador  Inibe a deterioracao de azeitonas espa- Azeitonas espa-
de acidez nholas, controla a acidez em queijos in- nholas, queijos,
dustrializados. Confere sabor picante a sobremesas con-
sobremesas congeladas, bebidas carbo- geladas e bebi-
natadas e aromatizadas com aromas de das carbonata-
frutas, etc. das.
Benzoato de Conser- Indastrias o tém usado por mais de 70 Sucos de fruta,
sodio vante anos para prevenir o crescimento de mi-  bebidas carbo-
croorganismos em alimentos acidos. natadas e con-
; servas.
Acido sorbico/ Antimofo Ocorre naturalmente em plantas e em Queijo, bolos,
sorbato de po- alimentos, vinhos, frutas
tassio previne o mofo. desidratadas,
xaropes e ge-
léias
Acido ascor- Antioxi- Previne a perda de cor e sabor por reagir  Carnes, sucos e
bico dante, com o “indesejavel” oxigénio em alimen-  alimentos enri-
estabili- tos; também evita a formacao de nitrosa- quecidos
zante minas, que se formam do nitrito de sédio
usado com inibidor de crescimento de
microorganismos.
Tartarato Acidulante  Ingrediente 4cido de fermentos em p6e  Fermentos em
acido de controlador de acidez. pO, massas assa-
potassio das

Fonte: (ROGERIO et al., 2002)

Os produtos quimicos de plataforma (platform Chemicals) sao intermediarios

quimicos, a partir desses sao gerados varios derivados com diferentes usos finais por

meio de transformacoes fisicas e quimicas especificas. Devido ao seu amplo potencial
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de aplicacao, produtos quimicos de plataforma podem fornecer alto valor comercial
(ROCHA et al., 2015).

Para a producao de carboxilatos, que sao produtos quimicos basicos valiosos e
com amplo espectro de aplicacao, pode ser realizada pela fermentacao anaerébica dos
residuos da cana-de-acgucar pela microbiota. Os carboxilatos produzidos podem ser
usados diretamente na indtstria quimica ou convertidos em produtos secundarios por
meio de processos (eletro) quimicos ou biolégicos, por exemplo, para producao de bi-
oplasticos, combustiveis, aditivos alimentares e de racoes, produtos farmacéuticos ou
cosméticos. A producao de carboxilato também pode ser combinada com DA em um
processo em cascata: Apos a recuperacao dos carboxilatos da etapa de fermentagao
anaerdbica, os produtos de fermentacao indesejados restantes e os residuos de subs-
trato recalcitrantes sao transformados em biogas na etapa subsequente de DA. Isto
permite um material acoplado e o uso energético da biomassa que é mais sustentavel
do que a utilizacao energética exclusiva ou a compostagem (FORMANN et al., 2020).

As melhores condicdes para a producio de Acido Carboxilico (AC) sdo: pH pro-
ximo a 6,6; temperaturas mesofilicas (37 — 42 °C), pois proporciona maior estabilidade
operacional; Pressao Parcial de Hidrogénio (PPH) préximo a 10-5 combinados com li-
mitacdo de CO2; Tempo de Retencao Hidraulica (TDH) de 4 a 8 dias para sistemas
continuos. No entanto, esses parametros tém efeitos inter-relacionados que exigem
uma visao holistica para definir as configuracoes ideais do processo. As condi¢des mais
eficientes sao o uso de sistemas de dois estagios: baixo pH como inibidor da metano-
génese e extracio de Acidos Carboxilicos (ACs) em linha, evitando a inibico por causa
da toxicidade dos produtos (SILVA et al., 2020).

Um desafio da dissertacao foi a inibicdo de micro-organismos metanogénicos
para parar o processo de fermentacao anaerdbia na fase de geracao de carboxilatos.

A digestao anaero6bia é dividida em quatro etapas, iniciando-se com a hidrolise até
a metanogénese, cCOmo a seguir:

1. Hidrdlise,

2. Acidogénese;

3. Acetogénese; e

4

. Metanogénese.
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Na Figura 1 pode-se observar que no processo, o substrato complexo é transformado,
principalmente, em metano, diéxido de carbono, gases tracos, bem como digestado

liquido na forma de uma suspensao do material menos ou nao digerivel.

Figura 1 — Fluxograma simplificado do processo de digestao anaerébia DA.
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Fonte: Adaptado de GIZ, Alemanha, 2010.

Na Figura 2, o foco é a producdo de compostos intermediarios, como os acidos
carboxilicos (ACs), as etapas posteriores a acidogénese devem ser inibidas
(GROOTSCHOLTEN et al., 2013).

Nesse processo, a hidrolise é a etapa mais lenta da digestao anaerobia, é limitante na
degradacao de residuos organicos, em que os polimeros complexos (como lipideos,
proteinas e carboidratos), sao transformados em compostos organicos soliveis menores
(acidos graxos, aminoacidos e glicose). Por isso, € necessario melhorar a taxa de hidrolise
para aumentar a disponibilidade de matéria organica na fracao solavel, facilitando sua
posterior bioconversao a AC (PHAM VAN et al., 2018). Dessa forma, sao estratégias para
acelerar o processo de hidrolise a otimizacgao de fatores operacionais (que serao discutidos
a seguir) e a aplicacao de pré-tratamento aos residuos organicos antes da fermentacao.

Os métodos adotados para o pré-tratamento sao: quimicos (acidos e alcalinos), fisicos

(térmicos, micro-ondas e ultrassom) e biolégicos (enzimas) (FDEZ-GUELFO et al., 2011).



2.1 Referencial Teérico 22

Figura 2 — Digestdo anaerdbia tradicional e modificada.
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Fonte: Adaptado de (SILVA et al., 2020).

A segunda etapa, apresentada na Figura 2 (acidogénese), é responsavel pela formacao
dos ACs e, por isso, € uma etapa muito importante que precisa ser melhor entendida. A
fermentacao acidogénica ocorre a partir de vias metabdlicas coexistentes em processos
anaerobios, que determinam os produtos formados pelo direcionamento do &cido
piravico, o qual pode ser bio-convertido a uma ampla gama de produtos, tais como
acetato, propionato, butirato, etanol, propanol, butanol, hidrogénio e di6xido de carbono.
O direcionamento da via metabolica esta relacionado com os parametros operacionais
adatZdomndafpesneniacao acidogénica, como tipo de indculo e substrato, pH, temperatura
e o Tempo de Retencao Hidraulica-TRH (SILVA et al., 2020).

In6culos de origem anaerdbia com inibicdo de microrganismos metanogénicos, pH
proximo de 7,0 e temperatura acima de 30°C sao fatores que geralmente aceleram a ciné-

tica da reacao de acidogénese, resultando na mais rapida producao de acetato, acido que
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se forma em maiores quantidades durante o processo de digestao anaerobia (ZHOU et al.,
2018).

2.2, Etapas da pesquisa

O fluxograma da Figura 3 mostra o desenvolvimento da pesquisa e suas diferentes fases,
incluindo levantamento de informacoes e revisao bibliografica. O fluxograma orienta o ca-

minho seguido neste trabalho para alcancar seus objetivos.

Figura 3 - Representacdo grdfica das etapas da pesquisa na forma de fluxograma.
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2.2.1 Revisdo Bibliografica Sistematica

2.2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA SISTEMATICA (RBS) SOBRE O TEMA

2.2.1.1 Revisao bibliografica sistematica sobre rotas tecnologicas de transfor-
macao de biomassa para acidos carboxilicos

Na primeira fase da pesquisa foi realizada uma sele¢ao de referéncias mais re-
presentativa da area da Digestao Anaerdbia (DA) publicados entre os anos 2000 e 2021.
Essa selecao foi realizada mediante qualificacao de peridédicos disponivel no Portal de Pe-
riddicos da CAPES (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), Sci-
entific Electronic Library Online — SciELO, biblioteca eletronica; optou-se por buscar ar-
tigos da area de ciéncia e tecnologia, com as palavras chaves: biogas, digestao anaerobia, e
biorrefinaria, encontrando-se mais de 20 referéncias.

Na etapa seguinte da pesquisa optou-se por analisar apenas os artigos que con-
tém os termos “carboxilatos, acidos carboxilicos, analise de acidos graxos, acidos carboxi-
licos de cadeia curta, caracterizacao da mandioca e torta de filtro de cana de ac¢tcar”, utili-
zando o software Mendeley para a organizacao das referéncias e sua formatacao. O Quadro

(no Apéndice A) mostra as diferentes referéncias bibliograficas selecionadas.

2.2.1.2 Divulgacao da pesquisa e seus resultados: Evento internacional Carbo-
xAiD 2022

Os procedimentos analiticos desenvolvidos foram apresentados e discutidos an-

tes de serem iniciados no Workshop Internacional CarboxAiD realizado em Goiania nos

dias 22 ao 26 de setembro de 2022, junto com os parceiros do projeto da Alemanha, Tur-

quia, Equador, Alemanha e Brasil. No Anexo B, a Figura (foto) mostra os participantes do

workshop, e a Figura no Anexo C mostra o site do projeto CarboxAiD.

2.2.2 Identificacao de disponibilidades de matérias-primas

Apbs a fase da revisao da literatura sistematica (RBS) foram selecionados dois
residuos ou subprodutos de processamento de plantas agricolas devido as propriedades
favoraveis para a geracao de biogas, indicio para uma boa digestibilidade no processo de
fermentacdo anaero6bia, indices relativamente baixas de um aproveitamento economica-
mente e ecologicamente interessante, bem como as quantidades significantes disponiveis

no Brasil. Para os residuos de processamento de cana-de-actcar, foram selecionados neste
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caso, a torta de filtro e residuos de processamento de mandioca, material “entre casca”. Ver

Figuras 4 e 5.

Figura 4 — Torta de filtro.

"“"3;'&%—" r ﬂ

Fonte: Fredy Tello

Figura 5 — Entrecasca de mandioca.

Fonte: Fredy Tello

2.2.2.1 Residuos de processamento de cana de actcar

O Brasil é o maior produtor de cana de agtcar (Saccharum officinarum L.) e além

de ser exportador mundial de actcar refinado, também utiliza o etanol como combustivel

de veiculos. A torta de filtro € um residuo composto da mistura de bagaco moido e lodo da

decantacdo, sendo proveniente do processo de clarificacao do acticar (BERNARDINO et

al., 2018). A Figura 6 apresenta o fluxograma simplificado de procedimento industrial de

cana-de acgucar e a geracao da torta de filtro no Brasil.
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Figura 6 - Fluxograma simplificado de processamento industrial de cana-de-agicar e a gera-
cdo da torta de filtro no Brasil.
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Fonte: (ZANG et al., 2018) (modificado)

Desidratagao

A torta de filtro pode ser incorporada a mistura da vinhaca tendo ganho de biomassa
podendo ser aproveitada para geracao de metano. A quantidade de s6lidos constantes
nesta mistura, podem interferir no resultado e impedir o bom funcionamento dos biodi-
gestores. Estes dados variam devido as diferencas na composicao da cana-de-acgucar e as
condicoes aplicadas em processos da destilacao do etanol (FRICK, 2018). O Quadro 1 de-

mostra a composicao basica da torta de filtro.

Quadro 1: Caracteristicas fisico-quimicas da torta de filtro.

Unida-

Parametros des Maio Setembro Novembro

TS % 22.85 22,02 23,7
VS % TS 75,86 81,43 75,33
Celulose % 29,51 33,25 30,39
lignina % 24,31 27,13 28,48
hemicelulose % 26,32 29,15 30,23
extrativos % 19,86 10,47 10,89
carboidratos e lignina % 77,02 80,03 83,19
proteinas brutas % 17,99 14,33 11,89
gordura bruta % 4,99 5,64 4,92

Fonte: (LEITE et al., 2015) (traduzido)
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2.2.2.1 Residuos de processamento de cana de agticar

O processamento de cada tonelada de cana de acacar (Figura 7) determina cerca de
40 kg de torta de filtro como residuo, e deste modo,
> 68 milhGes de toneladas/ano de torta de filtro mundialmente;
> 21,5 milhoes de toneladas/ano no Brasil; e
» 2,9 milhoes de toneladas/ano em Goias com composicao de 85,1% de matéria orga-
nica, sendo 11% de lignina, 34% de hemicelulose e 38% de celulose (LEITE et al.,,
2015 e BERNARDINO et al.,2018).
Na safra 2022 - 2023 a previsao é de um acréscimo de 3,13% na producao de cana
de acudcar, equivalente a 539 milhoes de toneladas, gerando 21,56 milhoes de toneladas de

torta de filtro (UNICA, 2023).

Figura 7: Residuos de processamento de cana de acticar.

Bagaco Palha Vinhaca Torta de filtro

Fonte: GLOBO, 2023
2.2.2.2 Residuos de processamento de mandioca

A mandioca (Manithot esculenta Crantz) é rica em matéria organica biodegradavel, as-
sim como os efluentes e residuos industriais. A producao de biogas através da digestao
anaerodbia, associa tratamento de residuos e geracao de energia e digestado (MCTI, 2020).

A Figura 8 mostra as etapas do processamento de mandioca e os residuos gerados.

! Globo, 2023. Disponivel em: https://gl.globo.com/economia/agronegocios/agro-a-industria-riqueza-do-brasil/noti-
cia/2021/07/17/de-onde-vem-0-que-eu-como-e-uso-residuos-da-cana-de-acucar-geram-o-biogas-que-vira-
energia-eletrica-e-combustivel-substituto-do-diesel.ghtml , Acesso em 06 de 08 2023.
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Figura 8: Etapas da producado de farinha e fécula de mandioca.
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Fonte: Adaptado: Embrapa (2022).

A casca e entrecasca da mandioca, residuos s6lidos gerados durante o processa-
mento da mandioca na fabricacao de farinha e fécula, apresentam um elevado teor de umi-
dade, sendo propicia a fermentacao; apresenta aproximadamente 5% do peso total das ra-
izes, possuindo baixa quantidade de proteinas e grande quantidade de fibra e amido. Por-
tanto, utilizar a casca da mandioca como in6culo no processo de digestao, € uma solucao
para diminuir os impactos ambientais e agregar valor a esse residuo (NEVES et al., 2019).

A fibra de mandioca e a casca de mandioca, consideradas como residuos, elas tém
um potencial de biometano mais elevado em comparacao com a serragem e sao por tanto

mais adequados para a producao de biometano (MABECUA et al., 2021).
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Em condicoes experimentais, o bagaco de mandioca apresentava um contetido de
amido com uma média de 64%, tornando-o como uma matéria-prima eficiente para o pro-
cesso de producao de segunda geracao de etanol, com um potencial médio de producao de
etanol de 0,25 m3/t de bagaco de mandioca (MARTINEZ et al., 2018).

Ha estudos que indicam a viabilidade ecol6gica, energética, econémica e eficiéncia na
producao de biogas reaproveitando os residuos do processamento da mandioca (SACHO
et al., 2022).

A producao de Mandioca no mundo é 293 milhdes de toneladas de mandioca, e
no Brasil produz 19,8 milhoes de toneladas (CONAB, 2020), sendo que nas:

> Regioes Norte e Nordeste com 61,18%;

» Regiao Sul com 22,1%;

» GOIAS 10,9% (187,1 mil toneladas) (EMBRAPA, 2020).
Para a produciao de casca e entrecasca de mandioca:

> 14,65 milhoes de toneladas no mundo;

> 1,5 milhoes de toneladas no Brasil,;

> 9,3 mil toneladas em Goiés.

A casca e entrecasca representam cerca 5% do peso total possuem baixa quan-

tidade de proteinas, e grande quantidade de fibra e amido, podendo utilizar-se como subs-

trato no processo de digestao (NEVES et al., 2019).
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CAPITULO 3

Testes e experimentos laboratoriais

A parte experimental da pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Quimica
do Instituto Federal de Goias (IFG), situado na Rua 75, 46, Centro, Goiania - GO, 74055-
110, com a colaboracao do Técnico Responsavel: Quimico e Mestre em Tecnologia de Pro-

cessos Sustentaveis Marcus Vinicius Ramos.

3.1 PARTE EXPERIMENTAL — ENSAIOS

Os experimentos de fermentacao anaerdbia foram desenvolvidos em reatores de vi-
dro de 500 mL na forma de batelada. Para realizar os ensaios, antes o inoculo e os substra-
tos tiveram de ser preparados. O in6culo selecionado foi o esterco fresco de vaca, os subs-
tratos selecionados apés a revisao bibliografica sistematica foram a torta de filtro de uma
industria de processamento de cana-de-agticar Nova Galia em Paratina-GO, e residuos de
processamento de mandioca da cooperativa mista dos pequenos produtores de polvilho e
derivados da mandioca da regiao do cara, Cooperabs, situada na Rodovia GO-020, SN, KM
45, Zona Rural - Bela Vista de Goias - GO
CEP 75240 - 000.

Como substancia de referéncia foi empregada a celulose microcristalina P.A da La-
bsynth Produtos para Laboratorios LTDA. O Apéndice A complementa com imagens da pes-

quisa e experimentos.

3.1.1 Preparo do inéculo (IN):

O indculo de esterco fresco foi coletado num criadouro de gado bovino no municipio
de Aparecida de Goiania (cerca 1,5 Kg). Foi feita a diluicao 1/1 com agua sem Cloro para
depois peneirar (peneira com malha de 2 mm), e finalmente guardar em Banho Maria
(38°C). O residuo que ficou na peneira foi reservado em um recipiente para fermentacgao
aerobia (compostagem) e finalmente sera utilizado como adubo na forma diluido com um
fator de diluicao de 10. A Figura 9 mostra o fluxograma de preparacao do inéculo. A Figura

10 mostra os passos de 1 a 3 da diluicao do inoculo com agua 1/1 e peneiramento < 2mm.
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Figura 9 - Fluxograma de preparacao do inéculo.

Peneirar
malha 2mm

l

IN
Guardar em banho
Maria 38 °C

Figura 10: Diluicdo do inéculo com dagua 1/1 e peneiramento < 2mm.

Fonte: Fredy Tello.

3.1.2 Preparo do substrato (SU):

A torta de filtro coletada, ja esmagada pelo processo de moagem na usina de
alcool, nao precisava ser triturada, foi peneirada com peneira de malha até < 2 mm (Figura
11). A parte fina peneirada foi conservada congelada no freezer até o experimento de fer-
mentacao por cerca duas semanas (T= -8°C). Os residuos que ficaram na peneira tiveram

como destino a compostagem.
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Figura 11- Fluxograma de preparacao dos substratos

Triturar

Peneirar

malha 2mm Residuo

SuU
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3.1.3 Determinaciao Massa Seca e Matéria Organica Seca (MOS ou SV) do
inéculo e do substrato

A matéria seca (MS) é determinada apds a secagem de uma amostra em uma
estufa com temperatura de 105°C (QUEVEDO, 2021). A quantidade de MS é definida
pela diferenca entre as massas, antes e ap6s da secagem da amostra.

Para a determinacao da matéria organica seca (MOS) é necessario a calcina-
cao da amostra seca em um forno mufla a uma temperatura de 550°C por 4 horas
(QUEVEDO, 2021), resultando apenas cinzas (matéria mineral inorganica), corres-
pondendo a fracao de solidos fixos totais (SFT).

A diferenca entre a massa de matéria seca (MS) e a massa de matéria inorganica
(SFT) corresponde ao valor de matéria organica seca (MOS) que estava presente no
substrato. A fracao volatil assim determinada representa a quantidade de matéria or-
ganica disponivel para ser biodigerida em uma amostra (QUEVEDO, 2021).

O fluxograma da Figura 12 mostra a sequéncia dos procedimentos, equacoes (1)

e (2) os calculos necessarios.
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Figura 12 - Fluxograma de determinacgdo de matéria seca e matéria organica seca das amos-
tras
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CALCINACAO comamostra | 30 min 3220 °C.

seca my

Sélides volateis
(COy)

Forno mufla
20 min a 550 °C

Pesar cadinho
com cinzas
my

(Fonte: Andrade e Zang, 2022).

O calculo do teor de sélidos totais (ST ou MS) é dado de acordo com a equacao 1:

ST =100 3™ €))
m; —my
no qual,
ST Solidos totais %
m; Massa do cadinho vazio G
me Massa do cadinho com a amostra G
ms Massa do cadinho ap6s a secagem G

O calculo dos sélidos volateis (SV ou MOS) é dado conforme a equagao 2:

ms;—m
SV =100 ——— (2)
m; —my
no qual,
SV Contetdo de solidos volateis %
ST
mi Massa do cadinho vazio g
me Massa do cadinho com a amostra g
ms Massa do cadinho apos a secagem g
my Massa do cadinho ap6s calcinacao g
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3.1.4 Resultados de analise das propriedades fisico-quimicas das amostras e

testes de fermentacao anaerodbia.

As analises de solidos totais ST ou massa seca MS foi realizado por pesagem antes e
depois da secagem das amostras em estufa marca MED CLAVE, modelo MOD1 em 105
°C por 24 horas. Os resultados sao mostrados no Quadro 2.

Para as analises das amostras dos experimentos futuros todos os procedimentos se-
rao repetidos em triplicata.

Obs.: se for tabela, abrir as laterais. Se for quadro, deixar as laterais e mudar o de
tabela para quadro.

Quadro 2 — Andalise da massa seca MS e massa organica seca MOS dos substratos bagaco de
cana e torta de filtro de cana.

Cadinho ST
Cadinho va- | com amos- | Cadinho com
Amostra zio m, [g] tra amostra seca | [% m/m]
m;[g] ms[g]

Bagaco de 85,814
cana 98,879 102,573 102,049

41,447
Torta de filtro 97,231 114,445 104,371

O calculo do teor de solidos totais (ST ou MS) é dado de acordo com a equacao
(1), e no caso, para:

102,049-98,879

— — 0,
Bagaco de cana ST =100 ‘10257308870 — 85,814%
e
Torta de filtro ST = 100 .~ 22207250 _ 49,4479

114,445-97,231

Para a determinacdo da massa organica seca (MOS) foi realizado por pesagem antes
e depois da calcinacao das amostras em forno mufla marca EDG, modelo EDG3P-S em 550
°C por 4 horas. Os resultados sao mostrados no Quadro 3.

Para as analises das amostras dos experimentos todos os procedimentos foram re-
petidos em triplicata.
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Quadro 3 — Andlise da massa seca inorganica (cinzas) e MOS (SV) do bagaco de cana e

torta de filtro de cana apés calcinacao.

Cadinho Cadinho Cadinho Sv
Cadinho | com amos- | com amos- apos
Amostra vazio tra traseca | calcinacao [%
m1 [g] m2 [g] m3 [g] m4 [g] m/m]
Bagaco de cana| 13,207 13,961 13,891 13,242 86,074
Torta de filtro 13,495 15,516 14,891 14,147 36,813

O calculo dos solidos volateis (SV ou MOS) é dado conforme a equacao (2), e no

caso, para:

Bagaco de cana

Torta de filtro

SV =100.

SV =100.

13,891-13,242

13,961-13,207

14,891-14,147

15,516—-13,495

=86,074%

=36,813%

3.2 METODOLOGIA DA FERMENTACAO ANAEROBIA
Para os testes de fermentacdo anaerobia foi selecionado um método em bate-
lada adaptado de STRAUBER et al., 2018.

Duas rotas experimentais foram realizadas, para comparar a producao de Bio-

gés e Acidos Carboxilicos (AC) em experimentos de digestdo anaerébia. A primeira foi re-

alizada na forma de ensaios convencionais com condi¢des boas para todos os tipos de mi-

cro-organismos do processo com pH =7,0; e a segunda rota em condicoes desfavoraveis

com pH < 6,6 para os micro-organismos metanogeénicos, por exemplo, as arqueas. Os me-

tanogénicos foram desativados parcialmente por um aquecimento do inoculo para 9o °C

por 60 minutos. As duas rotas sdo demonstradas na Figura 11, utilizando a rota A com

inoculo sem inibicao das arqueas metanogénicas, e a rota B com inibicao das arqueas me-

tanogénicas.

Com relacao as misturas fermentadas nos reatores foram:

=

CAE I

Inoculo puro;

Inoculo com torta de filtro;
Inoculo com mandioca; e

Entrecasca de mandioca.

Inoculo com celulose micro cristalina;
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Obs.: Foram realizadas simultaneamente, em triplicata, nas duas rotas.

A sequéncia analitica é explicada no fluxograma na Figura 13 e com procedimento

descrito no Quadro 4.

Quadro 4 - Descricdo das rotas experimentais realizadas.

ROTA A

ROTA B

1 e 2: Como base para os experimentos
neirado com peneira de 2 mm.

foi utilizado esterco fresco de vaca, pe-

3: Diluicao com agua deionizada pelo fator de 10.

4 A: Sem tratamento adicional.

4 B: Com tratamento térmico de aque-
cimento para 9o °C por 1 hora.

5 A: Ajuste de pH com NaOH para 7,0

5 B: Ajuste de pH com NaOH para
<6,6

6: Determinacao da Matéria Seca MSO

(so6lidos totais) e da matéria seca orga-

nica MS (so6lidos volateis) do in6culo de dos substratos.

7 A: Calculo das quantidades do ino6-
culo necessario, observando que pelo
menos dois tercos do MSO no reator
tém de ser fornecidos pelo in6culo.

Quantidade do inoculo necessario cal-
culada: 1,88 g

7 B: Calculo das quantidades do in6-
culo necessario, observando que pelo
menos trés quartos do MSO no reator
tém de ser fornecidos pelo substrato.

Quantidade do in6culo necessario cal-
culada:

11,30 g

8 A: Mistura de 300 g do in6culo com
3,77 g de MSO com a quantidade ade-
quada do respectivo substrato para
cada reator, sendo:

Celulose: 1,88 g

Torta de Filtro = 8,83 g

Mandioca = 4,57 g

Entrecasca = 8,19 g

8 B: Mistura de 300 g do in6culo com
3,77 g de MSO com a quantidade ade-
quada do respectivo substrato para
cada reator, sendo:

Celulose = 11,30¢g

Torta de filtro = 52,96g

Mandioca = 27,45g

Entrecasca = 49,12g

9: Remocao do oxigénio por purga flush com nitrogénio, para garantir condi-

¢oOes anaerodbias

10: Medicao de pressao diaria, liberacao da pressao.

11: Amostragem da fase liquida nos dias o, 2, 4, 7, 10, 15 e 21.

12: Armazenamento das amostras na forma congelada.

13. Preparacao das analises cromatograficas.

14. Interpretacao dos resultados.
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Figura 13 - Fluxograma dos métodos experimentais de digestdo anaerébia comparando
as duas rotas, sendo a rota A com foco no biogas com metanogénicas ativas;
e a rota B para a producao preferencial de AC e com metanogénicas desativadas.

1 Esterco fresco
2 / Penewa . Residuo
\ 2 mm 7 > 2 mm
Rota A para Agua
P deioneizada - 2mm ROta B para,
BIOGAS vy ACIDOS CARBOXILICOS
3 Misturar para
_ diluicdo 1/10 com agua
4 Aquecimento para 90 *C por 60 min Inibicio
das arqueas metanogénicas
L J *
Ajuste para @ ;
° Rl B - > pH é\ = Sielﬁgglo AC
para b_i_cﬂ)g:é_gm b—/p/__.
Determinacio da Matéria Determinacdo da Matéria
6 seca e matéria seca organica seca e matéria seca organica
do indculo e dos substratos. do indculo e dos substratos.
Célculo das respectivas Célculo das respectivas
7 quantidades do indculo e do quantidades do indculo e do
substrato para cada reator substrato para cada reator
/Substratos (quant.):, Substratos (quant.):
| Celulose=1238g | { g ngs Celulose = 11,309
8 | Torta de Filtro = 8,83¢ sligidannouio LI AATYE Torta de fiftro = 52,960
| Mandioca=457g | sy e Mandioca = 27 45g
‘. Entrecasca=819g Entrecasca = 49,12g
9 ( Flush Ny ™

Medicio da pressdo
e liberacdo do gas
gerado diariamente

Medicio da pressdo
e liberacio do gds
gerado diariamente

10

11 Amostragem de 15 mL nos dias: Amostragem de 15 mL nos dias:
0,2,4,7,10,15e 21 0,2,4,7,10,15e21

12 / Amostras para a \ H/ Amostras para a \
determinacdo de AC do de AC

13 Preparagao para analise e

andlise dos AC com CG

l

14 Resultade das AC das Amostras:
Comparacéo dos resultados
D.A com argueas inibidas e ativas

Fonte: Tello e Zang, 2023
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3.3 EXPERIMENTOS DE FERMENTACAO PARA GERACAO DE ACIDOS CAR-
BOXILICOS

Baseado no sistema de experimentos de fermentacao em batelada utilizado pelos
parceiros na Alemanha foram desenvolvidos reatores anaerobios de frascos de vidro de
500 mL de volume, vedados com tampa de borracha para frasco penicilina, permitindo
assim a amostragem de gas e liquidos depois por seringa com canula (tipo septo). As tam-
pas de borracha foram fixadas com tampa de PVC com rosca como segue nas imagens da

Figura 14.

Figura 14- Reatores de 500 mL com tampa adaptada.

Fonte: Fredy Tello.

Para realizar os procedimentos foram realizados uma série de experimentos
preliminares. O inoculo fresco (esterco bovino diluido com 4gua sem cloro 1/1), passou
pelo processo de inibicao das arqueas metanogénicas em aquecimento constante de 9o °C
por um periodo de 60 minutos seguindo os procedimentos de Strauber et al., 2018. Poste-
riormente pela adicao de acido cloridrico HCl de concentragcao 1M um pH=6,6 foi ajustado.
Finalmente o in6culo foi guardado por sete dias em Banho Maria em 38 °C, como se mos-
tram nas Figuras 15, 16, 17. Todo o procedimento experimental da fermentacao anaer6bia

para geracao de AC, esta resumido no Quadro 5.
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Figura 15 - Inibicao das arqueas metanogénicas e ajuste do pH para 6,6.

Fonte: Fredy Tello, 2022.

Figura 16 - Reatores (I-o inoculo puro), (T-o inoculo + torta de filtro).

Fonte: Fredy Tello.
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Figura 17 - Reatores para a geracao de AC com fermentacao anaerdbia.

)

mTe B

Arqueas Inibidas Arqueas Ativas |

Fonte: Fredy Tello.
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Quadro 5 - Procedimento experimental da fermentacdo anaerdébia para geracao de AC.

PROCEDIMENTOS

DETALHES

Inoculo

Diluicao 1 / 10 de agua
Em cada reator se colocaram 300mL do volume
total.

Pesagem de substra-
tos e mistura com
inoculo nos reatores

Reatores 1 a 3---- Inoculo puro

Reatores 4 a 6---- Celulose = 11,30¢g
Reatores 7 a 9---- Torta de Filtro = 52,96¢g
Reatores 10 a 12- Mandioca = 27,45g
Reatores 13 a 15- Entrecasca = 49,12g

Ajuste pH

Até 6,6 pH com HCI de concentracao 1M, pHmetro
digital.

Flush com nitrogénio

Injetar N2 no reator por 20 segundos, expulsando

N o ar (oxigénio) para garantir condicGes anaerobias,
depois lacrar os reatores.

Banho Maria 38°C Colocar os 15 reatores no banho maria e tampar.

Coleta de Amostra Utilizar 1 seringa e agulha (a mais grossa) para

Dias: o, 2, 4, 7, 10, 15
e21

cada 3 reatores

Coletar 15 mL guardar no vial bem fechado e nu-
merado

*Guardar as coletas no freezer (-8°C).

Pressao dos reatores

Utilizando mandémetro portatil, com agulha fina.
Primeiro conferir a pressao atmosférica fora do re-
ator, depois no interior do reator, para todos os ca-
SOs.

Seguindo os procedimentos de Strauber et al., 2018, foram determinados realizar sete
coletas nos dias o, 2, 4, 7, 10, 15 e 21, para depois fazer a analise dos carboxilatos pre-
sentes nas amostras coletadas e testar a eficiéncia do método analitico. As amostras cole-

tadas foram guardadas no freezer (-8°C), como mostra a Figura 18.
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Figura 18 - Imagens do preparo de amostras.

Fonte: Fredy Tello.

Os dados recolhidos dos experimentos de DA, (30 reatores: 15 com arqueas ati-
vas e 15 com arqueas inibidas), foram colocados numa planilha Excel para organizar os
dados de forma estruturada, permitindo uma visualiza¢ao clara das informacoes coletadas,

para fazer a andlise e interpretacdo dos resultados dos experimentos.
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CAPITULO 4

Analise de producio de Acidos Carboxilicos

As analises foram realizadas no laboratorio de nutricao animal do Departamento de
Zootecnia da UFG (DZO-UFG), situado na Rodovia Goiania - Nova Veneza, km 8, Campus
Samambaia CEP 74690-900, Goiania, Goias — Brasil, com a colaboracao do técnico Res-
ponsavel Quimico e Mestre em Tecnologia de Processos Sustentaveis Miron de Paiva Me-
nezes, utilizando a cromatografia gasosa e um metodo ja validado com um detector de io-
nizacio de chama (Flame Ionization Detector -FID) para quantificar os AGCC (Acidos
Graxos de Cadeia Curta) nas amostras (SILVA et al., 2021).

O Teste de seletividade sera aplicado segundo a Validagdo laboratorial de Métodos
quantitativos cromatograficos para a determinacéo de Acidos Graxos de Cadeia Curta
de SILVA et al. 2021. Foi possivel analisar quantitativamente os 4cidos acético, propionico,
butirico, isobutirico, valérico e isovalérico. A linearidade foi determinada a partir da rela-
cao matematica entre o sinal do analito e a concentracao obtida através da equacao da reta:
y=ax+b (curva analitica). Também se aplica o teste Cochram para verificar a homogenei-
dade das variancas (método linear). O limite de deteccdao (LD) e o limite de quantificacao
(LQ) detectam e determinam os AGCC nas amostras. A Figura 19 apresenta o fluxograma

da preparacao das amostras para analise no CG.


https://instrumentationtools.com/flame-ionization-detector-fid-principle/
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Figura 19: Fluxograma da preparacdo das amostras para andlise no Cromatdégrafo

AMOSTRAS
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2-etil-butirico
(0,2mL)

SHIMADZU, Modelo GC-2014,
Serie C119451-00513

v

Resultado das analise das Amostras: |
(ComparacZo dos resultados)
D.A com argueas inibidas e ativas

[CROMATOGRAFO GA SOSO]

Fonte: Tello e Zang, 2023

4.1  PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DE CARBOXILATOS

O seguinte processo é a Marcha Analitica para extracio e determinacio de Acidos

Carboxilicos de Cadeia Curta (ACCC) do Laboratério de Bromatologia e Reproducao Ani-
mal (ESALQ/USP) do Departamento de Zootecnia, situado na Av. Padua Dias, 11. Piraci-

caba, SP — CEP 13418-900, tendo como responsavel o Prof. Alexandre Vaz Pires, que con-

siste no seguinte:

4.1 Materiais:

Amostras congeladas em tubo Falcon 15mL;

Balao volumétrico de 100 mL;

Béquer de 5omL;

Tubos de micro centrifuga Eppendort;

Vial de vidro incolor rosca gmm volume 2 ml com tampa e septo;
Micropipetas; e

Pontas para micropipeta.


https://www.lojanetlab.com.br/cromatografia/vials-e-tampas/vial-de-vidro-incolor-rosca-9mm-volume-2-ml-com-tampa-e-septo
https://www.lojanetlab.com.br/cromatografia/vials-e-tampas/vial-de-vidro-incolor-rosca-9mm-volume-2-ml-com-tampa-e-septo

4.2 Preparacdo das solucoes

4.2

PREPARACAO DAS SOLUCOES:

1. Acido Metafosforico 25%. Dissolver 25 g de acido metafosférico em 100 mL de

H-O. Retirar 25 mL da soluc¢ao e adicionar 25 mL de 4cido férmico.

2. Padrao Interno. Pesar 1,1815 g de acido 2 — etil butirico num balao volumétrico

de 100 mL e completar o volume com H-O.

4.2.1 Procedimento:

1. Organizar as amostras congeladas 15 mL, por datas e dias de coleta;
2. Descongelar a amostra a temperatura ambiente;

3. Identificar e organizar os Vials e micro tubos para centrifugacao (eppendorf).

(Figura 20);

4. Apos o descongelamento, separar a fase solida por sedimentacao (centrifuga-

¢ao). (Figura 21);

5. Para a determinacao de Carboxilatos se utiliza 2,0 mL da parte liquida da amos-

tra, centrifugada a 15.000 g durante 15 minutos e a 4 °C (Figura 21). Em seguida
0,8 mL do sobrenadante sera transferido para o vial cromatografico adicio-
nando 0,4 mL de solucao acida 3:1 de metafosforico (25%) com acido férmico
(98 - 100%) e 0,2 mL de solucao de acido 2-etil-butirico 100 mM - padrao in-
terno (Figuras 22 e 23). Desse extrato 1 puL sera injetado no cromatografo gasoso
Marca SHIMADZU, Modelo GC-2014, Serie C119451-00513, equipado com um
detector de indice de refraccdo RID-6A e uma coluna Nukleogel ION 300 OA
com uma pré-coluna (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Alemanha);

6. A amostra preparada, no vial, é introduzida no Cromatografo Gasoso (CG) onde

envolve as etapas: Injecdo da amostra, Separacao dos componentes, Detecgao
dos componentes e Anélise de dados. A concentracao dos Carboxilatos (mM/L)
sera determinada com base em uma curva cromatografica de calibracao externa.
Para analise estatistica, os dados utilizados serao transformados para proporc¢ao
molar (mM/100mM), ou seja, a relacao entre a quantia de um determinado car-

boxilato e o total observado (Figuras 24 e 25).

45
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Figura 20: Preparacdo e identificacdo dos tubos Eppendorf e nos vials.

Fonte: Fredy Tello.

Figura 21: Separacdo da fase sélida na centrifuga (15.000 g a 4 °C por 15 minutos).

Fonte: Fredy Tello.
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Figura 22 - Preparacdo nos vials para a andlise.
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Fonte: Fredy Tello.

Figura 23 - Preparacdao nos vials para a andlise.

Fonte: Fredy Tello.



4.2 Analise das solucoes

Figura 24 - Andlise das amostras na Cromatografia Gasosa (GC), cromatégrafo Marca SHI-
MADZU, Modelo GC-2014, Serie C119451-00513, equipado com um detector de indice
de refraccdo RID-6A e uma coluna Nukleogel ION 300 OA com uma pré-coluna (Ma-

cherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Alemanha).

Fonte: Fredy Tello.

Figura 25: Cromatograma de andlise das amostras de DA.
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Fonte: DCTECH, 2023.2

2 DCTECH. Disponivel em: https:/iww.dctech.com.br/entendendo-um-sistema-de-cromatografia-ga-
sosa-cg/. Acesso em 14 de 08 de 2023.
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CAPITULO 5

Discussao dos resultados

5.1 Produtos gerados durante a fermentacao

A determinacao dos ACCCs para as cinco amostras foi realizada em sete momentos,
sendo no dia zero (inicio) e nos dias 2, 4, 7, 10, 15 e 21para as duas rotas experimentais.

Os cinco experimentos, realizados em triplicata, foram com in6culo puro, inoculo
mais celulose microcristalina, inoculo mais torta de filtro, inoculo mais dois tipos de resi-
duos do processamento de mandioca.

Os ACCCs identificados nas amostras foram: Acido Acético, Acido Propidnico, Acido
Isobutirico, Acido Butirico, Acido Isovalérico e Acido Valérico. Seguindo a sequéncia ana-
litica descrita no item 5.1, as concentracdes dos 4cidos carboxilicos Acido Acético, Propio-
nico, Isobutirico, Butirico, Isovalérico e Valérico foram verificadas. As anélises foram
apresentadas ap6s cromatografia em concentragoes de milimol por litro [mMol/L] e foram
transformadas para miligramas do respectivo AC gerado a partir de uma grama da matéria
seca organica (MSO) do substrato, também denominado como sélidos volateis [mg/gmso].

As tabelas 3 e 4 mostram as médias das anéalises em triplicata para a torta de
filtro da indtstria de processamento de cana-de-agtcar para as duas rotas experimentais
distintas. Rota A com processo de fermentagdo anaerébia com inoculo para biogés, e a rota
B com 0 mesmo in6culo com metanogénicas desativadas e a maior proporc¢ao de MSO do
substrato no experimento, ver figuras 26 e 27. Esse residuo mostrou os melhores resulta-

dos de producao de AC.
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Tabela 3 - Andlise de acidos carboxilicos nas amostras da rota A (biogas) para torta de filtro

ETPP -~

Dias de Coleta o [O 2 O 4 O 7 O 10 O 15 O 21 O
Acido Acético 44 24 20 33 51 33 51 16 8 5 0 3 1 2
Acido Propi6nico 6 4 16 6 23 6 26 7 0o 7 26 9 22 7
Acido Isobutirico 0] 1 0] 1 1 1 4 5 0 4 0 2 0 2
Acido Butirico 7 3 9 5 15 5 16 4 16 6 0 5 0 O
Acido Isovalérico 1 1 0] 1 1 1 4 5 o) 7 0 1 0 5
Acido Valérico 1 1 2 1 4 1 7 4 9 11 0 0 0 0

Tabela 4- Andlise de dcidos carboxilicos nas amostras da rota B (AC) para torta de filtro

[

Dias de Coleta o O 2 O 4 0O 7 O 10 O 15 0O 21 [O
Acido Acético 34 19 113 24 294 16 282 47 206 35 262 13 314 33
Acido Propi6nico 2 0 17 1 8 9 8 9 10 1 18 5 14 3
Acido Isobutirico 1 1 5 2 7 1 9 1 10 1 27 9 36 12
Acido Butirico 12 7 137 41 197 8 173 20 135 22 147 23 161 35
Acido Isovalérico o 1 6 3 14 1 16 2 15 3 18 2 21 3
Acido Valérico o 3 0 2 0 0 0 3 2 1 3 2 0 4

As representacoes graficas nas figuras 26 e 277 auxiliam na interpretacao visual

dos resultados.
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Figura 26 - Acidos carboxilicos na rota A com inéculo para a producdo de biogads.
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Figura 27 - Acidos carboxilicos na rota B com inéculo para a producéo de AC.
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A concentracdo de acidos carboxilicos aumentou de forma significativa nas
amostras da rota B, onde houve uma inibicdo dos microorganismos metanogénicos por
uma esterilizacao parcial através de um aquecimento para 9o °C por 1 hora, um pH abaixo
de 6,6 e uma proporcao de MSO fornecido pelo in6culo e pelo substrato de 1:3, quando o
inoculo da rota A nao recebeu esse tratamento térmico, o pH era 7,0 e a MSO fornecido
pelo inoculo e pelo substrato era de 2:1.

Os valores mais significantes foram observados para os teores de acido acético e de
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acido butirico, aumentando no dia 4 do experimento na rota A para rota B no caso de 4cido
acético de 51 mg/gmso para 294 mg/gwmso, € no caso de acido butirico de 15 mg/gmso para
197 mg/gmso.

Depois dessa data os teores do acido acético ficam na mesma faixa, e do acido buti-
rico ficaram mais baixos.

Os outros acidos nao foram observados em concentragoes tao significantes, com ex-
cecao de acido isobutirico que foi observado com um aumento de 0 mg/gmso (rota A) para
36 mg/gmso (rota B) no dia 21 do experimento, e o acido isovalérico que aumentou de o
mg/gmso (rota A) para 21 mg/gmso (rota B) no dia 21 do experimento.

Isso mostra que o processo de fermentacao foi pelo menos parcialmente inibido an-
tes da fase de metanizacgao. Seria interessante otimizar o processo tendo em vista a adap-
tacdo do microbioma para esse substrato, a variacao dos parametros fisico-quimicos do
processo e realizar experimentos de fluxo continuo.

Uma primeira estimativa com os residuos de uma industria de cana-de-actcar, com
um processamento de cerca de 2.000.000 t/ano de cana, deixando cerca 80.000 t/ano de
torta de fil-tro que poderia ser aproveitado para a transformacao para AC, biogas e adubo.

O teor de matéria seca organica encontra-se na faixa de 13% (LEITE et al., 2015),
resultando em 10.400 t de MSO por ano, dos quais cerca 50% poderiam ser transformadas
para acidos carboxilicos nesse processo relativamente simples.

Os graficos 28 e 29 mostram a produciio dos ACCCs (Acido Acético, Acido Propi6-
nico, Acido Isobutirico, Acido Butirico, Acido Isovalérico e Acido Valérico) com a respecti-

vas concentragoes em porcentagens (%) nas rotas A e B:

Figura 28 - Acidos carboxilicos na rota A
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Figura 29 - Acidos carboxilicos na rota B

TORTA DE FILTRO: ARQUEAS INIBIDAS (ROTA B)

B Acético

M Propionico

m Isobutirico
Butirico

H |sovalérico

M Valérico

O grafico da figura 30 compara os resultados nas duas rotas (A e B), podendo-se
observar a eficicia da inibicdo das arqueas metanogénicas na producio do Acido Acético e

Acido Butirico na rota B.

Figura 30 - Comparacdo de Producgao de ACCs nas rotas A e B.
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5.2 Métodos e resultados

5.3
Os procedimentos foram realizados em triplicata e os resultados iniciais mostram a

viabilidade dos experimentos, mas ainda potenciais para melhorias nos procedimentos ex-

perimentais, entre eles, os seguintes:

i.

11

iii.

Os ajustes de pH com acido cloridrico HCl das misturas para os experimentos de
fermentacao precisam de um apoio de um agitador automéatico (magnético) — que
ja foi empregado apds uns pré-testes para os procedimentos experimentais;

Os métodos analiticos para os carboxilatos desenvolvidos na Escola de Veterinaria
da UFG foram testados, mas como o método é bem estabelecido e validado para
outros produtos de fermentacao anaerébia oriundo de rimen bovino, essa foi apro-
vado pelo grupo internacional dos pesquisadores deste projeto;

Os resultados mais relevantes em relacao com a producao de ACCCs foram obtidos

utilizando a torta de filtro como substrato.

O método de anélise das amostras deste trabalho de fermentacao, anaerdbia coin-
cide com as caracteristicas de desempenho de um método de analise, que envolvem
qualidades funcionais e medidas estatisticas que indicam a confiabilidade do mé-
todo em condigoes operacionais especificas. As qualidades funcionais incluem sele-
tividade, aplicabilidade e confiabilidade, expressa nos estudos de: AOAC Guidelines
for Single Laboratory Validation Dietary Supplements and Botanicals (AOAC,

2002).

Na validacdo de métodos cromatograficos, sao avaliados parametros analiticos, in-
cluindo seletividade, linearidade, precisao, exatidao, faixa linear, robustez, limite de
deteccao e limite de quantificacao. Estes sao referidos como parametros de desem-
penho analitico, caracteristicas de desempenho ou, ocasionalmente, figuras analiti-
cas de mérito, segundo ARAGAO; VELOSO; ANDRADE (2009). Validacdo De Mé-
todos Cromatograficos De Anélise-Um Experimento De Facil Aplicacdo Utilizando
Cromatografia Liquida De Alta Eficiéncia (CLAE) e Os Principios Da “Quimica

Verde” na Determinacao De Metilxantinas Em Bebidas.3

3 In Quim. Nova (Vol. 32, Issue 9).
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No processo de analise das amostras, a validacao, com énfase nas caracteristicas de
desempenho, assegura a relevancia das diferencas identificadas nas amostras, en-
quanto controles de qualidade corroboram a estabilidade do método. Os resultados

esclareceram os limites de deteccao, sugeridos por EURACHEM GUIDE (2014)4.

A validacao de procedimentos analiticos destina-se a garantir a identidade de uma
substancia a analisar numa amostra. Isto € normalmente conseguido através da
comparacao de uma propriedade da amostra (por exemplo, espetro, comporta-
mento cromatografico, etc.) com a de um padrao de referéncia (ICH-HARMONI-
SED TRIPARTITE GUIDELINE, 2005).5

No processo de analise das amostras, os parametros de validacao que devem ser
avaliados incluem a: seletividade, linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccao
e limite de quantificacdo. O responsavel pelo laboratorio registrou os resultados ob-
tidos, o procedimento utilizado para a validacao e uma declaracao de que o método
é ou nao adequado para o uso pretendido, determinado por INMETRO - Instituto

Nacional de metrologia INMETRO, 2016).6

A validacao laboratorial utilizando a cromatografia gasosa (GC) para a determina-
cao de acido graxos de cadeia curta em amostra de liquido ruminal, demostrou re-
sultados eficientes e produtivos revelando a qualidade do método através de testes
estatisticos, segundo SILVA; De PAIVA; REZENDA, (2021).7

Outro método de producao de acidos carboxilicos ocorre pelo tratamento eletroli-
tico em um fluxo de oxidagdo constante ou variavel, possibilitando a extragao e iso-
lamento eficientes dos acidos carboxilicos desejados contidos nos referidos liquidos

de produto. Este método procura a recuperacao eficaz de liquidos de produto

* The fitness for purpose of analytical methods: a laboratory guide to method validation and related topics (2" ed.).

5 International conference of technical requirements for registration of pharmaceuticals for human use tripartite guide-
line validation of analytical procedures: text and methodology g2(r1).

6 Coordenagédo Geral de Acreditagio ORIENTACAO SOBRE VALIDAGCAO DE METODOS ANALITICOS DOQ-
CGCRE-008.

7 Validagdo laboratorial de Métodos quantitativos cromatograficos para a determinacio de Acidos Graxos de Cadeia
Curta em amostras de Liquido Ruminal. Instituto de Quimica, Departamento de Zootecnia Da UFG (DZO-UFG), Goi-
ania- GO.
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contendo 4cidos carboxilicos, proporcionando uma soluc¢ao integral para a produ-
cao desses compostos organicos, com potenciais aplicacoes em diversos
setores industriais (HARNISCH et al.,, 2015. Mencionando a norma WO

2016/012279 para preparo de compostos organicos.

Para produzir os compostos organicos desejados, os acidos carboxilicos de cadeia
curta e média com comprimento de cadeia de 2 a 16 &tomos de carbono podem ser
produzidos pelo método através da fermentacao da biomassa para obter liquidos de
produto que contenham misturas de acidos carboxilicos de cadeia curta e média.
Em seguida, esses liquidos de produto sao submetidos a um tratamento eletrolitico
(HARNISCH et al., 2016. Mesmo a patente alema DE102014214582A120160128 —

de processo de producao de compostos organicos.

A determinacao da producao de ACCC por cromatografia gasosa neste trabalho foi
idéntica ao utilizada por STRAUBER et al: Os produtos formados durante a fermen-
tacdo acidogénica da silagem de milho como modelo de substrato em um processo
de leito de lixiviacdo foram determinados por cromatografia liquida e de gas. Con-
cluindo que a composi¢ao do metabolito resultante da acidogénese afeta o desem-
penho metanogénico subsequente, o controle do processo deve se concentrar na hi-
drélise/acidogénese quando os substratos sdlidos sdo digeridos (STRAUBER;
SCHRODER; KLEINSTEUBER, 2012)8.

Para a producao de Acidos Graxos fizemos a inibicio das arqueas metanogénicas,
visando controlar o pH, j4 STRAUBER et al adicionou aditivos alcalinos de ferro e
manganés, para melhorar o desempenho da comunidade microbiana. A adicao de
Fe(OH)3; ou Mn(OH): puro levou a rendimentos menores, mas aumentou a produ-
cdo de AGCM promovendo a presenca de bactérias dessa funcdo metabolica
(STRAUBER et al., 2018).9

Pesquisas paralelas a nossa, utilizam conversdes microbianas e eletroquimicas, o

processo proposto converte acidos carboxilicos (CAs) provenientes da biomassa em

8 Energy, Sustainability and Society, 2(1), 13. https://doi.org/10.1186/2192-0567-2-13. Metabolic and microbial com-
munity dynamics during the hydrolytic and acidogenic fermentation in a leach-bed process.
% Engineering in Life Sciences, 18(7), 447-458. https://doi.org/10.1002/elsc.201700186
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alcanos densos em energia. Eficiéncias coulombicas de até 80% foram alcancadas,
destacando a viabilidade do processo. A conversao eletroquimica é mais rapida do
que a fermentacao, permitindo eletrolise intermitente durante excesso de energia
elétrica. O produto final é adequado como combustivel drop-in, sem necessidade de

processamento adicional (URBAN et al., 2017).1°

Em outros estudos realizados, o potencial de duas culturas de enriquecimento lig-
noceluloliticas tolerantes a alcalis para aprimorar a fermentacao anaer6bica da pa-
lha de trigo pré-tratada com Ca(OH)-. Observou-se um aumento de 36% no poten-
cial de biometano da palha pré-tratada em comparacao com a nao tratada. Em fer-
mentadores acidogénicos, houve um aumento significativo na producao de acidos
graxos volateis (AGV) e CO-, ao usar palha pré-tratada em comparagao com a nao
tratada. A substituicao do in6culo padrao por uma das culturas de enriquecimento
resultou em aumentos adicionais de 36% na producao de AGV e 110% na producao
de gés, principalmente CO> (STRAUBER et al., 2015).1*

Os biorreatores utilizados na nossa pesquisa imitam o sistema intestinal de animais,
devido as suas semelhancas com processos biotecnolégicos em lignocelulose, pode
servir como um modelo ideal para uma avancada biorrefinaria de degradacao de
lignocelulose. Segundo OZBAYRAM et al. (2020)2, as propriedades do intestino,
sua estrutura fisico-quimica, oferecem um guia para o projeto do processo, en-
quanto o consoércio microbiano pode ser empregado como recurso genético em bior-

reatores em grande escala.

19 Energy & Environmental Science, 10(10), 2231-2244. https://doi.org/10.1039/C7EE01303E

11 Bioengineering, 2(2), 66-93. https://doi.org/10.3390/bioengineering2020066

12 Applied Microbiology and Biotechnology, 104(2), 489-508. https://doi.org/10.1007/s00253-019-
10239-w
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Conclusoes

11.

1il.

Foram testadas rotas tecnol6gicas para o aproveitamento de residuos organicos
disponiveis no Estado de Goias, Brasil, por meio da tecnologia de Digestao
Anaerodbia (DA) para geracao de produtos quimicos de base (platform chemicals),
especialmente carboxilatos.
Os residuos organicos para a producio de Acidos Carboxilicos na escala
laboratorial, foram a torta de filtro e a entrecasca de mandioca; utilizando esterco
bovino fresco como in6culo, com arqueas metanogénicas desativadas em reatores
anaerobicos.
Os resultados relevantes de producdao de ACCCs foram obtidos utilizando a torta
de filtro como substrato, sendo identificados o Acido Acético (43%), Acido
Propionico (6%), Acido Isobutirico (3%), Acido Butirico (40%), Acido Isovalérico
(4%) e Acido Valérico (4%);

Perspectivas de continuacao e desdobramento

As metodologias experimentais de fermentacao anaerébia em batelada podem ser
desdobradas para outras pesquisas, incluindo experimentos em reatores de fluxo
semi-continuo;

Os resultados alcancados poderiam servir como base para o desenvolvimento de
tecnologias futuras no ambito de conceito de bioeconomia;

Foram identificadas biomassas promissoras no Brasil para a producao de alguns
produtos quimicos de base (platform chemicals) e poderiam servir como base para
o desenvolvimento de novas cadeias de valor; e

Um exemplo € a solicitagdo de uma empresa de gases técnicas (Supergasbras), que
esta interessada na continuac¢ao desse projeto com o intuito de produzir por exem-
plo butano a partir de torta-de-filtro de cana de agticar ou outros residuos, baseado
no processo de fermentacao pesquisado, que mostrou possibilidades para a geracao

de acido butirico em grande quantidade na forma sustentavel.
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Apéndice A:
Preparacao De Substratos

Imagens e fotos dos processos, materiais e equipamentos necessarios para a prepa-
racao dos substratos utilizados na pesquisa.

Figura A1- Amostras de torta de filtro e de bagaco de cana de aciicar “in natura”.

Figura A3- Calcinacdao completa da torta de filtro e de bagaco de
cana de acticar a 550°C por 4 horas.




Figura A4- Determinacdo de massa seca inorganica (cinzas) da torta de
filtro e do bagaco de cana de acucar apés a calcinagado.
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Figura A77- Entre-casca da mandioca (residuo a ser investigado).

Testes de fermentacao anaerdbia:

Nas fotos a seguir detalhamos os procedimentos da producao de ACCC, que inclui a coleta
do inoculo, controle de pressao interna e externa nos reatores e coleta das amostras

Figura A8- Coleta do Indculo (esterco fresco bovino).




Figura A9- Reatores em banho maria a 38°C / Primeira coleta dia o.

Figura A10- Coleta de dados cada 24 horas (Pressdo e Temperatura). Geracdo de biogas.
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Figura A11- Ultima Coleta de dados (Pressdo do reator com Inoculo e Torta de filtro).

Figura A12- Coleta Amostra dia 5 (Inéculo — Torta de filtro).
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Anexo A:

Workshop Internacional CarboxAiD no IFG em setembro de 2022, publicado pelo
IFG.

Da esquerda: Joachim Zang (IFG), Marcell Nikolausz (UFZ, Alemanha), Orhan Ince (Uni-
verdade Tecnolobgica de Istanbul, Turquia), Adriana do Reis Ferreira (Diretora do campus Goia-
nia, IFG), Maria de Lourdes Mendoza Solérzano da Polytechnic University, Guayaquil, e Pablo
Anthony Villa Alvarez, da Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), ambos do Equador,

Fredy Tello Alex Idme (IFG), Warde A. da Fonseca-Zang (IFG).
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Fonte: IFG, 2022. Disponivel em: https://ifg.edu.br/component/content/article/161-ifg/cam-
pus/goiania/noticias-campus-goiania/31496-visita-pesquisadores-carboxaid
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Anexo B:

Site do UFZ (Alemanha) do projeto CarboxAid, publicado pelo Centro alemao de pes-
quisa ambiental UFZ/HELMHOLZ.

U F HELMHOLTZ
Centre for Environmental Research
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Valorizagao de residuos

agricolas via digestao anaerdbia: do biogas aos
carboxilatos
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& Contato

Coordenador:
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Telefone +49 341 243 45 66
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! Noticias
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Parceiros do projeto

Aproximadamente um terco das emissdes de gases com efeito de estufa esta
associada a agricultura, desde o fabrico de fertilizantes, ao tratamento inadequado de
residuos agricolas até ao armazenamento e embalagem de alimentos. O tratamento
inadequado dos residuos agricolas é considerado um factor importante

A digestdo anaerdbica (AD) é considerada uma excelente tecnologia para
estabilizacdo/tratamento de residuos agricolas e producdo de energia renovavel. No
entanto, o valor econémico global do metano produzido € bastante baixo,
especialmente quando comparado com o valor potencial dos fluxos de residuos. Neste
projeto serdo inv varios resid: agricolas e diferentes estratégias para
permitir uma mudanca no processo de tratamento da AD para a fermentacdo
anaerdbica, o que levara a producéo de carboxilatos com maior valor econdmico

A transicdo da DA convencional para a producao estavel de carboxilato por meio de
fermentacdo anaerdbica requer a abordagem de varios desafios, ou seja, inibicdo da
metanogénese, recalcitrancia do substrato, especificidade do produto e inibicao do
produto; que sera o foco principal do projeto carboxAiD . A biomimética do sistema
intestinal de animais especializados em dietas ricas em fibras, como ruminantes e
insetos, incluindo formas de pré-tratamento da lignocelulose, fornecera dicas e
solucdes adicionais para o conceito de biorrefinaria do carboxAiD .
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