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RESUMO

CHOGI, Marianne Akemi Neroni. Producdo de biocombustiveis a partir de glicose e
manipueira. 2016. 94f. Dissertagdo (Mestrado em Planejamento e Uso dos Recursos
Renovaveis) — Universidade Federal de Sao Carlos, Sorocaba, 2016.

O presente trabalho teve por objetivo a producdo de biocombustiveis a partir de manipueira
(efluente oriundo do processamento da mandioca) na presenga de duas cepas Clostridium
beijerinckii (ATCC 10132) e Clostridium acetobulylicum (ATCC 824), e quatro diferentes
indculos pré-tratados termicamente, sendo estes: ES - efluente de biodigestor de suinocultura
situado na Granja Agua Branca no municipio de Itu; LR — lodo anaerébio de estagdo de
tratamento de esgoto sanitario do municipio de Porto Feliz; EB - esterco bovino; SL - solo de
cultivo de cana-de-agucar da regido de Sorocaba. Foram utilizados como substratos a
manipueira e glicose separadamente. Ambas as cepas produziram biocombustiveis, no entanto
a mais eficiente foi Clostridium beijerinckii (ATCC 10132) que produziu 0,33+0,08 g L! de
butanol e 1,65+0,23 g L! de etanol a partir de 30 g L' de glicose. A partir desses
resultados a producdo de biocombustiveis foi avaliada nos dois diferentes substratos:
manipueira e glicose, com a manipueira (10 g L' de acucar redutor) obteve-se producido
de butanol de 0,64+0,1 g L' e etanol de 2,470,070 g L!, enquanto nos ensaios com glicose
a 10 g L' a producdo de butanol foi de 0,27+0,13 g L! e etanol foi de 1,72+0,18 g L'!. Os
inéculos pré-tratados ndo produziram biocombustiveis com ambos os substratos, porém
observou-se produgio de 4cido butirico de 0,31+0,04 g L! para o EB (esterco bovino) e
0,12+0,013 g L' para o ES (efluente de suinocultura). Como o inéculo EB apresentou
uma maior producdo de acido butirico essa cultura foi escolhida para a fermentacdo com
manipueira com demanda quimica de oxigénio (DQO) de 5 g L' (correspondendo a 2 g
L' de aglicar redutor). Anélises de biologia molecular foram realizadas para confirmar a
presenca do género Clostridium no in6culo EB, utilizando os primers Sj-F e Sj-R
especifico para o género Clostridium. Com a confirmagdo da presenca desse, um novo
ensaio com manipueira com DQO de 5 g L! foi realizado com a C. beijerinckii e com o
in6culo EB visando definir a necessidade de adicdo de nutrientes a manipueira para
obtencdo de biocombustiveis. A fermentagdo da manipueira foi realizada com a cepa C.
beijerinckii (CB) sem enriquecimento do meio e com in6culo esterco bovino com
enriquecimento (EBE) e sem enriquecimento (EBS). Com a cepa padrdo a produgédo de
bicombustiveis foi de 0,02 g L' de butanol e 0,69 g L' de etanol em 12 h de
fermentacdo. Para o EBE apds 106 h de fermentacao ocorreu a produgao de etanol igual a
0,168 g L! e para o EBS apos 12 h a produc¢io para o mesmo alcool foi de 0,026 g L.
Esses resultados demonstraram a viabilidade da utilizagdo da manipueira como substrato
para a producdo de butanol e etanol com cepas de Clostridium e a possibilidade de
produgdo de butanol pelos indculos, pois o dcido butirico ¢ um produto intermediario da
via que leva a sintese de butanol.

Palavras chaves: Biobutanol. Bioetanol. Clostridium. Manipueira.



ABSTRACT

CHOGI, Marianne Akemi Neroni. Biofuel production from glucose and cassava. 2016. 94 f.
Dissertation (Master of Planning and Use of Renewable Resources) - Federal University of
Sao Carlos, Sorocaba, 2016.

Biofuels are produced from clean alternative energy sources and one example is biobutanol, a
fuel that can be produced by fermentation of different raw materials. The production of
butanol is carried out by fermentative metabolism of solvent-producing microorganisms, with
acetone and ethanol as major byproducts (ABE fermentation). This work aims to produce
biobutanol wusing strains Clostridium beijerinckii (ATCC 10132) and Clostridium
acetobulylicum (ATCC 824) and four different inoculum: ES - swine effluent digester located
in the Agua Branca Farm in the municipality of Itu; LR - UASB sludge of sewage treatment
plant from the city of Porto Feliz; ES - cattle manure; SL - Soil from sugarcane cultivation in
Sorocaba region. Glucose and cassava wastewater were used as substrate. The biobutanol
production efficiency was evaluated for each strain and inoculum in fermentation batch
reactors in which the sole substrate was glucose or cassava wastewater. Both strains produced
biofuel, and C. beijerinckii (ATCC 10132) was more efficient yielding 0.33+0.08 g L
butanol and 1.65+0.23 g L! of ethanol from 30 g L' of glucose. When cassava wastewater
was used as substrate (10 g L™! of reducing sugar), the production of butanol was 0.64+0.1 g
L ! and ethanol was 2.47+0.07 g L'! in comparison to 0.27+0.13 g L"! butanol and 1.72+0.18 g
L! of ethanol produced when C. beijerinckii were fed with glucose 10 g L' as control.
Fermentation inocula produced only butyric acid with concentrations of 0.31£0.04 g L! for
cattle manure and 0.12+0.013 g L' for swine effluent. As the cattle manure showed higher
production of butyric acid, this culture was chosen for fermentation with cassava wastewater
at COD 5 g L. First of all the inoculum’s DNA was amplified with the pair of primers Sj-F
and Sj-R specific for the genus Clostridium. With the confirmation of the clostridia presence,
the fermentation with cassava wastewater at 5 g L' of COD was performed. This
fermentation was compared with the strain C.bejjerinckii growing in medium without
enrichment and cattle manure with and without medium enrichment. C. beijerinckii biofuel
production was 0.02 g L' of butanol and 0.69 g L' of ethanol after 12 h of fermentation,
while cattle manure fermentation yielded 0.168 g L of ethanol after 106 h in enriched
medium and 0.026 g L' of ethanol in medium without enrichment after 12 h. These results
demonstrate the feasibility of using cassava as a substrate for the production of biobutanol,
ethanol and the possibility of producing biobutanol by cattle manure and swine effluent since
butyric acid is an intermediary product of the pathway leading to butanol synthesis.

Key words: Biobutanol. Bioethanol. Clostridium. Cassava wastewater.
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CAPITULO 1 -INTRODUCAO

Com o esgotamento gradual dos recursos energéticos globais, fontes de energia
alternativas que sejam sustentdveis, rentaveis e visem a protecdo do meio ambiente tem
atraido grande atencdo (CHEN et al., 2012). Essa necessidade de fontes de energia limpas,
eficientes e acessiveis € vista frequentemente em questdes ambientais ¢ de saude relacionadas
ao uso de combustiveis fosseis (SARATHY et al.,, 2014). Neste cendrio, a producdo
econdmica dos biocombustiveis a partir de fontes renovaveis tem o potencial para compensar
as necessidades atuais de combustiveis derivados do petréleo (KUMAR; GAYEN, 2011).

Os biocombustiveis sdo fontes de energia limpa e alternativa, o qual pode ser utilizado
para reduzir o consumo de combustiveis fosseis e as emissdes de didxido de carbono (HE et
al., 2014). Sendo assim, a biomassa ¢ utilizada como matéria-prima para produzir
biocombustiveis € o COz emitido durante o consumo deste biocombustivel, é reciclado na
sintese de biomassa (HE et al., 2014).

O etanol e butanol obtido a partir de recursos renovaveis sdo excelentes representantes
como biocombustiveis, (LI, et al., 2016), esses biodlcoois sdo uma potencial fonte de energia
renovavel no futuro pode ser produzido eficientemente pela fermentagdo acetona-butanol-
ctanol (ABE). Porém esses processos fermentativos ndo podem competir economicamente
com a energia do petroleo devido ao elevado custo dos substratos. As recentes pesquisas tém
focado na produgdo desses dlcoois com matérias-primas que sejam renovaveis, prontamente
disponiveis, baratas, para produzir um rendimento razodvel e ndo competir com a base
alimentar (COMWIEN et al., 2015; KENNES et al., 2016).

Entre os combustiveis renovaveis o etanol, devido a sua longa histéria, o uso e as
caracteristicas inerentes, tais como baixa toxicidade para micro-oganismos e meio ambiente,
baixo ponto de ebuligdo, elevado indice de octano, e consideravel conteudo de energia, € o
principal candidato a combustivel primdrio para aplicagdes de curto e longo prazo (LYND et
al., 2008).

O butanol ¢ um potencial substituinte da gasolina, pois devido as suas caracteristicas
quimicas serem muito parecidas ndo ha necessidade de qualquer ajuste nos motores de
veiculos (FERNANDEZ-NAVEIRA et al., 2016).

Uma matéria-prima alternativa para essa produgdo sdao os residuos da industria
alimenticia, na qual existe uma grande demanda em pesquisas que utilizem esse subproduto
para produ¢do de produtos com maior interesse no mercado que agrega valor e esses residuos

gerados (TUMWESIGYE; OLIVEIRA; SOUSA-GALLAGHER, 2016). Um desses residuos
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gerados na industria alimenticia ¢ o efluente oriundo do processamento da mandioca
denominado manipueira. A transforma¢do da mandioca, especialmente em areas onde a
industria ¢ altamente concentrada, é considerada uma fonte poluente ¢ um 6nus para os
recursos naturais, ja que os residuos sdo libertados diretamente no ambiente antes do
tratamento adequado (FAO, 2001).

Uma alternativa para reduzir os impactos ambientais e recuper a energia perdida no
fluxo de residuos (HASYIM, et al., 2011) ¢ a utilizagdo desse residuo rico em amido como
matéria-prima alternativa para a produgao de butanol e etanol.

A produgdo desses alcoois € possivel pela fermentacao pelo género Clostridium, grupo
de bactérias capazes de utilizar uma variedade de fonte de carboidratos e converté-los em
butanol e etanol (CHEN et al., 2013). Exemplares desse género ja foram encontrados em
diferentes fontes como solo, lodo de tratamento de diferentes efluentes e no esterco bovino.

Em fungdo da manipueira ser rica em carboidrato e o género Clostridium ser
identificado e encontrado em diferentes fontes, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
produgdo de biocombustivel utilizando como substrato manipueira.

A produgdo de bicombustiveis foi avaliada a partir manipueira e glicose por C.
acetobutilycum e C. beijerinckii, espécies conhecidas como produtoras de biocombustiveis, e

em quatro inoculos pré-tratados oriundos de amostras ambientais.

CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BUTANOL

O butanol ¢ um combustivel renovavel a base de biomassa e pode ser produzido por
fermentagdo alcoolica a partir de diferentes matérias-primas. Possui uma estrutura de quatro
carbonos (C4HoOH), os quais podem formar uma cadeia linear ou estrutura ramificada, que
conferem diferentes propriedades para essa molécula (RAKOPOULOS et al., 2011), sendo
um liquido incolor, de odor sufocante, inflamével e pouco soluvel em 4dgua (LEE et al., 2008).

Existem quatro isdmeros diferentes dependendo da localizagdo do grupo hidroxila (-
OH) e do carbono na estrutura da cadeia (FIG. 2.1). Na produgdo de butanol a partir de
biomassa a tendéncia € ter como principal produto a molécula linear, o 1-butanol ou n-butanol
(butanol normal), que apresentando cadeia linear com o grupo hidroxila (-OH) no dtomo de
carbono terminal (RAKOPOULOS et al., 2011).
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Figura 2.1 - Isdbmeros do butanol
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O butanol como combustivel tem algumas vantagens sobre o etanol (TAB. 2.1), tais
como: maior energia, menor volatilidade, ¢ menos higroscopico e apresenta menor teor
corrosivo (VAN DER MERWE et al., 2013). O butanol é mais semelhante a gasolina do que
o etanol, o que permite ser usado em porcentagem maior em relagdo ao etanol quando
misturado a gasolina (HE et al., 2014) e consequentemente reduz as emissdes de fuligem e

monoxido de carbono na atmosfera (YAO, et al., 2010).

Tabela 2.1- Comparac¢do dos combustiveis

Butanol FEtanol Gasolina

Densidade de energia (Mj L") 29,2 19,6 32
Relagao ar-combustivel 11,2 9 14,6
Calor de vaporizagao (Mj/kg) 0,43 0,92 0,36
Indice de octano 96 129 91-99
Numero de octano 78 102 81-89

FONTE: LEE et al., 2008.

O butanol pode ser utilizado como: solvente na produg¢do de borracha e de verniz;
solvente para corantes; extrator na producdo de firmacos e substratos naturais tais como

antibidticos, hormonios, vitaminas, alcaloides e canfora; aditivo em produtos de limpeza, por
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exemplo, limpadores de chdo e removedores; solubilizante na industria téxtil; aditivo da
gasolina (anti-gelo) e como fase movel em cromatografia de papel (DURRE, 2007).

Em escala comercial, ¢ produzido por meios quimicos (BEREZINA et al., 2012), os
trés principais processos quimicos utilizados nas industrias sdo: 1) hidroformilagcdo (oxo
sintese), nela uma molécula de monoxido de carbono e de hidrogénio sdo adicionados a uma
ligagdo dupla carbono-carbono e formam uma mistura de aldeidos, seguida por hidrogenagao
resultando na producao de butanol (FIG. 2.2 A), 2) Processo Reppe, com a utilizagdo de um
catalisador ocorre a carbonilagdo de propeno, produzindo o butanol, (FIG. 2. 2 B) (LEE et al.,
2008), 3) hidrogenagdo de crotonaldeido, consiste em uma condensag¢do de acetaldeido,
seguido por uma desidratacdo e subsequente hidrogenagdo (FIG. 2.2 C) (UYTTEBROEK;
VAN HECKE; VANBROEKHOVEN, 2015).

Figura 2.2: Sintese quimica do butanol: a) hidroformilagdo, b) Processo Reppe e c)

hidrogenac¢ao de crotonaldeido.

. CH3
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CO/H, H4C OH
Condensagao
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Hidrogenagao
HC” " om

Fonte: Modificado de UYTTEBROEK; VAN HECKE; VANBROEKHOVEN, 2015.

A produgdo do butanol também pode ser realizada pelo metabolismo fermentativo por

meio de micro-organismos produtores de solventes, tendo acetona e etanol como principais
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subprodutos (fermentacdo ABE acetona-butanol-etanol, FIG. 2.3 — exemplifica a via
metabdlica em etapas para a obtengdo de acetona-butanol-etanol), (DURRE et al., 2008),
tendo tipicamente como propor¢ao de produtos de 3: 6: 1, em que o butanol ¢ o produto
principal (BELLIDO, et al., 2015).

Esses micro-organismos realizam a fermentagdo ABE em duas etapas (FIG. 2.3), a
primeira etapa ¢ denominada acidogénica, ocorre na fase exponencial de crescimento e ¢
caracterizada pela conversdo do substrato nos acidos acético e butirico pela produgdo dos
gases hidrogénio e carbonico. A segunda etapa designada de solventogénica, ¢ caracterizada
pela conversdo dos dcidos em solventes ABE, a qual acontece um pouco antes da fase

estacionaria (LUTKE-EVERSLOH e BAHL, 2011; YADAV et al., 2014).

Figura 2.3 - Esquema da fermentacdo ABE por C. acetobutylicum.
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Fonte: Modificado de HUANG et al., 2010.
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Algumas espécies de bactéria tais como Butyribacterium methylotrophicum,
Pseudomonas putida, Bacillus subtilis e a arqueia Hyperthermus butylicus (DURRE et al.,
2008) sao capazes de produzir o butanol. Contudo, as bactérias do género Clostridium spp.
sdo as principais produtoras de butanol e as mais utilizadas. As espécies C. acetobutylicum, C.
beijerinckii, C. saccaroperbutylacetonicum, C. saccharoacetobutylicum, C. aurantibutyricum,
C. pasteurianum, C. sporogenes, C. cadaveris ¢ C. tetanomorphum ja foram estudadas na
producdo de biobutanol (KUMAR e GAYEN, 2011).

Clostridium ssp. sdao bactérias obrigatoriamente anaerdbias, gram-positivas, e
formadoras de enddsporos (JONES; WOODS, 1986; ZHENG et al., 2015), sdo capazes de
converter uma ampla variedade de fontes de carbono (glicose, galactose, celobiose, manose,
xilose e arabinose) em combustiveis tais como butanol, acetona, e etanol (EZEJI; QURESHI.;
BLASCHEK, 2007; CHEN et al., 2013).

Os clostridios secretam diferentes enzimas que facilitam a quebra de carboidratos
poliméricos em monomeros. Os varios monossacarideos produzidos sdo transportados para
dentro da célula por sistemas de transportes especificos ligados @ membrana e, a partir de
entdo os hidratos de carbono sdo subsequentemente metabolizadas através da glicélise da ou
da via das pentoses fosfato (EZEJI; QURESHI.; BLASCHEK, 2007a).

O butanol ¢ toxico para esses micro-organismos, pois possui efeito fluidificante sobre
a bicamada fosfolipidica, o que afeta a integridade estrutural e funcional das células. As
concentragdes limitrofes variam entre as espécies (VENKATARAMANAN et al., 2014).
Essa caracteristica torna a produgdo de biobutanol ndo economicamente competitiva em
comparagdo com a via petroquimica (XUE et al., 2013). Desta forma o desenvolvimento de
técnicas que atenuem significativamente a inibi¢do por butanol ¢ essencial para a produgdo
industrial desse biocombustivel (CHEN et al., 2012).

Mesmo que o préprio butanol seja uma barreira para o progresso fermentativo em
escala industrial em funcdo de sua toxicidade, as propriedades superiores em comparacdo com
o bioetanol em termos de maior densidade energética e menor volatilidade, faz com que a
utilizagdo desse biocombustivel ainda continue recebendo atengdo (LEE et al., 2008).

Com essa finalidade, melhorias no desenvolvimento de bioprocessos, em
microbiologia aplicada e engenharia genética podem resultar na otimiza¢do do processo
fermentativo aumentando a competitividade econdmica, como desenvolvimento de mutantes
capazes de tolerar maiores concentragdes de butanol e de processos de retirada do butanol do
meio (GARCIA et al., 2011), assim pesquisas adicionais e esforgos no desenvolvimento sio

necessarias para apoiar a escala de producao industrial de biobutanol (NAPOLI, et al., 2012).
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Outra alternativa ¢ a busca de novas estirpes capazes de produzir mais butanol, j& que
exemplares do género foram encontrados no solo (ABD-ALLA et al.,2015), no lodo granular
de tratamento da vinhaca (SANTOS et al., 2014), lodo ativado de estagdo de tratamento de
esgotos (CHEN et al., 2012), lodo de tratamento de suinocultura (SHIDA et al., 2012;
LARAZO et al., 2012), lodo de tratamento de fabrica de doces (DAVILA-VAZQUEZ, 2008)
e esterco bovino (BAGGE, PERSSON; JOHANSSON, 2010).

Um estudo realizado por Cheng e seus colaboradores (2012) utilizaram como ino6culo
lodo ativado da estagdo de tratamento de aguas residuais e obtiveram uma produgado de 12,4 g
L' de butanol com 60 g L' de glicose como substrato. Os micro-organismos identificados
como responsaveis pela producdo foram C. saccharoperbutylacetonicum, C. butylicum, C.
beijerinckii, e C. acetobutylicum.

Abd-Alla e colaboradores (2015) coletaram 107 amostras de solo de cultivo de feijao,
beterraba, cebola, cenoura, tomate, batata, trevo e trigo, conseguiram isolar oitenta cepas
produtoras de butanol tendo como substrato glicose 6% e a produgado alcancada foi de 16,77 g
L' com Clostridium roseum ASU58 e com a cepa padrio Clostridium acetobutylicum ATCC
824 apenas 6,46 g L, ressaltando a importincia da procura de novos micro-organismos
isolados para a produgdo de butanol.

Além dos agucares, outras fontes de carbono também foram utilizadas como substrato,
o bagaco de mandioca (LU et al., 2012), fibra de milho (GUO et al., 2013; DU et al., 2013),
palha de arroz (GOTTUMUKKALA et al., 2013), silagem de cevada (YANG et al., 2014),
bagaco e palha de cana-de-acucar (PEREIRA et al., 2015), na tabela 2.2 ¢ possivel observar a

producdo de butanol pelas cepas C. acetobutylicun e C. beijerinckii.
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Tabela 2.2 - Producdo de butanol a partir de diferentes substratos com as cepas C.

acetobutylicun e C. beijerinckii

Indéculo

Substrato

Butanol g L !

Referéncia bibliografica

C.

acetobulylicum

Bagaco de mandioca
hidrolisado — 44,8 g L*!
(glicose)

Forragem de cevada
hidrolisada — 42,3 g L"!
(agucares)

Graos e palha de
cevada hidrolisada —
42,46 g L}
(carboidratos)

Amido de mandioca
hidrolisado — 58,4 g L"!
(glicose)

9,71

7,3

7,8

12,16

LU etal. (2012).

YANG et al (2014).

YANG et al. (2015).

Ll et al. (2014).

C.beijerinckii

Amido de milho — 60,1
g L' (agtcares
redutores)

Lodo residual de
fabrica de 6leo de
palma hidrolisado — 20
g L! (agticares)

Fibra de milho
hidrolisada (40,3 g L*!
de agucar redutor)
Residuo da fabricagdo
de leite em p6 — 49,08
g L (glicose/lactose)
Fibra de milho
hidrolisada — 37 g L*!

(agucares redutores)

0,7

34

7,5

1,16

9,5

EZEJI QURESHI BLASCHEK
(2007a).

LOYARKAT; CHEIRSILP;
UMSAKUL (2013).

GUO et al., (2013)

UJOR etal .(2014)

DU etal. (2013)

Por se tratarem de materiais lignocelulosicos, esses precisam ser hidrolisados para que

a microbiota tenha acesso aos carboidratos mais simples. Aguas residudrias ricas em

carboidratos, como o soro de queijo (RAGANATI et al., 2013) e a vinhaga resultante do
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processo de fermentacdo do etanol a partir da cana-de-acicar sdo outros exemplos de
substratos.

Contudo, um 6nus desse processo fermentativo, independente da fonte de substrato
utilizada, é a extragdo dos biocombustiveis do meio aquoso que acaba encarecendo o processo
de producdo, algumas técnicas de extragdo dos biocombustiveis sdo:

e Extragdo por gis de arraste - essa técnica permite a remogdo seletiva dos
solventes a partir do caldo de fermentagao e ndo utiliza membranas, geralmente
sdo empregados como géas de arraste o H2 e o CO2 e quando borbulhados no
caldo fermentativo capturam os solventes que pelo processo de condensacdo
podem ser recuperados (CAl et al., 2016a; LU et al., 2016; EZEJI; QURESHI;
BLASCHEK, 2007b)

e Pervaporacdo - € um processo de separagdo, onde uma mistura liquida binaria
ou de componentes multiplos ¢ separado por vaporizagdo parcial através de
uma membrana, ¢ considerado como um processo promissor para a separacao
de solventes ABE (KONG et al., 2016; CAI et al, 2016D).

e Extragdo liquido-liquido — nesta técnica um solvente ¢ adicionado com o
intuito de solubilizar os solventes produzidos na fermentagdo, os quais sdo
recuperados por destilacdo (HA; MAIL KOO, 2010; GAO; ORR; REHMANN,
2016).

e Processo de adsorcdo - adsorventes sdo adicionados diretamente as culturas e o
produto adsorvido € retirado por processos de tratamento térmico, extracdo a
vapor, extracdo gasosa, por aplicacdo do vacuo ou eluicdo do solvente
(STAGGS; NIELSEN, 2015).

Todos esses processos sao muito utilizados na extragdo dos solventes, porém muitas
pesquisas estdo sendo realizadas visando diminuir os custos referentes a esse processo

tornando a fermentacdo ABE mais atrativa para a produc¢do de biocombustiveis.

2.2 ETANOL

O etanol é um tipo de alcool obtido por fermenta¢do de acucar, que é convertido em
alcool, o qual ¢ purificado por destilagdo podendo ser usado como combustivel (CHUTIMA;
SKOLPAP, 2014), ¢ um dos mais importantes combustiveis renovaveis (ISLA; COMELL;
SELUY, 2013) e o mais produzido (WEIMER; NERDAHL; BRANDL, 2015).
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Contudo, como grande parte das matérias-primas utilizadas produgdo de etanol sdo
alimentos, como milho, cana-de-agucar, trigo, cenoura, beterraba, mandioca (NJOKU et al.,
2012). A demanda por biocombustiveis é cada dia maior, existe uma preocupagdo em termos
competitivos com a alimentagao.

Outra problemadtica envolvida na fermentagdo é a produ¢do de efluentes liquidos
produzidos no processo de obtengdo de etanol, (LIMAYEME; RICKE, 2012), que muitas
vezes sao toxicos contendo elevadas quantidades de matéria organica e produzidas em larga
escala.

Os processos de producdo de etanol (FIG. 2.4) ocorrem a partir de dois tipos de
substratos bastante semelhantes, as técnicas de transformacao sdo ligeiramente diferentes em
funcdo das diversas matérias-primas utilizadas na fase inicial de preparagdo. Substratos
contendo acUcar, por natureza, estdo prontos para o processo fermentativo sem qualquer
modifica¢do adicional, enquanto os que cont€ém amido precisam de um passo adicional, a

hidrolise, para converté-los em agucares fermentaveis (SORAPIPATANA; YOOSIN, 2011).

Figura 2.4 - Processo para obtengdo de etanol
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Recuperagio do etanol
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Fonte: Modificado de SORAPIPATANA; YOOSIN, 2011.

O etanol consolidou-se no mercado de biocombustiveis brasileiro, onde gasolina
contém 20-25% de alcool anidro ou o alcool hidratado é consumido puro ou misturado com
qualquer percentagem de gasolina nos veiculos com motores movidos a bicombustiveis
(VIRMOND et al., 2013)

No Brasil o etanol na sua maior parte ¢ produzido pela fermentacdo do melago de

cana-de-actcar a estimativa de producao 28,52 bilhoes de litros para safra 2015/16, o pais € o
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segundo produtor de etanol no mundo perdendo apenas para os Estados Unidos (ARORA;
BEHERA; KUMAR, 2015).

O maior impasse do processo de obtencdo de etanol ¢ a vinhaga, produzida em um
volume de 12 a 15 litros de efluente por litro de etanol (FERRAZ JUNIOR et al., 2016). Por
possuir alta carga organica e alto teor de nutrientes (principalmente potassio, mas também de
nitrogénio e fosforo), geralmente ¢ aplicado diretamente ao solo da cultura de cana-de-
acucar, uma solugdo simples mais barata prevista na legislagdo, tornando-o um bom adubo
organico (FERRAZ JUNIOR et al., 2016). Contudo, com o despejo continuo e sem controle,
de, desencadeou uma série de impactos ambientais- como a lixiviagdo de metais para as aguas
subterraneas, alteragcdes na qualidade do solo, aumento de fitotoxicidade, odor desagradavel,
emissdes de metano consideraveis durante o armazenamento temporario do soro, transporte e
emissdes de 6xido nitrosos depois aplica¢do ao solo (CHRISTOFOLETTI, et al., 2013).

Ainda nd3o existem muitas alternativas tecnoldgicas para destino vinhaga, além da
combustdo, da produgdo de leveduras, da produgdo de alimentos para o gado e da incineragio,
0 que atesta o fato de que muitos esforcos tém sido direcionados para alocar, corretamente, o
grande volume de residuos. Assim, novos estudos e métodos verdes precisam ser
desenvolvidas visando a reciclagem e eliminagdo de vinhaca (CHRISTOFOLETTI, et al.,
2013).

Um desses métodos ¢ o processo fermentativo ABE, cujo Clostridium ssp. € o
principal grupo responsavel. E um grupo diverso essencialmente composto por bactérias
gram-positivas, anaerobias, em forma de bastonete, capazes de formar enddsporos (HEAP et
al., 2009). Convertem uma ampla variedade de fontes de carbono (glicose, galactose,
celobiose, manose, xilose e arabinose) em combustiveis tais como butanol, acetona, e etanol
(EZEJI et al., 2007).

As pesquisas de etanol atualmente concentram-se na utilizagdo de matérias-primas
lignoceluldsicas como substrato, devido a sua abundancia e renovabilidade, especialmente em
relacdo a reduzir o custo e aumentar a eficacia dos passos fundamentais no processo de pré-
tratamento celulosico, hidrolise enzimadtica e fermentacdo (BEHERA et al., 2014).

Para a produ¢do de etanol tendo como substrato materiais lignoceluldsicos e acgtcares
existem uma série de micro-organismos capazes de realizar o processo fermentativo em
diversas condigdes de temperatura ¢ pH, ¢ possivel utilizar exemplares dos géneros:
Clostridium spp., Thermoanaerobacterium spp., Thermoanaerobacter spp., Kluyveromyces
spp. Pichia spp., Caloramator spp., Paenibacillus spp., Caldicellulosiruptor spp. e Bacillus
spp. (ARORA; BEHERA; KUMAR, 2015).
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Alguns trabalhos evidenciam a producdo de etanol em batelada com espécies do
genéro Clostridium, C. autoethanogenum produziu 7,143 g L' de etanol utilizando como
fonte de carbono xilose e mondxido de carbono (ABUBACKAR et al, 2016) e C.
carboxidivoran produziu 0.48 g L' de etanol a com monoxido de carbono como fonte de
carbono (FERNANDEZ-NAVEIRA et al., 2016), com C. ljungdahlii e como substrato um gas
sintético 55% CO, 20% Ha, 15% Ar, 10% COx (1,8 atm) foi possivel produzir 0,012 g L' de
etanol (NAJAFPOUR; YOUNES]I, 2006).

Com substratos ricos em carbono, C. beijerinckii produziu 0,4 g L' tendo como fonte
de carbono agua residuaria da fabricac¢do de agucar a partir da cana-de-agcicar (COMWIEN, et
al., 2015), C. phytofermentans com 24,8 g L' de glicose como substrato produziu 2,8 g L' de
etanol (FATHIMA et al., 2016) e C. thermocellum produziu 13,66 g L'! de etanol a partir de
um substrato otimizado com uma concentragio de filtro papel de 45 g L !, licor de milho 8 g
L -!', cloridrato de cisteina 0,025 g L "' e sulfato ferroso igual a 0,01g L' (BALUSU et al.,
2005).

2.3 AGUA RESIDUARIA DO PROCESSAMENTO DA MANDIOCA — MANIPUEIRA

A cultura de mandioca ¢ considerada pela Organizagdo das Nagdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura a maior geradora de quantidade de residuos sob a forma de casca,
polpa, aguas residuais durante o processamento pods-colheita (FOA, 2013), no Brasil a
producado para 2016 deve chegar a 23,7 milhdes de toneladas de mandioca processada (IBGE,
2016).

Em escala mundial a maior parte da produ¢do dessa cultura, mais de 70%, ¢ realizada
por pequenos agricultores nas regides subtropicais e tropicais na Africa, América Latina e
Asia (JANSSON et al., 2009). Trata-se de uma importante fonte de alimentagdo para mais de
700 milhdes de pessoas em paises tropicais e € cultivada em uma area total mundial de 18,6
milhdes de hectares, com uma producdo total de 238 milhdes de toneladas (PATIL;
FAUQUET, 2009).

Um residuo gerado pela industria do processamento da mandioca ¢ a manipueira,
trata-se de uma agua residuaria do processo nas industrias farinheiras ou fecularias, esse
liquido ¢ rico em carboidratos (O-THONG et al, 2011), e cada quilo da raiz pode gerar de 5 a
7 L desse residuo (SANGYOKA; REUNGSANG; MOONAMART, 2007).

A raiz de mandioca apresenta cianeto que pode variar entre 75 a 1000 mg kg'! e

grandes quantidades sdo liberadas durante a produg¢do. Trata-se de um elemento téxico para os
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seres humanos e animais uma vez que se liga ao ferro inibindo a atividade da enzima
citocromo oxidase o que compromete a respiracdo (KAEWKANNETRA, 2009).

Residuos e aguas residuais gerados a partir de diversas industrias devem ser evitados
ou convertidos em energia, a fim de reduzir os problemas ambientais e proporcionar fontes
adicionais de energia (PAPONG et al., 2014).

A manipueira foi utilizada na producdo de energia, com uma célula combustivel
avaliaram os efeitos da concentra¢do de cianeto, concentragdes elevadas desse elemento nao
influenciaram a producdo de energia, mostrando que o cianeto ndo afetou o crescimento dos
micro-organismos (KAEWKANNETRA; CHIWES; CHIU, 2011).

Alguns estudos ja elucidaram a utilizagdo da manipueira para a produgdo de
biocombustiveis (SANGYOKA; REUNGSANG; MOONAMART, 2007; SREETHAWONG
et al, 2010; CAPPELLETTI et al., 2011; ROSA et al., 2014).

Sreethawong et al. (2011) utilizaram como indculo lodo anaerdbio de lagoa de
sedimentacdo de tratamento da manipueira e avaliaram a produgdo de hidrogénio em reatores
em batelada alimentada com a dgua residudria do processamento de mandioca, avaliaram a
suplementacdo de nitrogénio, obtiveram o maior rendimento igual a 438 ml de H> g! DQO
removida.

Cappelletti et al. (2011) utilizaram manipueira para estudar o efeito da DQO inicial do
substrato na producdo de hidrogénio com a cepa Clostridium acetobutylicum, com uma DQO
inicial igual a 5 g L' alcangaram o maior rendimento 2,41 mol H> mol ' glicose.

Em um trabalho realizado por ROSA et al. (2014) foi avaliado o potencial de co-
fermentagdo da manipueira e mistura de glicose em reatores anaerdbios de leito fluidizado,
utilizando como indculo lodo proveniente de um matadouro de aves produziram metano em
uma produgido volumétrica igual a 9,68 L CH4 d! L', hidrogénio com rendimento de 1,0
mmol H, g DQO removida, etanol igual a 3,0 mmol EtOH g DQO removida.

Ren et al. (2015) produziram 1183 mL L de hidrogénio fermentando o efluente do
processamento da mandioca com uma mistura de lodo anaerdbio de tratamento de agua
residuais e uma microalga isolada do solo identificada como Scenedesmus sp. como indculo.

Uma producido volumétrica de hidrogénio igual a 0,39 LH,L! d! e de metano igual a
0,91 LCH4 L' d! foi alcangada por Intanoo et al. (2016), neste estudo o inéculo foi lodo
retirado do fundo do primeiro tanque anaerdbio do tratamento de efluente da fabrica de
mandioca, foram utilizadas duas etapas em digestor anaerdbio de fluxo ascendente.

Como ndo existem muitas alternativas de uso desse efluente, geralmente ele ¢

despejado em rios ou no solo, gerando assim um problema ambiental (RIBAS; BARANA,
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2003) devido a alta demanda quimica e bioquimica de oxigénio do efluente (O-THONG et al,
2011). Mas devido ao seu alto contetido de matéria organica, a manipueira ¢ qualificada como
substrato em processos biotecnoldgicos (CAPPELLETTI et al., 2011; ROSA et al., 2014),

como a producao de biocombustiveis.
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CAPITULO 3 - PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS POR CLOSTRIDIUM
BEIJERINCKII, C. ACETOBULYLICUM E DIFERENTES INOCULOS A PARTIR DE
GLICOSE E MANIPUEIRA.

RESUMO
O presente estudo teve por objetivo avaliar a produgdo de biocombustiveis a partir de

dois substratos, glicose ¢ 4dgua residudria do processamento da farinha de mandioca
(manipueira). Cepas de Clostridium beijerinckii (ATCC 10132), Clostridium acetobulylicum
(ATCC 824) foram avaliadas utilizando glicose 30 g L' como substrato em reatores em
batelada por 144h. Com a cepa que apresentou melhor produ¢do de etanol e butanol foi
realizado um segundo ensaio no qual foi avaliada a produ¢do da cepa e quatro diferentes
indculos (pré tratados termicamente): ES - efluente de biodigestor de suinocultura situado na
Granja Agua Branca no municipio de Itu; LR - lodo de reator UASB da Estagdo de tratamento
de Esgoto sanitario do municipio de Porto Feliz; ES - esterco bovino; SL - solo de cultivo de
cana-de-aciicar do municipio de Sorocaba, todos foram submetidos a fermentacdo em
batelada por 90h. A maior producdo entre as cepas avaliadas com glicose 30 g L ! foi obtida
por Clostridium beijerinckii com 0,33+0,08 g L' de butanol e 1,65+0,23 g L' de etanol frente
a 0,06£0,03 g L! de butanol e 1,24+0,04 g L' de etanol produzido por Clostridium
acetobulylicum. Na segunda etapa a manipueira (10 g L' de acucar redutor) foi avaliada para
producio de butanol com C. beijerinckii alcangou-se produgio de butanol de 0,64+0,01 g L'!
nenhum dos in6culos apresentou producdo desse biocombustivel, porém com manipueira
como substrato esterco bovino e o efluente de suinocultura produziram acido butirico,
0,31£0,04 g L' ¢ 0,12+0,013 g L', respectivamente e uma pequena producdo de etanol
0,005+0,007 g L' foi alcangada pelo efluente de suinocultura. Com glicose 10 g.L*! C.
beijerinckii produziu 0,27+0,13 g L™ de butanol ¢ 1,72+0,18 g L' de etanol. Os inéculos nio
apresentaram producdo de biocombustiveis com a partir de glicose. No entanto, como o
acido butirico ¢ um produto da fermentagdo incompleta e esse pode ser metabolizado em
butanol, esses indculos apresentam potencial de produzir biobutanol. A maior produgido
de etanol (2,47+0,07 g L!) e butanol (0,64 £0,01 g L") foi obtida a partir de manipueira
(10 g L' de agticar redutor) e com CB como indculo. Esse resultado mostra a viabilidade
da utilizagdo da manipueira como substrato para a produ¢do de biocombustiveis,
proporcionando outro destino e agregando valor a esse residuo.

Palavras-chaves: Biobutanol. Clostridium beijerinckii. Clostridium  acetobutylicum
Manipueira.

ABSTRACT
The world witness an energy crisis that can be observed in the rising price of fossil
fuels, in the depletion of oil reserves and in environmental issues involving the use of these
non-renewable fuels. Biofuels, such as biobutanol, have potential to offset the use of fossil
fuels and are a clean and cheap energy source. Biobutanol has great potential as an alternative
fuel because it is produced by fermentation of the genus Clostridium ssp. With the byproducts
acetone and ethanol. This study aims to evaluate the production of biobutanol from two
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substrates, glucose and wastewater from cassava flour processing (manipueira). Batch
fermentations were carried with strains of Clostridium beijerinckii (ATCC 10132),
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824) and four different inocula: ES - digester effluent
from pig farming located in the Fazenda Agua Branca in the city of Itu; LR - UASB sludge
of sewage treatment plant in the city of Porto Feliz; ES - cattle manure; SL soil sugarcane
cultivation in the city of Sorocaba. There were two steps in the work, initially the production
of strains with glucose (30 g L!) were evaluated and in these trials the highest production was
obtained with the Clostridium beijerinckii strain (ATCC 10132) 0.33+0.08 g L' in
comparison to 0.06+0.03 g L'! butanol produced by Clostridium acetobulylicum (ATCC 824).
In the following step, manipueira (10 g L' of reducing sugar) was evaluated for butanol
production with C. beijerinckii and four environmental inocula, and only the strain produced
butanol at 0.64+0.01 g L. None of the inoculum showed production of biofuels, but with
cassava as substrate, cattle and swine manure effluent produced butyric acid at concentrations
of 0.31£0,04 g L' and 0.12+£0.013 g L', respectively. Ethanol was produced in small
amounts 0.005+0.007 g L' by swine manure effluent. As the butyric acid is a product of
incomplete fermentation and this can be metabolized to butanol, the two inocula show the
potential to produce biobutanol after optimization of the fermentation process. This result
shows the feasibility of using cassava wastewater as a substrate for the production, adding
value to this waste.

Key-words: Biobutanol. Bioethanol Clostridium. Cassava wastewater.
3.1 INTRODUCAO

Com a crise energética confrontada pelo mundo, aumento dos precos dos combustiveis
fosseis, esgotamento futuro dos recursos petroliferos e problemas ambientais, tais como a
chuva 4cida e emissdes de gases de efeito estufa (ABD-ALLA et al., 2015) provocados por
essa fonte ndo-renovavel de energia, a produ¢do econdmica dos biocombustiveis tornou-se
um potencial para compensar as necessidades atuais de combustiveis fosseis (KUMAR&
GAYEN, 2011), tendo como principais exemplos o butanol e o etanol.

Os dois alcoois podem ser produzidos a partir de biomassa vegetal e acucares pelo
processo fermentativo acetona-butanol-etanol (ABE) reforcado nas ultimas décadas, através
do desenvolvimento de melhores linhagens e otimizagdo do processo.

A producao desses biocombustiveis ¢ realizada em condi¢des estritamente anaerobias
por bactérias do género Clostridium spp., capazes de metabolizar a biomassa em acetona,
butanol e etanol utilizando uma variedade de hidratos de carbono (glicose, galactose,
celobiose, manose, xilose ¢ arabinose (EZEJI et al.,, 2007; QURESHI; EZEJI, 2008).
Condicdo que pode reduzir o custo de produgdo através da utilizagdo de substrato de baixo

custo como os residuos agroindustriais (QURESHI et al., 2010). Muitos trabalhos foram
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realizados utilizando Clostridium spp. para produgdo de butanol e etanol a partir de biomassa
rica em carboidratos, que incluem farelo de arroz, farelo de trigo, palha de milho, fibra de
milho, trigo, cevada, semente de palma, residuos de amido, palha de arroz e aparas de madeira
(LU et al., 2012; DU et al., 2013; GUO et al., 2013; GOTTUMUKKALA et al., 2013;
PEREIRA et al., 2015; SHUKOR et al, 2014; YANG et al., 2014).

O butanol tem grande potencial como biocombustivel (NIGAM, SINGH, 2011; LI et
al., 2014), apresenta vantagens sobre o etanol, pois ¢ mais energético, possui menor
volatilidade, ¢ menos higroscopico, apresenta menor teor corrosivo (VAN DER MERWE et
al., 2013) e ¢ mais semelhante a gasolina do que o etanol, permitindo que seja usado em maior
porcentagem quando misturado ao combustivel (HE et al., 2014), além de ser compativel
com o design atual dos motores tornando-se um candidato ideal para substituir a gasolina
(KUJAWSKA et al., 2015), conforme apresentado anteriormente na tabela 2.1.

Com linhagens de Clostridium acetobulylicum, estudos mostraram a produgdo de
biobutanol e bioetanol a partir de diferentes substratos. Um exemplo é o amido de mandioca
hidrolisado, em um trabalho realizado por Li et al (2014) o butanol foi produzido em uma
concentragio igual a 12,16 g L' e o etanol igual 2 2,73 g L.

Para as linhagens de Clostridium beijerinckii também sdo relatados os usos de
diferentes substratos, a producdo de 13,4 g L' butanol foi obtida por Ezeji, Qureshi e
Blaschek, (2007a) com o substrato amido de milho e a produgio de etanol igual a 1,16 g L™!
foi alcangada por Ujor et al., (2014) tendo como substratos residuos provenientes da
fabricagdo de leite em po.

O Brasil, por ser um pais agricola, gera muitos residuos agroindustriais, um deles ¢ a
dgua residudria do processamento da mandioca em farinha, denominada de manipueira.
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica em 2016 o pais deve colher uma
safra de 23,1 milhdes de toneladas de mandioca (IBGE, 2016).

Para cada quilograma de raizes frescas ¢ produzido 0,2 kg de amido, 0,4-0,9 kg de
bagaco e cerca de 5-7 litros de 4dgua residudria rica em carboidratos (SANGYOKA;
REUNGSANG; MOONAMART, 2007). O amido quando hidrolisado gera glicose ¢ maltose,
matérias-primas que podem ser utilizadas na conversao biologica dos hidratos de carbono em
acidos organicos (KAPDAN; KARGTI, 2006) e, em seguida, em biocombustiveis.

A manipueira ¢ rica em carboidratos (O-THOG, 2011), o que a torna atrativa no
processo fermentativo. Contudo apresenta um alto teor de matéria orgénica e de cianeto, o que

representa séria ameaga para o ambiente e a vida aquatica em dguas receptoras por se tratar de
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um elemento toxico capaz de comprometer o processo de respiracdo de animais aquaticos
(KAEWKANNETRA, 2009).

Segundo Chua e colaboradores (2013), a procura por micro-organismos selvagens que
possam reforgar a producao de biocombustiveis € necessaria. No trabalho realizado por Abd-
Alla e colaboradores (2015), usando como substrato glicose 6% a produgdo de biobutanol por
uma nova estirpe foi de 16,77 g L'!, produgdo superior a de uma estirpe ja estudada que foi de
6,463 g L.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a producdo de biocombustiveis a partir de
manipueira como substrato, com o intuito de fornecer outra alternativa de destino para esse
efluente agregando maior valor ao residuo.

Logo foram avaliadas a viabilidade de produgdo das cepas C. beijerinckii e C.
acetobutylicum e quatro diferentes indculos. Os indculos empregados neste trabalho foram
previamente escolhidos com base em trabalhos que ja haviam encontrado clostridios no solo
(ABD-ALLA et al.,2015), em lodo ativado de estagdo de tratamento de esgoto (CHEN et al.,
2012), lodo de tratamento de suinocultura (SHIDA et al., 2012; LARAZO et al., 2012) e
esterco bovino (BAGGE, PERSSON; JOHANSSON, 2010).

3.2 METODOLOGIA

Esse trabalho foi divido em duas ectapas, primeiramente duas cepas Clostridium
beijerinckii (ATCC 10132) e Clostridium acetobulylicum (ATCC 824) foram testadas em
relacio a produgdo de biocombustiveis tendo como substrato glicose (30 g L'). Na
segunda etapa do experimento a cepa que produziu mais os biocombustiveis com glicose
(30 g L") foi comparada em termos de produgdo com quatro diferentes inoculos: ES -
efluente de biodigestor de suinocultura situado na Granja Agua Branca no municipio de Itu;
LR - lodo de reator UASB da Estacdo de tratamento de Esgoto sanitario do municipio de
Porto Feliz; EB - esterco bovino; SL - solo de cultivo de cana-de-agucar do municipio de
Sorocaba. Nesta ctapa foram avaliados dois substratos glicose (10 g L™') ¢ manipueira com

concentragdo de aglicares redutores igual a 10 g L'

3.2.1 Preparacio das cepas
As cepas foram obtidas da colecdo da Fundacdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia

André Tosello, Clostridium beijerinckii (ATCC 10132) aqui denominada CB e Clostridium
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acetobulylicum (ATCC 824) aqui denominada CA. Ambas foram reidratadas e incubadas
por 24h em condi¢des de anaerobiose em 37 °C no meio RCM (Reinforced Clostridial Media)
(KHAMAISEH et al., 2012). Apds o crescimento foram repicadas em 20 mL do mesmo meio
e incubadas nas mesmas condi¢des por 48h. Para a montagem dos reatores em batelada 5 mL
dos 20 mL das cepas ja incubadas foram transferidos com o auxilio de uma seringa para 300
mL do meio de produgdo de butanol (MONOT et al., 1982) com a seguinte composi¢ao:
MnSO4 H>0 0,01 g L', NaC1 0,01 g L', FeSO4. 7H,0, 0,01 g L'!, acetato de aménio 1,5 g L,
Acido para-aminobenzoico 0,001 g L', Biotina 0,00001 g L', KH,PO4 1 g L', KoHPO4
3H,0 0,75 g L'}, extrato de levedura 2 g L. Na preparacdo do meio foi fluxionado N> para
deixa-lo anaerobio, o pH foi ajustado para 6,5, com solugdo de NaOH 1 M e HCI 1 M com
concentragdo de 30 g L' de glicose, o qual foi incubado por 48 horas a 37 °C e utilizado

como inoculo.

3.2.2 Operacio dos reatores anaerébios em batelada com glicose

Os reatores foram montados em triplicatas, em frascos reagentes de 500 mL com
volume reacional de 300 mL, o volume restante foi preenchido com Na, para favorecer a
anaerobiose.

Para a fermentacdo foi utilizado o meio sintético para crescimento de micro-
organismos solvetogénicos (MONOT et al. 1982) e 30 g L'! de glicose. O meio foi distribuido
nos frascos e fechados com tampa de butila ¢ estes foram autoclavados em 121 °C, a 1 atm
por 15 min.

Os reatores foram montados com 20%(v/v) de cada inoculo de CB e CA com
densidade optica (OD) medida em aparelho Hach Dr5000 em comprimento de onda 600 nm
(EZEJI; QURESHI; BLASCHEK, 2005) entre 0,055-0,06 ¢ mantidos constantemente em
temperatura 37 +£1°C e agitagdo 50 rpm por 144 h.



41

Figura 3.1 - Organograma experimental do ensaio com as cepas e glicose 30 g L™!
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mesmas condi¢des por 48h.

3.2.3 Pré-tratamento dos inoculos

Os in6culos foram coletados em frascos de 5 L previamente limpos e esterilizados,
todos foram armazenados em 4 °C ap06s coleta.

Antes de iniciar os processos fermentativos de producdo, os indculos receberam um
pré-tratamento térmico, como descrito por Xiao e Liu (2009). Foram autoclavados 5 g de cada
in6culo a 121 °C em 1,5 atm por 30 minutos, o intuito desse tratamento foi selecionar as
bactérias produtoras de enddsporos e eliminar os organismos consumidores de H» e os demais
micro-organismos (XIAO; LIU, 2009). Apos esse tratamento nos frascos contendo o indculo
foram adicionados 20 mL do meio de produgdo de solventes (MONOT et al. 1982) com
concentragio de glicose igual a 30 g L''e incubados por 48h em condi¢des anaerdbias a 37+1
°C.

Posteriormente, foram retirados de cada frasco 5 mL de meio de cultura com inoculo e
transferidos para frascos contendo 300 mL do meio de produgao de butanol (MONOT et al.
1982) com concentragio de 30 g L' de glicose. Os frascos foram incubados por 48 h sob as
mesmas condigdes ¢ as culturas resultantes em cada frasco foram utilizadas nos processos

fermentativos para produ¢do de butanol.

3.2.4 Manipueira
A manipueira foi adquirida na Féabrica de Farinha de mandioca Caio Prado, situada no

municipio de Araras, SP, e foram determinados os valores de pH inicial, 5,25 (APHA, 2005),
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solidos totais 64,75 g L' (APHA, 2005), solidos totais volateis 49,67 g L' (APHA, 2005),
demanda quimica de oxigénio total 95,33 g L'! (DQO) (APHA, 2005) e total de aglicar
redutor 20 g L' ( MILLER et al., 1959). A manipueira foi armazenada sobre refrigeracio (-
20 °C).

Com o intuito de disponibilizar o amido em agticares fermentaveis a manipueira foi
hidrolisada em autoclave a 121°C por 30 min com uma solugdo 0,5% H2SO4 1:1 (v/v) (ROSA
et al., 2014). Apds esse procedimento o pH foi ajustado para 6,5 com solugdo NaOH 10 M e
amostras de 40 mL foram centrifugadas por 5 mim em rotagdo de 7500 rpm. Apds
centrifugacdo foram determinados os agucares redutores presentes apos hidrolise que foi de
16 g L'! com o método 3,5 4cido dinitrosalicilico para agticares redutores (DNS) (MILLER et
al., 1959).

3.2.5 Operacio dos reatores anaerébios em batelada tendo como uinico substrato glicose
ou manipueira

Esses reatores foram montados em triplicatas para cada substrato, glicose 10 g Le
manipueira 10 g L™! de agticar redutor, para cada inéculo CB (C. beijerinckii), SL (solo), ES
(efluente de suinocultura), LR (lodo anaerdbio de estacdo de tratamento de esgoto), EB
(esterco bovino) em frascos reagentes de 250 mL com volume reacional 150 mL, o volume
restante foi preenchido com N> para favorecer a anaerobiose.

Os reatores foram montados no meio de producdo (MONOT et al., 1982) com dois
diferentes substratos separadamente. Reatores apenas com glicose na concentragio de 10 g L™!
e apenas com manipueira, a qual foi diluida até a concentragdo de 10 g L™ de agticar redutor
(DNS) (MILLER et al., 1959).

Os frascos foram tampados com tampa de butila e com auxilio de uma seringa 20%
(v/v) de cada inoculo CB, SL, ES, LR e EB foram injetados com auxilio de uma seringa nos
reatores, sendo que a ODsoonm (EZEJI; QURESHI; BLASCHEK, 2005) utilizada foi na faixa
de 0,1-0,11, que foi a menor OD lida entre os in6culos. Os reatores foram mantidos em
agitagdo (50 rpm) e temperatura (37 =1 °C) controlados por 90 h. Valores de pH foram

medidos apos a inoculagdo e ao final da fermentagao.
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Figura 3.2 - Esquema da segunda parte experimental
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3.2.6 Procedimentos analiticos
Um volume de 5 ml de amostras iniciais e finais de cada reator foram centrifugadas a
7500 rpm por 5 min, a partir do sobrenadante foi determinado os agucares, acidos organicos e

alcoois.

3.2.6.1 Determinagao dos agtcares redutores
Os agucares redutores foram determinados pelo método 3,5 &cido dinitrosalicilico

(DNS) (MILLER et al., 1959) a partir de 1 mL de amostra retirada do sobrenadante.

3.2.6.2 Determinacao dos acidos orgénicos e alcoois

Para a determinagdo dos acido organicos e 4lcoois utilizou-se o método Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLADE) (PENTEDO et al.,2012) sendo o detector ultravioleta ¢
arranjo de diodos (UV-DAD) para a andlise dos 4cidos, e indice de refragdo (RID-10A) para
alcoois. Para a separacao dos acidos e dlcoois utilizou-se a coluna Aminex HPX-87H a 43 °C
e 4cido sulftirico 0,01 N como eluente com fluxo de 0,5 mL min™!. O tempo de corrida de cada
amostra era de 65 minutos ¢ a analise dos resultados era realizada pelo software 42 Class-VP

(SHIMADZU modelo Prominence).
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3.2.7 Calculo de rendimento e taxa de producio
Os calculos de rendimento e taxa de produg@o foram realizados conforme as formulas
abaixo.

Rendimento = g de butanol produzido/ g de agticar consumido

Taxa de produtividade = g de butanol produzido/L/tempo
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito da cepa sobre a producio de biocombustiveis a partir de glicose 30 g L-!

Ambas as cepas produziram os dois biocombustiveis durante a fermentacdo com
glicose, com a cepa CA a produgio de etanol foi de 1,24+0,04 g L' e butanol 0,06+0,03 g L.
Ouephanit et al. (2011), ao utilizar a mesma cepa CA com uma concentragdo de glicose igual
20 g L! obtiveram etanol em uma concentragdo de 0,032 g L' e butanol 0,149 g L, uma
baixa producao de solventes, contudo ao fermentarem com outros substratos como amido (2%
m/v) a produgdo passou a ser de 0,091 g L'! de etanol e 0,089 g L' de butanol ao utilizar
dgua de lavagem de mandioca para produ¢do de amido com pH igual a 5,5 a produgdo de
etanol foi de 0,124 g L' e de butanol igual a 0,070 g L.

J4 com a cepa CB foi possivel obter maior producio, sendo de 1,65+0,23 g L' de
ctanol ¢ 0,33+0,08 g L' de butanol (Fig. 3.3). Devido a esses resultados apenas CB foi

utilizada na segunda etapa do experimento.

Figura 3.3 - Produgdo de etanol e butanol no final da fermentacio (144 h) utilizando 30 g L"!
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Como a proporgdo de produtos da fermentagdo ABE ¢ igual a 3:6:1 (GARCIA, et al.,
2011; BELLIDO, et al., 2015) era esperado uma maior produ¢do de butanol em rela¢do ao
etanol como na literatura. Alguns trabalhos, com glicose como substrato, mostram produgdes
de etanol muito baixas em rela¢do a de butanol (TAB. 3.1).

Para Ezeji, Qureshi e Blaschek, (2004) alcancaram uma producao de butanol igual a
11,9 g L' e apenas 0,5 g L™ de etanol. Li et al., (2013b) obtiveram 0,5 g L! de etanol e uma
producdo de butanol de 9,08 g L' e no caso de Kheyrandish et al. (2015) a producio de

butanol foi cem vezes maior do que a de etanol, 11,5g L' e 0,1 gL

Tabela 3.1 - Producdo de butanol e etanol por Clostridium acetobulylicum e Clostridium

beijerinckii
Gli LA Inéeul Bioalcoois
icose g L~ néculo anci
Butanol g L'  Etanol g L! Referéncias
80 C. acetobulylicum 11,5 0,1 KHEYRANDISH et al. (2015).
90 C. acetobulylicum 20,39 2,22 LU et al. (2012).
60 C. acetobutylicum 11,5 2 YEN; LI; MA (2011).
70 C. acetobutylicum 11,7 1,3 WU et al. (2013).
30 C. acetobutylicum 0,06 1,27 Presente estudo
MARIANO; MACIEL FILHO;
60 C. beijerinckii 11,5 0,42
EZEJI (2012).
60 C. beijerinckii 9,08 0,5 LI et al. (2013b).
EZEJI; QURESHI;
60 C. beijerinckii 11,9 0,5
BLASCHEK (2004).
30 C beijerinckii 0,33 1,65 Presente estudo

Foi possivel concluir que as condi¢des utilizadas no experimento favoreceram mais a
produgdo de etanol do que a de butanol. Destacando a baixa concentracdo inicial do substrato
que favoreceu apenas a producao de acido butirico e ndo a assimilagdo do acido em butanol.
Como para Comwien et al. (2015), que obteve uma concentragdo de 4cido butirico mais
elevada em relagdo ao solvente produzido, consequéncia da baixa quantidade de substrato
utilizada, pois ao aumentarem a concentragdo de substrato oferecido aumentaram a producao
de butanol. Em trabalhos que utilizam uma concentracdo de substratos mais elevada a

producdo de biocombustiveis foi mais significativa (TAB. 3.1) para ambas cepas utilizadas.
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As analises de 4cidos organicos por cromatografia liquida mostraram uma quantidade
significativa de 4cido butirico gerado, 2,60+0,41 g L para CB e 2+0,08 g L' para CA. A
maior producdo de etanol pode ser explicada por uma alta concentragdo de acido acético,
4cido metabolizado em etanol, inicial 1,25+0,1 g L' para CB e 1,03+0,08 g L' para CA.

Segundo Geng e Parque (1993) culturas com pH inicial igual ou superior a 6,0, tendem
a produzir acidos organicos na sua maioria ¢ uma pequena quantidade de solventes. Outro
fator que pode ter corroborado com uma maior produgio de 4cidos, 2,8+0,38 g L™ para CB e
2,16£0,27 g L' para CA, do que solventes, 1,31+0,07 g L™ para CA e 1,98+0,0,38 g L! para
CB, ¢ referente a baixa concentracdo inicial de agucar oferecido como substrato, segundo
Linggang et al. (2013) com concentragio inicial de glicose 30 g L', obtiveram produgdo de
2,23 g L' de butanol e 4,86 g L' de 4cido butirico. Ao aumentarem o substrato para 50 g L™!
foi possivel aumentar a produ¢io de butanol para 4,04 g L' e diminuir a de 4cido butirico
para 1.78 g L.,

Wang et al. (2014) também obtiveram esse resultado, ao utilizar 20 g L' de glicose
conseguiram producdo de butanol igual a 1,85 g L' e uma produgio de 4cido butirico maior
que 3 g L'}, alcancaram maior producdo, 13,03 g L™, a0 aumentar a concentracdo de substrato
para 80 g L', sugerindo que a fermentacdo de butanol deve ser realizada a uma concentragio
de fonte de carbono relativamente mais elevada para alcangar um desempenho maior.

Em termos de produgdo em g L' as cepas utilizadas produziram butanol 0,06+0,03 g
L' para CA ¢ 0,33+0,08 g L' para CB, resultados inferiores aos encontrados na literatura
(TAB 3.2).

Ao utilizarem uma concentracdo de glicose (30 g L) igual ao presente estudo as
produgdes de butanol foram significativamente mais elevadas do que a producdo alcancada
por ambas as cepas, Chen et al. (2013), produziu 6,59 g L' com CA, igual a e Yang et al.
(2016) 6,24 g L'! com CB.
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Tabela 3.2 - Producdo de butanol encontrada na literatura por CB e CA utilizando

concentragdes de glicose inferiores e iguais a 30 g L™!

Glicose Quantidade de  Butanol

In6culo pH Referéncia
inicial g L indculo % (v/iv)  gL’!
C. KHEYRANDISH et al.
20 6,8 10 5,2
acetobulylicum (2015)
C mantido
30 s 6,59 CHEN et al. (2013)
acetobulylicum em 6,5
C. mantido .
200 e 2,66 DOLEIJS et al. (2014)
acetobulylicum em 5
C. ABD-ALLA; EL-ENANY,
25 6,5 5 3,1
acetobulylicum (2012)
C.
30 7 3 2,2 BONER, et al. (2014)
acetobulylicum
C.
30 6,5 20 0,06 Esse estudo
acetobulylicum
LOYARKAT; CHEIRSILP;
C. beijerinckii 20 6,5 10 5,7
PRASERTSAN, (2015)
ISAR; RANGASWAMY,
C. beijerinckii 20 6,5 = - 3,2
(2012)
C. beijerinckii 30 6,5 - 6,24 YANG et al. (2016)
C. beijerinckii 31 I 6,66 KWON et al. (2016)
C. beijerinckii 28,34 6,5 - 6,45 MOON et al. (2015)
C. beijerinckii 30 6,5 20 0,33 Esse estudo

Grande parte dos trabalhos de produgdo de butanol evidenciam um consumo elevado
de substrato chegando a 100%, diferentemente do que foi observado no presente trabalho
(TAB. 3.3) em que o consumo de agucar chega ao maximo de 28,73%.

A ODsoo nm do indculo inserido nos reatores 0,055-0,06 pode ser um dos fatores para a
baixa produg¢do de butanol, ja que a biomassa inserida em fun¢do da densidade 6tica ODgoonm
utilizada foi baixa, indculos adicionados ao meio de producdo de butanol com ODegoo nm
mostraram melhores produgdo, com ODgoonm entre 0,8—1,0, 55 g L de glicose e 5% (v/v)
alcangou uma produgdo maior que 12 g L' de butanol com C. beijerinckii (EZEJI,
QURESHI; BLASCHEK., 2007b) enquanto a mesma cepa inoculada com OD de 1,2-1,6 ¢
5% (v/v) produziu 14,3 g L! butanol, com 40,8 g L' de amido de milho solavel (EZEJI;
QURESHI; BLASCHEK, 2005).
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Com uma concentracdo de glicose 60 g L™!, utilizando C. beijerinckii como inéculo em
proporg¢ao 5% (v/v), o consumo foi de 75,3% (EZEJI; QURESHI; BLASCHEK, 2003), com
C. saccharoperbutylacetonicum como in6culo em propor¢do 10% (v/v), pH inicial 6,2 e
concentracdo de glicose 66 g L' o consumo observado foi de 96,4% do substrato (THANG;
KANDA; KOBAYASH, 2010), e com 19,3 g L de acgtcares a partir de farelo de arroz
hidrolisado houve 100% de consumo (AL-SHORGANI; KALIL; YUSOFF, 2012)

A partir de um inéculo isolado do solo de pradaria com 30 g L de glicose, pH
mantido em 6 e inoculo 10% (v/v) o consumo do substrato foi de 90,27% (CHUA, et al.,
2013). Com C. acetobutylicum como indéculo em propor¢ao 10% (v/v) dois substratos
diferentes com concentragdes iniciais de 23 g L™ de glicose, o consumo do meio sintético de
glicose foi de e 88,48% e do residuo de sagu hidrolisado 93% (LINGGANG et al., 2013) com
a mesma espécie e propor¢io igual a 5% (v/v), pH mantido em 5 e glicose 20 g L™!, obteve-se
100% de substrato consumido (DOLEJS et al, 2014) e para o presente trabalho como o maior
consumo de acucar foi de 28,73% com C. beijerinckii (TAB. 3.3).

Tabela 3.3 - Consumo de agticares no periodo de Oh-144h.

Agucares redutores g L' % Consumo
Cepa
Oh 144h
Clostridium
33,43+0,88 23,83+1,4 28,73
beinjerinckii
Clostridium

36,65+0,59 28,55+0,33 22,08
acetobutylicum

Como o pH final medido 4,71 esteve proximo de pH 5 a fase de acidogénese para
solventogénese ocorreu, ja que a produgdo de solvente estd associada a redu¢ao no pH do
meio para cerca de 5, devido a acumulagdo de produtos da fermentag¢do, como éacido butirico e

acético (JONES; WOODS, 1986).

3.3.2 Efeito do substrato sobre a producio de biocombustiveis para a cepa CB
Em fun¢do da cepa CB mostrar melhor producdo de butanol na primeira fase do
experimento foi utilizada para comparag¢ao com os in6culos ambientais SL, LS, LR ¢ EB.
Assim como na primeira etapa do experimento a propor¢cao ABE (3:6:1) de produgado

ndo ocorreu, pois a producdo de etanol foi superior a de butanol para ambos substratos
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(FIG.3.4), mostrando que as condi¢des de fermentagdo aplicadas favoreciam a produgdo de
etanol do que butanol, 1,72+0,18 g L' de etanol com glicose como substrato e 2,47+0,07 g L™!
de etanol com manipueira como substrato, utilizando CB como cepa.

Contudo ¢ importante evidenciar que para CB com manipueira houve 134% de
aumento na producdo de butanol empregando manipueira (10 g L' de aglicar redutor) em
relagdo a produgio com glicose (10 g L") e para o etanol, houve um aumento de 44,4% ao
empregar a manipueira (10 g L™ de agticar redutor) em relagdo a glicose (10 g L™).

Em concentragdo mais elevada de glicose 30 g L™! a produtividade da manipueira (10 g
L' de agtcar redutor) como substrato para CB foi maior para ambos dlcoois, 0,09 g g de
butanol e 0,35 g g''de etanol para manipueira e 0,05 g g' de butanol e 0,26 g g'! de etanol para
glicose 30 g L.

Esses resultados evidenciam que a manipueira, ndo ¢ apenas uma fonte de poluicdo e
problemas ambientais (SUN et al., 2012), ja que foi possivel produzir biocombustiveis em

concentragdes mais elevadas tendo a manipueira como substrato do que a glicose.

Figura 3.4 - Produc¢ao de acido butirico, etanol e butanol por Clostridium beijerinckii nos

diferentes substratos ap6s 90 h em 10 g L' de glicose e manipueira 10 g L' de agticar redutor.
3
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Isso também foi observado em outros trabalhos que utilizam outras matérias primas
para a fermentacdio (TAB. 3.4), como por exemplo ao utilizar amido de milho em
concentracio igual a 40,8 g L' a producdo foi de butanol foi de 14,3 g L' ao aumentar a
concentragdo de glicose a 60 g L™ a produgio de butanol foi reduzida para 11,9 g L' (EZEJI;
QURESHI; BLASCHEK, 2005). Outros componentes da manipueira, ndo perdidos na

hidrélise, podem ter facilitado a assimilacdo dos dcidos organicos em solventes.



Tabela 3.4 - Comparacao de producdo de biobutanol com glicose como Unico substrato e

outros substratos.
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Glicose Produgdo Outo Produgdo Referéncias
(gLh de butanol substrato de butanol
(gL (gL (gL

60 11,9 Amido de 14,3 EZEJT; QURESHI; BLASCHEK, (2005)
milho — 40,8

23 4,86 Residuo de 6,21 LINGGANG et al. (2013)
produgdo de
sago —23

50 7,2 Farelo de 8,5 LIU et al. (2010)
trigo — 53,1

60 5,52 Bagago de 6,86 SU et al. (2015)
cana de
agucar —
40,66

28,34 6,606 Residuos de 6,91 KWON et al. (2016)
madeira
hidrolisado —
31

10 0,27 Manipueira - 0,64 Presente estudo
10

Ao utilizar a manipueira como substrato foi possivel obter um rendimento de butanol

igual 0,09 g g"! e uma taxa de produtividade 0,007 g L' h! apés as 90 h de fermentagio. Tais

resultados foram inferiores aos encontrados na literatura utilizando a mesma cepa, mas com

diferentes substratos (TAB. 3.5).

A baixa produtividade butanol pode ser o resultado da toxicidade de alguns derivados

formados durante o processo de hidrdlise acida do substrato, como compostos fendlicos e o

furfural (LOYARKATA; CHEIRSILPA; UMSAKUL, 2013).
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Tabela 3.5 - Rendimento e taxa de produtividade de butanol por CB com diferentes substratos

Rendimento* Taxa de produtividade

Substrato Referéncias
gg! g L'lh!
Residuos de madeira hidrolisado 0,25 e KWON et al. (2016)
Agua residudria da producio de
0,27 0,11 MAITI et al. (2016)
amido hidrolisada
. . KOMONKIAT;
Tronco de palmeira hidrolisado 0,41 0,155
CHEIRSILP, (2013)
Fibra de milho hidrolisada 0,34 0,13 GUO et al. (2012)
Farelo de trigo hidrolisado 0,32 0,16 LIU et al. (2010)
Manipueira hidrolisada 0,09 0,007 Presente estudo

Rendimento = g de butanol produzido/ g de agucar consumido

3.3.3 Efeito dos diferentes inoculos sobre a producido de biocombustiveis a partir de
glicose 10 g L' ¢ manipueira 10 g L-! de actcar redutor

Em relagdo aos in6culos utilizados na fermentagdo ambos os substratos (glicose e
manipueira) ndo foram convertidos a butanol (TAB. 3.6), porém apenas com a manipueira foi
observada a producdo de 4acido butirico nos reatores para os quatro indculos avaliados, sendo
que concentragdes mais significativas foram alcangadas com os indculos EB 0,31+0,04 gL ¢
ES 0,12+0,01 g L', além de 4cido butirico uma producio de 4cido latico para os indculos ES

(1,65+0,58 g L'Y) e EB (3,17+1,1 g L), foi alcangada.

Tabela 3.6 - A producao de 4cido butirico, 4acido latico e etanol pelos diferentes inoculos a

partir de glicose 10 g L' e manipueira 10 g L"! de agticar redutor

Glicose 10 g L Manipueira 10 g L! de agiicar redutor
Ac. Latico  Ac. Butirico Ac. Latico Ac. Butirico
Inoculo Etanol g L Etanol g L!
gL' gL' gL' gL'

SL 0 0 0 0,34£0,08  0,004=0,004 0
ES 0,710,072 0 0 1,65£0,58  0,12+0,012  0,005+0,007
LR 0 0 0,008£0,006  0,29£0,39  0,007+0,004  0,004+0,005

EB 2,05+0,085 0 0 3,17+1,1 0,310,04 0

Esse resultado pode ser consequéncia da falta de suplementacdo do meio, muitos

trabalhos obtém maiores producdo com adi¢do de &cido butirico, extrato de levedura ou uma
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fonte de nitrogénio ao meio de producdo de solventes. Al-Shorgani e colaboradores (2012)
utilizaram como substratos glicose e 4cido butirico e concluiram que a presenca de 0,5 g L™!
de acido butirico aumentou a producdo de butanol por  Clostridium
saccharoperbutylacetonicum, Quando adicionado ao meio, o butirato melhora o desempenho
da fermentagdo pelos clostridios. Para Li e colaboradores (2014), a eficacia do desempenho de
producio foi de 23% em relagdo a propor¢io média butanol/acetona quando adicionou 3 g L!
de 4cio butirico, a propor¢ao passou de 1,92 para 2,36, utilizando como substrato farinha de
mandioca.

Adicionando 4,0 g L' de 4cido butirico Huang et al. (2004), melhoraram o
rendimento e produtividade volumétrica de todos solventes em butanol pela fermentagdo por
Clostridium acetobutylicum (HUANG et al., 2004). O acido butirico pode aumentar
significativamente o rendimento em butanol em baixos valores de pH se quantidades
suficientes de fonte de carbono primario estejam presentes para Clostridium pasteurianum
(REGESTEIN, 2015).

Linggang et al., (2013) suplementaram o meio de producao de solvente com diferentes
concentragdes de extrato de levedura, ao adicionar 0,5 g L' de extrato de levedura
aumentaram o rendimento de producdo de 0,08 g g! para 0,18 g g”' de butanol, é importante
destacar que ao adicionar o extrato a concentragio final de 4cido butirico diminuiu de 3 g L™!
para 1,39 g L'\,

E importante ressaltar que apesar da ndo produgio de biocombustiveis pelos inoculos
avaliados obteve-se a producdo de alguns acidos, como os 4cidos latico e butirico para os
inoculos EB e EF, quando utilizado a manipueira como substrato.

Komonkiat e Cheirsilp (2013), ao adicionar uma fonte de nitrogénio ao meio de
produ¢io a produgdo de butanol passou de 5,24 g L' para 10,03 g L', em relacio a
concentragdo de 4cido butirico final houve reduc¢do de 5,35 g L' para 1,53 g L.

Outro fator que pode ser responsavel por essa baixa produgdo de butanol ¢ a condi¢cao
inicial do pH do meio (TAB 3.7), pois alguns trabalhos mostram que ao utilizaram valores de
pH mais baixo a produgdo de butanol aumenta ¢ a concentragdo de acido butirico diminui.

A auséncia de produgdo de butanol também pode ser explicada pela ndo transi¢do da
fase acidogénica para a solvetogénica, devido aos altos valores de pH no final da fermentacao
dos in6culos SL, ES e LR (TAB. 3.7). Pois para que essa mudanga de fase ocorra o pH do
meio deve ser proximo de 5 (JONES; WOODS, 1986), desta forma ndo houve produgio
suficiente de 4cido butirico. Contudo para os dejetos bovinos o pH final foi o mais baixo

alcangando, possivelmente devido a alta produgdo de 4cido latico de 3,17 g L' (TAB.3.6).
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Diminuindo o pH inicial de 6,5 para 5, Linggang e colaboradores (2013) passaram de
uma producdo de butanol de 0,69 g L! para 4,04 g L' e concentra¢des finais de 4cido butirico
de 6,56 g L' para 1,58 g L'\, Ao testar o efeito do pH Al-Shorgani e colaboradores (2015)
aumentaram a produgio de butanol de 0,09 g L' com pH inicial igual a 8 para 0,43 g L' com

pH igual a §5,8.

Tabela 3.7 - Valores de pH iniciais e finais.

Glicose Manipueira
Inoéculo Inicial Final Inicial Final
SL 6,22+0,00  6,27+0,00 6,10+0 6,06+0,00
ES 6,15+0,01  5,56+0,05 6,09+0,01 5,68+0,07
LR 6,2940,03  6,26+0,01  6,11+£0,01  5,99+0,10
EB 6,10+0,03  4,55+0,05 6,00+£0,01 4,76+0,03

Chua et al. (2013), isolaram uma cepa, a partir de solo de pradaria, denominada G117,
a qual apos cinco dias de fermentacdo e com o processo de otimizagdo das condi¢des de
produc¢do com pH igual a 6, concentracio de 30 g L de glicose, temperatura igual a 35 °C e
um meio de sais minerais alcangaram produ¢do 6,45 g L' de butanol, ao aumentarem a
concentragdo de substrato para 60 g L' ¢ suplementarem o meio com 0,4% de extrato de
levedura obtiveram uma produgio de butanol igual a 13,5 g L.

Abd-Alla et al. (2015) isolaram 107 exemplares do género Clostridum spp. a partir de
solos de culturas agricolas, oitenta e seis dos isolados mostraram capacidade de produzir ABE
e um exemplar isolado, denominado C. roseum apresentou produgdo de butanol maior do que
a cepa Clostridium acetobutylicum ATCC 824, com a linhagem nativa do solo (C. roseum) foi
possivel produzir 16,77 g L' de butanol e 2,698 g L de etanol e 6,463 g L' e 1,345 g L’!
respectivamente, com a cepa.

Nesse mesmo trabalho, Abd-Alla et al, (2015) também isolaram trés in6culos que
produziram apenas etanol e acetona, e treze que produziram mais etanol do que butanol. Com
os trés isolados que produziram mais solventes foi oferecido outro substrato, o macerado de
frutos de palma, e outro exemplar C. beijerinckii isolado mostrou maior producdo de butanol
16,16 g L', em relacio a cepa Clostridium acetobutylicum ATCC 824, que obteve produgdo
de 9,71 g L' do mesmo 4lcool.

No trabalho de Shin e colaboradores (2016) foi isolada uma nova espécie denominada

de C. kogasensis, a partir do solo de gasoduto corroido, com condi¢des otimas de pH 6,5 e
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temperatura 37 °C. Essa nova espécie ndo produziu o butanol e etanol apenas o acido butirico
e acético, tendo como substrato a glicose. Caso que pode ter ocorrido com os indculos
utiizados no trabalho quando oferecido manipueira como substrato, pois apresentaram

producdo de acido acético e butirico apenas.

3.4 CONCLUSAO

Clostridium beijerinckii apresentou maior eficiéncia para a produgdo de butanol a
partir de glicose quando comparada a C. acetobulylicum, sendo a produgdo 5,5 vezes maior.

Manipueira com a concentragio de agucar redutor de 10 g L' pode ser um substrato
para C. beinjerinckii na produg¢do de butanol, etanol e &cidos organicos, j& que manipueira
como substrato a producdo de metabolitos foi maior do que com as concentragdes de glicose
utilizadas, 30 e 10 g L.

Os in6culos avaliados ndo foram capazes de produzir butanol a partir de glicose e
manipueira. No entanto os inoculos: ES e ES apresentaram produgao de acido butirico apenas
com a manipueira, sugerindo que sdo possiveis produtores de butanol.

A melhor condi¢dao de produgdo de biocombustiveis ocorreu ao utilizar manipueira 10
g L' e obteve-se 2,47+0,07 g L! de etanol e 0,64+0,1 g L' de butanol, ao avaliar a produgio
da cepa Clostridium beijerinckii € os indculos.

O presente trabalho mostrou que a manipueira tem potencial para ser utilizado como
matéria-prima para processos bioldgicos e tem a vantagem de ser produtos residuais e ndo

competindo por alimentos ou outras aplicagdes.
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CAPITULO 4 — INFLUENCIA DO INOCULO SOBRE A PRODUCAO DE
BIOCOMBUSTIVEIS A PARTIR DA MANIPUEIRA

RESUMO

Os biocombustiveis, butanol e etanol, podem ser produzidos pela fermentagdo ABE
realizada por micro-organismos do género Clostridium spp. O objetivo desse trabalho foi
produzir esses biodlcoois a partir de 4gua residudria proveniente do processamento da
mandioca para produgdo de féculas e farinhas. Desta forma, reatores em batelada foram
alimentados com manipueira (5 g L'DQO), e trés diferentes indculos foram utilizados: CB
(Clostridium beijerinckii); EBE (esterco bovino enriquecido com meio para micro-
organismos produtores de solventes; EBS (esterco bovino sem o meio para micro-organismos
solvetogénicos). Antes de iniciar os ensaios o inoculo EB foi submetido ao pré tratamento
térmico com o intuito de propiciar a presenca apenas do género Clostridium. Para verificar a
presenga do género Clostridium no in6culo avaliado foi realizado um PCR com primer
especificos para o género. Com a confirmagdo da presenca de Clostridium no esterco bovino
iniciaram-se os ensaios de fermentacdo. A cepa CB foi reativada e os reatores em batelada
foram montados. Os ensaios duraram 106 h e durante esse periodo foram analisados o
consumo de agucares, o pH, ODsoonm, biomassa seca, alcoois e acidos organicos. Com
Clostridium beijerinckii foi possivel produzir butanol com rendimento 0,014 g g e taxa de
produtividade igual a 0,002 g L™!. h'l. Etanol foi produzido pelo esterco bovino enriquecido
com rendimento 0,51 g gl e taxa de produtividade igual a 0,002 g L'\ h!. O trabalho mostrou
o potencial de produgdo de biocombustiveis a partir do residuo manipueira e do inoculo
esterco bovino e agregou valor e esses dois residuos. Talvez com a otimizagdo do processo de
fermentagdo maiores concentracdes de solventes possam ser produzidas.

Palavras chaves: Biobutanol. Bioetanol Clostridium beijerinckii. Esterco bovino.
Manipueira

ABSTRACT

Biofuels, butanol and ethanol can be produced by ABE fermentation by microorganisms of
the genus Clostridium spp. The aim of this work was to produce these bioalcohols from
wastewater from the processing of cassava production for starch and flour. There batch
reactors were madeusing cassava (5 g L' DQO), and three differents inocula were used: CB
(Clostridium beijerinckii); EBS (cattle manure with medium for producing solvent
microorganisms) and EBS (cattle manure without medium for producing solvent
microorganisms). Before starting the tests EB inoculum was subjected to the pre heat
treatment in order to provide the presence of Clostridium genus to check the Clostridium
genus presence the inoculum was carried out PCR with specific primer to the genus. With the
confirmation of the presence of Clostridium in cattle manure we started the fermentation. CB
strain was reactivated and the batch reactors were assembled. The tests lasted for 106 h and
during this period were analyzed consumption of sugars, pH, OD600nm, dry biomass,
alcohols and organic acids. With Clostridium beijerinckii was possible to produce butanol at
0.014 g g! and productivity rate equal to 0.0016 g L' h''. Ethanol was produced by enriched
manure yielded 0.51 g g™ and production rate equal to 0.0016 g L™\ h''. The work showed the
potential production of bioalcohols from cassava residue and inoculum from cattle manure,
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adding value to these two residues. Perhaps with the optimization of the fermentation process
higher solvent concentrations can be achieved.

Key words: Biobutanol. Bioethanol. Clostridium. Cattle manure. Cassava wastewater

4.1 INTRODUCAO

O butanol e etanol produzidos pela fermentacdo ABE sdo importantes alternativas de
combustiveis em relagdo ao cendrio atual de consumo e poluicdo dos combustiveis fosseis.
Muitos trabalhos elucidam a utilizagdo do processo fermentativo ABE (acetona, butanol,
etanol) realizado por clostridios, que sdo capazes de fermentar uma variedade de hidratos em
acetona, butanol e etanol (SURVASE et al., 2013; VALDEZ-VAZQUEZ et al., 2015; ABD-
ALLA et al.,, 2015; SIRISANTIMETHAKOM et al., 2016).

A problematica dessa fermentacdo estd relacionada a seu custo de producdo, ja que
grande parte dos substratos utilizados competem diretamente com a base alimentar humana
(KENNES et al., 2016). Geralmente sdo utilizados na fermentacdo substratos ricos em
carboidratos, farinha e amido de milho, arroz, mandioca ou trigo, esses produtos podem ser
hidrolisados em agucares fermentaveis. Outra fonte do processo fermentativo sdo os aglicares
como glicose, sacarose, xilose, celobiose, entre outros (CHEN et al., 2013).

Recentes pesquisas tém utilizado como substrato diferentes fontes de ricas em
carboidratos, mas que necessitam de um pré-tratamento (IBRAHIM et al., 2015; SU, et al.,
2015, HARDE et al.,, 2016) com a finalidade de disponibilizar esses carboidratos em
substratos fermentaveis por esses micro-organismos.

Fontes como palha de arroz, palha de milho, residuos de madeira, residuos da industria
de mandioca (explorar mais), residuos da industria de leite, residuas da industria
sucroalcooleira, e diversas outras induastrias (IBRAHIM et al., 2015; KUMAR; GAYEN,
2011), tém sido utilizadas como substratos para a producao ABE.

E importante ressaltar que essas fontes alternativas se tratam de residuos que na sua
grande maioria ndo tem alternativa de uso e sdo descartados em solos ou em rios seguindo os
padroes de descarte descritos na legislagcao, ¢ uma matéria prima com alto valor agregado e,
portanto, passivel de reutilizagao.

Um residuo muito produzido ¢ a agua residuaria do processamento da mandioca em
farinha e amido, esse residuo apresenta um alto teor de carboidratos (O-THONG et al, 2011),

e de cianeto, o qual é toxico para os humanos e animais (KAEWKANNETRA, 2009). A
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maioria do residuo gerado geralmente ¢ descartada no solo em forma de irrigagdo das
plantagdes de mandioca ou ¢ oferecido aos animais (RIBAS; BARANA, 2003).

O presente estudo teve por objetivo utilizar o residuo do processamento de mandioca
para a produg¢do de butanol e etanol, pela cepa Clostridium beijerinckii ¢ um indculo
ambiental derivado do esterco bovino com presenga do género Clostridium, avaliado a
produgdo de biocombustiveis, com substrato enriquecido com um meio para micro-

organismos produtores de solvente e com substrato apenas.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Inéculo

O experimento foi realizado com dois indculos C. beijerinckii (CB) e esterco bovino
(EB), a produgdo de ambos foi avaliada quando alimentados com manipueira com DQO 5g L~
. O indculo EB foi submetido a dois diferentes ensaios um no qual foi oferecido como

substrato apenas a manipueira € outro que o substrato foi enriquecido com o meio

solvetogénico (MONOT, 1982).

4.2.1.1 Ativagdo do Indculo CB e montagem do reator anaerdbio

O indculo foi ativado em meio RCM (Reinforced Clostridial Media) (KHAMAISEH
etal., 2012) a 37 °C. Apds 48 h de crescimento foram repicadas em 800 mL do mesmo meio ¢
incubadas nas mesmas condig¢des, quando a leitura de ODsoonm da cultura alcangou 0,5-0,6 nm

foi incubada nos reatores.

4.2.1.2 Pré-tratamento in6culo EB

Foram pesados 10 g do in6culo — reativou depois e pré tratado- e adicionados em 150
mL de meio PYG (Peptone-Yest extract-Glucose) previamente esterilizado a 121 °C por 15
min, o frasco foi fechado e incubado a 37 °C por 24 h. Apds esse periodo a cultura foi
submetida a um choque-térmico em 90 °C em banho-maria por 10 min, depois de retirar a
cultura e resfria-la em temperatura ambiente (MAINTINGUER, et al., 2008). 10 mL da
mesma foram injetadas com auxilio de uma seringa em 150 mL de meio RCM previamente
fluxionado com gas N e esterilizado em 121 °C por 15 min. Essa cultura foi entdo incubada a
37 °C por 24 h e apds esse periodo 10 mL dessa cultura foram injetados em meio RCM

seguindo as mesmas condigdes de preparo e incubacao.
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4.2.1.3 Biologia molecular para presenca do género Clostridium

Dez mL desta cultura foram retiradas para realizagdo de PCR especifico para
clostridios utilizando os primers SJ-F (679) CGGTGAAATGCGTAGAKATTA e SJ-R (952)
CGAATTAAACCACATGCTCCQG, para a confirmagao da presenca desse grupo no indculo
(XIOA-LONG et al., 2014).

A extragdo quimica do DNA do in6culo foi realizada seguindo o protocolo de extragao
usou o kit e protocolo - para bactérias gram-positivas do Kit de purificagdo de DNA GeneJET
GENOMIC DNA PURIFICATION KIT da Thermo Scientific.

A reacdo de PCR apresentou volume final de 25 pL. sendo, PCR buffer (1X), MgCl2 (1,5
mM), dNTP (0,4 mM), primer (0,5 mM), 0,5 U de Taq polimerase ¢ 1 pL. DNA gendémico da
amostra de EB. A amplificagdo foi realizada nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial, 94°C
por 5Smin; seguida por 30 ciclos de 30 segundos(s) a 94 °C, 30 s a 56 °C, 72 °C por 60 s ¢ a
extensdo final por 7 min a 72 °C. O controle negativo foi realizado com agua ultra purificada e o
controle positivo com uma amostra de C. beijerinckii. Os fragmentos de DNA foram separados
por eletroforese em gel de agarose (1%) utilizando TAE 1X como solugdo tampao, nas condi¢des
de corrida 80 V por 1 h, o marcador utilizado foi o de 1 kb. O gel foi analisado em um
fotodocumentador para gel de eletroforese — L-PIX TOUCH (Loccus, Brasil).

Apoés a realizagdo do PCR e confirmacdo da presenga de Clostridium spp., 50 mL
dessa cultura, que foi armazenada em 4°C, foi inoculada com auxilio de uma seringa em 800
mL de meio RCM seguindo as mesmas condigdes de preparo e incubagdo. Ao atingir ODeoonm

de 0,5-0,6 a cultura foi inoculada nos reatores.

4.2.2 Manipueira

A manipueira utilizada para os processos fermentativos foi adquirida em Araras, SP na
Fébrica de Farinha de mandioca Caio Prado. Esse efluente apresentou as seguintes
caracteristicas: pH 5,25, solidos totais 64,75 g L', s6lidos totais volateis 49,67 g L', total de
agucar redutor 20 g L', demanda quimica de oxigénio total de (DQO) 95,33 g L!. A
manipueira foi armazenada sobre refrigeracao (-20 °C).

Para tornar o amido mais disponivel realizou-se a hidrolise da manipueira em
autoclave a 121 °C por 15 min com uma solugao 0,5% H2SO4 1:1 (V/V) (ROSA et al., 2014),
o pH ajustado para 6,0 com solug¢do NaOH 10 M e amostras de 40 mL foram centrifugadas
por 5 mim em rotacdo igual 7500 rpm. Uma aliquota dessa manipueira foi filtrada em filtro de
acetato de celulose 0,2 pm com a finalidade de medir a DQO do residuo. A DQO foi
determinada utilizando o kit de DQO HACH 3-150 mg L',
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4.2.3 Operacgio dos reatores

Com a cepa foram montados dois reatores com volume reacional de 1,5 L cada e um
total de 3 L, para isso ap0ds a determinagdo de DQO a quantidade de dgua destilada necessaria
para a dilui¢io da manipueira para 5g L' DQO foi calculada. Para deixar o meio mais
anaerobio possivel foram fervidos 3 L de dgua destilada e fluxionado N2, o pH foi ajustado
para 6 com solugdo NaOH 10 M. O volume de 4dgua necessario para diluicdo da manipueira
foi dividido em dois frascos de 2L, sendo o volume reacional de 1,5 L cada. Os frascos foram
tampados com tampa de butila e autoclavados a 121°C por 30 min.

Com o intuito de manter o meio estéril, a manipueira foi adicionada ao frasco com
auxilio de uma seringa, um filtro de acetato de celulose 0,2 um foi acoplado entre a seringa e
a agulha a manipueira foi injetada nos frascos passando pelo filtro. Com os reatores
montados, 20% (v/v) do in6culo CB com ODsoonm de 0,5-06 foi inoculado nos reatores.

Para o in6culo EB foi testado um meio de produ¢do com a seguinte composicao:
MnSOs4 H20 0,01 g L', NaC1 0,01 g L', FeSO4. 7H»0, 0,01 g L', acetato de aménio 1,5 g L,
4cido para-aminobenzoéico 0,001 g L1, biotina 0,00001 g L', KH,PO4 1 g L'}, K;HPO4 .3H20
0,75 g L', extrato de levedura 2 g L. Na preparagdo do meio foi fluxionado N> para deixa-lo
anoxico, o pH foi ajustado para 6 com solugdo de NaOH 1 M e HCI 1 M, e autoclavado em
reator 2 L com volume reacional de 1,5 L.

O reator sem suplementacdo foi preparado com agua destilada como para o indculo
EB, e a manipueira adicionada com auxilio de uma seringa com filtro de acetato de celulose
0,2 um inserido na agulha. Apos a preparagdo dos dois reatores EBE e EBS, 20% (v/v) do
ino6culo EB com ODgponm de 0,5-06.

4.2.4 Analises fisico-quimicas

Para os reatores com o indculo CB nas primeiras 24 h foram retiradas com uma
seringa amostras de 2 mL de cada reator, a cada 3 h para medir pH, ODsoonm, aglcares
redutores com o método 3,5 4cido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER et al., 1959). Depois
desse periodo as amostragens foram realizadas em 36 h, 48 h, 65 h, 82 h e 106 h. A biomassa
seca em mg L' (APHA, 2005) foi determinada em 0 h, 12 h, 24 h, 48 h e 106 h. Nesses
periodos eram retirados 60 mL de amostra de cada reator sendo 50 mL para determinagdo de
biomassa ¢ 10 mL para determinagdo dos outros parametros analisados. As medidas de DQO

em g L' foram realizadas nos tempos 0 h e 106 h.
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Os reatores montados com os inoculos EBE e EBS, foram retiradas amostras a cada 3
h para medir pH, ODgoonm, agucares redutores com o método 3,5 acido dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER et al., 1959) durante 24 h. Apés esse periodo a medi¢ao desses fatores foi realizada

em 36 h, 48 h, 65 h e 106 h. A biomassa seca (mg L) e DQO (g L) foram determinadas em
Ohe 106 h.

Figura 4.1 — Esquema para montagem dos reatores anaerobios
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4.2.5 Determinacio de butanol, etanol e acidos organicos

Amostras de 2 mL de EBE e EBS foram centrifugadas a 7500 rpm por 5 min, 1 mL do
sobrenadante foi retirado para a determinagdo dos dcido organicos e dlcoois pelo método
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLADE) (PENTEDO, et al.,2012). A detec¢ao dos
acidos foi realizada pelo detector ultravioleta e arranjo de diodos (UV-DAD) e a dos alcoois
pelo detector de indice de refragdo (RID-10A). Para separacao dos metabdlitos utilizou-se a

coluna Aminex HPX-87H a 43 °C e acido sulfurico 0,01 N como eluente com fluxo de 0,5 mL
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min’!, cada corrida tinha duracdo de 65 minutos, para a andlise dos dados o software 42 Class-

VP (SHIMADZU modelo Prominence) foi utilizado.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Presenca de Clostridium spp. no inoculo EB
Ap6s a amplificagdo do indculo EB a presenga de closdtridios foi confirmada como
mostra a figura 4.2, com a utilizagdo do primer Sj especifico para esse grupo (HU et al.,

2014).

Figura 4.2 - Gel de amplificacdo (1% de agarose) do indculo com marcador molecular de 1Kb
(a) controle negativo, (b) controle positivo, (c) e (d) amostra de DNA do indculo EB (esterco

bovino).

4.3.2 Producao de biocombustiveis

Nos ensaios realizados a cepa CB e o inoculo EBE e EBS, ndo foi obtido a produgao
de butanol com a manipueira DQO 5 g L™!. Esse fato pode ser explicado pela DQO (5 g L)
oferecida que resultou em concentragdes reduzidas de glicose no tempo 0 h, como pode ser
observado na figura 4.3, sendo 1,70 g L™! no caso da cepa e de 0,69 g L para o ensaio com o
in6culo EBS e 0,57 g L! para o in6culo EBE.

Essa diferenga em relagdo a concentragdo inicial de agucar redutor para os inodculos €
referente a hidrolise, pois manipueira hidrolisada ndo foi a mesma utilizada nos dois
experimentos, para a cultura pura CB foi feita uma hidrélise que resultou em 1,70 g L de
agtcar redutor no inicio do experimento. Para EB foi feita hidrolise que resultou em 0,69 g L™
de agucar redutor inicial para EBS e 0,57 g L' de agucar redutor inicial para EBE.

Estudo semelhante realizado por Ouephanit et al. (2011), mostraram que duas cepas C.

butyricum e C. acetobutylicum produziram a partir de dgua residudria hidrolisada proveniente
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da lavagem da mandioca os dois alcoois. Ouephanit et al. (2011) ajustaram o pH inicial do
para 6,5 a Unica variavel neste experimento foi o pH do substrato adicionado ao meio, os
valores de pH do substrato avaliados foram 4,5, 5,5 ¢ 6,5, a melhor producdo para ambas
cepas foi com substrato em pH 5,5, tendo como resultado a producdo de etanol igual a 0,144 g
L-! para C. butyricum e C. acetobutylicum 0,124 g L-' e de butanol 1,81 g L' C. butyricum e
0,07 g L' C. acetobutylicum.

Figura 4.3 - Consumo de acticar durante a operagdo dos reatores anaerdbicos com os inodculos:
CB (C. beijerinckii), EBE (esterco bovino enriquecido), EBS (esterco bovino sem

enriquecimento)
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No caso da cepa o butanol obtido 0,3 g L™! no tempo Oh, como pode ser observado na
figura 4.4 ¢ resultado da pré incubagdo da mesma realizada com o meio RCM, o micro-
organismo j& havia produzido o biocombustivel com o substrato do meio RCM. Ao ser
inoculado no reator com manipueira DQO 5g L' esse biocombustivel foi transferido ao reator
resultado em um butanol inicial de 0,3 g L™ no inicio do ensaio de fermentagdo. O declinio da
concentracdo de butanol (FIG. 4.4) ocorreu em fun¢do da evaporacdo do alcool ao longo do

ensaio.
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Figura 4.4 - Producdo de butanol pela cepa CB com manipueira DQO 5g L
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Para CB o tempo de fermentagdo que se obteve o maior consumo de glicose ocorreu
entre Oh e 12h. Neste mesmo periodo ¢é possivel observar que o crescimento entrou em fase

estacionaria no tempo igual a 12h (FIG. 4.5).

Figura 4.5 - Crescimento de CB medido em densidade 6ptica 600 nm e consumo de glicose

durante a operacao do reator
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Neste ponto 12 h foi obtido butanol concentragio igual a 0,02 g L, com rendimento

igual a 0,014 g g! e produgdo de 0,002 g L' h'! (TAB. 4.1), outro fator que corrobora a
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producdo de butanol nesse periodo ¢ a diminuicdo do pH de 5,2 no inicio da operacdo para 4,9
apos 12h (FIG. 4.6). Porém a partir das 12h de experimento a producdo de butanol diminuiu
(FIG. 4.4), desta forma para CB sobre as condi¢des utilizadas no periodo de 12 h ¢ possivel

obter produg¢do de butanol.

Tabela 4.1 - Producdo, rendimento e taxa de produtividade dos indculos

Inéculo
CB EBE EBS
Tempo de fermentacio 12h 106 h 12h
Produto g L-!
Butanol 0,02
Etanol 0,69 0,17 0,026
Acido butirico 0,91
Glicose g L!
Inicial 1,70 0,57 0,69
Consumida 1,34 0,32 0,12
Rendimento g g™!
Butanol 0,015
Etanol 0,51 0,51 0,21
Produgio g L-h!
Butanol 0,002

Etanol 0,06 0,002 0,002
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Figura 4.6 - Leitura de pH durante a operagdo para os trés indculos: CB (C. beijerinckii), EBE

(esterco bovino enriquecido), EBS (Esterco bovino sem enriquecimento).
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Para o inéculo EBE e EBS nio ocorreu producdo de butanol, o consumo de agucar
redutor ¢ o crescimento do indculo foram muito baixos como pode ser observado na figura 4.7
e na figura 4.8. A diferencga no crescimento, OD medido ao longo do ensaio, entre EBE e
EBS deve-se ao fato do enriquecimento realizado com o ensaio EBE, mas quando comparado
ao inoculo CB o EBE ndo apresenta valores de OD significativos.

O consumo de glicose pode ser observado na figura 4.7 para EBE e na figura 4.8 para
EBS. Os in6culos EBE e EBS produziram apenas etanol. EBE apresentou rendimento mais
elevado igual a 0,51 g ¢! de producdo de etanol (TAB. 4.1), tanto em relagdo ao indculo EBS
do que alguns trabalhos analisados.

Um estudo realizado por Fathima et al. (2016) alcancou 4,6 g L' de etanol com
rendimento 0,26 g g™ utilizando C. phytofermentans na fermentacio de biomassa de alga.
Outro estudo (LEHMANN; EVERSLOH, 2011) utilizando um mutante de C. acefobutylicum
alcangaram rendimento igual a 0,29 g g! de etanol e uma produgdo de 16,2 g L'! de etanol,
modificando a espécie de Clostridium thermocellum. Thompson e colaboradores (2015)
conseguiram uma produgdo de etanol igual a 1,27 g L' com de rendimento 0,32 g g"! com a

melhor cepa modificada.
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Desta forma se a concentracdo inicial do substrato fosse mais elevada do que a
estudada a produg¢do de solventes pelo indculo EBE poderia alcancar valores mais
significativos de rendimento do que os encontrados.

A diferenca de produgdo entre os indculos EBE e EBE ¢ decorréncia do meio
suplementado que foi utilizado na fermentacao de EBE. Na figura 4.6 é possivel observar que
o EBE ¢ EBS ndo apresentou valores de pH menores que 5, ¢ para produgdo de butanol ¢

necessario que o pH alcance valores entre 5 ¢ 4.

Figura 4.7 - Crescimento de EBE medido em densidade 6ptica 600 nm e consumo de glicose

durante a operacao do reator
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Figura 4.8 - Crescimento de EBS medido em densidade optica 600 nm e consumo de glicose

durante a operacao do reator
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E importante ressaltar a produgdo de acido butirico ¢ etanol para CB, ao decorrer do
experimento, tendo a maior producdo no periodo entre Oh e 12h (FIG. 4.9).

Esse resultado mostra que existe a possibilidade de adequar as condigdes para que haja
maior conversao de dcido butirico em butanol.

Segundo Fond et al. (1986), em taxas de alimenta¢@o baixas a concentracdo do meio se
torna limitante, o que resulta em um crescimento mais lento, uma transicdo metabolica mais
lenta, assim hd maior acumulagdo de acidos, ja que para que ocorra a assimilagcdo dos acidos
produzidos € necessario que ainda haja algum tipo de actcar no meio. Linggang et al. (2013)
relatam que ao utilizar uma concentragdo de agucar igual a 30 g L' obtiveram maior
concentracdo de 4cidos residuais do que com uma concentragdo 50 g L', e devido a essa
baixa concentracdo muitas vezes ap6s a fermentacdo uma concentragdo de aglcar ainda pode
ser encontrada no meio, porém nao supre a quantidade necessdria para a assimilagdo dos

acidos organicos.
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Figura 4.9 — Produgdo de acido butirico e etanol por CB durante a operacdo do reator
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Para os valores de biomassa era esperado que aumentasse conforme o crescimento do
inéculo o que ndo ocorreu para nenhum dos in6culos (TAB. 4.2).

Em relagdo a DQO ndo ocorreu reducdo para os indculos CB ¢ EBE apenas para EBS
reducdo de 97,45%, essa condigdo pode ser explicada pelo fato da ndo extracdo dos
metabolitos produzidos no meio o que afeta a DQO real, essa mesma condicdo pode ser
observada em um estudo realizado por Ouephanit et al. (2011), usando 4gua residudria da
lavagem de mandioca de produgdo de fécula obtiveram uma redugdo de 93,5% de DQO com

C. butyricum e 86,6% e C. acetobutylicum.

Tabela 4.2 — Medidas de DQO ¢ biomassa inicial e final dos trés indculos

Inoculo

CB EBE EBS

Inicial  Final  Inicial ~ Final Inicial  Final

. -1
Biomassa mg L 11,52 956 13,67 13,91 1048 1022

-1
DQOgL 13 13 15 15 17 15

A baixa producao de butanol pode estar relacionada a quantidade de substrato inicial

pois, aumentando a concentragdo de substrato de 25 g L! para 75 g L' Abd-lla e co-autores
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(2012) e obtiveram como resultado 3,10 g L' e 12,3 g L'! de butanol. Ao isolarem uma cepa
nativa Al-Shorgani e colaboradores ofereceram 20 g.L™! de substrato e a produgdo de butanol
foi de 3,71 g L' para 6,2 g L'! ao usarem uma concentragio de 30 g L' de substrato.

Meios suplementados apresentam maiores producao de solventes (TAB. 4.1) e melhor
crescimento (FIG. 4.6 e FIG. 4.7), como pode ser observado nos reatores com inoculo EBE e
EBS. Alguns estudos mostram que o enriquecimento com concentragdes baixas de elementos,
como zinco (WU, et al.,2013), extrato de levedura (ABD-ALLA et al.,2012; LINGGANG et
al.,2013), nitrogénio (ABD-ALLA et al.,2012; KOMONKIAT; CHEIRSILP, 2013), ou acido
butirico melhoram a produgio de solventes na fermentagdo ABE. E importante ressaltar que
mesmo sem suplementagdo ¢ possivel produzir os solventes mesmo que em baixas

concentracoes.

4.4 CONCLUSAO

A manipueira, a partir de CB, se mostrou como um substrato em potencial para a
fermentagdao ABE, contudo € necessario a adequar as condi¢des do processo fermentativo a
fim de aumentar as concentragdes finais de solventes.

O in6culo pré tratado de esterco bovino produziu apenas etanol, e quando
suplementado com meio enriquecido para micro-organismos solvetogénicos apresentou
rendimento 0,51 g g”!.

Com a suplementagao do meio de produgao o rendimento de etanol foi melhor do que
sem suplementagao.

O trabalho mostra o potencial de dois residuos, manipueira e esterco bovino, na
obten¢do de biocombustiveis, gerando novas alternativas de uso e agregando valor aos

residuos em fung¢do dos produtos produzidos.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagdo dos substratos e dos inoculos apresentou resultados significativos como
pode ser observado na tabela 5.1, os melhores resultados de producdo e rendimento para
etanol, butanol e 4cido butirico, foram alcangados com manipueira como substrato.

A manipueira como substrato quando avaliada em relagdo a glicose mostrou ter
potencial mais elevado como mostra a tabela 5.1, nela ¢ possivel observar que a cepa
Clostridium beijerinckii com manipueira 10 g L' agtcar redutor como substrato alcangou
uma producdo de butanol, etanol e dcidos organicos, mais elevada do que com concentragdes
de glicose 30 e 10 g L.

Em termos de rendimento a manipueira como substrato mostrou resultados mais
elevados do que com glicose como substrato, para butanol o melhor resultado 0,09 g g foi
alcancado com manipueira 10 g L! acticar redutor e CB como indculo, para etanol o melhor
rendimento 0,51 g g! foi alcancado por CB e EBE ao utilizar manipueira 5 g L' DQO e o
melhor rendimento de 4cido butirico 0,67 g g foi alcangado por CB ao utilizar manipueira 5
g L DQO, valores que podem ser observados na tabela 5.1.

A melhor condi¢do de produgdo de biocombustiveis ocorreu ao utilizar manipueira 10
g L' e obteve-se 2,47 +0,07 g L' de etanol e 0,637 £0,01 g L' de butanol, ao avaliar a

producdo da cepa C. beijerinckii € os indculos.
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Tabela 5.1 — Produgdo e rendimento de acido butirico, etanol e butanol dos ensaios realizados

Producgio Rendimento
gL! gg™
Inéculo Substrato - .
Ac. Ac.
Butanol Etanol Butanol Etanol
butirico butirico
CA glicose 30 gL 0,06£0,03  1,24+0,04 240,08 0,01 0,23 0,37
glicose 30 g L' 0,33£0,08  1,65+0,23 2,6+0,41 0,05 0,26 0,34
glicose 10 g L! 0,27+£0,13  1,72+0,18 2,70+0,29 0,04 0,24 0,38
CB manipueira 10 g L' agtcar
0,637+£0,1  2,47+0,070 3,87+0,11 0,09 0,35 0,55
redutor
manipueira 5 g L' DQO 0,02 0,9 0,91 0,014 0,51 0,68
glicose 10 g L! 0 0 0 0 0 0
SL manipueira 10 g L' agtcar
0 0 0,004+0,003 0 0 0
redutor
glicose 10 g L 0 0,008+0,006 0 0 0 0
LR manipueira 10 g L agtcar
0 0 0,007+0,004 0 0 0
redutor
glicose 10 g L! 0 0 0 0 0 0
ES manipueira 10 g L' agtcar
0 0,005+0,007  0,12+0,01 0 0 0,03
redutor
glicose 10 g L! 0 0 0 0 0 0
EB manipueira 10 g L agticar
0 0 0,31+0,04 0 0 0,06
redutor
EBE  manipueira 5 g L' DQO 0 0,17 0 0 0,51 0
EBS  manipueira 5 g L' DQO 0 0 0 0 0,21 0

intermediario para produ¢do de butanol, sdo potenciais produtores desse alcool.

Os indculos EB e ES por apresentarem producdo de acido butirico, metabdlito

O processo de obtencdo de butanol pode ser aprimorado, mudando as condi¢des

iniciais dos ensaios uma vez que existe uma elevada concentragdo de dacido butirico

acumulado nos reatores, o qual pode ser metabolizado no biocombustivel.

indculos adicionados nos reatores para alcangar uma maior produgdo de solventes.

Concentracdes de substratos maiores devem ser utilizadas € uma maior OD 600nm dos

A adigdo de 4cido butirico nos reatores pode proporcionar uma maior produgdo de

butanol, isso pode ser realizado com a adi¢do do acido nos reatores ou pela hidrélise da

manipueira com uma solugdo de acido butirico e ndo com uma solugdo de 4cido sulfurico.
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CAPITULO 6 - CONCLUSAO

A manipueira, agua residual complexa, mostrou ser um potencial substrato para a
obteng¢ao de biocombustiveis.

Com a cepa C. beijerinckii foi possivel alcangar maior producdo de biocombustiveis
ao utilizar manipueira 10 g L', 2,47+0,070 g L' de etanol e 0,64 £0,01 g L' de butanol,
quando comparado com concentra¢des de glicose 10 g L' e 30 g L.

A cepa que mostrou melhor viabilidade de produgdo de biocombustiveis foi a C.
beijerinckii. Os indculos ES e EB mostraram potencial para a produ¢do de 4cidos orgénicos.
Quando fermentado novamente com manipueira 5 g L *! de DQO o inéculo EB apresentou
potencial para a produ¢ao de etanol.

Ambos os residuos utilizados no trabalho, manipueira e esterco bovino, apresentam
potencial para a obten¢do de biocombustiveis, gerando novas alternativas de uso e agregando

valor aos residuos em fung¢@o dos produtos produzidos.
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Clostridium beinjerinckii e Clostridium acetobutilycum tendo como substrato glicose

30gL!

Clostridium beinjerinckii

Inicial (gL ) Final (gL )
R1 R2 R3 Média R1 R2 R3 Média
Citrico 0,005 0,004 0,006 0,005 0,004 0,000 0,005 0,003
Malico 0,051 0,048 0,046 0,048 0,134 0,137 0,150 0,140
Succinico 0,180 0,154 0,139 0,161 1,326 1,032 1,440 1,266
Latico 0,086 0,064 0,068 0,073 0,262 0,188 0,208 0,219
Formico 0,002 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
Acético 1,372 1,192 1,174 1,246 1,446 1,476 1,450 1,458
Propidnico 0,058 0,040 0,048 0,049 0,000 0017 0,000 0,006
Isobutirico 0,337 0,291 0,280 0,303 0,400 0407 0478 0,428
Butirico 0,008 0,007 0,006 0,007 2,784 2,127 2902 2,604
Isovalérico 0,014 0,000 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000
Valérico 0,050 0,067 0,035 0,051 0,054 0,022 0,054 0,043
Caproéico 0,030 0,041 0,029 0,033 0,037 0,018 0,042 0,033
Glicose 25,904 23,662 22389 23,985 19,840 19,584 19,546 19,657
Frutose 0,072 0,086 0,064 0,074 0,000 0,000 0,000 0,000
Metanol 0,013 0,013 0,013 0,013 0,012 0,000 0,000 0,004
Etanol 0,008 0,007 0,008 0,008 1,756 1,390 1,826 1,657
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,377 0,234 0,383 0,332
Clostridium acetobutylicum
Inicial (gL ) Final (gL )
R1 R2 R3 Média RI1 R2 R3 Média
Citrico 0,004 0,004 0,005 0,004 0,003 0,000 0,000 0,001
Milico 0,062 0,049 0,057 0,056 0,050 0,053 0,056 0,053
Succinico 0,126 0,106 0,108 0,113 0,979 1,007 0,990 0,992
Latico 0,045 0,039 0,036 0,040 0271 0,160 0,233 0,221
Formico 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acético 1,112 0,961 1,017 1,030 1,061 1,084 1,410 1,185
Propi6nico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,031 0,000 0,020 0,017
Isobutirico 0,312 0,264 0,281 0,286 0,235 0,191 0,211 0,212
Butirico 0,033 0,022 0,025 0,027 2,067 1,939 2,103 2,036
Isovalérico 0,000 0,011 0,000 0,004 0,014 0,010 0,012 0,012
Valérico 0,053 0,025 0,024 0,034 0016 0016 0,037 0,023
Caproéico 0,018 0,017 0,028 0,021 0,013 0,016 0,030 0,020
Glicose 24,499 22,080 23,004 23,194 19,117 17,872 20,248 19,079
Frutose 0,150 0,135 0,136 0,140 0,000 0,000 0,000 0,000
Metanol 0,013 0,013 0,012 0,013 0,013 0,015 0,016 0,015
Etanol 0,025 0,019 0,021 0,022 1,275 1,219 1,312 1,269
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0037 0,038 0,094 0,056




APENDICE B — Analises de cromatografia liquida dos ensaios com a cepa
Clostridium beinjerinckii e com os diferentes indéculos tendo como substrato glicose 10

gLt

Indculo — Solo do cultivo de cana-de-agtcar

Inicial (g L ) Final (gL )
R1 R2 R3 Média R1 R2 R3 Média
Citrico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Milico 0,076 0,127 0,120 0,108 0,089 0,086 0,088 0,088
Succinico 0,224 0260 0247 0244 0211 0,221 0,208 0,213
Latico 0,015 0,015 0,049 0,026 0,004 0,004 0,004 0,004
Formico 0,000 0,000  -0,001 0,000 0,007 0,008 0,008 0,007
Acético 1,242 1,310 1,339 1,297 1,243 1,306 1,227 1,259
Propi6nico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Isobutirico 0,251 0284 0299 0,278 0272 0284 0242 0266
Butirico 0,005 0,004 0,005 0,005 0,002 0,003 0,002 0,002
Isovalérico 0,024 0,031 0,032 0,029 0,047 0,051 0,032 0,043
Valérico 0,058 0,057 0,063 0,059 0,055 0,058 0,048 0,053
Caproico 0,024 0,056 0,038 0,039 0,028 0027 0027 0,027
Glicose 16,337 16,337 16,445 16,373 15,106 15,534 14,882 15,174
Frutose 0,000 0,000 0,033 0,011 0,000 0,000 0,000 0,000
Metanol 0,014 0,014 0,000 0,010 0,000 0,021 0,025 0,015
Etanol 0,071 0,071 0,086 0,076 0,080 0070 0076 0,076
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000

Inéculo - Efluente de biodigestor de suinocultura

Inicial (g L ) Final (g L1
R1 R2 R3 Média R1 R2 R3 Média
Citrico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000
Mialico 0,102 0,155 0,193 0,150 0439 0347 0326 0,370
Succinico 0,144 0260 0275 0226 0668 0585 0,756 0,670
Latico 0,039 0,071 0,095 0,068 0778 0836 0,724 0,779
Foérmico -0,002  -0,001  -0,002  -0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
Acético 0,687 1,331 1,280 1,099 1,265 1,265 1,238 1,256
Propiénico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000
Isobutirico 0,134 0282 0279 0232 1276 1320 1,182 1,259
Butirico 0,003 0,006 0,005 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000
Isovalérico 0,018 0,032 0,034 0,028 008 0093 0087 0,089
Valérico 0,029 0,055 0,055 0,047 0,046 0,042 0,047 0,045
Caproico 0,051 0,030 0,040 0,040 0,088 0,096 0,096 0,093
Glicose 6,724 14,159 12,756 13,458 12,525 12,342 12,001 12,289
Frutose 0,046 0,000 0,085 0,044 0,000 0,000 0,000 0,000
Metanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0030 0046 0,022 0,033
Etanol 0,066 0,071 0,080 0,072 0,073 0,053 0,070 0,065
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
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Inéculo - Lodo de reator UASB usado no tratamento de esgoto sanitario

Inicial (g L 1) Final (gL ")
R1 R2 R3 Média R1 R2 R3 Média
Citrico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Malico 0,041 0,051 0,054 0,049 0,093 0,079 0,079 0,083
Succinico 0,087 0,112 0,110 0,103 0,206 0,171 0,166 0,181
Latico 0,007 0,007 0,007 0,007 0,010 0,007 0,006 0,008
Formico -0,001  -0,001  -0,001 -0,001 0,008 0,007 0,006 0,007
Acético 0,519 0,646 0,641 0,602 1242 0,985 0,969 1,065
Propi6nico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Isobutirico 0,100 0,127 0,126 0,118 0,245 0,197 0,193 0,212
Butirico 0,002 0,003 0,003 0,003 0,000 0,002 0,000 0,001
Isovalérico 0,015 0,017 0,017 0,016 0,033 0,028 0,027 0,029
Valérico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,051 0,040 0,032 0,041
Caproico 0,005 0,005 0,074 0,028 0,025 0,031 0,024 0,027
Glicose 5,452 6,860 6,838 6,384 13,607 11,007 10,827 11,814
Frutose 0,000 0,019 0,016 0,012 0,000 0,000 0,000 0,000
Metanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Etanol 0,081 0,076 0,069 0,075 0,084 0,081 0,084 0,083
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Inéculo — Esterco bovino

Inicial (gL ) Final (gL )
R1 R2 R3 Média R1 R2 R3 Média
Citrico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Milico 0,138 0,061 0,058 0,086 0,207 0,210 0,210 0,209
Succinico 0,157 0,086 0,085 0,110 0,055 0,056 0,056 0,056
Latico 0,105 0,055 0,053 0,071 2,211 2,151 2,007 2,123
Foérmico -0,002  -0,002  -0,002 -0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
Acético 0,938 0,526 0,524 0,663 1,067 1,102 1,082 1,083
Propi6nico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Isobutirico 0,163 0,090 0,090 0,114 0,049 0,073 0,065 0,062
Butirico 0,003 0,002 0,002 0,003 0,002 0002 0002 0,002
Isovalérico 0,030 0,017 0,000 0,016 0,076 0,076 0,071 0,074
Valérico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0031 0,010
Caproico 0,025 0,005 0,000 0,010 0,024 0,000 0,021 0,015
Glicose 8209 4,603 4504 5772 7,006 7,514 7407 7,309
Frutose 0,026 0,013 0,013 0,017 0,057 0058 0056 0,057
Metanol 0,017 0,000 0,000 0,006 0000 0000 0,000 0,000
Etanol 0,081 0,087 0,086 0,085 0,073 0,081 0,024 0,059
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
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Inoculo — Clostridium beinjerinckii

Inicial (g L ") Final (gL ")
R1 R2 R3 Média RI1 R2 R3 Média
Citrico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Malico 0,060 0,061 0,072 0,064 0,125 0,141 0,085 0,117
Succinico 0,106 0,149 0,177 0,144 0,703 0,444 0,468 0,538
Latico 0,030 0,021 0,027 0,026 0,003 0,109 0,082 0,065
Formico -0,002  -0,001  -0,001  -0,002 0,004 0,001  -0,001 0,001
Acético 0,574 0,862 0,999 0,812 1,506 1,330 1,413 1,416
Propidnico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Isobutirico 0,123 0,176 0,208 0,169 0,444 1,148 0,969 0,854
Butirico 0,035 0,051 0,062 0,049 2,413 2,980 2,875 2,756
Isovalérico 22,484 15,122 17,195 18,267 0,000 0,019 0,000 0,006
Valérico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0,046 0,051 0,043
Caproico 0,000 0,021 0,027 0,016 0042 0058 0052 0,051
Glicose 3,755 5,563 6,586 5,301 1,992 0,909 0,935 1,279
Frutose 0,027 0,024 0,027 0,026 0,000 0,000 0,000 0,000
Metanol 0,000 0,016 0,000 0,005 0017 0000 0000 0,006
Etanol 0,013 0,026 0,021 0,020 1,524 1,879 1,809 1,737
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0120 0354 0344 0,273
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APENDICE C - Analises de cromatografia liquida dos ensaios com a cepa
Clostridium beinjerinckii e com os diferentes inéculos tendo como substrato
manipueira 10 g L' de actcar redutor

Indculo — Solo do cultivo de cana-de-agtcar

Inicial (g L ) Final (gL )

R1 R2 R3 Média RI1 R2 R3 Média

Citrico 0,048 0,046 0,073 0,056 0,070 0,075 0,065 0,070
Milico 0,306 0,304 0,431 0,347 0,407 0,439 0,588 0,478
Succinico 0,396 0,382 0,538 0,439 0,561 0,587 0,538 0,562
Latico 1,141 1,105 1,569 1,272 1,592 1,676 1,540 1,603
Formico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acético 1,018 0,993 1,384 1,132 1,518 1,605 1,479 1,534

Propidnico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0000 0,000
Isobutirico 0,523 0507 0703 0,577 0,751 0,786 0,722 0,753

Butirico 0,007 0,006 0,008 0,007 0,015 0,010 0,009 0,011
Isovalérico 0,020 0,020 0,028 0,023 0,032 0,035 0,033 0,033
Valérico 0,052 0,059 0,083 0,065 0,091 0,100 0,088 0,093
Caproico 0,015 0,021 0,037 0,024 0,031 0,032 0,049 0,037
Glicose 5,309 5,335 8,277 6,307 8,769 9,217 8,503 8,829
Frutose 1,824 1,783 2,572 2,059 2,702 2,844 2629 2725
Metanol 0,023 0,019 0,000 0,014 0020 0017 0,000 0,012
Etanol 0,077 0,080 0,110 0,089 0074 0072 0,088 0,078

N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Inéculo - Efluente de biodigestor de suinocultura

Inicial (g L ") Final (gL )

R1 R2 R3 Média R1 R2 R3 Média

Citrico 0,032 0,050 0,058 0,047 0,068 0,067 0,068 0,068
Malico 0,169 0,370 0,418 0,319 0,525 0,489 0,484 0,499
Succinico 198,390 0,430 0,492 66,437 1,921 1,923 1,941 1,928
Latico 0,561 1,229 1,388 1,060 2,879 2,582 2,672 2,711
Foérmico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Acético 0,530 1,125 1,269 0,975 1,534 1,468 1,496 1,499

Propiénico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000
Isobutirico 0,257 0,553 0,626 0,478 1,400 1,182 1,242 1,274

Butirico 0,003 0,005 0,006 0,005 0,133 0,109 0,125 0,122
Isovalérico 0,027 0,022 0,023 0,024 0,079 0,070 0,075 0,075
Valérico 0,015 0,052 0,071 0,046 0,098 0,100 0,092 0,097
Caproico 0,000 0,026 0,030 0,019 0,032 0,033 0,036 0,034
Glicose 1,920 4,259 4,839 3,673 6,566 6,292 6,336 6,398
Frutose 0,845 1,900 2,163 1,636 2,680 2,555 2,594 2,610
Metanol 0,000 0,000 0,013 0,004 0,018 0,016 0,015 0,016
Etanol 0,081 0,077 0,074 0,077 0,081 0,079 0,087 0,082

N-Butanol 0,000 0,000 0000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000
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Inéculo - Lodo de reator UASB usado no tratamento de esgoto sanitario

Inicial (g L 1) Final (gL ")
R1 R2 R3 Média RI1 R2 R3 Média
Citrico 0,040 0,047 0,058 0,048 0047 0049 0,054 0,050
Malico 0,142 0,170 0,362 0,225 0,188 0,322 0,337 0,282
Succinico 0,167 0,196 0,415 0,259 0,611 0,455 0,473 0,513
Latico 0,476 0,564 1,217 0,752 1,539 1,296 1,351 1,395
Formico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Acético 0,470 0,529 1,126 0,708 1,174 1,280 1,353 1,269
Propi6nico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Isobutirico 0,224 0,262 0,558 0,348 1,021 0,631 0,641 0,764
Butirico 0,003 0,003 0,005 0,004 0,005 0,014 0,013 0,010
Isovalérico 0,011 0,018 0,035 0,022 0,082 0,045 0,046 0,058
Valérico 0,006 0,014 0,049 0,023 0,056 0,070 0,070 0,065
Caproico 0,000 0,000 0,028 0,009 0,033 0,026 0,039 0,033
Glicose 2,136 2,316 4,926 3,126 5,090 5,695 5,943 5,576
Frutose 0,762 0,907 1,959 1,209 1,583 2,202 2314 2,033
Metanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0014 0,005
Etanol 0,087 0,088 0,103 0,093 0,097 0,09 0063 0,083
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000

Inéculo — Esterco bovino

Inicial (gL ) Final (gL )
R1 R2 R3 Média R1 R2 R3 Média
Citrico 0,052 0,044 0,075 0,057 0,056 0,058 0050 0,055
Milico 0,298 0,452 0,813 0,521 0,382 0,418 0,315 0,372
Succinico 0,196 0,304 0,566 0,355 0352 0362 0315 0,343
Latico 0,640 0,967 1,778 1,129 4,522 4,646 3,725 4,298
Férmico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Acgtico 0,567 0837 1,542 0982 1401 1464 1263 1376
Propidnico 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,00 0,000 0,000
Isobutirico 0,262 0,401 0,732 0,465 0,468 0,538 0,447 0,484
Butirico 0,003 0,005 0,009 0,006 0319 0356 028 0319
Isovalérico 0,035 0,037 0,065 0,046 0,114 0,118 0,105 0,113
Valérico 0,019 0,040 0,082 0,047 0064 0073 0,059 0,066
Caproéico 0,000 0,014 0,033 0,016 0,034 0032 0027 0,031
Glicose 1,575 2,477 4,822 2,958 1,267 1,586 1,419 1,424
Frutose 0,926 1,408 2,706 1,680 2363 2426 2,093 2,294
Metanol 0,000 0,018 0,013 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000
Etanol 0,018 0,021 0,026 0,022 0,008 0,000 0007 0,005
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000
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Inoculo — Clostridium beinjerinckii

Inicial (g L ")

Final (gL )

Citrico
Malico
Succinico
Latico
Formico
Acético
Propiénico
Isobutirico
Butirico
Isovalérico
Valérico
Caproico
Glicose
Frutose
Metanol
Etanol
N-Butanol

R3

0,120
1,100
0,885
2,529
0,000
2,501
0,000
1,164
0,124
0,070
0,000
0,055
8,083
3,987
0,015
0,060
0,000

Média
0,113
1,039
0,831
2,384
0,000
2,335
0,000
1,095
0,115
0,065
0,067
0,050
7,499
3,764
0,014
0,054
0,000

R1 R2 R3
1K1y p— 0,091
(LY — 0,205
0,885  —ceemev 0,791
101010 — 0,111
10010 — -0,001
U] J— 1,080
(101010 — 0,000
) [R— 1,723
£ 3. J— 4,066
(INT0y J— 0,052
0,000  —ceeeev 0,000
(10153 R— 0,067
(10010 — 0,000
(% J— 0,155
(1 — 0,025
VT R— 2,581
(1T — 0,709

Média
0,080
0,200
0,838
0,056

-0,001
1,315
0,000
1,572
3,980
0,077
0,000
0,064
0,000
0,159
0,019
2,525
0,637
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APENDICE D — Analises de cromatografia liquida dos ensaios com a cepa
Clostridium beinjerinckii e com o inéculo Esterco bovino tendo como substrato
manipueira 5 g L

Inoéculo — Clostridium beinjerinckii

Inicial (gL ) Final (gL )

0h 12 h 24 h 36 h 48 h 65 h 82 h 106 h

Citrico 0,047 0,033 0,031 0,041 0,027 0,035 0,036 0,038
Malico 1,031 27,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000
Succinico 0,392 0,286 0,398 0,428 0,534 0,578 0,577 0,650
Latico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000
Formico 0,000 0,028 0012  -0,010 -0,009 -0,009 -0,010 -0,011
Acético 1,185 0,627 0,48 0509 0529 0,538 0,518 0,569
Propibnico 1,189 0,579 0,618 0,597 0,613 0,621 0,619 0,630
Isobutirico 0215 0,178 0,582 0,681 0,833 0,953 1,052 1,137
Butirico 0,417 1,323 1,508 1,620 1,698 1,737 1,708 1,769
Isovalérico 0,000 0,000 0,076 0,096 0,066 0,000 0,063 0,098
Valérico 0,226 -0,088 0,000 0,162  -0,155  -0,155  -0,156 0,000
Caproico 0,441 0,106 0,000 0,000 0,000 0,045 0,000 0,000
Glicose 0,327 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0065 0,000
Frutose 0,000 0,078 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000
Metanol 0,149 0,196 0213 0000 0,135 0000 0,134 0,125
Etanol 0,309 1,004 0,986 1,067 1,139 1,145 1,108 1,180
N-Butanol 0,303 0,322 0,223 0,204 0,203 0,000 0,200 0,220

Esterco bovino (com enriquecimento)

Inicial (g L ) Final (g L)
0h 12h 24 h 36 h 48 h 65h 82 h

Citrico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019 0,019
Malico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,119 0,087
Succinico 0,022 0,024 0,024 0,024 0,023 0,128 0,140
Latico 0,474 0,580 0,631 0,576 0,588 0,990 1,081
Formico -0,022 -0,014  -0,019  -0,020 0,000 0,047 0,051
Acético 1,145 1,163 1,218 1,146 1,157 1,778 1,914
Propibnico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,360 1,662
Isobutirico 1,224 1,360 1,203 2,012 1,371 0,872 1,550
Butirico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Isovalérico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,160
Valérico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Caproico 0,045 0,046 0,048 0,046 0044 0,000 0,046
Glicose 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Frutose 0,091 0,087 0,088 0,071 0,000 0,000 0,000
Metanol 0,348 0,381 0,387 0,384 0,000 0,000 0,000
Etanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,155 0,169

N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000




Esterco bovino (sem enriquecimento)

Inicial (g L 1) Final (g L ")
0Oh 12h 24 h 36 h 48 h 65h 82 h

Citrico 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000
Malico 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0017 0,000
Succinico 0,047 0,035 0,046 0,032 0,028 0,027 0,023
Latico 0,813 0,772 0,668 0,563 0,536 0,549 0,507
Formico 0,145 0,058 0,044 0,095 0,032 0,034 0,040
Acético 0,721 0,546 0,499 0,828 0,438 0,463 0,427
Propidnico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Isobutirico 0,384 1,121 1,670 0,131 0,902 0,927 1,293
Butirico 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Isovalérico 0,000 0,000 0911 0,000 0,000 0,000 0,000
Valérico -0,162 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Caproico 0,000 0,000 0,000 0044 0,045 0,045 0,000
Glicose 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Frutose 0,000 0,000 0,182 0,149 0,158 0152 0,122
Metanol 0,296 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000
Etanol 0,093 0,119 0,114 0,088 0,074 0,068 0,000
N-Butanol 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000 0,000
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APENDICE E — Curva padrio utilizada para quantificar aciicares redutores pelo

método 3,5 acido dinitrosalicilico (DNS)
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