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RESUMO

VIEIRA, Ruan Filipe. Estudo da producdo de é&cidos graxos volateis por fermentacdo
anaerobica do soro de leite. 2018. 81 f. Dissertacdo. (Pds-graduacdo em Processos
Quimicos e Biotecnolédgicos) — Programa de Pds-Graduagdo em Processos Quimicos e
Biotecnoldgicos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Toledo, 2018.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de acidos graxos volateis por
diferentes consércios de microrganismos e a cepa pura Clostridium beijerinckii, a partir
de soro de leite. Diferentes tratamentos foram avaliados para o soro de leite, com o intuito
de verificar quais forneceriam maior producéo de &cidos. Os processos foram hidrolise
quimica e suplementacdo com extrato de levedura e peptona. Para a hidrolise foram
testados 5 consorcios e a linhagem pura. A partir desta avaliagcao foram selecionamos dois
consorcios, com 0s quais 0s soros suplementados foram testados. Os resultados dos testes
de hidrdlise quimica demonstraram que o processo de hidrolise foi pior para alguns
consdrcios, uma vez que os resultados da maioria dos consorcios foram superiores
utilizando o soro ndo hidrolisado. Com o0s consorcios utilizados no teste da
suplementacdo, verificou-se que a suplementacdo aumenta a producao de acidos graxos
volateis principalmente para o soro ndo hidrolisado, sendo o acido butirico o acido com
maior quantidade produzida em todos 0s soros e com todos 0s consorcios. Este acido teve
o melhor resultado com o consorcio 3 no soro hidrolisado suplementado com um valor
de 3,28 g/L. Apesar de ser a maior quantidade produzida, difere em apenas 3% do valor
obtido com 0 mesmo consércio no soro nao hidrolisado suplementado de 3,18 g/L, sendo
esta a melhor condicdo de producéo, pois ndo requer o processo de hidrdlise.

Palavras-chaves: Acidos graxos volateis. Soro de leite. Fermentac&o anaerdbica.



ABSTRACT

VIEIRA, Ruan Filipe. Study of the production of volatile fatty acids by milk whey
anaerobic fermentation. 2018. 81 f. Dissertation. (Post-graduation in Chemical and
Biotechnological Processes) — Postgraduate Program in Chemical and Biotechnological
Processes, Federal Technological University of Paran.. Toledo, 2018.

The present work had as objective to evaluate the production of volatile fatty acids by
different consortia of microorganisms and the pure strain Clostridium beijerinckii, from
whey. Different treatments were evaluated for whey, with the purpose of verifying which
would provide greater production of acids. The processes were chemical hydrolysis and
supplementation with yeast extract and peptone. For the hydrolysis, 5 consortia and the
pure strain were tested. From this evaluation we selected two consortia, with which the
supplemented whey were tested. The results of the chemical hydrolysis tests
demonstrated that the hydrolysis process was worse for some consortia, since the results
of the majority of the consortia were higher using the non-hydrolyzed whey. With the
consortia used in the supplementation test, it was verified that supplementation increases
the production of volatile fatty acids mainly for the non-hydrolyzed serum, butyric acid
being the acid with the highest amount produced in all sera and with all consortia. This
acid had the best result with the consortium 3 in the hydrolyzed whey supplemented with
a value of 3.28 g / L. Although it is the largest quantity produced, it differs in only 3% of
the value obtained with the same consortium in the non-hydrolyzed whey supplement of
3.18 g/ L, which is the best production condition, since it does not require the hydrolysis
process.

Keywords: Volatile fatty acids. Whey. Anaerobic fermentation.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de &cidos graxos volateis (AGVs) é bastante diversificada, desde
como precursores na producdo de biopolimeros (MENGMENG et al., 2009), até nas
indastrias quimica e de alimentos. Assim, fontes de obtencdo destes AGVs sdo
amplamente estudadas (LEE et al., 2014). Uma via de obtencdo é por processos
fermentativos anaerdbicos, onde ocorre a conversdo de matéria organica, mais
especificamente carboidratos em estruturas menores, entre elas, 0s AGVs (SERAFINI et
al., 2002).

Os residuos da agroindustria sdo uma fonte rica em matéria organica, que por
apresentarem esta caracteristica, sdo grandes poluidores, entretanto, apresentam enorme
potencial para a producdo dos AGVs. Um destes residuos é o soro de leite, com
aproximadamente 5 % de lactose, entre outros componentes (REVILLION;
BRANDELLI; AYUB, 2000; PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012; GONZALEZ-
SISO, 1996). O estudo deste residuo como fonte de obtencdo do AGVs pode agregar valor
e tornar o soro mais lucrativo para a industria, diminuindo assim seus impactos
ambientais.

A elevada geracdo de residuos devido ao rapido crescimento da populagédo
humana e da economia global, torna-se um problema cada vez mais relevante para o
contexto ambiental, assim, uma gestdo adequada destes residuos € importantissima para
a sustentabilidade da sociedade (LEE et al., 2014). A aplicacdo de residuos da
agroindustria como substratos em processos fermentativos para a obtencdo de compostos
de interesse comercial tem sido foco de muitos estudos, o que também contribui para
solucionar o problema da poluicdo causada por residuos de processos agroindustriais
(COSTA, 2005).

Atualmente, a obtencdo de precursores basicos para a sintese organica ocorre a
partir da biomassa, que subsequentemente podem ser convertidos em varios produtos
quimicos e materiais de alto valor. Estes componentes basicos sdo moléculas com varios
grupos funcionais que podem ser transformadas em novos grupos de moléculas com

aplicabilidade econdmica e tecnoldgica (SAUER et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a producdo de &cidos graxos volateis por fermentacao anaerdbica do soro
de leite ndo hidrolisado e hidrolisado, por diferentes consércios microbianos e a cultura
pura Clostridium beijerinckii, selecionando consorcios para serem usados em um estudo

com os soros suplementados.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

e Avaliar a adaptacdo dos indculos aos meios.

e Avaliar se 0 processo de hidrolise aumenta a producdo de AGVs.

e Avaliar quais 0s AGVs sdo produzidos e a quantidade produzida de cada
um deles

e Avaliar a se a suplementacdo aumenta a producdo de AGVs.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. RESIDUOS NA INDUSTRIA DE LATICINIOS

A producdo industrial inevitavelmente leva a geracdo de residuos, dos quais
muitos sdo grandes poluentes. A disposicdo incorreta destes residuos pode levar a
diversos problemas ambientais, principalmente os que possuem grande concentracdo de
matéria organica (carboidratos, proteinas, gorduras, entre outros), os quais se langados
em recursos hidricos, diminuem a concentracdo de oxigénio dissolvido (MURARI et al.
2013).

A indlstria de laticinios tem grande importancia econémica e social
(ALMEIDA, 2004), e de acordo com a Embrapa (2018), o Brasil ocupou a quarta posicao
em producédo de leite no cenario mundial em 2014, 2015 e 2016 com um montante de
aproximadamente 34 bilhGes de litros de leite em 2016, o que representa 5% de todo leite
produzido neste ano. Os Estados Unidos € o maior produtor nestes mesmos anos com
aproximadamente 15% da producdo total. A industria de laticinios € baseada na
manufatura do leite, com a producdo de diversos derivados (iogurte, sorvete, queijos
manteiga, entre outros), sdo muitos os residuos gerados por este setor industrial, tanto
liquidos, solidos quanto gasosos. A legislacdo ambiental ndo faz distin¢do, pelo porte da
industrial ou do poluente, ela exige tratamento ou disposi¢cdo adequados. Assim o controle
do processo e a utilizacdo de novas formas de reciclagem ou reuso sao meios mais viaveis
de se minimizar impactos ambientais, reduzindo os custos com tratamento e disposicoes
finais (SILVA, 2011).

Dentre estes residuos, o liquido, que contém leite e produtos derivados do leite,
acucar, pedacos de frutas, esséncias, condimentos, produtos quimicos diversos utilizados
nos procedimentos de higienizacao, areia e lubrificantes que sdo diluidos nas aguas de
higienizacdo de equipamentos, tubulacdes, pisos e demais instalacbes da industria, é
considerado o principal poluente na industria de laticinios (SILVA, 2011).

O soro de leite, entre os subprodutos gerados pelos laticinios, é até hoje o de
maior importancia, tanto pelo seu volume gerado, como pela sua carga poluidora, que
quando lancado em corpos receptores pode causar sérios problemas ambientais, devido a
sua elevada carga organica de dificil biodegradabilidade (ALMEIDA, 2004). Residuos

com alta carga organica e elevado valor nutritivo devem ser separados e captados, para
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poderem ser utilizados em outros produtos ou processos, exemplos séo o soro, o leitelho
e o leite &cido. Uma prética incorreta é o descarte de soro em cursos de agua (SILVA,
2011). Segundo Alves (2005), uma tonelada de soro no tratamento de esgoto, polui o

mesmo que aproximadamente 470 pessoas poluem em um dia.

3.1.1.Soro de Leite

O Soro de Leite também conhecido como soro de queijo é um liquido opaco e
de cor amarelo-esverdeado (ALVES, 2005), contém cerca de 52% dos sélidos totais do
leite, sendo 94% da lactose, 96% das proteinas sollveis e 38% dos minerais do leite
(LEINDECKER, 2011; REMON et al., 2016), o que representa aproximadamente 4,5-
6% de lactose, 0,6-1,1% de proteina, 0,03-0,5% de gordura, 0,5-1,0% de minerais e 0,05-
0,9% de &cido latico, esta composicdo pode varia em funcdo do queijo produzido e do
leite utilizado (REVILLION; BRANDELLI; AYUB, 2000; PRAZERES; CARVALHO;
RIVAS, 2012), aléem deste componentes tambem sdo encontrados quantidades de acido
citrico, compostos nitrogenados nao-proteicos (uréia e acido Urico) e vitaminas
(PANESAR et al., 2007). E o subproduto da precipitacdo da caseina do leite durante o
processo de producdo do queijo (MURARI et al., 2011).

A cada quilo de queijo produzido, é gerado de nove a doze litros de soro
(RICHARDS, 1997; REMON et al., 2016; ALMEIDA, 2004) fato este que o torna o
principal subproduto. A rica composi¢cdo do soro de leite, de sua alta disponibilidade e
seu valor econdmico relativamente baixo, o tornam uma atrativa fonte de substratos para
fermentacdo (MURARI et al., 2013).

Algumas alternativas de uso do soro sdo: aplicacdo para alimentacdo animal,
nutricdo humana, producéo de fertilizantes, recuperacdo dos compostos de interesse. O
uso mais comum € na alimentacdo de gado e porcos, sendo 0 segundo com maior
intensidade (RODRIGUEZ et al., 2016).

Como nutricdo humana é usado como aditivo, na preparacdo de sobremesas
lacteas, na industria de carne, pastelaria, bebidas desportivas e em alimentos para bebés
(REMON et al., 2016). Na producéo de fertilizantes, é utilizado para complementar os
nutrientes e a agua necesséaria para as culturas (RODRIGUEZ et al., 2016). O uso
industrial do soro esta relacionado com a separacdo dos seus componentes,
principalmente proteinas e lactose, o que torna estes componentes 0s principais e mais

importantes. As proteinas, por conterem todos 0s aminoacidos essenciais, possuem alto
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valor nutricional (FERREIRA, 1997; USDEC, 1997); ja a lactose, por ser fonte energética
nos processos biotecnolégicos (TIMOFIECSYK; PAWLOWSKY, 2000), tem grande
utilizacdo nas industrias farmacéutica e alimenticia (COSTA, 1995; SISO, 2007). A
lactose é um dissacarideo presentes em todos os tipos de leite, € constituida de uma
molécula de glicose e outra de galactose, estes podem ser obtidos por processo de
hidrélise (PLESSAS et al., 2008). A lactose pode ser obtida do soro por processo de
cristalizacdo e usada em racdo animal sem que precise ser purificada, caso seja purificada
tem um uso mais nobre como insumo farmacéutico, outra opgao de uso e na fermentacéo
bioldgica para producéo de acido lactico (IBRAHIM, 2016).

Ja as proteinas podem ser isoladas por precipitacdo, separa¢do por membranas
ou por cromatografia, novamente o grau de pureza determina qual sera sua utilizacdo, se
em processos da industria de alimentos ou quando mais pura na inddstria farmacéutica
(SANTOS; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2011).

3.2. BIODIGESTAO ANAEROBIA.

Devido a legislagGes mais rigorosas implementadas em diversos paises a respeito
da disposicdo dos residuos gerados, bem como 0s incentivos de reciclagem e producédo
de energia a partir de fontes renovaveis, a biodigestdo anaerdébia tem se tornado tema
recorrente entre a comunidade cientifica (RODRIGUEZ et al., 2016).

A biodigestdo anaerObia é um processo bioquimico em que diferentes
microrganismos promovem a digestdo de compostos organicos, na auséncia de oxigénio
molecular, com producéo de biogas e subprodutos, que tem como principais constituintes
0 metano (CH4) e o didxido de carbono (COz2), com valores de aproximadamente 60 e
40%, respectivamente (FOREST]I et al., 1999; WARD et al., 2008). Outros gases também
podem estar presentes na composicdo do biogas como hidrogénio (H2), sulfeto de
hidrogénio (SH-) e outros (WARD et al., 2008). Para ocorrer o processo de fermentagao
anaerdbia sdo necessarias algumas condicdes, como: fonte de carbono e nutrientes
(nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio, calcio e magnésio) (HOBSON; STEWART,
2005).

Algumas condi¢des operacionais podem favorecer a producdo dos AGVs, essas
condicBes devem ser estudas para cada substrato e inoculo utilizado, as condicGes sdo:
modo de operacgéo por batelada ou continuo, temperatura, pH, tempo de retencao, taxa de

matéria organica e condigdes do substrato (LEE et al., 2014). A vantagem da biodigestéo
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anaerobia para a aerobia esta na producdo de &cidos graxos volateis e hidrogénio a um
baixo custo energético (FERNANDEZ-MORALES; VILLASENOR; INFANTES,
2010). Este processo se divide em quatro estagios sequenciais ou simultaneos: hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese, com o envolvimento de diferentes consorcios
de microrganismos em cada estagio (MASSE; DROSTE, 2000; STEIL; JUNIOR;
OLIVEIRA, 2002). Na Figura 1 esté representado um esquema de reacao para digestdo

anaerobica.
Figura 1 Esquema de reacdo para digestdo anaerobica.
Compostos Organicos Complexos
solUveis e insoluveis
Proteinas Hidratos de Carbono Lipidios
Bactérias fermentativas |_ | |

Hidrolise
A J v y A

[organicos Solaveis: Aminoacidos  Aclicares  Acidos Graxos  Alcoois |

Bactérias fermentativas

Acidogénese

Produtos Intermediarios
AGVs
Propi6nico, butirico, ...

Bactérias acetogénicas

Acetogénese Bactérias acetogénicas

| produtoras de hidrogénio

y
Acetato - —
Hidrogénio
NHo-N |« o
Bactérias acetogénicas Didxido de Carbono

H,S . enicas

consumidoras de hidrogénio

Metanogénicas Bactérias Metanogénicas Metanogénicas
Hidrogenotroficas Metanogénese Acetotroficas
Metano
+

Dioxido de Carbono

Fonte: Adaptado de MASSE; DROSTE, 2000.

Na digestdo anaerdbica (Figura 1), complexas reacdes bioquimicas realizadas
por uma flora mista, em que os compostos organicos complexos, como hidratos de

carbono, proteinas e lipidios, sdo quebrados pelas enzimas excretadas pelos



17

microrganismos hidroliticos respectivamente em agucares, aminoacidos, acidos graxos e
alcoois durante a hidrélise (CHERNICHARO, 1997; MASSE; DROSTE, 2000).

Na etapa seguinte os produtos da hidrélise na auséncia de oxigénio livre sdo
convertidos em acidos graxos volateis (&cido acético, férmico, propidnico, butirico e
latico). Esta etapa é a acidogénese, durante este processo também séo produzidos outros
compostos como etanol, propanona, hidrogénio e dioxido de carbono pelas bactérias
fermentativas (ou acidogénicas) que obtém energia ao realizarem estas transformacgdes
(CHERNICHARO, 1997). No processo de acidogénese a maioria das bactérias sdo
anaerobias obrigatorias. As duas primeiras etapas sdo realizadas por um consorcio de
anaerdbios obrigatdrios e facultativos, tais como Bacteroides, Clostridia, Bifidobacteria,
Streptococci e Enterobacteriaceae (WEILAND, 2010). Posterior e concomitante com a
acidogénese acontece a acetogénese, devido a acdo das bactérias sintroficas (ou
acetogénicas), que realizam a transformacédo dos acidos graxos e do etanol em acetato,
hidrogénio e dioxido de carbono. Na ultima etapa, as bactérias metanogénicas convertem
os produtos da etapa anterior em metano e dioxido de carbono (MASSE; DROSTE, 2000;
MOHAN; BABU; SARMA, 2007).

A biodigestdo anaerdbica € normalmente realizada em condi¢6es mesoéfilas (35
a 37 °C). As proteinas quando sofrem biodegracdo anaerObica tem como produtos
principais polipeptideos, aminoacidos e amonia, algumas proteinas como a caseina sao
muito resistentes a degradacdo por microrganismos, 0 que leva a necessidade de
microrganismos  especificos, j& o0s hidrocarbonetos sdo mais suscetiveis
(PAVLOSTATHIS; GIRALDO-GOMEZ, 1991).

3.2.1.Cultura pura x cultura mista (consorcios)

Com o intuito de melhorar os processos biotecnoldgicos, na maioria sdo utilizas
culturas puras, pois assim conseguem otimizar os parametros do processo de fermentacao
de acordo com as particularidades da cepa especifica do microrganismo envolvido. No
entanto, ha uma desvantagem, pois estes processos requerem condicBes assépticas e de
elevada qualidade nos materiais utilizados (LU et al., 2011).

Um consércio microbiano é formado por dois ou mais grupos microbianos que
vivem simbioticamente (MADIGAN et al., 2009), sdo sistemas de multipopulacdes,
possuem algumas vantagens com relagdo aos sistemas com uma populacéo (culturas

puras). Consorcios bem estabelecidos provavelmente iram ser mais resistentes a invasao
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de outras espécies (BURMOLLE et al., 2006), em uma eventual falta de nutrientes estas
populacdes podem sobrevir melhor ao compartilnarem metabdlitos essenciais (LAPARA
et al., 2002), podem dividir o trabalho para realizar uma tarefa com grande carga
metabolica realizando assim um circuito cooperativo (BRENNER; YOU; ARNOLD,
2008), alguns comportamentos podem ser realizados com o0 uso de consércios mas que
seriam dificeis de serem obtidos com populag6es Unicas.

Assim a utilizacdo de uma cultura mista, que néo trabalha com cepas especificas,
ndo necessitando de condigdes assépticas, pois o risco de contaminacao nao é significante
(LU et al., 2011), tendo ainda a vantagem de poder ser alimentada com uma variedade de
substratos com diversos compostos quimicos (RODRIGUEZ et al., 2016).

Com o uso de consércios microbianos em ambientes anaerébicos, promove-se a
cooperacdo de uma populacdo de microrganismos, proporcionando assim uma
fermentacao estavel e auto-reguladora na degradacéo de matéria organica (STERLING et
al., 2001).

Quando utilizado culturas mistas em processos anaerobicos, ocorre a formagéo
preferencial de AGVs em relacdo a etanol, isso ocorre pois 0S microrganismos que estarao
em maioria sdo 0s que nas condi¢cdes em que estdo, conseguiram encontrar a melhor rota
para obter o maximo de energia (RITTMANN; MCCARTY, 2001).

3.3. ACIDOS GRAXOS VOLATEIS

Os acidos carboxilicos de cadeia curta, contendo até 6 carbonos e com baixo
peso molecular, com pKa que variam de 3,75 a 4,87, sdo chamados de acidos graxos
volateis (acidos férmico, acético, propidnico, butirico, etc). Possuem elevado carater
hidrofilico (APHA, 1992; MESQUITA et al., 2013), os quais podem ser produzidos
sinteticamente por rotas quimicas a partir de combustiveis fdsseis (produtos
petroguimicos) ndo renovaveis (HUANG et al., 2002) ou de intermediarios metabolicos
da etapa de acidificacdo (fermentacédo) do processo de digestdo anaerdbica (SINGHANIA
et al., 2013). Em meios com pH maiores que seus pKa apresentam-se dissociados e assim
sdo comumente referidos pelo nome de seus sais correspondentes (acetato, propionato,
..) (MESQUITA et al., 2013).

A producdo de AGVs esta relatada na literatura, com a utilizacdo de meios de
cultura com alta carga de matéria organica, diferentes condicdes ambientais e

configuracOes de reatores. Estes trabalhos estdo relacionados com a obtengéo de
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combustiveis (CH4 e H2), a partir de novas fontes, que sejam competitivas com as ja
existentes, sendo os AGVs, subprodutos encontrados. Nestes trabalhos, comumente sdo
utilizados inoculos de linhagem pura e em poucos casos populagbes mistas de
microrganismos (LEITE, 2005).

Na producdo por via bioldgica, carboidratos (glicose e sacarose) vém sendo
empregados como principais fontes de carbono (ZIGOVA et al., 1999; KONDO;
KONDO, 1996), entretanto, tal fato levanta questdes éticas sobre o0 uso de alimentos para
a fabricacdo de produtos quimicos. Este problema pode ser solucionado utilizando rejeitos
ricos em matéria organica, como lodos gerados pelas estaces de tratamento, residuos de
alimentos, fracdo orgénica de residuos solidos municipais e efluentes de industrias
agricola, lactea e de papel, em alguns casos até misturas destes residuos, para a producao
de acidos graxos volateis, oferecendo uma plataforma economicamente e ecologicamente
sustentavel e que agrega valor (LEE et al., 2014).

Apesar da diversidade de meios usados em estudos para fim de produzir AGVs,
a melhor matéria prima ndo pode ser definida, e isso se deve a grande variedade de
condicdes de operacéo e critérios de avalicdo usadas nos estudos (LEE et al., 2014), mas
algumas caracteristicas podem ser levadas em consideracdo para eleger um candidato a
este uso, ser rico em matéria organica, ter grande disponibilidade e a quantidade de
residuos gerados (SALEHIZADEH; VAN LOOSDRECHT, 2004).

A etapa de hidrolise pode ser um limitante para producdo dos AGVs devido a
estrutura e composicdo dos residuos (FDEZ-GUELFO et al., 2011), com isso em alguns
casos pré-tratamentos quimicos podem ser utilizados para melhorar o desempenho da
fermentacdo. Alguns dos reagentes usados sdo: acido (ELBESHBISHY et al., 2011,
DEVLIN et al., 2011), alcali (ELBESHBISHY et al., 2011; TORRES; LLORENS, 2008;
DOGAN; SANIN, 2009; KIM et al., 2003; KIM et al., 2010), ozonio (CESARO;
BELGIORNO, 2013; BOUGRIER et al., 2006; XU et al., 2010) e peroxido de hidrogénio
(ESKICIOGLU et al., 2008; SHAHRIARI et al., 2012). O uso de tratamentos acidos e
alcalinos aumenta a solubilidade de substancias poliméricas (DEVLIN et al., 2011;
DOGAN; SANIN, 2009) e de rejeitos alimentares (ELBESHBISHY et al., 2011).

De maneira geral, segundo Lee et al. (2014), a producdo de acidos graxos
volateis derivados de residuos organicos € um processo anaerObico que envolve a
hidrolise, com posterior fermentacdo acidogénica. Segundo Singhania et al. (2013), o
processo de fermentacdo empregando recursos renovaveis, é preferivel do ponto de vista

do desenvolvimento sustentdvel e da salde humana. Os AGVs sdo 0s principais
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intermediérios da digestdo anaerobia, nestas condi¢des, 0s microrganismos nao possuem
0 oxigénio para usar como aceptor final de elétrons, assim a matéria organica é usada
como aceptor e doador de elétrons, sendo assim enquanto uma parte é oxidada outra é
reduzida este processo é conhecido como fermentacdo (MESQUITA et al., 2013).

Sdo vérias as aplicacbes para os acidos graxos volateis produzidos por meio da
fermentagdo acidogénica de residuos. Acidos organicos — &cidos acético, butirico,
propidnico e latico — vém sendo comumente investigados como precursores de Varias
aplicacdes biotecnoldgicas (MOTTE et al., 2015), uma destas aplicacdes é a producéo de
plasticos biodegradaveis (poli-hidroxialcanoatos) (BENGTSSON et al., 2008); geracdo
de bioenergia — biogas, bio-hidrogénio e biodiesel — e eletricidade (células de combustivel
microbianas) (UYAR et al., 2009; CHOI; CHANG; HAN, 2010).

3.3.1. Acido Acético

Um dos mais simples dos acidos graxos volateis é o acido acetico (CHsCOOH),
é um &cido fraco, transparente com gosto azedo e odor irritante (KIM et al., 2002), é o
principal constituinte do vinagre (CHERYAN, 2009). E atualmente produzido a partir de
combustiveis fésseis como um produto quimico industrial e também por produtos
quimicos por trés processos: oxidacdo de acetaldeido, oxidacdo de hidrocarbonetos e
carbonilagdo de metanol. Também pode ser produzido por rotas bioldgicas usando uma
rota aerébica ou anaerobica (CHERY AN, 2009).

Tem sido utilizado como intermediario na producao de produtos em diferentes
ramos industriais, como o de producdo de substancias quimicas (&cido tereftalico, dimetil
tereftalato e acido acético anidro), produtos de limpeza e alimentos (KIM et al., 2002).

Ha muitas frentes de pesquisa trabalhando na obtencdo do &cido acético por via
biologica, tentando otimizar este processo, isso devido ao fato de varios paises que

estipulam que o vinagre deve ser feito por via biologica (AWAD et al., 2012).

3.3.2. Acido Butirico

O é&cido butirico (CH3;CH,CH,COOH), possui 4 &tomos de carbono, com grande
utilizacdo nas industrias quimica, alimenticia e farmacéuticas, sua principal é na
fabricacdo de plasticos de butirato de acetato de celulose que é usado para a producédo de

fibras téxteis, também pode ser usado com aplicacédo direta para melhorar a resisténcia ao
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calor e ao sol de fibras. Existem estudos para utiliza-lo na producéo de b-hidroxibutirato
de polimero biodegradavel. Seus ésteres sdo utilizados como aditivos de aromas com
intuito de aumentar a fragrancia semelhante a frutas na indstria de alimentos (ZIGOVA
etal., 1999).

No ramo farmacéutico, sdo utilizados derivados do &cido butirico como drogas
vasoconstritoras, tanto em anestésicos quanto em antioxidantes, além desta utilizacao
também estd sendo utilizado no tratamento de hemoglobinopatias, cancer e doengas
gastrointestinais, estdo sendo estudados varios farmacos e formulagdes com derivados
deste acido (CHEN; BREITMAN, 1994; REPHAELI et al., 2000; BLANK-PORAT et
al., 2007. HAMER et al., 2008). Além destas aplicacdes também vem sendo utilizado
para aumentar o rendimento de bioetanol (LEE et al., 2008).

Sua producdo industrial & baseada na sintese quimica de derivados
petroguimicos, mas a sua utilizacdo em alimentos, cosméticos e farmacos, sobre uma
pressdo do consumidores que preferem produtos de origem natural, e assim a producédo
de acido butirico a partir de biomassa renovavel tem se tornado uma alternativa atrativa
(ZIGOVA; STURDIK, 2000)

3.3.3. Acido Propi6nico

O acido propidnico (CHs;CH,COOH), tem sido utilizado em alimentos, gréos e
racdes, como antifungico e flavorizante (RAZAVI-ROHANI; GRIFFITHS, 1999; VALE
et al., 2004), além de intermediario na sintese de herbicidas, plasticos de acetato-
propionato de celulose, solventes e produtos farmacéuticos (BARBIRATO;
CHEDAILLE; BORIES, 1997; HIMMI et al., 2000). A principal fonte € a sintese quimica
a partir de derivados de petréleo, mas processos fermentativos de subprodutos industriais
de baixo valor, podem ser utilizados para produgo por uma via renovavel (KOSMIDER
et al., 2010)

3.3.4. Acido Léactico

O acido lactico (CH3CH(OH)COOH) pode ser obtido por sintese quimica ou
fermentacdo. E um A&cido organico natural, encontrado em alimentos ou devido a
processos de fermentagdo ocorridos. Os alimentos que 0 contem sdo: iogurte, soro de leite

coalhado, paes de massa azeda e outros. E um intermediario metabdlico na maioria dos
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organismos Vvivos, desde procariontes anaerobicos até humanos. Tem grande utilizagdo
nas industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética e quimica. Esta sendo utilizado
como uma opc¢do ecoldgica para a producdo de matérias, que utilizam materiais
provenientes de fontes petroquimicas (DATTA; HENRY, 2006).

O é&cido latico possui duas formas, D(-)-&cido latico e L(+)-acido latico. A
sintese quimica produz uma mistura racémica dos dois isbmeros, enquanto que por via
fermentativa é possivel produzir uma das duas formas Optica pura, ajustando as condi¢des
da fermentacdo (AKERBERG et al., 1998).

3.3.5. Acido Férmico

O acido formico (HCOOH) é o mais simples acido carboxilico por possuir
apenas um carbono em sua estrutura. E um produto quimico valioso, sendo amplamente
utilizado como conservante, agente antibacteriano, inseticida e também como
descongelante. Varias aplicacdes sd@o encontradas nas industrias de couro e curtumes,
mercados téxteis e de borrachas, degelo de estradas, preservagédo de silagem e alimentos
para animais ou setor médico, etc (YAN; PHILIPPOT, 2018; LOPEZ; SOMIARI;
MANOUSIOUTHAKIS, 2018). O é&cido formico desempenha também um papel
importante na quimica sintética como um acido, um redutor e um precursor para sinteses
(YAN; PHILIPPOT, 2018). Além disso é estabelecido como um liquido "transportador
de hidrogénio" e, portanto, como uma alternativa promissora para armazenamento de
energia quimica (TEDSREE et al., 2011).

O écido formico é um produto com uma producdo global de 640.000
toneladas/ano. A producéo comercial de acido férmico é tipicamente realizada através da
hidrolise de formiato de metila sequida de extracdo liquido-liquido para purificar o acido
formico produzido (LOPEZ; SOMIARI; MANOUSIOUTHAKIS, 2018).

3.3.6. Acido Succinico

O acido succinico (HOOCCH,CH,COOH), um acido dicarboxilico com quatro
atomos de carbonos, tem ampla aplicacdo nas industrias de alimentos, produtos quimicos
e farmacéuticas (HONG; LEE, 2002; SONG; LEE, 2006). Pode ser utilizado para a
producdo de 1,4-butanodiol, gama-butirolactona, tetrahidrofurano, &acido adipico, n-

metilpirrolidona, ésteres alifaticos lineares ou polimeros biodegradaveis (DELHOMME;
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WEUSTER-BOTZ; KUHN, 2009; ERICKSON; NELSON; WINTERS, 2011). Para
competir com a refinaria de petroleo que fornece a matéria prima para sua producao,
novas fontes e a melhoria dos processos sdo 0s principais desafios para a producgéo
bioldgica econdmica de &cido succinico. Muitas cepas veem sendo testadas ou projetadas
para realizar a sua producdo (CHENG et al., 2012). Est& sendo considerado umas das
substancias com maior potencial de ser produzido por via fermentativa de recursos
renovaveis (JANG, et al., 2012).
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4. METODOLOGIA

4.1. PRIMEIRA ETAPA — SELECAO DE INOCULOS

4.1.1.Consorcios Microbianos

Foram bioprospectados 5 consorcios microbianos como indculos no processo de
biodigestdo anaerdbica, além da utilizacdo de uma cepa pura (Clostridium beijerinckii,
ATCC 8260, Fonte: Colecdo de culturas ATCC (EUA)). Os consércios foram
identificados conforme Tabela 1:

Tabela 1 Identificacdo dos consorcios.

NUmero de identificacdo do

o Descricdo do local onde foi obtido
consorcio ou cepa pura

Amostra de solo, retirada a 15 cm da superficie do Jardim Zoobotanico

! Municipal de Toledo — PR.

) Gordura de soro amostrada da caixa de gordura obtida na empresa de
beneficiamento de soro localizada em Marechal Candido Rondon — PR.
Gordura de soro amostrada da caixa de gordura obtida na empresa de
beneficiamento de soro localizada em Marechal Candido Rondon — PR,

3 inoculado com uma amostra de biodigestor de uma propriedade de Toledo
-PR.

A Dejetos de péassaros provenientes de viveiro localizado no Jardim
Zoobotanico Municipal de Toledo - PR.

. Estdbmago suino proveniente de frigorifico localizado em Santa Cruz do
Rio Pardo — SP.

6 Cultura pura (Clostridium beijerinckii).

Fonte: autoria prépria.

4.1.2.Substrato e Meio de Cultivo

Como meio de cultivo para fermentacéo, foi utilizado o soro de leite cedido pela
empresa de beneficiamento de soro, localizada na cidade de Marechal Candido Rondon
— PR, que foi utilizado hidrolisado e ndo hidrolisado, e foram caracterizados em termos

de pH, acidez, s6lidos totais e lactose (agUcares redutores).
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Para a analise de pH foi utilizado um medidor de pH de bancada (MS
TECNOPON/mPA-210) previamente calibrado. A metodologia utilizada para analise de
acidez foi seguida conforme descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(1985). Transferiu-se 10 mL de amostra para um béquer de 100 mL, e acrescentou-se 5
gotas da solucdo indicadora de fenolftaleina. Em seguida, titulou-se com solugédo
volumétrica de hidréxido de sédio 0,1 M até o ponto de viragem.

O teor de solidos totais (°Brix) foi determinado por refratbmetro portétil
(MEGABRIX/RHB-32ATC) com a amostra a 25 °C.

A determinacéo do teor de lactose (agUcares redutores) foi realizada pelo método
4cido dinitrossalicilico - DNS (MILLER, 1959) (APENDICE A), utilizando padrio de

Lactose monohidratado — Sigma Aldrich com teor de 98%.

4.1.2.1. Hidrélise do soro

O pH do soro foi reduzido até 1,5 com acido cloridrico concentrado em tubos de
ensaio e levados a bloco digestor com controle de temperatura por 4 minutos a 150 °C,
depois de resfriados foram neutralizados com hidréxido de sédio 1 M até o mesmo pH
inicial (4,5) (GEKAS; LOPES-LEIVA, 1985).

4.1.3.Fermentacdo Anaerobica

O procedimento para a promogao da cultura anaerébica foi baseado na “Técnica
Balch” desenvolvida por Ralph S. Wolfe em meados da década de 1970. A remocéo de
oxigénio ocorreu por ebulicdo do meio em uma chapa de aquecimento, no momento em
que o soro entra em ebulicéo é colocado para resfriar sob uma atmosfera de CO (Figura
2) com adicdo de bicarbonato de sodio quando a temperatura chegar a 85 °C. Este
procedimento tem a funcdo de diminuir o potencial redox do meio (BALCH; WOLFE,
1976).
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4 y

Fonte: autoria prépria.

Foram realizados os experimentos em dois meios de cultivo, soro néo
hidrolisado (SN) e soro hidrolisado (SH). Os experimentos foram conduzidos em tubos
Hungate de 15 mL, com volume de trabalho de 6 mL. A estes tubos foram adicionados 6
mL do soro ndo hidrolisado ou soro hidrolisado sob atmosfera de CO». Os tubos foram
selados com tampas de rosca de baquelite e septos de borracha, sendo autoclavados e
armazenados para uso posterior.

Os tubos contendo soro néo hidrolisado ou hidrolisado foram inoculados com 1
mL de consorcio microbiano e da cultura pura (um tubo para cada consércio e cada soro)
com auxilio de uma seringa por meio da rolha de borracha, totalizando 12 tubos que

seguiram a identificacdo apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 Identificacio dos experimentos da primeira etapa.

Identificacdo Soro In6culo
SH1 Hidrolisado 1
SH2 Hidrolisado 2
SH3 Hidrolisado 3
SH4 Hidrolisado 4
SH5 Hidrolisado 5
SH6 Hidrolisado 6
SN1 N&o hidrolisado 1
SN2 N&o hidrolisado 2
SN3 N&o hidrolisado 3
SN4 N&o hidrolisado 4
SN5 Né&o hidrolisado 5
SN6 N&o hidrolisado 6

Fonte: autoria propria.

Os tubos inoculados foram incubados (incubadora THOTH/6430) a 37 °C
temperatura indicada para o crescimento da cultura pura descrito na ficha que acompanha
a cepa e mantido nesta condicdo por 7 dias. Ao final do 7° dia novos tubos foram
inoculados com 1 mL dos tubos anteriores, caracterizando uma nova geracdo. As geracoes
foram identificadas por uma numeragdo sequencial em que 1 representa a primeira
geracdo, 2 a segunda e assim sucessivamente, como por exemplo SH1.1, sendo o numero

depois do ponto a geracdo. Foram feitas 8 geracdes.

4.1.3.1. Avaliacdo da producdo de gas e adaptacdo dos microrganismos

Os tubos incubados tiveram sua producdo de gas medida em dois momentos
durante os 7 dias — o primeiro no quarto dia de incubacdo e o segundo no ultimo dia —
utilizando-se uma seringa de 60 mL. A seringa foi inserida pelas rolhas de borracha do
tubo e a pressdo do gas formado foi capaz de impulsionar o émbolo e assim o volume de
gas medido. O objetivo foi avaliar sumariamente o desempenho do experimento e a

adaptacdo do consércio.
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4.1.4.Quantificacio de Acidos Graxos Volateis

A producdo de &cidos graxos volateis, foi quantificada em Cromatografo liquido
de alta eficiéncia (HPLC), marca Thermo Scientific, modelo ULTIMATE3000, tendo
como referéncia padrbes de AGVs de concentracbes conhecidas (Adaptado de
CERQUEIRA et al., 2011).

4.1.4.1. Preparo das amostras

Com uma seringa foi retirado 1 mL de cada um dos experimentos (ao todo 12)
em todas as geracdes. Estas aliquotas foram transferidas para eppendorfs e centrifugadas
(NOVA TECNICA/NT 800) por 5 minutos a 10000 rpm. Os sobrenadantes foram
filtrados em filtro de 0,22 um, transferidos para novo eppendorf e congelados para

posterior analise. No momento da anéalise foram diluidos 4 vezes.

4.1.4.2. Preparo de padrdes e construcdo da curva de calibracdo

Foram preparados padrdes de &cidos butirico, latico, acético, propidnico,
succinico e formico em concentragdes conhecidas, 0,05 g/L, 0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,75 g/L

e 1,00 g/L, diluidos em agua ultrapura, para construcdo das curvas de calibragéo.

4.1.4.3. Leitura das amostras

A analise dos produtos de fermentacdo foi realizada em cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia, equipado com detector UV-VIS. Uma coluna C18 de fase reversa da marca
NST (125mm x 4,0mm x 5um) foi utilizada para a separacdo dos acidos graxos volateis.

Como fase movel foi utilizada uma mistura de agua acidificada (pH 3) com acido
fosférico, e metanol na proporcdo (90:10); a vazdo foi mantida em 1 mL/min, com coluna
a 25 °C; e a leitura foi realizada a 210 nm; o tempo de corrida de 19 minutos; e o0 volume
de injecdo de 20 pL.

Foi realizada também a analise de um branco constituido de soro ndo hidrolisado
e outro de soro hidrolisado ndo-fermentados. Os valores de AGVs encontrados nos
brancos foram descontados de todos os resultados para cepa e consorcios (Adaptado de
CERQUEIRA et al., 2011).
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4.2. SEGUNDA ETAPA — SUPLEMENTACAO

4.2.1.Consorcios Microbianos

Foram utilizados os consdrcios microbianos 3 e 4 como indculos no processo de
biodigestdo anaerdbica, além da cepa pura (Clostridium beijerinckii, ATCC 8260, Fonte:
Colecéo de culturas ATCC (EUA)). Estes foram os mesmos usados na primeira etapa.
Identificados conforme Tabela 3.

Tabela 3 Identificacdo dos consorcios.

NUmero de identificacdo do . L
o Descricdo do local onde foi obtido
consorcio ou cepa pura

Gordura de soro amostrada da caixa de gordura obtida na empresa

3 SOORO localizada em Marechal Candido Rondon — PR.

A Dejetos de passaros provenientes de viveiro localizado no Jardim
Zoobotanico Municipal de Toledo — PR.

6 Cultura pura.

Fonte: autoria prépria.

4.2.2.Substrato e Meio de Cultivo

Como meio de cultivo para fermentacéo, foram utilizados 0os mesmos soros de

leite hidrolisado e ndo hidrolisado, e estes dois soros também suplementados.

4.2.2.1. Suplementacdo

Os soros foram suplementados com 13 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de
peptona, estas quantidades foram baseadas em um meio semi-solido para a enumeracao
e cultivo de clostridios e outros anaerébios que ocorrem em alimentos e espécimes

patolégicos. Cédigo: CM0149 da Oxoid Microbiology Products da Thermo Scientific.
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4.2.3.Fermentacdo Anaerdbica

Os quatro meios de cultivo (Soro Hidrolisado (SH), Soro ndo Hidrolisado (SN),
Soro Hidrolisado Suplementado (SHS) e o Soro ndo Hidrolisado Suplementado (SNS))
passaram pelo processo de promocdo da cultura anaerébica como descrito no item 4.1.3
da primeira etapa (item 4.1).

Assim os experimentos da segunda etapa (item 4.2) foram realizados com 0s
quatro meios. Os experimentos foram conduzidos em tubos Hungate de 15 mL, com
volume de trabalho de 6 mL. A estes tubos foram adicionados 6 mL do soro néo
hidrolisado ou soro hidrolisado ou soro ndo hidrolisado suplementado ou soro hidrolisado
suplementado sob atmosfera de CO». Os tubos foram selados com tampas de rosca de
baquelite e septos de borracha, sendo autoclavados e armazenados para uso posterior.

Os tubos contendo um dos soros foram inoculados com 1 mL de consorcio
microbiano e da cultura pura (um tubo para cada consorcio e cada soro) com auxilio de
uma seringa por meio da rolha de borracha, totalizando 10 tubos que seguiram a
identificacdo apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 Identificacdo dos experimentos da segunda etapa.

Identificacdo Soro Inéculo
SH3 Hidrolisado 3
SH4 Hidrolisado 4
SH6 Hidrolisado 6
SHS3 Hidrolisado Suplementado 3
SHS4 Hidrolisado Suplementado 4
SN3 N&o hidrolisado 3
SN4 N&o hidrolisado 4
SN6 N&o hidrolisado 6

SNS3 N&o hidrolisado Suplementado 3
SNS4 N&o hidrolisado Suplementado 4

Fonte: autoria prépria.

Os tubos inoculados foram incubados (incubadora THOTH/6430) a 37 °C
temperatura indicada para o crescimento da cultura pura descrito na ficha que acompanha
a cepa e mantido nesta condicdo por 7 dias. Ao final do 7° dia novos tubos foram
inoculados com 1 mL dos tubos anteriores, caracterizando uma nova geracao, as geracoes

foram identificadas por uma numeragdo sequencial em que 1 representa a primeira
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geracdo, 2 a segunda e assim sucessivamente, como por exemplo SH1.1, sendo o nimero

depois do ponto a geracdo. Foram feitas 7 geracoes.

4.2.3.1. Avaliacdo da producao de gas e adaptacdo dos microrganismos

Os tubos incubados tiveram sua producdo de gas medida da mesma maneira

descrita na primeira etapa (Item 4.1) no item 4.1.3.1.
4.2.4.Quantificacio de Acidos Graxos Volateis

A producdo de acidos graxos volateis, foi quantificada em Cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia (HPLC), marca Thermo Scientific, modelo ULTIMATE3000, tendo

como referéncia padrbes de concentragdes conhecidas.

4.2.4.1. Preparo das amostras

Com uma seringa foi retirado 1 mL de cada um dos experimentos (ao todo 10)
em todas as geracgdes. Estas aliquotas foram transferidas para eppendorfs e centrifugadas
(NOVA TECNICA/NT 800) por 5 minutos a 10000 rpm. Os sobrenadantes foram
filtrados em filtro de 0,22 um, transferidos para novo eppendorf e congelados para

posterior analise. No momento da analise foram diluidos 4 vezes.

4.2.4.2. Preparo de padrdes e construcdo da curva de calibracdo

Foram preparados padrdes de &cidos butirico, latico, acético, propionico,
succinico e formico em concentracdes conhecidas, 0,05 g/L, 0,25 g/L, 0,50 g/L, 0,75 g/L

e 1,00 g/L, diluidos em agua ultrapura, para construcdo das curvas de calibragéo.

4.2.4.3. Leitura das amostras

As andlises dos produtos de fermentacdo foram realizadas em cromatografo
liquido de alta eficiéncia, equipado com detector UV-VIS. Uma coluna de excluséao idnica
ORH-801 da marca Transgenomic ICSep (300mm x 6,5mm) foi utilizada para a

separagdo dos acidos graxos volateis.
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Como fase movel foi utilizada uma solu¢do de H.SO4 0,01 M; a vazdo foi
mantida em 0,6 mL/min, com coluna a 45 °C; e a leitura foi realizada a 210 nm; o tempo
de corrida de 30 minutos; e o volume de injecéo de 20 pL.

Foi realizada também a andlise dos brancos do soro nao hidrolisado (SN), soro
hidrolisado (SH), soro ndo hidrolisado suplementado (SNS) e soro hidrolisado
suplementados (SHS) nédo-fermentados. Os valores de AGVs encontrados nos brancos
foram descontados de todos os resultados para cepa e consorcios (Adaptado de
MESQUITA et al., 2013).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PRIMEIRA ETAPA

5.1.1. Caracterizagéo do soro

As caracteristicas Fisico-Quimicas dos soros (hidrolisado e ndo hidrolisado) sdo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 Resultados da caracterizacdo dos soros.

Parédmetros N&o hidrolisado  Hidrolisado
pH 4,52 £ 0,00 4,53 £ 0,00
Acidez % acido lactico 0,32+ 0,00 0,28 + 0,00
Sélidos totais 62 g.I" (6,2%) 61 g.I" (6,1%)
%brix 6,2 6,1

Acucares redutores (lactose) 3,95+0,00% 3,47 £ 0,00 %

Fonte: autoria propria.

O pH do soro de leite varia de acordo com o tipo de queijo produzido. Existem
dois tipos de soro, soro doce proveniente da coagulacdo enzimatica de leite com pH
proximo a 6,3 e 6,7, e 0 soro &cido resultado da manufatura de caseina ou queijos com
leites coagulados inicialmente por &cido com pH proximos de 4,6 e 4,7 (PONSANO;
PINTO; GOMEZ, 1992). O soro utilizado no trabalho se caracteriza como do tipo acido,
pois 0 pH esta proximo ao deste tipo. A acidez do soro encontrada esta coerente com 0s
valores indicados pelo USDEC de 1997, que indica uma acidez de 0,35 a 0,44% de &cido
lactico. Segundo Moresi (1994), o valor de solidos totais € de 6,0 a 6,5 %, valores estes
que correspondem ao encontrado, a quantidade de lactose segundo o mesmo autor é de
4,5 a 5,0%, o valor encontrado esta proximo. O processo de hidrolise ndo alterou o pH e

0s sdlidos totais, mas resultou em reducdo da acidez e do teor de Acgucares redutores.
5.1.2.Promocéo da cultura anaerdbica
Durante o preparo da cultura anaerdbica, pouco antes de entrar em ebulicdo,

ocorreu a precipitacdo das proteinas (Figura 3 e 4) presentes no soro para ambos 0s soros

hidrolisado e ndo hidrolisado. Quando o soro de leite é aguecido com temperaturas acima
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de 90 °C em pH proximo a 4,5 e 5,0, tem-se a precipitacdo térmica das proteinas, neste
processo, ocorre a desnaturacdo durante o aquecimento e a agregacgao devido a acidez do
soro (HILL; IRVINE; BULLOCK, 1982; DISSANAYAKE et al., 2013). Devido a
precipitacdo da proteina durante o preparo da cultura anaerdbica, somente a parte

sobrenadante do soro foi transferida para os tubos.

Figura 3 Soro resfriando sob atmosfera de CO2. Figura 4 Proteina precipitada.

Fonte: autoria propria.

Fonte: autoria propria.

5.1.3. Avaliacdo da producéo de gas e adaptacdo dos microrganismos

O processo de fermentacéo foi avaliado quanto a adaptacdo dos microrganismos
ao novo meio e substrato. Foram realizadas 8 geracGes, sendo que em todos foram
medidos os volumes de producdo de gés, e coletadas amostras de cerca de 1 mL para
analise dos AGVs.

Nas Figuras 5 a 8 constam os valores totais de gas obtidos pela soma das duas
coletas de gas da adaptacdo da cepa pura e dos consorcios microbianos nos dois meios
testados. No APENDICE B nas Figuras B1 a B12 constam os valores obtidos nas duas

coletas de gas e o total.



35
Figura 5 Produgdo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado para os consorcios 1, 2 € 3.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 6 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado para o consércios 4, 5 e 6

(cultura pura).
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Figura 7 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro nao hidrolisado para os consércios 1, 2

ed.
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Fonte: autoria prépria.
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Figura 8 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado para os consércios 4, 5
e 6 (cultura pura).
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Fonte: autoria propria.

Em relacdo a adaptacdo dos consorcios e da cultura pura, foi considerado
somente a partir do momento em que a producéo de gas se estabilizou em torno de um
valor médio de producédo. Nos 12 experimentos realizados, ocorreram a partir de geragdes
diferentes. Assim: para a 2° geracdo somente SN2; na 3° geracdo foram SH1, SH5, SH6,
SN3 e SN4; na 4° geracdo SH2 e SH4; na 5° geracdo SH3, SN1 e SNG6, apenas o
experimento SN5 ndo se adaptou aos meios, pois ndo manteve a producédo de gas emtorno
de um mesmo valor. Alguns experimentos tiveram geracdes com producéo abaixo de 5
mL. Nestes casos, para geracdo seguinte foi inoculado 1 mL da ultima geracdo que
apresentou producdo de gas maior que 5 mL e foi calculado a media de producéo levando
em consideracdo os valores a partir da geracdo em que foram considerados adaptados
excluindo-se os valores menores que 5 mL, sendo os valores médios os descritos na
Tabela 6, junto a estes valores estdo também os valores maximos e minimos e também o
desvio padrdo relativo (DPR) para cada experimento, novamente levando em
consideracdo o mesmo critério para calcular a média, a DPR nos mostra qual dos
experimentos apresentou maior variabilidade entre as medigdes, com isso 0 experimento
que apresentou maior DPR foi 0 SN5, justamente o aquele que ndo havia estabilizado sua

producdo de gas.
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Tabela 6 Volumes médios da soma de gas produzido durante o processo de fermentacéo, para os 5

consorcios e a cepa pura, nos soros hidrolisado e ndo hidrolisado.

Experimento  Volume Médio de gas (mL) Maéaximo Minimo DPR

SH1 16 16,5 14,0 0,92
SH2 13 13,0 11,0 0,87
SH3 13 15,0 11,0 1,75
SH4 21 23,0 20,0 1,24
SH5 16 18,5 15,0 1,75
SH6 24 30,5 20,0 3,85
SN1 18 18,0 17,5 0,25
SN2 8 12,5 6,0 2,40
SN3 10 13,0 9,0 1,60
SN4 17 18,0 15,0 1,29
SN5 19 23,5 14,5 4,51
SN6 28 32,0 25,0 3,61

Fonte: autoria propria.

Com base nestes resultados, podemos afirmar que os consorcios testados e a
cultura pura possuem potencial de producdo de acidos graxos volateis, uma vez que
devido a producdo de gases, sugere-se que ocorreu 0 processo de fermentacdo e,
consequentemente, producéo de AGVs.

Para a comprovacdo da producdo e quantificacdo foi selecionada a 62 geragédo
para realizar a analise de acidos graxos volateis por cromatografia. Esta selecdo seguiu 0s
seguintes critérios: ndo poderia ser das 4 primeiras geracfes, pois nem todos 0s
experimentos estavam adaptados e a geracdo escolhida teria que ter todos 0s experimentos
com valores aproximados de suas médias. Por outro lado, das quatro Gltimas geracdes, a
53 72 e 82 geracdes tiveram experimentos com valores abaixo de 5 mL de producéo de
gas, a Unica geracdo que se adequou as condi¢des foi a 62.

Com base nos valores da Tabela 6, podemos observar que os valores de producéo
de gas de um mesmo consdrcio ou da cepa pura foram diferentes em cada meio, tendo
alguns produzido mais gas no soro ndo hidrolisado (1, 5 e 6) e outros no hidrolisado (2, 3
ed).

5.1.4. Quantificacdo de Acidos Graxos Volateis

Foram quantificados os acidos butirico, latico, acético, propibnico, succinico e

formico. Na Tabela 7, estdo representadas as equacgdes da reta das curvas analiticas dos
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seis padrfes acima citados, em que X é a concentracao e y a area obtida no cromatograma,

e seus valores de R?.

Tabela 7 Dados das curvas analiticas.

Padréo Equacdo da Reta R?

Acido Formico  y=19,416x-0,122 0,997
Acido Lactico y=19,920x - 0,019 1,000
Acido Acético y=10,530x - 0,016 1,000
Acido Succinico  y=10,571x+ 0,013 1,000
Acido Propidnico y=10,015x + 0,083 1,000
Acido Butirico  y=10,211x + 0,307 0,997

Fonte: autoria propria.

Os valores de R? sdo todos superiores a 0,997, 0 que demonstra a validade das
curvas. Utilizando as equaces da reta de cada curva € possivel determinar a concentragdo

(9/L) de cada um dos &cidos, os valores encontrados estdo na Tabela 8.

Tabela 8 Valores encontrados na analise de AGVs por CLAE.

Ac. Acético Ac. Succinico Ac. Propiénico  Ac. Butirico Total AGVs

Amostras

[ 1oL [ oL [ 1oL [ 1oL [ 1oL
SH1 0,00 0,00 0,00 0,44 0,44
SN1 0,00 0,16 0,00 0,35 0,52
SH2 0,24 0,00 0,27 0,92 1,43
SN2 0,00 0,14 0,14 1,45 1,73
SH3 0,17 0,00 0,00 1,04 1,21
SN3 0,00 0,00 0,00 1,36 1,36
SH4 0,00 0,00 0,06 2,24 2,30
SN4 0,00 0,29 0,19 1,78 2,26
SH5 0,00 0,00 0,00 0,13 0,13
SN5 0,00 0,30 0,00 0,91 1,21
SH6 0,16 0,00 0,00 0,64 0,79
SN6 0,00 0,30 0,00 1,10 1,40

Fonte: autoria prépria.

Né&o foi possivel detectar nos 12 experimentos, acido Férmico e acido Lactico,
pois a metodologia utilizada se mostrou ndo seletiva para estes dois acidos. Em termos
de AGVs totais, as 3 maiores foram SH4, SN4 e SN2, com 2,30, 2,26 e 1,73 g/L,
respectivamente. Com isso, podemos observar que o consorcio 4 tem alto potencial de
producéo tanto em soro ndo hidrolisado quanto hidrolisado. O acido acético foi obtido em

SH2, SH3 e SH6, ocorrendo apenas em soro hidrolisado, o acido succinico foi obtido nos
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experimentos SN1, SN2, SN4, SN5 e SN6, mantendo o padréo de ter produgdo apenas
em soro ndo hidrolisado. Ja o &cido propiodnico, teve producdo em SH2, SN2, SH4 e SN4,
em que os dois consorcios sdo capazes de produzir este &cido com ambos 0s meios. O
acido butirico foi produzido em todos os experimentos, com valores maximos de 2,24 g/L
em SH4, 1,78 g/L em SN4 e 1,45 g/L em SN2, sendo o acido produzido em maior
quantidade em todos 0s ensaios.

Os experimentos SH1, SN3 e SH5 tiveram producdo apenas de acido butirico,
sendo que dos trés, 0 SN3 0 mais promissor com producgéo de 1,37 g/L. O fato deste
consorcio produzir apenas um acido facilitaria a sua purificacdo. O consorcio 2 produziu
trés acidos diferentes, cido propidnico e butirico, para os dois meios e &cido acético para
o hidrolisado e succinico para o0 ndo hidrolisado. O experimento SN4 também produziu
trés acidos (succinico, propionico e butirico). Os cromatogramas estdo no APENDICE C.

A comparacao da producdo de AGVs na literatura, é muito complicada, uma vez
que existem muitas diferencas entre os estudos, como substrato, indculo, microrganismo,
tempo de fermentacéo, entre outras condi¢Ges. Assim a comparagao se resume ao quanto
cada estudo foi capaz de produzir, podendo indicar os mais promissores, bem como 0s

microrganimos e indculos. A Tabela 9 demonstra alguns estudos e seus resultados.

Tabela 9 Producdo de AGVs encontrados na literatura.

In6culo Substrato Quantidade produzida Referéncia
Residuo de Tofu 7,28 g/L SHEN et al. (2017)
reator UASB  Clara de ovo 15,23 g/L

) MURALLI;
) 22,8 g/L (4,0 g/L &cido
Rumen Palha de milho FERNANDEZ;

valérico)
AHRING. (2017)
19,8 g/L (11,4 g/L acido
In6culo acetico, 0,9 g/L REBECCHI et al.
o Bagaco de uva .
acidogénico propibnico, 5,3 g/L de (2016)

butirico e 0,3 g/L valérico)

Fonte: autoria propria.

Em todos os estudos a producdo de AGVs totais foi superior aos encontrados

neste estudo, entretanto sdo estudos com substratos diferentes e indculo diferentes.
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Esta primeira etapa do estudo j& demonstra a possibilidade de uso de novos
consorcios promissores para a producao de &cido butirico a partir do soro de leite. Com
os dados da primeira etapa, realizou-se a escolha de dois consorcios para serem usados
na segunda etapa. Os critérios para a escolha foram excluir os consorcios que tiveram
producéo de &cido butirico menor que 1,0 g/L sendo estes 0s consorcios 1 e 5, depois foi
selecionado o consdrcio com maior producao (sendo o 4), e por Ultimo o que produziu
apenas o0 &cido butirico e este foi 0 3 nos experimento SN3, juntamente com estes dois
consorcios (3 e 4), também foi utilizado a cultura pura (6).

5.2. SEGUNDA ETAPA

5.2.1.Promocéo da cultura anaerobica

Antes do preparo da cultura anaerobica foram separadas por¢des do soro ndo
hidrolisado e do hidrolisado, a estas porc¢des foi adicionado em cada uma, 13 g/L de
extrato de levedura e 10 g/L de peptona, e assim proporcionando 4 meios de cultivo
diferentes sendo, soro ndo hidrolisado, soro hidrolisado, soro ndo hidrolisado
suplementado e soro hidrolisado suplementado. Ambos passaram pelo processo de
preparo da cultura anaerdbica, em todos ocorreu da mesma maneira que na primeira etapa
a precipitacdo das proteinas presentes no soro e assim como na primeira etapa somente a

parte sobrenadante do soro foi transferida para os tubos.

5.2.2. Avaliacdo da producdo de gas e adaptacdo dos microrganismos

O processo de fermentacdo da segunda etapa também foi avaliado quanto a
adaptacdo dos microrganismos aos novos meios e substratos. Foram realizadas 7
gerac0es, sendo que em todos foram medidos os volumes de producéo de gas, e coletadas
amostras de cerca de 1 mL para analise dos AGVs.

Nas Figuras 9 a 12 constam os valores totais de gas obtidos pela soma das duas
coletas de gas da adaptacdo da cepa pura e dos consércios microbianos nos quatro meios
testados. No APENDICE D as Figuras D1 a D10 constam os valores obtidos nas duas

coletas de gas e o total.
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Figura 9 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado para os consorcios 3, 4
e 6 (cultura pura).
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Fonte: autoria propria.

Figura 10 Producédo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado para o consorcio 3,4 e 6

(cultura pura).
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Fonte: autoria propria.

Figura 11 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro nao hidrolisado suplementado para os

consorcios 3 e 4.
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Fonte: autoria prépria.
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Figura 12 Producdo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado suplementado para os
consorcios 3 e 4.

W 12 geragdo 22 geragao 32 geragao 4%geracdao M 5%2geracdo MW62geracdo M 72geragao
=
E20
@ 14
© 15 13 1—13
% 10 11 11 11
o 10 7
€ 5
4
~ ) - I
SHS3 SHS4

Fonte: autoria propria.

Em relacdo a adaptacdo dos consércios e da cultura pura, na segunda etapa do
estudo, foi considerado somente a partir do momento em que a producdo de gas se
estabilizou em torno de um valor médio de produgdo.

Nos 10 experimentos realizados, ocorreram a partir de geracdes diferentes.
Assim: para 0 SN3 a adaptacdo foi a partir da 3° geracdo com média de producéo de 9
mL; o SN4 ndo teve producdo de gas nas 3 primeiras geragcdes apresentando um pico de
producdo com um valor de 17 mL na 4° geracdo, e passado a 1 mL nas trés ultimas; o
SN6 ndo estabilizou a sua producdo de géas tendo variado de 10 mL a 29 mL; o SH3
manteve sua producdo entorno de uma média de 4,5 mL desde a 2 geracdo; o0 SH4 nédo
apresentou producdo de gas nas 2 primeiras geracao, tendo producdo média de 15 mL a
partir da 3° 0 SH6 teve comportamento similar ao SH4 porém com média superior sendo
de 29 mL; o SNS3 teve sua producéo estabilizada em tordo de 12 mL desde a 2° geracgéo;
0 SNS4 nédo apresentou producdo de gas nas 3 primeiras geracdes e também na 5°, mas
dois picos proximos a 26 mL nas geracdes 4 e 6, e um decaimento de 20 ml na Gltima; o
SHS3 teve média de 12 mL desconsiderando a 1° e a 4° geracdo, sendo a 4° a que teve
menor valor de gas; o0 SHS4 iniciou com uma producdo de 22 mL e seguiu caindo até a
5° geracdo, tendo um salto de 14 mL na 6° geracdo e retornando a 3 na ultima. Alguns
experimentos tiveram geracdes com producdo abaixo de 5 mL. Apesar disso 1 mL deste
foi inoculado para a préxima geracéo.

Com base nos dados pode-se observar uma dificuldade do consorcio 4 em se
adaptar aos meios testados com resultados melhores no meio hidrolisados suplementado
e ndo suplementado. O consércio 3 demonstrou-se versatil por ter se adaptado nos 4

meios, tendo resultados semelhantes nos meios suplementados, e o ndo hidrolisado.A
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cultura pura apresentou variagdo nos dois meios testados assim como na primeira etapa,
se mostrando mais adaptada ao meio hidrolisado que ao ndo hidrolisado.

Com base nestes resultados, podemos afirmar que os consdrcios testados e a
cultura pura possuem potencial de producdo de acidos graxos volateis, uma vez que
devido a producdo de gases, sugere-se que ocorreu 0 processo de fermentacdo e,
consequentemente, producéo de AGVs.

Para a comprovacao da producdo e quantificagdo foram selecionadas as 4 ultimas
geracOes para realizar a anélise de &cidos graxos volateis por cromatografia. A escolha de
quantificar os &cidos somente das 4 Ultimas se deu pelo fato de que a partir da 4° geracéo

todos os experimentos produziram gas em alguma geragé&o.
5.2.3. Quantificagdo de Acidos Graxos Volateis

Foram quantificados os acidos graxos volateis butirico, latico, acético,
propibnico, succinico e formico.

Na Tabela 10, estdo representadas as equacgdes da reta das curvas analiticas dos

seis padrdes acima citados e seus valores de R?.

Tabela 10 Dados das curvas analiticas.

Padréo Equagdo da Reta R?

Acido Férmico  y=20282x - 310,75 0,996
Acido Lactico  y=10686x - 224,25 0,996
Acido Acético  y=13318x-321,2 0,996
Acido Succinico  y=16441x-291,76 0,996
Acido Propiénico y=8093,9x - 102,21 0,999
Acido Butirico  y=11184x - 245,01 0,996

Fonte: autoria prépria.

Os valores de R? sdo todos superiores a 0,996, o que demonstra a validade das
curvas. Utilizando as equaces da reta de cada curva é possivel determinar a concentracdo
(g/L) de cada um dos acidos, em que X é a concentracdo e y a area obtida no
cromatograma.

Na Tabela 11 temos a quantidade de cada &cido encontrado nos meios antes da

fermentacao.
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Tabela 11 Valores encontrados na analise de AGVs por CLAE para 0s meios antes da fermentacéo.

Ac. Formico Ac. Lactico Ac. Acético Ac. Propiénico  Total AGVs

Amostras
[ 1oL [ 1oL [ 1oL [ JgL [ 1oL
SH 0,66 6,25 0,80 0,00 7,93
SN 0,52 5,45 0,95 0,00 6,91
SNS 0,77 5,88 0,93 4,69 12,27
SHS 0,70 4,88 0,79 4,40 10,77

Fonte: autoria propria.

Em nenhum dos quatro meios foi encontrado acido butirico e succinico, para os
meios suplementados foram quantificados os &cidos férmico, lactico, acético e
propidnico, nos soros hidrolisado e ndo hidrolisado foram quantificados os &cidos
formico, lactico e acético.

O acido em maior concentracdo foi o lactico com valores em g/L de 6,25, 5,88,
5,45 e 4,88 para os meios SH, SNS, SN e SHS, respectivamente. A principal diferenca de
quantificacdo foi para o acido propidnico, que estava presente apenas Nnos meios
suplementados com um valor préximo de 4,5 g/L.

Os valores encontrados dos acidos ap0s a fermentacdo estdo representados nas
Tabelas 12 a 16. Estes valores apresentados sdo descontando a quantidade ja encontrada
de cada acido em cada meio. Os valores negativos apresentados representam a quantidade
de &cido consumido e os valores positivos a quantidade produzida. Para os valores entre
-0,10 e 0,10 g/L, foi considerado que nao houve consumo e nem producdo deste acido,
pois esta faixa representa 5% da area obtida com a menor concentracéo da curva analitica
de cada acido. O acido succinico ndo foi obtido em nenhum dos experimentos.

N&o houve producéo de &cido formico em nenhum dos experimentos, somente
consumo, no experimento SH6 também néo teve consumo do acido, 0s experimentos que
tiveram maior consumo do acido foram SH4 e SNS3, com média de 0,46 e 0,52 g/L
respectivamente, cerca de 70% e 67% de consumo, como pode ser observado na tabela
12.
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Tabela 12 Valores encontrados na anélise de AGVs por CLAE nas 4 gerages para o Acido Férmico apds

a fermentacé&o.
4° Geracdo 5° Geracdo 6° Geragdo 7° Geracdo
Amostras

[1gL [ 1oL [ 1oL [ 1oL
SH3 -0,17 -0,14 0,00 -0,25
SH4 -0,46 -0,47 -0,47 -0,45
SH6 0,00 0,00 0,00 0,00
SHS3 -0,13 -0,40 -0,38 -0,38
SHS4 0,00 -0,13 -0,15 -0,12
SN3 -0,52 -0,29 -0,26 -0,26
SN4 -0,30 -0,13 -0,12 0,00
SN6 0,00 0,00 -0,13 -0,13
SNS3 -0,54 -0,53 -0,51 -0,51
SNS4 -0,25 0,00 -0,19 -0,27

Fonte: autoria propria.

O éacido lactico foi consumido em todos os experimentos. O consorcio 4 foi o
que teve as menores quantidade consumidas, nos meios SHS, SN e SNS com valores
abaixo de 23%, e no meio SH teve um consumo medio de 2,68 g/L o que representa
aproximadamente 43% da quantidade presente neste meio. O experimento SH6 teve um
consumo meédio de 6,25 g/L que representa 100% de reducdo, o SN6 teve um consumo
que vario de 2,96 a 5,03 g/L, sem apresentar reprodutibilidade dos valores. O consércio
3 apresentou consumo superior 44% em todos o0s experimentos, tendo um valor
discrepante para a 4 geracdo do SHS3, enquanto que nas demais geracgdes este acido teve
um consumo de aproximadamente 96%. Para SNS3 seu consumo ficou em torno de 96%,
enquanto que para o SH3 a média é de 48% aproximadamente. A suplementacéo resultou
em um aumento na quantidade de acido consumida para o consorcio 3, como pode ser

observado na tabela 13
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Tabela 13 Valores encontrados na anélise de AGVs por CLAE nas 4 geracdes para o Acido Léctico apds

a fermentacé&o.

4° Geracdo 5° Geracdo 6° Geragdo 7° Geracdo

Amostras

[lgL [ 1oL [ 1oL [lgL
SH3 -3,01 -2,92 -2,76 -3,31
SH4 -2,79 -2,52 -2,67 -2,73
SH6 -6,25 -6,25 -6,25 -6,25
SHS3 -0,74 -4,68 -4,66 -4,66
SHS4 0,15 -0,48 -0,22 -0,18
SN3 -3,59 -3,96 -3,63 -3,23
SN4 -1,23 -0,82 -0,61 -0,67
SN6 -2,96 -4,59 -3,36 -5,03
SNS3 -5,64 -5,64 -5,64 -5,60
SNS4 -1,00 -0,61 -1,00 -0,22

Fonte: autoria propria.

Para o acido acético, obteve-se tanto producdo quanto consumo, a cepa pura
apresentou comportamentos inversos nos meios testados enquanto no meio hidrolisado
produziu uma media de 0,30 g/L no meio ndo hidrolisado consumiu uma média de 0,36
g/L, isso representa 37% da quantidade existente neste meio.

O consarcio 4, obteve produgdo nos meios SH, SHS e SNS, com média de 0,32
g/L no meio SH semelhante ao da cepa pura no mesmo meio, no meio SHS trés geracoes
com média de 0,13 g/L e a 6° com um salto de 0,67 g/L, 0 meio SNS teve os melhores
valores de producdo exceto pela 5° geragdo em que teve um consumo de 0,22 g/L.

O consorcio 3 teve um consumo de 0,30 e 0,35 g/L no meio hidrolisado e no ndo
hidrolisado respectivamente, sendo uma reducéo aproximada de 37%, ja a suplementacao
deste meio resultou na producdo de 2,80 g/L de &cido acético nos dois meios, isso sem
levar em consideracdo a producdo do SHS na 4 geracdo que foi de apenas 0,44 g/L, como

pode ser observado na tabela 14.
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Tabela 14 Valores encontrados na analise de AGVs por CLAE nas 4 gerag@es para 0 Acido Acético.

4° Geracdo 5° Geracdo 6° Geragdo 7° Geracdo

Amostras

[ ToL [ 1oL [ 1oL [ lgL
SH3 -0,26 -0,32 -0,36 -0,26
SH4 0,36 0,28 0,29 0,33
SH6 0,29 0,40 0,30 0,19
SHS3 0,44 3,20 2,77 2,49
SHS4 0,12 0,14 0,67 0,13
SN3 -0,25 -0,40 -0,41 -0,35
SN4 0,34 -0,14 -0,18 -0,18
SN6 -0,36 -0,52 -0,34 -0,33
SNS3 2,52 2,72 2,77 3,11
SNS4 0,80 -0,22 0,55 0,51

Fonte: autoria propria.

O écido propibnico ndo foi produzido nos soros sem suplementacdo. Para 0s
meios suplementados com consarcio 4 foi observado o consumo de 0,18 g/L nas 5° e 6°
geracdo para o SHS o que representa menos que 4% de redugdo e um consumo maior para
0 SNS com valor medio das 4 geracGes de 0,54 g/L que representa 11,5% de reducéo, séo
valor baixos de consumo, para o consorcio 3 o observado foi a producdo de acido
propiénico com valores 0,59 g/L para SHS e 0,17 g/L para SNS, este ultimo a media é
com relacéo as 3 dltimas geracdes, pois a 4 geracdo teve um consumo de 0,30 g/L, como

pode ser observado na tabela 15.

Tabela 15 Valores encontrados na analise de AGVs por CLAE nas 4 geragdes para o Acido Propionico

apos a fermentacéo.

4° Geracdo 5° Geracdo 6° Geragdo 7° Geracdo

Amostras

[ oL [ 1oL [ 1oL [ oL
SH3 0,00 0,00 0,00 0,00
SH4 0,00 0,00 0,00 0,00
SH6 0,00 0,00 0,00 0,00
SHS3 0,29 0,74 0,64 0,69
SHS4 0,00 -0,21 -0,16 0,00
SN3 0,00 0,00 0,00 0,00
SN4 0,00 0,00 0,00 0,00
SN6 0,00 0,00 0,00 0,00
SNS3 -0,30 0,18 0,17 0,16
SNS4 -0,65 -0,59 -0,44 -0,48

Fonte: autoria propria.
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O &cido butirico foi produzindo em todos os experimentos. Os dois consorcios e
a cepa pura demonstraram potencial de producdo deste &cido, com destaque para o
consorcio 3. A cepa pura (6) produziu em média cerca de 1,67 g/L para a 4° e 5° geragdo
e 2,37 g/L nas geragdes 6° e 7° no meio hidrolisado. No meio n&o hidrolisado teve uma
variagdo maior nos resultados, sendo a menor de 1,77 g/L na 4° geracao e a maior de 3,38
g/L na 7° geracdo, apesar da variagao neste soro ser maior os valores de forma geral foram
sempre maior no soro ndo hidrolisado que no hidrolisado, isso quando comparado geracéo
a geragéo.

O consércio 4 teve producdo média de 1,37 g/L no soro hidrolisado valor este
menor que o produzido pela cultura pura. Para o soro ndo hidrolisado a producdo na 4°
geracdo foi de 1,65 g/L e na 5° 0,33 g/L e por fim na duas dltimas ndo houve producao,
no soro hidrolisado suplementado ndo houve producdo na 4° e 7° geracédo e valores de
0,49 e 1,18 g/L na 5° e 6° geracdo respectivamente, para o soro ndo hidrolisado
suplementado correu oscilacdo nos resultados com valores proximos a 2,23 g/L para 4° e
6° geracdes e valores de 0,36 e 0,87 g/L para a 5° e 7° geracdo respectivamente. O
consorcio 4 apresentou problemas de manter produgdo constante ou a0 menos proximas
de uma geracdo para outra, exceto no soro hidrolisado, sendo inviavel utiliza-lo com os
demais soros.

O consorcio 3 apresentou bons resultados em todos os soros testados, sendo que
no soro hidrolisado teve valor meédio de 1,03 g/L, resultado menor que o consorcio 4 e a
cepa pura (6), no soro hidrolisado suplementado teve média de 3,28 g/L desconsiderando
o resultado de 4° geracdo, este resultado superior ao consércio 4 e aproximadamente 3x
(trés vezes) (218%) o valor obtido sem a suplementacdo, demonstrado que ao suplementar
0 soro para este consdrcio pode-se obter maior producéo de acido butirico.

Para o soro ndo hidrolisado o valor médio foi de 2,60 g/L, este valor € maior que
no soro hidrolisado para este mesmo consorcio em aproximadamente 2,5x (150%), assim
podemos considerar que a etapa de hidrélise do soro prejudica a producdo de acido
butirico para este consércio, ao comparar este valor com a médio da cepa pura que foi
2,63, com variacdo dos resultados de uma geracao a outra, podemos ver que sdo valores
proximos, a diferenca entre os dois é a variacdo entre os valores de uma geracdo para
outra, enquanto os valores do consorcio 3 foram constantes, o da cepa pura apresentou
valores mais altos e baixos entre as geracoes.

Com o soro ndo hidrolisado suplementado o valor médio de producéo foi 3,18

g/L, um ganho de aproximadamente 20% com relagéo a producdo sem suplementacéo e
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aproximadamente 3% inferior ao hidrolisado suplementado, com isso chegamos a
concluséo de que a etapa de hidrélise ndo resulta em grande diferenca de producéo, que
justifique sua utilizagdo, mas que a suplementacéo resulta em maior quantidade de acido
butirico produzido.

Na Tabela 16 podemos ver os valores de producdo de &cido butirico.

Tabela 16 Valores encontrados na anélise de AGVs por CLAE nas 4 geragdes para o Acido Butirico apds

a fermentac&o.

4° Geracdo 5° Geracdo 6° Geragdo 7° Geracdo

Amostras

[ 1oL [ 1oL [ 1oL [ 1oL
SH3 1,02 0,98 0,90 1,23
SH4 1,61 0,99 1,33 1,55
SH6 1,61 1,73 2,31 2,44
SHS3 0,50 3,24 3,27 3,34
SHS4 0,00 0,49 1,18 0,00
SN3 2,55 2,73 2,73 2,39
SN4 1,65 0,33 0,00 0,00
SN6 1,77 3,05 2,41 3,38
SNS3 3,08 3,28 3,15 3,23
SNS4 2,16 0,36 2,31 0,87

Fonte: autoria prépria.

Na Tabela 17 podemos ver os valores de producdo de acido butirico e da

producéo total de gas por geracéo.

Tabela 17 Valores encontrados na analise de AGVs por CLAE nas 4 geragdes para o Acido Butirico e a
quantidade de gas produzido.

40 Volume 5e Volume 6° Volume 7° Volume
Amostras Geracdo  de Gas  Geracdo de G&s Geracdo de Gds Geragdo  de Gas

[ 1oL (mL) [ JgL (ML) [ ] (mL) [ JgL (ML)

SH3 1,02 4 0,98 5 0,90 4 1,23 45
SH4 1,61 19 0,99 9 1,33 14 1,55 16
SH6 1,61 28 1,73 33 2,31 32 2,44 30
SHS3 0,50 4 3,24 12 3,27 13 3,34 11
SHS4 0,00 5 0,49 2 1,18 14 0,00 3

SN3 2,55 10 2,73 12 2,73 12 2,39

SN4 1,65 17 0,33 1 0,00 1 0,00 1

SNG 1,77 10 3,05 23 2,41 19 3,38 28
SNS3 3,08 12 3,28 13 3,15 11 3,23 12
SNS4 2,16 24 0,36 1 2,31 28 0,87 45

Fonte: autoria propria.
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Observando os dados da Tabela 17, pode-se os perceber um padréo para todos
0s experimentos. Temos maiores valores de producdo de acido quanto maiores forem os
valores de producdo de gas. Observando cada um dos experimentos, como no SHS3 em
que na 4° geracdo a producédo de géas foi de 4 mL e a de acido foi de 0,50 g/L, para este
mesmo experimento na 7° geracao a producdo de gas foi 11 mL e a de acido 3,34 g/L,
este comportamento ja ndo ocorre se comparar a producdo entre 0s experimentos, como
por exemplo a producdo de acido na 4° geracdo para SH4 e SH6 foi de 1,61 g/L ja a
producdo de gas ndo foram iguais, os valores foram 19 e 28 mL respectivamente. Se
calcular a razdo entre a quantidade de &cido produzida pelo volume de géas serdo
encontrados valores aproximados entre as geracdo com alguns fora de tendéncia, como

demonstrado na Tabela 18.

Tabela 18 Razdo entre a produgéo de cido butirico e volume total de gas produzido.

40 50 60 70
Geracdo Geragdo Geracdo Geracdo

Amostras (1 (1 [
gLmL g/LmL g/LmL g/L.mL
SH3 0,26 0,20 0,26 0,27
SH4 0,09 0,12 0,10 0,10
SH6 0,06 0,05 0,07 0,08
SHS3 0,13 0,27 0,25 0,30
SHS4 0,00 0,25 0,08 0,00
SN3 0,26 0,23 0,24 0,30
SN4 0,10 0,33 0,00 0,00
SN6 0,18 0,13 0,13 0,12
SNS3 0,26 0,26 0,29 0,27
SNS4 0,09 0,72 0,08 0,19

Fonte: autoria prépria.

Além da producdo individual dos acidos cabe uma avalicdo da producao total
dos acido, levando em consideracdo, producdo e consumo e outra sé da producdo estes

dados estdo nas Tabelas 19 e 20.
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Tabela 19 Valores totais encontrados na andlise de AGVs por CLAE nas 4 geracdes considerando

consumo e produgao.

4° Geracdo 5° Geracdo 6° Geragdo 7° Geracdo

Amostras

[lgL [ 1oL [ 1oL [lgL
SH3 -2,42 -2,40 -2,33 -2,59
SH4 -1,27 -1,72 -1,52 -1,30
SH6 -4,27 -4,21 -3,56 -3,72
SHS3 0,36 2,09 1,64 1,48
SHS4 0,24 -0,19 1,32 -0,25
SN3 -1,81 -1,92 -1,57 -1,45
SN4 0,46 -0,76 -0,91 -0,94
SN6 -1,46 -1,96 -1,41 -2,11
SNS3 -0,88 0,01 -0,06 0,39
SNS4 1,06 -0,96 1,23 0,40

Fonte: autoria propria.

Quando a relacdo de producdo de AGVs leva em consideracdo todos os acidos
com seus resultados de consumo e producdo, os resultados apontam que quase todos
tiveram uma reducédo da quantidade total de acido, isso pois a quantidade de acido lactico
em todos os meios era alta e em praticamente todos os experimentos este &cido foi
consumido, com altas taxas de consumo. Dos acidos produzidos as quantidades nao foram

proporcionais ao consumo, levando os resultados a valor negativo (consumo).

Tabela 20 Valores totais encontrados na analise de AGVs por CLAE nas 4 gera¢des considerando apenas

produgdo.

4° Geracdo 5° Geracdo 6° Geragdo 7° Geracdo

Amostras

[ TgL [ 1oL [ 1oL [ 1oL
SH3 1,02 0,98 0,90 1,23
SH4 1,98 1,27 1,62 1,88
SH6 1,90 2,13 2,62 2,63
SHS3 1,23 7,17 6,68 6,52
SHS4 0,27 0,63 1,85 0,13
SN3 2,55 2,73 2,73 2,39
SN4 1,99 0,33 0,00 0
SN6 1,77 3,05 2,41 3,38
SNS3 5,60 6,18 6,09 6,50
SNS4 2,96 0,36 2,86 1,38

Fonte: autoria propria.

Em termos de 4cidos totais produzidos sem levar em consideracdo a quantidade

de 4&cidos consumidos podemos destacar o consorcio 3 com producdo de
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aproximadamente 6,79 g/L para as 3 ultimas geragdo do SHS e de 6,09 g/L nas 4 geracdes
do SNS estes valores sdo praticamente o dobro do melhor resultado dos demais.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos na primeira etapa deste estudo, observa-se que
0 uso do soro de leite como substrato tem potencial para producéo de &cido butirico. Com
relagdo as diferencas entre o soro ndo hidrolisado e hidrolisado apenas os consorcios 1 e
4, obtiveram valores maiores no hidrolisado que no ndo hidrolisado. Para os demais, a
etapa de hidrolise do soro se mostrou desnecessaria uma vez que a produgdo com 0 Soro
ndo hidrolisado foi maior. Entre todos os consércios, 0 1 mostrou-se com producdo de
AGVs muito abaixo em relacdo aos demais. Foram considerados como experimentos
promissores 0s que obtiveram valores maiores que 1 g/L de &cido butirico, que foram os
consorcios 3 e 4, e 0s experimentos SN2 e SN6. Destes 0 consorcio 4 € o com maior valor
de producdo em ambos 0s meios.

A primeira etapa do estudo ja demonstra que podemos obter novos consorcios
capazes de promover a biodigestdo anaerdbia, e producdo de substancias de interesse,
como o Acido Butirico a partir do soro de leite, assim foi selecionado os consércios 3 e 4
para dar continuidade ao estudo, verificado o efeito da suplementacdo dos soros
hidrolisado e ndo hidrolisado, também foi dado continuidade no estudo com a cepa pura
sem utiliza-la nos meios suplementados.

Nesta segunda etapa foram acompanhados a producdo de AGVs de 4 geracdes.
Dos seis acidos avaliados somente o succinico ndo foi encontrado nem antes e nem depois
da fermentacdo, o acido férmico ndo foi produzido por nenhum dos dois consorcios em
nenhum dos soros. O &cido lactico teve grande consumo para a cepa pura e 0 consorcio
3, com valores superiores a 44% chegando a 100% de consumo, ja o consorcio 4 so teve
consumo significante no meio hidrolisado com valor de 43%, nos demais soros foi
inferior a 23%. Para o &cido acético tivemos tanto producdo quanto consumo, mas
destacamos a producdo encontrada para 0 consorcio 3 nos meios suplementados com uma
valor de 2,80 g/L, se for de interesse a producéo de acido acético o consorcio 3 pode ser
utilizado juntamente com a suplementacdo do soro sem passar por processo de hidrolise,
isso devido ao fato de a diferenca de producdo entre os dois ndo justifica mais uma etapa.
Com o acido propibnico nos soros sem suplementacdo ndo ocorreu producdo, ja nos
suplementados foi produzido pelo consércio 3 valores de 0,59 g/L para SHS e 0,17 g/L
para SNS. Na quantificacdo do acido butirico foi verificado que a produ¢do em todos 0s

experimentos, demonstrando que os dois consércios podem ser utilizados para a produgdo
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deste &cido, no caso do consorcio 4 o melhor resultado (2,23 g/L) foi com 0 SNS porém
este resultado ndo foi constante, ja no SH foi obtido um valor aproximado de 1,37 de
maneira mais constante. O melhor valor alcangado foi com o consércio 3 com producéo
em todos os soros, no SH foi de 1,03 g/L, SHS foi 3,28 g/L, SN foi 2,60 e SNS 3,18 g/L,
com estes resultados podemos chegar a conclusdo de que a suplementacdo gera maiores
valores de &cido butirico, e quanto ao uso do soro hidrolisado ou ndo hidrolisado, fica
claro que o ndo hidrolisado tem resultados maiores, entretanto a diferenca (3%) entre os
dois ndo justifica acrescentar ao processo de hidrdlise.

Por fim o consorcio 3 na condi¢do de soro ndo hidrolisado e suplemento foi o
experimento com o melhor resultado.

Com base nestes resultados de producdo de AGVs, sdo necessario novos estudos
para investigar os perfis e quantidade de producdo de &cidos graxos volateis mais

especificamente o 4cido butirico, utilizando soro de leite.
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APENDICE A: Metodologia para determinacéo do teor de lactose.

A determinagdo do teor de lactose (agUcares redutores) método acido
dinitrossalicilico - DNS (MILLER, 1959).

Soluges

Preparou —se a solucdo de DNS com 250 mg de acido dinitrosalicilico, 50 mL
de NaOH 2 M, 75 gramas de tartarato de sodio e potéssio e 250 mL de agua destilada.

A solugédo padréo para curva foi preparada pesando-se 250 mg de lactose para
baldo de 50 mL obtendo a concentragdo de 5 mg/mL.

Foram realizadas diluigdes desta solugdo para as concentragdes de 4, 3, 2, 1 e
0,5 mg/mL.

As amostras foram centrifugadas (NOVA TECNICA/NT 800) a 10000 rpm por
5 minutos e o sobrenadante, diluido 10 vezes.

Procedimento

Em tubos de ensaio foram adicionados 400 pL de padrdo ou amostra a 4 mL de
solugdo DNS. Tambem foi preparado um branco usando 400 uL de agua destilada.

Aqueceu-se as misturas em banho-maria a 100° C por 10 min.

Esperou-se esfriar as mistura até 25 °C e entdo foram lidas as absorbancias a 570
nm (MERCK/Pharo 100 Spectroquant®).

Com os valores de absorbancia das solucbes de padréo da curva obteve-se o
intercepto e a inclinacdo da curva e assim pode-se calcular a quantidade de agucares
redutores na amostra.

Obs. A curva-padrdao somente se aplica para leituras no aparelho em que foi
estabelecida.

APENDICE B: Producdo de gas e avalicio de adaptacio da primeira etapa.

Figura B 1 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado consorcio 1 (SH1).
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Figura B 2 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado consorcio 2 (SH2).
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Figura B 3 Produgdo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado consorcio 3 (SH3).
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Figura B 4 Producdo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado consorcio 4 (SH4).
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Figura B 5 Producdo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado consorcio 5 (SH5).
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Figura B 6 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado cepa pura (SH6).
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Figura B 7 Produgdo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado consorcio 1 (SN1).
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Figura B 8 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado consorcio 2 (SN2).
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Figura B 9 Producdo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado consorcio 3 (SN3).
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Figura B 10 Producdo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado consorcio 4 (SN4).
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Figura B 11 Producdo de gés durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado consércio 5 (SN5).
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Figura B 12 Produgdo de gas durante o processo fermentativo do soro nédo hidrolisado cepa pura (SN6).
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APENDICE C: Cromatogramas da analise de quantificacdo de AGVs da
primeira etapa.
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Figura C 1 Cromatograma dos padrdes de &cidos graxos volateis 1 g/L (Ac. Formico, Lactico, Acético,

Succinico e Butirico)
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Figura C 2 Cromatograma do padr&o de Acido Propiénico 1 g/L
370
| mal
300
) )
§ 2:-:-j &
& &
5 &
2 <
2 100 +F
"
|
- Ih min
-5- I T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 50 10,0 15,0 180

Figura C 3 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro hidrolisado consércio 1 (SH1)
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Figura C 4 Cromatograma dos &cidos graxos volateis produzidos no soro hidrolisado consércio 2 (SH2)
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Figura C 6 Cromatograma dos &cidos graxos volateis produzidos no soro hidrolisado consércio 4 (SH4)
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Figura C 7 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro hidrolisado consércio 5 (SH5)
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Figura C 8 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro hidrolisado cepa pura (SH6)
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Figura C 9 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro néo hidrolisado consorcio 1
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Figura C 10 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro ndo hidrolisado consorcio 2
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Figura C 11 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro ndo hidrolisado consorcio 3
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Figura C 12 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro néo hidrolisado consércio 4
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Figura C 13 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro ndo hidrolisado consorcio 5
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Figura C 14 Cromatograma dos acidos graxos volateis produzidos no soro ndo hidrolisado cepa pura
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APENDICE D: Producéo de gés e avalicio de adaptacdo da segunda etapa.
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Figura D 1 Producdo de gas durante o processo fermentativo do soro néo hidrolisado consércio 3 (SN3)
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Figura D 2 Producédo de gas durante o processo fermentativo do soro néo hidrolisado consorcio 4 (SN4)
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Figura D 3 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro nédo hidrolisado cepa pura (SN6)
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Figura D 4 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado consércio 3 (SH3)
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Fonte: autoria propria.

Figura D 5 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado consércio 4 (SH4)
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Fonte: autoria propria.

Figura D 6 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado cepa pura (SH6)
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Figura D 7 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado suplementado
consorcio 3 (SNS3)
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Fonte: autoria propria.

Figura D 8 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro ndo hidrolisado suplementado
consorcio 4 (SNS4)
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Fonte: autoria prépria.

Figura D 9 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado suplementado consorcio

3 (SHS3)
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Fonte: autoria prépria.



Figura D 10 Producéo de gas durante o processo fermentativo do soro hidrolisado suplementado
consorcio 4 (SHS4)
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