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RESUMO

Durante as etapas de producdo da industria de laticinios sdo gerados residuos liquidos, que
possuem elevada carga organica com alto potencial poluidor. Diante disso, a digestdo anaerdbia
pode ser utilizada para o tratamento deste efluente. Porém, dada a alta biodegradabilidade deste
substrato, esta biotecnologia pode apresentar algumas desvantagens, devido ao acimulo de
acidos organicos, o que resulta na inibicdo das arqueias metanogénicas, levando a falha nos
digestores e menor producdo de biogas. A alternativa para ndo acidificacéo é a utilizagdo do
esterco bovino em codigestdo com efluente de laticinio. Este trabalho teve como objetivo
estudar as variaveis fisico-quimicas e a microbiota metanogénica da codigestdo do efluente de
laticinio com esterco bovino para a producédo de biogas. Para isso, foram realizados ensaios de
codigestdo anaerobia dos dois substratos em reatores anaerébios de bancada, em processo de
batelada, com a reutilizacdo do lodo das alimentacGes anteriores, e foram avaliados o efeito
sinérgico do efluente de laticinio com o esterco bovino, o potencial de adaptacdo do lodo ao
efluente, a caracterizacdo dos microrganismos predominantes e quantificacdo dos carboidratos
consumidos e &cidos organicos produzidos. A mistura do efluente de laticinio e esterco bovino
ndo apresentou alcalinidade adequada para o desenvolvimento do consorcio metanogénico,
porém o sistema demonstrou capacidade inerente em adquirir alcalinidade ao longo do tempo,
apresentando maior equilibrio do processo. Apesar da obtencdo dos valores de alcalinidade total
e pH para a estabilidade da codigestdo anaerdbia, houve baixa producgdo de biogas, indicando a
necessidade de maior tempo de adaptacdo dos microrganismos do esterco bovino ao efluente
de laticinio para uma melhor atividade metanogénica.

Palavras-chave: Biogas. Efluente de laticinio. Esterco bovino. Microrganismos metanogénicos.



ABSTRACT

During the production stages of the dairy industry, liquid waste is generated with a high organic
load considered potentially polluting. Therefore, anaerobic digestion can be an alternative to
treat this effluent. However, given the high biodegradability of this substrate, this biotechnology
may have some disadvantages. It accumulates organic acids, resulting in the inhibition of
methanogenic archaea, and leading to digester failure and lower biogas production. A solution
for non-acidification is using cattle manure in co-digestion with dairy effluent. This work aimed
to study the physical-chemical variables and the methanogenic microbiota of the co-digestion
of dairy effluent with cattle manure for biogas production. For this, anaerobic co-digestion tests
were carried out on the two substrates in benchtop anaerobic reactors, in a batch process, with
the reuse of sludge from the previous feeding. The synergistic effect of dairy effluent with cattle
manure, the potential of adaptation of sludge to effluent, the characterization of predominant
microorganisms, and the quantification of consumed carbohydrates and produced organic acids
were evaluated. The dairy effluent mixture and cattle manure did not show adequate alkalinity
for the methanogenic consortium development. However, the system showed an inherent
capacity to acquire alkalinity over time, presenting a greater balance in the process. Despite
obtaining total alkalinity and pH values for the stability of anaerobic co-digestion, there was a
low -production of biogas, indicating the need for a longer period of adaptation of
microorganisms from cattle manure to dairy effluent for better methanogenic activity.

Keywords: Biogas. Dairy effluent. Cattle manure. Methanogenic microorganisms.
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1 INTRODUCAO

O setor laticinista desempenha um papel de grande importancia para a economia
nacional, e o Brasil encontra-se entre 0os cinco maiores produtores de queijo do mundo,
apresentando uma produgdo média de um milhdo de toneladas de queijo por ano (EMBRAPA,
2023). Minas Gerais, conhecido pela qualidade dos seus queijos artesanais e industriais, se
destaca como o maior produtor de queijos do pais, sendo responséavel por 25% da producéo
nacional (IBGE, 2023; EMBRAPA, 2023).

Durante todas as etapas de producdo da industria de laticinios, sdo gerados residuos
liquidos, oriundos do tratamento térmico do leite e da fabricacdo de queijos, requeijdo, iogurte,
doce de leite e manteiga (PATTNAIK et al., 2007; FEAM, 2011). Este efluente, constituido
principalmente por lipideos, proteinas, carboidratos, sais minerais, detergentes e desinfetantes,
possui elevada carga organica e alto poder de poluicdo ambiental, se langado continuamente
nos corpos receptores sem o devido tratamento (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013;
CHARALAMBOUS et al., 2020).

A digestdo anaerdbia, que é mediada pela interacdo de um consorcio de microrganismos,
pode ser utilizada para o tratamento de efluentes da industria de laticinios, que além de reduzir
acarga organica, gera energia renovavel. Porém, dada a alta biodegradabilidade deste substrato,
esta biotecnologia pode apresentar algumas desvantagens, devido ao acUmulo de &cidos
organicos, durante a acidogénese, o que resulta na queda do pH e na inibicdo das arqueias
metanogénicas, levando a falha nos digestores e consequentemente, menor producdo de biogas
(ESCALANTE et al., 2018; CHARALAMBOUS; VYRIDES, 2021).

Encontra-se na literatura trabalhos que utilizam o soro de queijo - o qual também
apresenta alta biodegradabilidade, em codigestdo com o estrume bovino, porém ainda s&o
escassos 0s estudos que utilizam como co-substrato o efluente de laticinio. O esterco bovino,
além de ser fonte de microrganismos metanogénicos, atua no equilibrio do sistema, dada a sua
maior alcalinidade e quantidade desejavel de material de dificil degradacdo, como a
lignocelulose, 0 que garante o tamponamento do processo e maior taxa de producdo de metano
(LI; PARK; ZHU, 2011; ADU-GYAMFI; RAVELLA; HOBBS, 2012; HAGEM et al, 2014;
RICO; MUNOZ E RICO, 2015; ESCALANTE et al., 2018). Devido a isso, a codigestdo do
efluente de laticinio com o esterco bovino, pode apresentar-se como uma alternativa viavel para
a supressdo da desvantagem relacionada a caracteristica acida deste substrato, e o0 estudo dos

microrganismos envolvidos no processo, torna-se necessario para o conhecimento da dindmica
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da producdo de biogas, e assim, para o desenvolvimento de estratégias de controle dos
parametros operacionais e otimizac¢ao da produgéo de metano.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar as variaveis fisico-quimicas e a microbiologia da codigestdo do efluente de

laticinio com esterco bovino para a producéo de biogas.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar o efeito sinérgico do efluente de laticinio com o esterco bovino, na proporcéo
de 50% de cada substrato, sem e com suplementacdo de hidroxido de sédio, para a
producdo de biogas.

e Estudar a dindmica do consumo de substratos e producdo de metabdlitos pelo consércio
metanogénico.

e Caracterizar os microrganismos acidogénicos do processo de codigestdo anaerdbia do
efluente de laticinio com o esterco bovino.

e Avaliar o potencial de adaptacdo do lodo oriundo da codigestdo anaerdbia, ao efluente
de laticinio, a partir de sua reutilizacdo como indculo para partida do reator, no processo
de batelada.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Efluentes da producéo de laticinios

A industria de laticinios caracteriza-se pela producao de produtos lacteos como, queijos,
requeijdo, iogurte, doce de leite, manteiga e de leites tratados termicamente, e durante todo o
processo produtivo sdo gerados efluentes liquidos em grande volume e com elevada carga
organica, que possuem variacdo em suas caracteristicas e em sua quantidade, de acordo com o
tipo de produto fabricado (FEAM, 2011; CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013).
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Segundo a European Commission — Integrated Pollution Prevention and Control
Jan/2006 apud Maganha (2008), os efluentes da producéo de laticinios podem ser divididos em
trés grupos: os provindos do processamento de produtos brancos, como o leite, cremes e
iogurtes, que geram uma taxa de efluente média de 3 litros por quilo de leite utilizado, os
produtos amarelos, como a manteiga e os queijos, que geram 4 litros por quilo de leite, e 0s
produtos classificados como especiais, que sao os concentrados de leite ou de soro e os produtos
lacteos desidratados, que produzem 5 litros de efluentes por quilo do leite empregado.

Estes efluentes sdo constituidos basicamente pelos componentes do leite e dos produtos
lacteos, como carboidratos, proteinas, lipideos, sais minerais, bactérias laticas, e, também pelos
residuos das substancias quimicas empregadas na limpeza em geral (PATTNAIK et al., 2007;
FEAM, 2011).

O tratamento dos efluentes organicos industriais, como os de laticinios, geralmente é
realizado por processo bioldgico, e contempla basicamente trés etapas - a primeira, constitui-se
do tratamento preliminar para a remocdo de particulas maiores por sistema de peneiramento.
Ap0ds isso, realiza-se o tratamento secundario, onde ocorre a neutralizacdo e homogeneizacéo
dos despejos em um tanque equalizador, eliminando as flutuacdes de vazdo, e, entdo, finalmente
é realizado o tratamento microbioldgico, que pode ser aerdébio, anaerdbio ou a combinacdo de
ambos, e, é o responsavel pela reducdo da carga organica em niveis aceitaveis pela legislacéo
ambiental, para o langamento em corpos receptores (FIEMG, 2014).

Atualmente, a digestdo anaer6bia vem tornando-se uma alternativa atraente para a
industria de laticinios, pois além de ser uma forma de tratamento eficiente na remocao da alta
carga organica do efluente, produz o biogés, constituido principalmente de metano e diéxido
de carbono, que pode ser captado com a utilizacdo de tecnologias de biorreatores, e utilizada
como energia térmica, em substituicdo a lenha, para geracdo de vapor nas caldeiras, ou em
motogeradores, apos a remoc¢do da umidade e do gas sulfidrico contidos no biogas (FIEMG,
2014; FEAM; GIZ; FIEMG, 2015).

3.2 Digestao anaerdbia para producao de biogéas

3.2.1 Fundamentos da digestédo anaerdbia

Acredita-se que o biogas ou gas dos pantanos, como era chamado naquela época, foi
descoberto pelo cientista Thomas Shirley em 1667, no Reino Unido. No entanto, foi apenas em

1776, que o quimico Italiano Alessandro Volta identificou o metano no gas dos pantanos,
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resultante da decomposicdo de restos vegetais em ambientes confinados (MOTTA, 1986;
NOGUEIRA, 1986).

Na Inglaterra, em 1806, Humphrey Davy constatou um gas rico em metano e didxido
de carbono, resultante da decomposicéo de dejetos de animais em lugares imidos. Em 1884,
Ulysse Gayon, aluno de Louis Pasteur, realizou a fermentacdo anaerdbia de uma mistura de
esterco e dgua a 35° C, conseguindo obter 100 litros de gas por metro cubico de matéria, e ao
apresentar a Academia das Ciéncias, as pesquisas e experiéncias do seu aluno, Louis Pasteur
considerou que essa fermentacdo poderia constituir uma fonte de aquecimento e iluminacao
(MOTTA, 1986; NOGUEIRA, 1986).

Contudo, a ideia de aproveitar 0 gas metano ja era realidade na india. Em 1857 foi
construida em Bombaim, a primeira instalacdo operacional destinada a produzir gas
combustivel para atender um hospital de hansenianos (NOGUEIRA, 1986). Nesta época,
pesquisadores como Fisher e Schrader, na Alemanha, e Gayon, na Francga, estabeleceram as
bases tedricas e experimentais da biodigestdo anaerébia (CAMPOS, 1981).

A biodigestdo anaerdbia é o processo bioldgico no qual a matéria organica é degradada
na auséncia de oxigénio e se converte numa mistura de metano, didéxido de carbono e pequenas
quantidades de hidrogénio, nitrogénio e sulfito de hidrogénio. Essa mistura que apresenta
concentracdo de metano entre 55% a 70% é chamada de biogés e pode ser utilizada como
combustivel (NOGUEIRA, 1986; LI et al., 2011).

A digestdo anaerdbia é realizada por um consércio de microrganismos em um processo
complexo, envolvendo um grande namero de espécies de bactérias e arqueobactérias que atuam
de forma simbidtica. As reacBGes bioquimicas principais que ocorrem no processo podem ser
divididas em quatro etapas, chamadas de hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese
(Figura 1) (RAO; BARAL, 2012; CHERNICHARO, 2019).
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Figura 1 - Esquema das principais etapas do processo de digestdo anaerdbia
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Fonte: Chernicharo (2016).

A hidrdlise é a primeira etapa na degradacdo anaerdbia de polimeros complexos, como
carboidratos, proteinas e lipideos. A hidrélise do material particulado e do material soltvel de
maior tamanho é uma etapa essencial para aumentar a biodisponibilidade dos mesmos as células
microbianas. O material organico é convertido em compostos de menor peso molecular por
meio de enzimas excretadas pelas bactérias hidroliticas. As proteinas sdao degradadas em
peptideos, os carboidratos em agutcares soluveis e os lipidios em &cidos graxos de cadeia longa
e glicerol (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).

Entre os géneros de bactérias hidroliticas que sdo encontradas no processo de digestédo
anaerobia estdo os produtores de lipases, que atuam na degradacédo de lipideos a &cidos graxos,
como, Clostridium, Micrococcus e Staphylococcus, 0s géneros produtores de proteases para
degradacdo de proteinas a aminoacidos, como o0s Bacteroides, Butyvibrio, Clostridium,

Fusobacterium, Selenomonas, Streptococcus, Proteus, Peptococcus e Bacillus, e os produtores
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de amilases para degradacdo de polissacarideos a aglicares menores, que sdo os Clostridium,
Staphylococcus, Acetivibrio, Eubacterium (ANDERSON et al., 2003).

Na acidogénese, os produtos gerados no processo de hidrolise sdo absorvidos e
metabolizados pelas bactérias acidogénicas, que produzem substancias como acidos graxos
voléteis de cadeia curta, alcoois, acido latico e compostos inorganicos como, CO», Hz, NHz e
H2S. A maioria de espécies de bactérias que realizam acidogénese sdo anaerobias obrigatorias,
entretanto, algumas espécies sdo facultativas e podem metabolizar a matéria organica por via
oxidativa, utilizando oxigénio como aceptor de elétrons, removendo residuos de oxigénio
dissolvido no sistema e, dessa forma, eliminando qualquer efeito tdxico aos microrganismos
estritamente anaerobios, entre eles, as arquéias metanogénicas. Os géneros de bactérias
acidogénicas comumente encontrados em reatores anaerobios sdo Clostridium, Bacteroides,
Ruminococcus,  Butyribacterium,  Propionibacterium,  Eubacterium, Lactobacillus,
Streptococcus, Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus e Escherichia (ARCHER,;
KIRSOP, 1990; ANDERSON et al., 2003; CHERNICHARO, 2019).

Na etapa de acetogénese, dois grupos de acetogénicas podem ser distinguidos, baseados
em seus metabolismos:

O primeiro grupo é formado pelas bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio
obrigatdrias, as quais produzem acido acético, CO; e H» a partir de uma grande variedade de
substratos, e entre eles estdo os acidos graxos intermediarios - propionato e butirato, alcoois e
outros 4cidos organicos de cadeia longa, como valerato, lactato e palmitato (AQUINO;
CHERNICHARO, 2005; CHERNICHARO, 2019).

Baseada nas leis da termodindmica, especificamente da energia livre (AG), resultante
da oxidacao dos acidos graxos, as acetogénicas produtoras de hidrogénio sdo capazes de crescer
apenas em ambientes sob baixas pressdes desse elemento. Esta condi¢do é alcancada pela
presenca de microrganismos consumidores de hidrogénio no sistema, como arqueias
metanogénicas hidrogenotréficas e bactérias redutoras de sulfato (BRS), que vivem em relacéo
de sintrofia com as acetogénicas produtoras de hidrogénio, garantindo assim, o equilibrio no
desempenho da digestdo anaerdbia (AQUINO; CHERNICHARO, 2005; CHERNICHARO,
2019).

A concentracdo do hidrogénio em ambientes metanogénicos é baixa o suficiente para
estimular o crescimento de bactérias acetogénicas, evitando-se o acumulo de &cidos. Entre os
géneros de bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio isolados de biorreatores anaerdébios
encontra-se 0s Syntrophobacter e Syntrophomonas (AQUINO; CHERNICHARO, 2005;
CHERNICHARO, 2019).



20

O segundo grupo das acetogénicas é formado por bactérias estritamente anaerdbias, que
produzem acetato a partir de didxido de carbono e hidrogénio. Contribuem para a manutencdo
de um ambiente com baixa pressao de H> e suas atividades metabdlicas independem de relagbes
sintroficas. Os g@géneros mais encontrados sdo: Acetobacterium, Acetoanaerobium,
Acetogenium, Butribacterium, Clostridium e Pelobacter (ARCHER; KIRSOP, 1990;
METCALF; EDDY, 2002; CHERNICHARO, 2019).

Na metanogénese, as arqueias produzem metano por duas vias metabolicas principais.
As arquéias metanogénicas hidrogenotréficas, como as dos géneros Methanobacterium,
Methanospirillum e Methanobrevibacter, reduzem o CO; a metano, utilizando H> como doador
de elétrons e liberando H20, e as arqueias acetoclasticas, como as do género Methanosarcina e
Methanosaeta produzem o metano e CO- a partir da reducao do acetato. Estas Ultimas possuem
grande importancia na digestdo anaerdbia, pois produzem cerca de 70% do metano do sistema.
(JETTEN et al., 1992; YU; LEE; HWANG, 2005; AQUINO et al., 2007; CHERNICHARO,
2019).

3.2.2 Os biodigestores

A digestdo anaerobia da matéria organica com o objetivo da utilizacdo do biogas como
fonte energética é realizada em biorreatores que apresentam diversos modelos e arranjos. Esses
biodigestores constituem-se de uma cdmara fechada hermeticamente, com sistema de captacéo
do biogas e do efluente final, e sdo caracterizados pelo regime de alimentacdo - de forma
continua ou em batelada, pela forma de alimentacdo, que pode ser ascendente ou laminar, pela
concentracdo de solidos do substrato, e ainda pelo sistema de agitacdo, o0 que garante a mistura
parcial ou completa do material a ser digerido (QUADROS et al., 2010; KUNZ et al., 2019).

Os primeiros tipos de reatores construidos foram os modelos indiano e o chinés, 0s
quais, ainda, sdo amplamente utilizados. O biodigestor Indiano (Figura 2) constitui-se de um
cilindro vertical construido em alvenaria, dividido em duas cAmaras e possui uma campanula
movel, de aco, que funciona como gasémetro, a qual fica mergulhada sobre o lodo em digestéo
(DEGANUTTI et al., 2002; OLIVEIRA, 2012).

Em uma das cdmaras est& conectado o tubo de entrada da biomassa, e na outra, o de
saida do efluente. Quando o biogas € produzido, mas ndo é retirado do sistema, a campanula
expande-se, aumentando o volume destinado para o armazenamento do biogas, garantindo,
assim, que a pressao ndo seja alterada. (DEGANUTTI et al., 2002; OLIVEIRA, 2012). Uma
alternativa aplicada no Brasil é a construcdo da campéanula flutuante de fibra de vidro, que
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possuiu menor custo, comparado a campanula metélica, e é geralmente utilizada para a digestéo
continua de dejetos suinos e bovinos (DEGANUTTI et al., 2002).

Figura 2 - Representacéo do biodigestor Indiano
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Fonte: Deganultti et al. (2002).

O modelo Chinés (Figura 3) é constituido de uma camara de alvenaria, possui teto em
forma de abdboda, é totalmente enterrado no solo, e ndo possui gasémetro de aco, o0 que reduz
0 custo da sua implantacdo quando comparado ao indiano (NISHIMURA, 2009). Alguns dos
inconvenientes do biodigestor chinés séo a possibilidade de vazamento do biogés, caso o teto
ndo esteja bem vedado e impermeabilizado, e a auséncia de um dispositivo de descarga
automatica, o que dificulta o seu manuseio, ndo sendo, portanto, indicado para instalacdes de
grande porte (DEGANUTTI et al., 2002).

Figura 3 - Representacgdo do biodigestor Chinés
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Atualmente, encontram-se no mercado modelos com configuragdes mais avangadas,
como os reatores anaerobios de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) desenvolvido por
Lettinga et al. (1980), e os reatores continuos de mistura completa (CSTR) (METCALF;
EDDY, 2002; GIZ; FEAM; FIEMG, 2015; SPERLING, 2016; CHERNICHARO, 2019).

O reator UASB (Figura 4) possui mecanismos de retencao de sélidos, baixo tempo de
detencdo hidraulica, e é capaz de suportar altas cargas volumétricas, além de ser compacto e
apresentar boa eficiéncia na remocéo da carga organica dos efluentes. A parte superior do reator
é dividida em zona de sedimentacdo e zona de coleta de gas. A zona de sedimentacdo permite
a saida do efluente clarificado e o retorno da biomassa ao sistema. O lodo da parte inferior do
sistema € muito denso e de elevada capacidade de sedimentacdo e, na altura mediana, forma-se
uma manta de lodo mais dispersa e leve. Esta biomassa pode se apresentar na forma de flocos
ou de granulos, em que ha a presenca dos diversos tipos de bactérias consorciadas, formando
um complexo microbiolégico eficiente na digestdo da matéria organica e na producdo de biogas
(METCALF; EDDY, 2002; SPERLING, 2016; CHERNICHARO, 2019).

Figura 4 — Representacdo do reator UASB
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Fonte: Chernicharo (2016).

O reator CSTR (Figura 5), utilizado principalmente para a digestdo de substratos mais

densos, constitui-se de um reservatoério cilindrico vedado hermeticamente, comum fundo de
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concreto e paredes construidas com materiais variaveis, tais como, o aco carbono, a¢o inox, ago
vitrificado ou concreto armado. Para a garantia da estanqueidade do sistema sdo adotados tetos
de membrana e de concreto. Possui um sistema de agitacdo mecanica, o qual propicia uma
maior homogeneizacao do substrato em todo reator e melhor acesso da matéria organica pelos
microrganismos anaerobios, garantindo assim uma maior produtividade de biogas (FEAM,;
GIZ; FIEMG, 2015).

Figura 5 - Representacdo do reator continuo de mistura completa (CSTR)
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No Brasil, 0 modelo de biodigestor mais utilizado € o de lagoa coberta anaeroébia (Figura
6), devido aos seus menores custos e facilidade de implanta¢éo. Constituido de lona vinilicaem
substituicdo as campéanulas, € um modelo tipo horizontal, com sentido de fluxo tubular e com a
largura maior que a profundidade, obtendo com isso, uma grande area de exposic¢do ao sol, que
em climas quentes contribui para a elevagdo da temperatura. E indicado para grandes volumes
de dejetos, porém apresenta vida Gtil mais curta, em média de cinco anos, e sdo mais sensiveis
as variacOes térmicas, comparado aos modelos Indiano e Chinés (OLIVEIRA, 2006; KUNZ et
al., 2019).
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Figura 6 - Representacdo do biodigestor de lagoa coberta anaerdbia
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Fonte: Barreira (2017).

3.2.3 Parametros de importancia da producdo de biogas

O processo de digestdo anaerobia, pela sua complexa interacdo entre as diversas
espécies envolvidas, deve estar em equilibrio para manter a estabilidade da reducdo da carga
organica do efluente e producdo do biogés. Os parametros que mais afetam o equilibrio das
comunidades microbianas sdo temperatura, pH, nutrientes, presenca de materiais toxicos,
partida do reator e tempo de retencdo hidraulica. (METCALF; EDDY, 2002; ZAHER et al.,
2007; CHERNICHARO, 2019; KUNZ et al., 2019).

A temperatura influencia diretamente a velocidade das rea¢Ges no biorreator, afetando
a atividade metabdlica dos microrganismos e influenciando o equilibrio i6nico e a solubilidade
dos substratos a serem degradados (METCALF; EDDY, 2002). Segundo Dennis e Burke
(2001), variagOes da temperatura ocasionadas pela sazonalidade e oscilagfes entre as
temperaturas diurnas e noturnas, afetam o processo de degradacdo anaerobia e,
consequentemente, a quantidade de biogas produzido.

A digestdo anaerdbia dos residuos organicos pode ocorrer em temperaturas nas faixas
mesofilica (em torno de 35°C) e termofilica (em torno de 55°C). O processo apresenta maior
estabilidade nos seus parametros de controle, quando operado na faixa mesofilica, porém,
temperaturas termofilicas sdo utilizadas por apresentarem maiores taxas de conversdo da
matéria organica em menor tempo, por permitir a destruicdo de microrganismos patogénicos e
a melhor degradacéo de polimeros complexos (KUNZ; SAQIB, 2016; KUNZ et al., 2019).

Para o crescimento das arqueias produtoras de metano e obtencdo da estabilidade do

sistema, sugere-se um pH com variacdo entre 6,0 a 8,0 (WARD et al., 2008; RAPOSO et al.,
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2012; CHERNICHARO, 2019), porém, deve-se levar em conta que a faixa de pH 6tima é
variavel para as diferentes populages que participam do processo anaerdbio. As arqueias
metanogénicas possuem uma faixa 6tima de atuacao entre 6,6 a 7,4, em condicGes fora dessa
faixa, ocorre o decréscimo da producao de metano. As bactérias produtoras de acidos possuem
crescimento 6timo em pH entre 5,0 e 6,0, sendo mais tolerantes a valores de pH mais baixos do
que as arqueias metanogénicas (CHERNICHARO, 2019).

De acordo com Zaher et al. (2007), na digestdo anaerdbia, o pH esta intimamente ligado
a concentracBes de &cidos organicos volateis no meio, resultante do equilibrio entre as
populacdes de microrganismos. Assim, a queda do pH pode indicar o acumulo de acido no
sistema e, consequentemente, a instabilidade do digestor. O processo de digestdo também esta
relacionado a disponibilidade de nutrientes essenciais em concentragcdes apropriadas, o que
influenciara no desempenho dos microrganismos, quanto a metabolizacdo dos compostos
organicos e na producdo do biogas (KUNZ et al., 2019).

A presenca de metais pesados em concentracdes elevadas € frequentemente identificada
como causa de falha de digestores anaerdbios. Os metais pesados, quando em concentracdes
elevadas podem provocar a inativacdo das enzimas e interrupgédo da atividade microbiana. Os
sais minerais, assim como 0s metais pesados, quando em baixas concentragdes, estimulam o
crescimento microbiano, porém tornam-se inibidores em maiores concentracdes. Outros
componentes que também podem causar o desequilibrio do sistema anaer6bio sdo o0s
detergentes, antibidticos e os solventes organicos (ZAHER et al. 2007; APPELS et al., 2008).

A partida de digestores anaerdbios é a etapa inicial, e muitas vezes marcada por
instabilidades operacionais, pois se trata da fase de adaptacdo dos microrganismos ao substrato.
Apos esse tempo de adaptacdo dos microrganismos, a estabilidade do processo € obtida, e
inicia-se a producado de biogas (KARLSSON et al., 2014; CHERNICHARO, 2019).

Segundo Chernicharo (2019), a partida dos digestores anaerdbios pode ser realizada
utilizando indculo ja adaptado ao substrato, o qual é provindo de sistema similar, obtendo-se
uma partida rapida e satisfatdria. Pode também ser realizada a partir de in6culo ndo adaptado,
0 que demanda um tempo de adaptacdo dos microrganismos ao novo ambiente, ou ainda, pode
ser realizada sem a utilizacdo de indculo, ou seja, a producdo de biogés € realizada pelos
microrganismos do proprio substrato. Porém, se a concentragdo de microrganismos
metanogénicos do substrato a ser tratado for muito baixa, o tempo para a retencgdo e selecéo de
uma elevada massa microbiana pode ser muito prolongada, o que torna essa forma de partida,

a mais desfavoravel.
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O tempo de retencdo hidraulica é o periodo necessario para o substrato ser digerido,
obtendo-se a m&xima producéo de biogas, €, é considerado um dos pardmetros mais importantes
para o dimensionamento de reatores. Seu valor dependera do tipo de substrato, da configuracéo
do biodigestor e das condi¢des operacionais. A eficiéncia do processo é dada pela maxima
producdo de biogas, atrelada ao tempo e a taxa de decomposi¢do do composto. Em uma unidade
alimentada de forma continua, o tempo de retencdo representa o periodo médio da vazéo do
efluente no interior do biodigestor (KUNZ et al., 2019).

O biogas captado nos biorreatores anaerobios € composto por uma mistura dos gases
metano (40-75%), dioxido de carbono (20-45%) e outros gases como, 0 nitrogénio, oxigénio,
sulfeto de hidrogénio, amonia, e mondxido de carbono, em menores quantidades, e constitui
uma fonte de energia alternativa, estando seu potencial energético relacionado a quantidade de
gas metano contida em sua mistura (BUDZANOWSKI,2012; ANGELIDAKI et al., 2018; SU;
HONG, 2020).

De acordo com Beil e Beyrich, (2013), entre os principais contaminantes que afetam o
potencial energético do biogas, destacam-se o sulfeto de hidrogénio (H.S), o didxido de carbono
(CO2), e ambnia (NHz). Dependendo da composicdo do substrato utilizado na digestdo
anaerdbia, o biogas bruto produzido podera apresentar concentracdes de H2S que variam entre
100 e 10.000 ppm (mg m3), podendo chegar até 30.000 ppm, em casos extremos.

Garcia-Arriaga et al. (2010) relatam que o sulfeto de hidrogénio contribui no potencial
energético do biogas, porém causa corrosdo nos tanques de armazenamento, tubulacGes
metalicas e motores de combustao, resultando na deterioracdo da infraestrutura de producéo do
biogas.

Segundo Wellinger et al. (2013) a amonia apresenta propriedades corrosivas e toxicas,
e é também, outro contaminante bastante comum no biogés, originado a partir de residuos
agricolas e presente em concentragdes que variam entre 50 a 100 mg.m-3. Ainda, de acordo
com Wellinger et al. (2013) apesar do didxido de carbono ndo apresentar propriedades
corrosivas, € considerado um interferente direto do potencial energético do biogas, por ser inerte
em termos de combustéo e ocupar volume.

Além da mistura de gases, 0 biogas também apresenta &gua em sua composi¢do, em
concentragfes médias de 6%, a 40°C, que pode acumular nos dutos, via processos de
condensacéo, resultando em problemas de corrosdo e entupimento em caso de congelamento
(WELLINGER et al., 2013). Nesse contexto, Kunz et al. (2019), enfatizam a necessidade da
implantacdo de tecnologias de tratamento do biogés para a geracdo de um combustivel de

qualidade que possa ser eficientemente convertido em energia térmica, elétrica e mecanica.
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3.3 Producao de biogés de residuos organicos

Com uma taxa de crescimento de 12,8% ao ano, no periodo de 1990 a 2015, o biogas
apresentou-se como a terceira fonte de energia renovavel mais utilizada no mundo, ficando atras
apenas da energia solar fotovoltaica e da edlica. Os Estados Unidos e Europa sao majoritarios
na producio de biogas e regides como Asia e Africa apresentam um crescimento significativo
dessa fonte de energia. Nos Estados Unidos a producéo de biogas, provém predominantemente
dos aterros sanitarios e na Europa destaca-se a producdo do biogads a partir de residuos
agropecudrios e culturas energéticas (REN21, 2017).

Na Europa, o nimero de plantas de biogas obteve um crescimento de 6 mil para
aproximadamente 18 mil entre 2009 e 2017 (EBA, 2018). A Alemanha como pioneira na
mudanca de fonte energética possui significativa producédo de biogas, com o registro de 10.800
unidades de produgdo em 2015 (STERN, 2017).

No Brasil, 0 uso do biogés vem ganhando relevancia, e na Gltima década tem sido
utilizado como fonte energética nacional, principalmente, devido ao incentivo do mercado de
créditos de carbono, que busca a reducdo das emissdes do metano, um dos principais
contribuintes para o efeito estufa (KUNZ, et al., 2019; CIBIOGAS, 2021).

Iniciado e integrado no modelo da “revolugdo verde” nos anos 70, a producdo do biogas
no pais conta com 811 plantas em operacdo. Essas plantas utilizam como substratos os residuos
provenientes de atividades agropecuarias, agroindustriais, aterros sanitarios e estacfes de
tratamento de esgoto, chegando a obter producdo de biogas acima de 350.000 m3/dia nas
unidades de grande porte, o qual é utilizado como biometano, energia térmica, mecéanica e
elétrica (KUNZ, et al., 2019; CIBIOGAS, 2021).

Dado ao grande numero de atividades agroindustriais e agropecuarias do estado de
Minas Gerais, a implantacdo de empreendimentos de producdo de biogas se apresenta como
oportunidade para incrementar significativamente o grau de sustentabilidade desses setores, por
meio da adequacdo a legislagdo ambiental, referente ao tratamento de residuos e aumento da
eficiéncia energética, com base na producdo de energia de fontes renovaveis (FEAM; GIZ;
FIEMG, 2015).
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3.4 Estudos para producéo de biogas a partir da codigestdo anaerobia do soro de queijo e
esterco bovino

E crescente o ndmero de pesquisas que utilizam o soro de queijo em codigestdo com o
esterco bovino para producdo de biogas, pois, além do dejeto bovino conter microrganismos
anaerdbios que sdo utilizados como culturas mistas para a producdo de metano (AHRING et
al., 2001), pode ser utilizado também, no intuito de oferecer maior equilibrio ao processo, dado
a sua maior alcalinidade e menor taxa de biodegradabilidade em relacdo ao soro de queijo
(RICO et al., 2007; COMINO, ROSSO; RIGGIO, 2009; COMINO; RIGGIO; ROSSO, 2012;
RICO; MUNOZ; RICO, 2015; ESCALANTE, et al., 2018; HALLAJI; KUROSHKARIM;
MOUSSAVI, 2019).

O esterco bovino ¢é frequentemente utilizado em digestores anaerébios como Unico
substrato ou aplicado em codigestdo com outros residuos, pois esta facilmente disponivel e, é
adequado para o desenvolvimento de microrganismos anaerdbios devido ao seu elevado teor de
nitrogénio (WARD, et al., 2008).

O soro de queijo € rico em nutrientes e possui alta taxa de biodegradabilidade, porém o
acumulo de acidos organicos formados, principalmente, pela degradacdo da lactose, pode levar
a rapida acidificacdo do meio e ocasionar a inibicdo das arqueias produtoras de metano
(HANSON; MOLIN, 1981; ERGUDER et al., 2001; RICO; HALLAJI; KUROSHKARIM;
MOUSSAVI, 2019; CHARALAMBOUS, 2021).

Comino et al. (2012), Bertin et al. (2013), Rico, Mufioz e Rico (2015) estudaram a
viabilidade da codigestdo anaerdbia do soro de queijo e esterco bovino em diferentes
proporcdes, sem a adicdo de produtos quimicos para a corre¢do do pH, e observaram que €é
possivel a utilizacdo de soro de queijo na fracdo de até 85% para a producédo de biogés, com o
tempo de retencdo hidraulica 15,6 dias. Porém, enfatizaram a obtencdo de maior estabilidade
do processo de acordo com 0 aumento da propor¢do do esterco bovino, e que o maior
rendimento de metano foi alcancado na proporc¢éo de 50% de cada substrato.

Um dos poucos trabalhos que descrevem a comunidade microbiana da codigestdo do
permeado de soro de queijo com esterco bovino é de Hagen et al. (2014), os autores
investigaram os perfis das comunidades microbianas em duas réplicas de reatores de tanque de
agitacdo continua, operando no limite de tolerancia, devido a alimentacdo intensiva da mistura
do permeado do soro de queijo e esterco bovino, e com adicdo de indculo microbiano oriundos
de biodigestor de residuos alimentares. Apesar das condi¢des serem as mesmas para 0s dois

reatores, o primeiro reator (R1) apresentou desempenho estavel e o segundo (R2) apresentou
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acumulo de &cido propidnico, e posteriormente, &cido acético, ocasionando a diminui¢do da
producdo de metano. A comunidade microbiana dos dois reatores foi dominada por
Bacteroidetes, Firmicutes Methanobacteriales e Methanomicrobiales, mas com flutuagdes
maiores das bactérias dominantes e arqueias em R2, o que pode explicar a ndo degradacédo do
acido propiénico por determinados grupos de bactéria e a consequente instabilidade do reator.
Em 100 dias de operacdo, foram produzidos de 53 a 56% de metano em R1 e 30% em R2.

Escalante et al. (2018), avaliaram a producdo de biogas a partir do soro de queijo de
quatro industrias de laticinios, e todas as amostras apresentaram potenciais para producdo de
metano na faixa de 0,51 a 0,60 L CH4/ g SV. O que representou, segundo 0s autores, uma
economia de US $ 6,91 por m® de soro de queijo de eletricidade, demonstrando que a digestéo
anaerdbia é uma alternativa viavel para o tratamento do soro de queijo.

Ainda sdo escassos 0s estudos que utilizam o efluente bruto de laticinios como
substrato para producao de biogas, porém, segundo a FEAM, GIZ e FIEMG (2015), a digestéo
anaerdbia deste efluente, como forma de reducéo de sua carga orgénica e produgdo de energia
alternativa, pode contribuir para a melhor adequacédo ambiental da inddstria de laticinios, assim
como para o incremento de geracdo de receitas em decorréncia do autoconsumo do biogas,
como substituto dos combustiveis de caldeiras, ou ainda transformados em energia elétrica ou

mecanica.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Biotecnologia Ambiental Microbiana,
localizado no Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em

Lavras (MG), e foi realizado em duas etapas, descritas a seguir:

4.1 Primeira etapa: Estudo do perfil de equilibrio da codigestdo do efluente de laticinio
com esterco bovino e do potencial de adaptacéo do lodo resultante

O intuito dessa primeira etapa foi estudar o efeito sinérgico do efluente de laticinio com
esterco bovino para producéo de biogas, por meio do processo de batelada, e com a reutilizagédo
do lodo oriundo das alimentagdes anteriores.

As amostras do esterco bovino foram coletadas no curral do setor de Bovinocultura de

Corte do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), e as amostras
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de efluente de laticinios e de soro de queijo foram obtidas na Inddstria de Laticinios situada em
Lavras — MG.

Os ensaios da codigestdo anaerdbia do efluente de laticinio com esterco bovino foram
realizados em reatores anaerobios de bancada, constituidos de frascos de vidro com volume
total de 500 mL. Os frascos foram fechados com tampa de borracha, as quais continham
acopladas, seringas de vidro esmerilhada para coleta dos gases e seringas de plastico,
conectadas a tubos de pléastico, para coleta do meio liquido.

Todos os ensaios foram mantidos em estufa Shaker a 35°C, e uma hora antes da coleta
das amostras, ficavam sob agitacdo a 50 rpm, para a homogeneizacao do substrato.

O esterco bovino foi previamente diluido em agua de abastecimento publico, na
proporcao de 1:1 (SILVA, 2014). Em seguida, foi realizada a mistura de 200 mL de efluente de
laticinio e 200 mL do esterco bovino diluido. Apds isso, fez-se 0 peneiramento da mistura para
a remogéo do material inerte bruto.

Os ensaios foram realizados em dois tipos de aparatos experimentais, simultaneamente
(adaptado de Aquino et al., 2007). No primeiro tipo de aparato, a seringa de vidro foi acoplada
a um frasco de vidro contendo solucéo alcalina, para a quantificagdo de metano, o qual estava
conectada ao reator por uma mangueira de borracha (Figura 7A), e no segundo aparato, a
seringa de vidro foi acoplada diretamente ao reator para a quantificacdo de biogas total (Figura
7B).

Figura 7 - Reatores anaerobios de bancada contendo a mistura de efluente de laticinio e esterco bovino
a 50%. A — Reator acoplado diretamente a seringa de vidro para medicdo do biogas total. B —
Reator acoplado ao frasco com solucdo de hidréxido de s6dio para a medigdo do metano

Fonte: Da autora (2023).
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Os ensaios foram conduzidos em trés bateladas, com a reutilizacdo do lodo das
alimentacGes anteriores, constituidas de 30 dias cada, e foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com 9 tratamentos e trés repeti¢des, cada. Os tratamentos sao
descritos a sequir:

Primeiro tratamento: estrume bovino liquido, adicionado de agua destilada na proporcao
1:1.

Segundo tratamento: Mistura do efluente de laticinio e esterco bovino liquido na
concentracdo de 50% para cada substrato.

Terceiro tratamento: Mistura do efluente de laticinio e esterco bovino liquido na
concentracdo de 50% para cada substrato, com adi¢éo de hidroxido de sddio, para ajuste do pH
a7,0.

Quarto tratamento: estrume bovino liquido, adicionado de dgua destilada na proporcéo
1:1, com adicéo de lodo da primeira batelada.

Quinto tratamento: Mistura do efluente de laticinio e esterco bovino liquido na
concentracdo de 50% para cada substrato, com adicao de lodo da primeira batelada.

Sexto tratamento: Mistura do efluente de laticinio e esterco bovino liquido na
concentracdo de 50% para cada substrato, com adicéo de hidroxido de sodio, para ajuste do pH
a 7,0, e adicdo de lodo da primeira batelada.

Sétimo tratamento: Agua destilada e lodo resultante da primeira e segunda batelada.

Oitavo tratamento: Efluente de laticinio com adicdo de lodo da primeira e segunda
batelada.

Nono tratamento: Efluente de laticinio com adi¢do de hidroxido de sédio, para ajuste do
pH a 7,0, e adicdo de lodo da primeira e segunda batelada.

Os tratamentos 1, 4 e 7 foram considerados os tratamentos controles, e no total, o
experimento contou com 27 unidades experimentais.

Ao longo do periodo de incubagdo dos reatores, a cada 5 dias, foram realizadas a
medicdo do volume do metano e do biogas total, e coleta de amostras da porcao liquida para
determinacdo do pH, quantificacdo de carboidratos e acidos organicos, e para o isolamento dos
microrganismos cultivaveis em meio de cultura de soro de queijo a cada 15 dias. No inicio e no
final do periodo de incubacdo, também foram realizadas andlises para a determinacdo da
alcalinidade total, quantificacdo de solidos totais (ST) e solidos volateis (SV).

Ao final de cada batelada os reatores foram abertos e foram coletados os sobrenadantes,
e adicionados novos substratos sobre o lodo do processo anterior.
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Ap0s a coleta dos sobrenadantes, foi realizada a anélise de pH e pesagem dos lodos,
para verificar o volume necessario de cada etapa de alimentacdo, completando-se o volume de
400 mL (Tabelas 1 e 2). Ao final do periodo de incubacdo da Gltima alimentagdo, os lodos
foram pesados (Tabela 3) e foram coletadas amostras para analises de sélidos totais (ST),

solidos volateis (SV), alcalinidade total e determinagéo do pH.

Tabela 1 - Pesos dos lodos obtidos da primeira alimentac&o e volume do substrato a adicionar na
segunda alimentacéo

Tratamento Peso Peso Substrato
(9) (%) adicionado (mL)
Agua e esterco bovino 71,67 17,92 328,33
Efluente de laticinios e esterco bovino 86 215 314
Efluente de laticinios e esterco bovino, com corre¢édo 77,33 19,33 322,67
de pH (7,0)

Fonte: Da autora (2023).

Tabela 2 - Pesos dos lodos obtidos da primeira e segunda alimentacdo e volume do substrato a
adicionar na terceira alimentacao

Tratamento Peso Peso Substrato
) (9) (%) adicionado (mL)
Agua e esterco bovino 130 32,5 270
Efluente de laticinios e esterco bovino 157,5 39,37 2425
Efluente de laticinios e esterco bovino, com correcdo 118,67 29,67 281,33
de pH (7,0)

Fonte: Da autora (2023).

Tabela 3 - Pesos dos lodos obtidos da primeira, segunda e terceira alimentagéo

Tratamento Peso (g) Peso (%)
Agua e esterco bovino 98 24,5
Efluente de laticinios e esterco bovino 123,5 30,87

Efluente de laticinios e esterco bovino, com correcdo de pH (7,0) 102,33 25,58

Fonte: Da autora (2023).
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4.1.1 Quantificacdo do volume do biogéas e do metano

A determinacdo do volume do metano e do biogas total foi realizada segundo os

procedimentos revisados por Aquino et al (2007).

Volume de metano

O metano foi quantificado a partir da remocéo do CO> do biogas em solucdo alcalina de
hidroxido de sédio a 15%, presente no recipiente acoplado ao reator. O gas produzido no reator
passa pela mangueira e reage com a solucéo alcalina, e 0 metano desloca pela seringa de vidro,
onde é quantificado diretamente pela leitura do seu volume.

A absorcéo do CO- ocorre de acordo com as seguintes reacoes:

H20 + COz <> H,COs 1)
H.CO3 + 2NaOH «» Na,CO3 + 2H,0 (2)
CO; + 2NaOH — Na,COs3 + H,0 (3)

Volume de biogas
O biogas total foi quantificado diretamente pela leitura do seu volume, a partir do

deslocamento do émbolo da seringa de vidro, acoplada a tampa do reator.

4.1.2 Determinacdo do pH, alcalinidade total (AT), sélidos totais (ST) e solidos volateis
(SV)

Para a determinagédo do pH foi utilizado o pHmetro digital (Digimed).

A alcalinidade total foi determinada pela titulagdo da amostra com &cido sulfarico 0,2
N até pH 4,5, utilizando o alaranjado de metila como indicador (American Public Health
Association - APHA, 2012).

Os sdlidos totais foram determinados pela metodologia fundamentada na evaporacao da
agua por meio de secagem em estufa a 103-105°C até peso constante (APHA, 2012).

Os solidos volateis foram determinados pela metodologia fundamentada na calcinagéo
das amostras resultantes da determinacgéo dos solidos totais, em forno mufla a 575°C por 2 horas
(APHA, 2012).



34

4.2 Segunda etapa: Caracterizacdo dos microrganismos e quantificacéo dos carboidratos,
&cidos orgénicos e etanol do processo de codigestao anaerdbia

Foram realizadas a caracterizagdo dos microrganismos predominantes, e quantificagio
dos carboidratos consumidos e dos acidos organicos produzidos, da codigestdo anaerdbia com

adicdo de hidroxido de sodio, da segunda alimentacéo, a qual obteve maior estabilidade de pH.

4.2.1 Cultivo e isolamento dos microrganismos da codigestdo anaerdbia, em meio de
cultura alternativo, composto de soro de queijo

Foram realizados o cultivo e isolamento dos microrganismos, dos trés tratamentos, da
segunda alimentacao dos reatores.

Amostras de 5 mL do meio liquido foram coletadas no primeiro dia do processo
fermentativo e depois no intervalo de 15 dias. Aliquotas de 1 mL de cada amostra foram
submetidas a diluicdo decimal e plaqueadas em meio de cultura composto de soro de queijo

acido.
4.2.1.1 Preparo do meio de cultura

Para o preparo do meio de cultura, foi utilizado o soro de queijo in natura, e foram
realizadas analises cromatograficas para a quantificacdo da lactose, galactose, glicose, &cidos
latico, acético, butirico e propiénico, como descritas no topico 4.3.3.

A utilizagdo do soro de queijo como meio de cultura, foi baseada no trabalho de
Nitschke, Rodrigues e Schinatto (2001).

Apbs a coleta de amostras para analises cromatograficas, o soro lacteo foi fervido para
a desnaturacdo e sedimentacdo das proteinas, e logo apos seu resfriamento foi coletado o
sobrenadante.

Foi realizada a retirada de parte das proteinas do soro, antes de sua utilizagéo, pois a
formacéo de codgulos durante a esterilizacdo, inviabiliza seu uso como meio de cultura.

Ap0s este procedimento, foi adicionada agua ultrafiltrada ao sobrenadante, na proporcao
de 1:1 e adicionado solucéo de sulfato de amonio, solucdo redutora de sulfeto de sodio e agar
(Tabela 4). O pH foi ajustado para 7,0 com hidréxido de sodio, e em seguida, foi feita a
esterilizagdo a 121°C/ 1 atm, por 20 minutos.

A solugdo de sulfeto de sddio (5%) e a solucdo de sulfato de amdnio (5%) foram
preparadas pela dissolu¢do em agua ultra purificada.
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Tabela 4 - Composi¢do do meio de cultura de soro de queijo para isolamento de microrganismos
presentes na codigestdo do efluente de laticinios e esterco bovino

Componente Quantidade Funcéo
Soro de queijo 500 mL Fonte de C
Agua ultrapurificada 500 mL
Solugdo de sulfeto de sédio (5%) 10 mL Solucéo redutora
Solucéo de sulfato de amonio (5%) 10 mL Fonte de N e tamponante
Agar 20 g

Fonte: Da autora (2023).

4.2.1.2 Isolamento dos microrganismos da codigestao do efluente de laticinios e esterco
bovino

Para o cultivo dos microrganismos foi realizado o plagueamento em profundidade.
Foram adicionadas 1 mL das diluicBes seriadas das amostras as placas de Petri estéreis e
recobertas com 20 mL do meio de soro. Os meios inoculados foram acondicionados em sacos
a vacuo, para inducdo de atmosfera com baixa tensdo de oxigénio (Figura 8A), e incubados em
estufa a 35°C até a observacdo visual de colénias (Figura 8B). Logo ap0s esse periodo, foi feita
a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC), purificacdo por estriamento, analise
morfoldgica (formato, tamanho, cor, textura e brilho) e preparo de laminas para observacao em
microscopia optica (MADIGAN et al. 2016).

4.2.1.3 Identificacdo dos microrganismos isolados

Ap0s a confirmacdo da pureza dos isolados, esses foram preservados a -4°C com adi¢do
de solucdo de glicerol a 40%. Para identificacdo, as culturas foram reativadas em meio de
cultura de soro de queijo a 35 °C e submetidas & técnica de ionizacdo por dessorcdo a laser
assistida por matriz associada com tempo de voo e espectrOmetro de massas (MALDI-
TOF/MS).

Cada coldnia foi transferida para o eppendorf, contendo 6 pL da solucdo orgénica (agua,
acetonitrila e acido trifluoroacético) e homogeneizada em vértex por 1 min. Em seguida, 0,5
ML desta suspensdo foi transferida para a placa de aco inox do MALDI-TOF e foi adicionado 1
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pL da solucdo matriz de MALDI-TOF (75 mg/mL de &cido 2,5-di-hidroxibenzoico em etanol,
agua, acetonitrila e acido trifluoroacético). Essa mistura foi seca a temperatura ambiente e a
analise foi realizada em um sistema Microflex LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), em triplicata para avaliar a qualidade e reprodutibilidade dos espectros. Os
espectros no intervalo de massa m z = 2000 a 20000 Da foram analisados no software Biotyper
2.0 (BrukerDaltonics) (LIMA-NETO et al., 2014).

4.2.2 Quantificacdo dos carboidratos e acidos organicos

Os carboidratos (lactose, glicose e galactose) e os acidos organicos (latico, acético,
butirico e propidnico) foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Amostras de 2 mL foram coletadas com auxilio de seringa e congeladas, e foram preparadas
seguindo a metodologia de Moraes et al. (2000). Ap6s o preparo, foi injetado 1 pL da amostra
no cromatografo de fase liquida, Shimadzu modelo LC-10Ai (Shimadzu Corp., Japdo),
equipado com os detectores de indice de refracdo (modelo RID-10%) e de ultravioleta (modelo
SPD-10Ai). Foi utilizada a coluna de troca catiénica (poliestireno divinil-benzeno), Shim-pack
SCR-101H (7,9 mm x 30 cm) (Shimadzu). A coluna cromatogréfica operou a temperatura de
50 °C e a fase movel utilizada foi o acido perclérico (pH 2,1) a um fluxo de 0,6 mL/min, sendo

utilizado o detector de ultravioleta, com comprimento de onda de 210 nm.

4.3 Analises estatisticas

Os dados obtidos de todas as variaveis analisadas foram submetidos ao teste de
normalidade por Shapiro-Wilk a 95% de significancia e a analise de variancia (ANOVA),
utilizando-se o software SISVAR, versdo 5.3 (FERREIRA, 2011), para avaliacdo das fontes de
variacao, e posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% pelo mesmo

software.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo fisico-quimica do efluente de laticinio e do esterco bovino

A caracterizacgdo fisico-quimica do efluente de laticinio e do esterco bovino utilizados

nas trés alimentagdes dos reatores anaerdbios, encontra-se nas tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5 - Caracterizacéo fisico-quimica do efluente de laticinio utilizado nas trés alimentagdes dos
reatores anaerobios

18 2 3
Parametro AIimNenta— Alimentacéo Alimentacéo
Sélidos totais (g.L™?) 2%% 4,99 5,32
Sélidos volateis (g.L™?) 3,35 3,87 4,18
Alcalinidade total (Mgcacos.L?) 350,0 310,0 290,0
pH 5,32 4,65 4,15

Fonte: Da autora (2023)

Tabela 6 - Caracterizacéo fisico-quimica do esterco bovino diluido (1:1) utilizado nas duas alimentagdes
dos reatores anaerobios

A 1@ 28
Parametro Alimentacéo Alimentacéo
Sélidos totais (g.L™) 104,88 101,73
Sélidos volateis (g.L 1) 94,24 88,95
Alcalinidade total (mgcacos.L™?) 2.700,0 2.430,0
pH 6,1 5,76

Fonte: Da autora (2023)

Observa-se, que os efluentes de laticinio utilizados em todas as alimentagdes,
apresentaram pH &cido, encontrando-se, portanto, fora da faixa 6tima de atuacdo das arqueias
metanogénicas, que de acordo com Chernicharo (2019), situa-se entre 6,6 a 7,4. O estrume

bovino diluido na proporcédo de 1:1, das duas alimentacGes, apresentaram valores de pH mais
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elevados em relagdo aos efluentes de laticinio, porém, ainda adversos a atuacdo das arqueias
metanogénicas.

Quanto a alcalinidade total dos residuos, observa-se valores entre 290 a 350 mg.L™* para
os efluentes de laticinio e de 2.430 e 2.700 mg.L™ para o esterco bovino, demonstrando a
elevada alcalinidade do esterco bovino em relacéo ao efluente de laticinio. Segundo Raposo et
al. (2012) e Chernicharo (2019), a alcalinidade total, expressa em miligrama de carbonato de
calcio por litro, confere a capacidade de tamponamento do meio, para valores entre 2.500 e
5.000 mg.L*.

O esterco bovino, além de ser fonte de microrganismos metanogénicos e ser utilizado
como Unico substrato em biodigestores, € também utilizado como complemento a outros
residuos, que possuem maior taxa de acidificacdo, pois apresenta elevada alcalinidade, alto teor
energético e baixa biodegradabilidade, o que garante o efeito tamponante do processo e confere
melhor equilibrio da relagdo C/N para o crescimento microbiano (WARD, et al., 2008; YAN et
al., 2015).

5.2 Desempenho da codigestdo anaerobia do efluente de laticinio com esterco bovino

Os parametros fisico-quimicos das codigestdes anaerdbias do efluente de laticinio com

esterco bovino, sem e com hidréxido de sodio e da digestdo anaerdbia do esterco bovino, da
primeira e segunda alimentacédo, encontram-se nas tabelas 7, 8, 9 e 10, e nas figuras 8 e 9.
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Tabela 7 - Pardmetros fisico-quimicos iniciais e finais da digestdo anaerdbia do esterco bovino e das
codigestdes anaerdbias do efluente de laticinio e esterco bovino, sem e com hidréxido de
sodio, da primeira alimentacao (0-30 dias)

Tratamento Parametro Inicial Desvlo Final Desvlo
Padréo Padréo
Sélidos totais (g.L™?) 18,88 0 9,12 0,51
Sélidos volateis (g.L™t) 15,50 0 4,93 0,17
esterco bovino (MYcacos.L™)
pH 6,28 0 7,18 0,14
Producdo de biogas (mL) 0 0 12,17 4,58
Producdo de metano (mL) 0 0 1,33 0,14
Sélidos totais (g.L™?) 23,03 0 11,65 1,55
Sélidos volateis (g.L™?) 18,76 0 8,02 0,98
2 - Efluente de laticinio e A'(Cr?]"”'dadi_tf;ta' 14500 0 33000 540
esterco bovino geacos.
pH 5,93 0 6,96 0,10
Producdo de biogas (mL) 0 0 3,83 1,24
Producdo de metano (mL) 0 0 0,66 0,16
Sélidos totais (g.L™?) 24,0 0 11,28 0,72
Sélidos volateis (g.L™?) 17,12 0 6,07 0,91
3 - Efluente de laticinio Alcalinidade total 24000 0 34000 2,80
esterco bovino, com (Mgcacos.L™)
corregdo de pH (7,0) pH 7,0 0 7,03 0,04
Producdo de biogas (mL) 0 0 14,66 4,35
Producdo de metano (mL) 0 0 2,66 0,44

Fonte: Da autora (2023)
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Tabela 8 - Parametros fisico-quimicos iniciais e finais da digestdo anaerébia do esterco bovino e das
codigestdes anaerdbias do efluente de laticinios e esterco bovino, sem e com hidroxido de
sodio, da segunda alimentacdo (31- 60 dias)

Tratamento Parametro Inicial Desvlo Final Desvlo
Padrao Padréo
Sélidos totais (g.L™) 17,36 0 7,93 1,07
Solidos volateis (g.L™) 13,91 0 4,61 1,41
4 - Agua destilada e Alcalinidade total 1.100.0 0 2.900.0 350
esterco bovino (Mgcacoa.L™) ' '
pH 5,78 0 7,31 0,20
Producéo de biogas (mL) 0 0 19,67 6,49
Producéo de metano (mL) 0 0 2,33 0,47
Sélidos totais (g.L™?) 17,45 0 10,10 1,37
Sélidos volateis (g.L™?) 13,41 0 6,83 1,47
5 - Efluente de laticinio e Alca"”'dadf__tf’tal 2.700,0 0 3.100,0 400
esterco bovino (Mgcacos.L™)
pH 5,14 0 6,70 0,03
Producdo de biogas (mL) 0 0 9,50 4,55
Producdo de metano (mL) 0 0 0 0
Soélidos totais (g.L™?) 22,75 0 8,96 1,04
Sélidos volateis (g.L™?) 16,65 0 4,51 0,52
6 - Efluente de laticinio e Alcalinidade FlOtaI 3.200,0 0 4.400,0 540
esterco bovino, com (Mgcacos.L™)
correcéo de pH (7,0) pH 7,0 0 7,56 0,11
Producéo de biogas (mL) 0 0 28,67 12,33
Producéo de metano (mL) 0 0 2,51 0,81

Fonte: Da autora (2023)

Destaca-se que, a mistura de efluente de laticinio com o esterco bovino e o esterco

bovino acrescido de 4gua destilada (Tabelas 7 e 8), apresentaram pH &cido e fora do intervalo

propicio ao crescimento do consércio metanogénico (6,0 a 8,0) (WARD et al.,2008; RAPOSO
et al., 2012; CHERNICHARO, 2019). Isto demonstrou que o esterco bovino na proporcéo de

50%, ndo proporcionou a alcalinidade inicial desejavel para a estabilidade do sistema e

formagéo de metano. Sendo assim, a capacidade de tamponamento do sistema foi estudada ao

longo do tempo.

Chernicharo (2019) relata que, diversos produtos quimicos podem ser utilizados para

controlar o pH dos processos anaerobios, e dentre eles, encontra-se o hidroxido de sodio

(NaOH), o qual fornece alcalinidade bicarbonato diretamente ao sistema. Porém, no presente

trabalho, observa-se que as codigestdes anaerdbias, onde foram realizadas as suplementacdes
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iniciais com hidréxido de sodio, apresentaram queda do pH nos primeiros dias de incubagdo
(Figura 8 A, B). Entretanto, nota-se que, a codigestdo com hidréxido de sddio, da segunda
alimentacéo, onde foi realizada a reutilizacdo do lodo na quantidade de 19,33% em relacdo ao
substrato, apresentou queda somente nos cinco dias iniciais e, ainda, apresentou-se dentro da
faixa de neutralidade (Figura 8 B), condicéo ideal para a producdo de metano (WARD et al.,
2008; RAPOSO et al., 2012; CHERNICHARO, 2019), demonstrando o efeito do lodo no

equilibrio do pH do sistema.

Figura 8 - pH da digestdo anaerdbia do esterco bovino e da codigestdo anaerdbia do efluente de laticinios
com esterco bovino, sem e com hidroxido de sédio, ao longo de trinta dias, da primeira e
segunda alimenta¢do. A — Primeira alimentacdo. B — Segunda alimentacdo. CM = Esterco
bovino; DE + CM = Efluente de laticinio e esterco bovino; DE + CM — pH 7,0 = Efluente de
laticinio e esterco bovino, com correc¢do de pH para 7,0
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Fonte: Da autora (2023)

Todos os tratamentos, das duas alimentagdes, apresentaram incremento de pH e de
alcalinidade total durante o processo (Tabela 7, 8 e 9), obtendo-se, ao final de cada trinta dias,
os valores recomendados de pH (entre 6,0 a 8,0) e de AT (entre 2.500 a 5.000 mg.L!) para o
desenvolvimento do consorcio metanogénico e efeito tamponante do meio (WARD et al., 2008;
RAPOSO et al.,, 2012; CHERNICHARO, 2019). Porém, observa-se que, 0S maiores
incrementos de pH ocorreram nos ensaios onde ndo foram utilizados hidroxido de sodio (Tabela

9), o que denota a capacidade intrinseca do sistema em adquirir alcalinidade.
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Tabela 9 - Incremento de pH e alcalinidade total (AT), remoc&o de solidos volateis (SV) e rendimento
de biogas e de metano da digestao anaerdbia do esterco bovino e das codigestfes anaerdbias
do efluente de laticinios com esterco bovino, sem e com hidréxido de sédio, da primeira e
segunda alimentacdo. Médias com letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre
si, por Tukey a 5% de significancia

Alimenta- Tratamento Incremen-  Incremen- Remoc¢do Rendimen Rendimen
30 to de pH to de AT de SV -to de -to de
¢ (mg.L™) (%) biogas metano
(meiogés-gSV (mLCH4.gs\/'
—1) 1)
1-Aguae
esterco bovino 0,9°¢ 16500%  6819% 287" 031"
2 - Efluente de 1,03 ¢ 1.8500% 57,25°  0,89° 0,16 ™
Primeira laticinio e esterco
(0-30 dias) bovino
3 - Efluente de 0,03 € 1.000,0 b 64,54 3,31 bc 0,6 ab
laticinio e esterco ab
bovino, com
correcéo de pH
(7,0)
4 - Agua com
esterco bovino 2,232 1.8000% 66,86 6,42° 0,76 2
Segunda 5| - Efluente de 1,56 ° 400,0¢  49,07¢ 459 04
aticinio com
(31-60 .
. esterco bovino
dias)
6 - Efluente de 0,56 1.2000° 72,012 7,318 0,642

laticinio com
esterco bovino,
com correcdo de
pH (7,0)

Fonte: Da autora (2023)

Com o aumento do pH e da alcalinidade ao longo do tempo, observa-se, também, que

os lodos resultantes, apresentaram-se dentro da faixa de pH de atuacdo das produtoras de
metano (Tabela 10), de acordo com Ward et al. (2008), Raposo et al. (2012) e Chernicharo

(2019) contribuindo, assim, para o efeito tamponante do sistema.
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Tabela 10 - pH dos lodos resultantes da digestdo anaerdbia do esterco bovino e da codigestdo anaerdbia
do efluente de laticinio com esterco bovino, sem e com hidréxido de sodio da primeira e
segunda alimentacdo, e da digestéo dos efluentes de laticinio, sem e com hidrdxido de sodio,
da terceira alimentagéo

Alimentacéo Lodo do tratamento pH
Agua e esterco bovino 7,05

Primeira (0-30 dias) Efluente de laticinio e esterco bovino 6,28
Efluente de laticinio e esterco bovino com corregéo de pH (7,0) 7,30

Agua e esterco bovino 7,05

Segunda (31-60 dias) Efluente de laticinio e esterco bovino 6,55
Efluente de laticinio e esterco bovino com corregdo de pH (7,0) 748

Agua 6,90

Terceira (61-90 dias) Efluente de laticinio 6,68
Efluente de laticinio com correcéo de pH (7,0) 7,44

Fonte: Da autora (2023)

Todos os tratamentos apresentaram baixa producdo de biogas e de metano (Tabelas 7, 8
e 9), e tratando-se do rendimento das codigestfes anaerdbias, verifica-se que 0s ensaios com
suplementacdo com hidréxido de sddio, da primeira e da segunda alimentacdo, na qual foi
reutilizado o lodo, apresentaram o mesmo rendimento de metano (Tabela 9), demonstrando que
ndo houve efeito significativo do lodo na producéo deste gas. Quanto ao biogas total, verifica-
se maior rendimento na codigestdo com reaproveitamento do lodo (Tabela 9).

Na dindmica da producdo de metano ao longo de cada trinta dias, na primeira
alimentacdo, somente o ensaio de codigestdo com suplementacgéo de alcalinidade, apresentou
producdo de metano desde o inicio. Até o vigésimo dia, ndo houve producdo na codigestdo sem
adicdo de hidréxido de sodio, 0 que pode ser devido a sua baixa alcalinidade, observando-se o
inicio da producédo deste gas (Figura 9 A), a partir do inicio do aumento do pH (Figura 8 A). Ja
na segunda alimentacdo, observa-se que ndo houve producdo de metano, na codigestdo sem
correcdo de pH (Figura 9 B), o que mais uma vez, pode estar relacionada a elevada acidez do

substrato.
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Figura 9 - Producéo acumulada de metano da digestéo anaerdbia do esterco bovino e da codigestdo
anaerobia do efluente de laticinios com esterco bovino, sem e com hidréxido de sédio, ao
longo de trinta dias, da primeira e segunda alimentacdo. A — Primeira alimentacdo. B-
Segunda alimentacdo. CM = Esterco bovino; DE + CM = Efluente de laticinio e esterco
bovino; DE + CM — pH 7,0 = Efluente de laticinio e esterco bovino, com corre¢do de pH para
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Fonte: Da autora (2023)

5.3 Potencial de adaptacdo do lodo ao efluente de laticinio, visando seu uso como indculo
para partida da digestdo anaerobia

Os parametros fisico-quimicos das digestdes anaerdbias dos efluentes de laticinio, sem
e com adicdo de hidroxido de sddio da terceira alimentacdo, encontram-se nas tabelas 11, 12 e

13, e nas figuras 10 e 11.
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Tabela 11 - Pardmetros fisico-quimicos iniciais e finais da digestdo anaerdbia do lodo do esterco bovino
e das digestdes anaerdbias do efluente de laticinio, sem e com hidréxido de sddio, da terceira
alimentagéo (61-90 dias)

Tratamento Parametro Inicial Desvlo Final Desvlo
Padréo Padréo
Sélidos totais (g.L ™) - - 2,65 0,50
Sélidos volateis (g.Lt) - - 1,63 0,57
i ) Alcalinidade total

7 - Agua destilada - - 800,0 89
(mgCaCOas.L?)

pH - - 6,99 0,02

Producéo de biogas (mL) 0 0 10,67 3,16

Producdo de metano (mL) 0 0 1,33 0,27

Sélidos totais (g.L™?) 5,76 0 5,32 1,08

Sélidos volateis (g.L™t) 4,18 0 2,23 0,52

o Alcalinidade total

8 - Efluente de laticinio 290,0 0 1.700,0 345
(mgCaCOas.L?)

pH 4,15 0 6,76 0,01

Producéo de biogas (mL) 0 0 6,84 1,66

Producdo de metano (mL) 0 0 1,33 0,16

Sélidos totais (g.L™t) 7,28 0 5,58 1,23

Sélidos volateis (g.L™?) 4,80 0 2,15 0,25

9 - Efluente de laticinio Alcalinidade total 1.392.0 0 3.400,0 320
com corregéo de pH (7,0) (mgCaCOas.L?)

pH 7,0 0 75 0,15

Producéo de biogas (mL) 0 0 22,5 75

Producdo de metano (mL) 0 0 3,17 0,63

Fonte: Da autora (2023)

Na terceira alimentacdo, constituida somente por efluente de laticinio, o lodo
proporcionou ganho de pH inicial ao sistema (Figura 11 A). Os efluentes de laticinio sem e com
adicdo de hidrdéxido de sddio, apresentaram um aumento de pH de 4,15 para 5,67 e de 7,0 para
7,64, respectivamente (Tabela 11 e Figura 11 A).
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Figura 10 - pH e producéo acumulada de metano da digest&o anaerébia do esterco bovino e da codigestéo
anaerobia do efluente de laticinios com esterco bovino, sem e com hidroxido de sédio, ao
longo de trinta dias, da terceira alimentacdo. A — pH. B — Producdo acumulada de metano.
DW = 4gua destilada; DE = Efluente de laticinio; DE — pH 7,0 = Efluente de laticinio com
correcdo de pH para 7,0
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Fonte: Da autora (2023)

Nota-se maior equilibrio do pH durante a digestdo anaerdbia do efluente de laticinio
com hidréxido de sodio, a qual manteve-se numa maior faixa de neutralidade (Figura 10 A),
em relacdo as alimentagdes anteriores (Figura 9 A, B), demonstrando o efeito tamponante do
lodo, provindo da codigestdo do esterco bovino com o efluente de laticinio, com pH de 7,48
(Tabela 9) e na proporcdo de 29,67% em relacdo ao substrato (Tabela 2).

Houve incremento de pH e de alcalinidade total durante a digestdo dos efluentes de
laticinio (Tabela 12), e observa-se que, assim como, nas alimenta¢Ges anteriores, ndo houve
producdo de metano nos primeiros dias da digestdo sem correcdo de pH, demonstrando
novamente, a influéncia da elevada acidez do substrato na producéo deste gas (Figura 10 B).
Em contrapartida, nota-se maior rendimento de metano no ensaio onde foi realizado a
suplementacédo de alcalinidade com hidrdxido de sodio (Figura 10 B), obtendo-se o pH inicial

dentro da faixa de neutralidade e maior estabilidade ao longo do tempo (Figura 10 A).
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Tabela 12 - Incremento de pH e alcalinidade total (AT), remocéo de sélidos volateis (SV) e rendimento
de biogés e metano da digestao anaerdbia do efluente de laticinios, sem e com hidréxido de
sodio, da terceira alimentacdo. Médias com letras iguais na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si, por Tukey a 5% de significancia

Alimen- Tratamento Incre- Incre- Remo- Rendi- Rendi-
tacdo mento de  mento de cdo de mento de  mento de
pH AT sV biogéas metano
(mg.LV (%) (MLbiogss-gv)  (MLcha.gsv)
Agua i ) ) i
Efluente de 2,61 a 1.410,0 47,05 b 14,24 b 2,78 b
Terceira laticinio b
(61-90
dias)
Efluente de 0,5° 201008 5521%  30,0° 4,228
laticinio com
corregédo de pH
(7,0)

Fonte: Da autora (2023)

De acordo com Field, Alvarez, Lettinga (1988), Raposo et al. (2009), Schievano et al.
(2010), a atividade metanogénica esta relacionada ao grau de adaptacdo do lodo ao substrato.
Geralmente, na primeira alimentacéo, inicia-se a adaptacdo das arqueias metanogénicas ao
composto, e a partir desta etapa, ocorrera 0 aumento da atividade em alimentagdes consecutivas,
devido ao crescimento de novas células. Assim, quando se tem a intencdo de estudar a
capacidade de adaptacdo do inoculo ao substrato, o ideal é que o lodo seja exposto a
alimentac@es sucessivas de substrato, com eliminagéo do sobrenadante ao final de cada periodo
de incubacéo. Se a atividade aumentar com as alimentacdes, serd um indicativo de adaptagéo
do indculo ao substrato.

Verifica-se na figura 11 A, B, que houve aumento de rendimento de metano nos
tratamentos da terceira alimentacdo, o que indica o potencial de adaptacdo do lodo das
codigestdes anteriores, ao efluente de laticinio, podendo, portanto, 0 mesmo ser utilizado como
indculo, para a partida da digestdo anaerdbia deste substrato. A caracterizagdo do lodo obtido

em todos tratamentos, ao final da terceira alimentacéo, e apresentada na tabela 13.
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Figura 11 - Rendimento de metano das codigestdes anaerobias do efluente de laticinios e esterco bovino

e da digestdo anaerdbi

a do efluente de laticinio. A - Codigestdo anaerobia do efluente de

laticinio e estrume bovino (12 e 22 alimentagdo) e digestdo anaerdbia do efluente de laticinio
(3* alimentacdo). B — Codigestdo anaerdbia do efluente de laticinio e estrume bovino, com

hidroxido de sodio (12
hidréxido de sédio (32
entre si, por Tukey a 5

Codigestdo do efluente de laticinio e esterco bovino (1% ¢ 2

e 2% alimentacdo) e digestdo anaerdbia do efluente de laticinio, com
alimentacdo). Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente
% de significancia

alimentagho)

¢ digestdo do efluense de faticinio (3 alimentagso) Codigestio do elluenle de laticinio ¢ esterco bovino com corregio de pH 7,0 (1* ¢ 2* alimentacio)

7 alimessgio

e digestdo do efluente de laticinio com coeregdo de pH 7,0 (3 alimentagdo)

Fonte: Da autora (2023)

Tabela 13 - Caracterizacao fisico-quimica do lodo obtido ao final da terceira alimentacdo da digestéo
do esterco bovino, das codigestdes do efluente de laticinio e estrume bovino, sem e com
hidréxido de sodio, e das digestdes do efluente de laticinio sem e com hidréxido de sédio

Tratamento pH Alcalinida  Sdélidos  Sélidos
de Total Totais  Volateis
] ) (mglh) (@@L (gL
Agua com esterco bovino / Agua 6,9 1.900,0 32,92 25,50
Efluente de laticinio e esterco bovino / Efluente de 6,68 2.800,0 32,43 26,41
laticinio

Efluente de laticinio e esterco bo
de pH (7,0) / Efluente de laticini
pH (7,0)

vino com correcdo 7,44 5.500,0 36,67 23,54
0 com corre¢do de

Fonte: Da autora (2023)

O lodo oriundo da digestdo anaerébia, comumente utilizado como inéculo em outros

reatores é constituido por biomassa metanogénica, por material biodegradavel remanescente e

por sélidos insoltveis, o que

Ihe confere caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas
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desejaveis, como efeito tamponante, maior agilidade na conversdo da matéria organica e
consequentemente, menores efeitos inibitdrios do substrato na producéo de metano (GRIFFIN
et al.,1998; CHERNICHARO, 2019).

5.4 Consumo de carboidratos e producdo de acidos orgéanicos e etanol da codigestéo
anaerobia do efluente de laticinio e esterco bovino, com hidroxido de sédio

Os dados do consumo de carboidratos e producéo de acidos organicos e etanol durante
a codigestao anaerobia do efluente de laticinio com esterco bovino, com hidréxido de sodio, da

segunda alimentacdo, sdo apresentados na figura 12.

Figura 12 - Consumo de carboidratos e producao de acidos organicos e etanol da codigestdo anaerdbia
do efluente de laticinios e esterco bovino, com h[dréxido de sodio, ao longo de trinta dias,
da segunda alimentagdo. A — Carboidratos. B — Acidos organicos. C- Etanol
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Fonte: Da autora (2023)
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Na dindmica do consumo de substratos e producdo de metabolitos pelo consorcio
metanogénico, ao longo de 30 dias, verifica-se, que a mistura do efluente de laticinio e esterco
bovino, na proporcao de 50%, apresentou em sua composicao, a predominancia de acido latico
e etanol. Os carboidratos — lactose, glicose e galactose, substratos das bactérias acidogénicas
(CHERNICHARO, 2019) foram encontrados em menores quantidades.

Os &cidos organicos, substratos das acetogénicas produtoras de hidrogénio obrigatorias
(CHERNICHARO, 2019), foram consumidos ao longo dos trinta dias, observando-se uma
maior presenca de acido propidnico nos quinze dias iniciais, o qual é resultante, principalmente,
da fermentagdo dos carboidratos e proteinas, correspondendo a 30% da conversdo da matéria
organica (CHERNICHARO, 2019).

Segundo Chernicharo (2019), o equilibrio da digestdo anaerdbia de compostos
organicos pode ser averiguado pela analise dos &cidos organicos, pois 0S mesmos S0 0S
principais metabdlitos e substratos do consorcio de microrganismos do processo, e uma
identificacdo dos acidos individuais em um reator em desequilibrio, podera indicar qual grupo
de microrganismo néo se encontra ativo no sistema.

Observa-se, que nao houve acimulo de acidos organicos intermediarios na codigestao
anaerdbia, e que, os acidos, acético e propibnico, principais precursores da formacao de metano,
foram consumidos ao longo do tempo. Porém, verifica-se que ndo houve consumo relevante de
etanol, pelas bactérias acetogénicas, o qual apresentou-se, no final, em expressiva quantidade
(Figura 12), o que pode ter contribuido para baixa produgdo de metano, dada a indisponibilidade
de acetato.

Na tabela 14, Foresti (1994), Lettinga et al. (1996) e Aquino e Chernicharo (2005),

apresentam a comparacdo energética de algumas reagdes comuns na degradacdo anaerobia:
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Tabela 14 - Comparacédo energética de algumas reagdes comuns na degradagdo anaerdbia

A AG”
N° Acidogénese (kd/reackio)
1  Glicose 0 Acetato CeH1206 + 2H,0 0 2CHsCOO  + 2* +4H; -206
2 Glicose & CeH1206 + 2H> 0 2CH3CH,COO" + 2H,0 -308
Propianato +2H*
3  Glicose & Butirato CsH1206 0 CH3;CH,COO +2CO; +H* -255
+ 2H,
Acetogénese
4 Bicarbonato o 2HCO;z + 4H, + H* o} CH3COO" +4H,0 -104,6
Acetato
5 Propianato & CH;CH,COO +3H,O0 06 CH3COO +HCO3z +H*+ +76,1
Acetato 3H;
6 Propianato 0 CH:CH,COO +2HCO; 06 CH3;COO + H* + 3HCOO +72,2
Acetato
7  Butirato 8 Acetato CH3CH,CH,COO" + o} 2CH3;COO + H* + 2H; +48,1
2H,0
8 Etanol 0 Acetato CH3CH,COH + H,0 o} CH;COO + H* + 2H, +9,6
9  Lactato 0 Acetato CH;CHOHCOO + 0 CH;COO +HCOsz+H*+ -4,2
2H,0 2H,
Metanogénese e Sulfetogénese
10 Acetato & Metano CH3COO + H,0 o} CH4 + HCOs -31,0
11 Hidrogénio & H, + % HCOs + ¥4 HY 0 Y CH4 + % H,0 -33,9
Metano
12 Formiato 0 HCOO + Y% H,0+% 0 Y CH4 + % HCOgs -32,6
Metano H*
13 Bicarbonato 6 HCOs + 4H, + H* ) CH4 + 3H,0 -135,6
Metano
14  Sulfato 0 Sulfeto SO+ 4H, + HY o} HS + 4H,0 -151,9

Fonte: Adaptado de Foresti (1994), Lettinga et al. (1996) e Aquino e Chernicharo (2005).

Observa-se que, a reagédo da degradacéo do etanol a acetato, ndo € termodinamicamente
favoravel na condi¢io padrio (AG® > 0), entretanto, segundo os autores, elas ocorrem
naturalmente em reatores anaerdbios, dada a interagdo dos microrganismos acetogénicos com
0s metanogénicos consumidores de hidrogénio.

Os substratos para as bacterias acetogénicas, inicialmente encontrados em maiores
quantidades foram o &cido latico e etanol. O &cido latico foi rapidamente consumido pelas
acetogénicas, porém houve um consumo insignificante de etanol, e isso pode ter ocorrido, pelo
fato da reacdo de degradacdo do acetato ser termodinamicamente favoravel, e a do etanol,
termodinamicamente desfavoravel, necessitando assim, da relacdo sintrofica com
metanogénicos hidrogenotroficos e bactérias redutoras de sulfato, para a manutencdo do

ambiente com baixa pressdo de hidrogénio.
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De acordo com Mosey (1983) e Chernicharo (2019), os microrganismos metanogénicos
apresentam baixas taxas de crescimento em relagdo aos acidogénicos (acidogénicas: ~30
minutos, metanogénicas hidrogenotréficas: 6 horas e metogénicas acetoclasticas: 2 a 3 dias), e
isso demonstra que a limitacdo cinética dos metanogénicos pode ter ocasionado a limitacdo
termodindmica do consumo do etanol pelas acetogénicas, ocasionada pelo provavel acimulo
de hidrogénio no sistema.

O esterco bovino apresenta-se como um bom inoculo para residuos com alta taxa de
degradacdo, porque além da presenca dos microrganismos metanogénicos, ele € rico em
material lignocelulésico, caracteristica complementar a esses tipos de substratos (LIN,
RASKIN E STAHL, 1997; JANSSEN E KIRST, 2008; KONG et al., 2010; WARD, et al.,
2008). Porém, estes microrganismos metanogénicos necessitam de um tempo de adaptacéo ao
serem inoculados em outros compostos organicos, o que pode causar uma limitacdo cinética
inicial, pelo baixo nimero de células, com efeitos inibitérios do substrato na producdo de
metano (CHERNICHARO, 2019).

Esta limitacdo cinética pode ser solucionada pelo processo de adaptacdo do indculo, ao
novo substrato, ao longo do tempo, com crescimento de novas células e maior atividade
metanogénica, como foi demonstrado no presente trabalho, com o aumento do rendimento de

metano a partir da terceira alimentag&o.

5.5 Cultivo e isolamento dos microrganismos acidogénicos, em meio de cultura
alternativo, composto de soro de queijo

O meio de cultura composto de soro de queijo apresentou-se propicio ao crescimento de
uma diversidade de microrganismos presentes na codigestdo anaerobia do efluente de laticinio
com esterco bovino.

O soro, que é a fracdo liquida que se separa da massa durante a fabricacdo do queijo,
apresenta uma composicdo media de 5% de lactose, 0,7 a 0,9% de proteinas, 0,3 a 0,5% de
lipideos, 0,5% de sais minerais (Ca, Mg, K, Na, Cl, Zn, Fe e Cu) e 93% de agua. Os seus
constituintes sdo variaveis de acordo com a composi¢do do leite e a tecnologia utilizada no
processo de fabricacdo (FURTADO; POMBO, 1988; FITZSIMONS et al., 2006).

Os carboidratos, etanol e acidos organicos encontrados no soro de queijo, utilizado

como meio de cultura sdo apresentados na tabela 13.
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Tabela 15 - Carboidratos, etanol e acidos organicos presentes no soro de queijo in natura, utilizado
como meio de cultura

Componente Concentracao (g/L)

Lactose 9,39
Glicose 6,13
Galactose 5,35
Etanol 2,58
Acido latico 5,82
Acido cético 0,22
Acido propiénico 0,04

Acido butirico 0,00

Fonte: Da autora (2023)

Trinta microrganismos foram isolados no inicio, aos 15 dias e aos 30 dias do periodo de
incubacdo dos trés tratamentos. Os géneros e as espécies de bactérias identificados por MALDI-

TOF e suas respectivas contagens, encontram-se na tabela 16.
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Tabela 16 - Géneros e espécies de bactérias identificadas ao longo dos 30 dias de incubacgdo da digestdo
do esterco bovino e das codigestGes sem e com adicéo de hidréxido de sodio, da segunda
alimentacdo. (Continua)

Tempo . .
) Tratamento Microrganismo UFC/mL
(dias)

Lysinibacillus sp. 1,53 x 107

Agua e esterco bovino Bacilo Gram-positivo 7,10 x 10°

Cocos Gram-negativos 3,40 x 10°

Bacillus cereus 2.40 x 10°

L ram-negati 1,02 x 10°
0 Efluente de laticinio e esterco Cocos Gram-negativos 02x10
. Bacilo Gram-positivo 5,50 x 10°

bovino

Bacilo Gram-negativo 4,60 x 10°

Bacilo Gram-negativo 2,70 x 10°

Efluente de laticinio e esterco Bacillus cereus 3,30 x 107

bovino,

com correcao de pH (7,0) Bacilo Gram-negativo 7,20 x 10°

Agua e esterco bovino Bacillus sp. 1,97 x 107

H 6
Efluente de laticinio e esterco Bacillus sp. 1.50x10

6

bovino Enterobacter sp. 1,30 x 10

15 Cocos Gram-negativos 1,24 x 107

Ochrobactrum

Efluente de laticinio e esterco intermedium 6,10 x 10°

bovino, 6
com correcio de pH (7,0) Enterobacter cloacae 2,40 x 10

Cocos Gram-positivos 1,22 x 107

Serratia ureilytica 3,30 x 10°

Agua e esterco bovino Enterobacter cloacae 2,49 x 107

Bacilo Gram-positivo 2,10 x 10’

30 Enterobacter sp. 5,90 x 10°
bovino Bacilo Gram-negativo 7,80 x 108

Bacilo Gram-negativo 1,09 x 107
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Tabela 16 - Géneros e espécies de bactérias identificadas ao longo dos 30 dias de incubagdo da digestdo
do esterco bovino e das codigestGes sem e com adicdo de hidréxido de sédio, da segunda

alimentacéo. (Concluséo)

Tempo (dias) Tratamento Microrganismo UFC/mL
Paenibacillus sp. 1,80 x 10°
Pseudomonas sp. 5,00 x 10°

Efluente de laticinio e esterco bovino, ~Pseudomonas aeruginosa 5,30 x 10°
com correcdo de pH (7,0) Cocos Gram-negativos 4,50 x 108

Bacilo Gram-negativo 1,09 x 107

30

Cocos Gram-negativos 2,41 x 107

Fonte: Da autora (2023)

Ao longo dos 30 dias de incubagdo dos trés tratamentos foram identificadas bactérias
pertencentes aos filos Proteobacteria e Firmicutes.

Como representantes do filo Proteobacteria foram encontradas as espécies
Ochrobactrum intermedium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa e Serratia
ureilytica e os géneros Enterobacter e Pseudomonas, e como pertencentes ao filo Firmicutes, a
espécie Bacillus cereus, e os géneros Bacillus, Lysinibacillus e Paenibacillus.

Todas as bactérias identificadas sdo acidogénicas aerdbias ou anaerébias facultativas.
N&do foi possivel o crescimento de microrganismos anaerdbios estritos, pois a atmosfera
utilizada propiciou somente a condi¢do de microaerofilia.

As bactérias acidogénicas pertencem a primeira etapa do processo de degradacéo da
matéria organica para a producdo de biogads. Os polimeros sdo hidrolisados em moléculas
menores pela acdo das exoenzimas das bactérias hidroliticas e posteriormente, os produtos
sollveis, como os agucares, aminoacidos e acidos graxos, sao metabolizados no interior das
células das acidogénicas, as quais produzem &cidos organicos, alcoois, cetonas, didoxido de
carbono e hidrogénio (ARCHER; KIRSOP, 1990; ANDERSON et al., 2003; CHERNICHARO,
2019).

Enterobacter sp. e Serratia sp. sdo fermentadores de butanediol. Nesta fermentagéo séo
produzidos butanediol, etanol, CO>, Hz e os &cidos acético, latico e succinico (LIAKOU et al.,
2018; PSAKI et al., 2019).

Espécies de Bacillus produzem enzimas hidroliticas extracelulares que clivam

polimeros complexos, como polissacarideos, acidos nucleicos e lipideos, permitindo a
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utilizacdo destes produtos como fontes de carbono e doadores de elétrons (MADIGAN et al.
2016).

A maioria das espécies do género Pseudomonas pode utilizar uma grande diversidade
de compostos organicos como fontes de carbono e energia. O catabolismo da glicose e outros
monossacarideos ocorrem pela via de Entner-Doudoroff (MADIGAN et al. 2016).

As espécies do género Ochrobactrum sdo organismos ndo entéricos que estdo
intimamente relacionados com o género Brucella. Séo fastidiosos e reduzem nitratos a nitritos
(VELASCO, et al., 2008; RYAN; PEMBROKE, 2020).

Dos microrganismos identificados até o presente momento, 0s géneros Bacillus e
Pseudomonas séo relatados por Archer e Kirsop (1990), Anderson et al. (2003) e Chernicharo,
(2016), como comumente encontrados na etapa acidogénica de reatores anaerobios, contendo
diversos substratos.

Hagen et al. (2014), destacam a predominancia dos filos Bacteroidetes e Firmicutes no
estudo da microbiota da codigestdo anaerdbia do permeado de soro de queijo com estrume
bovino. A maioria dos microrganismos identificados do filo Bacteroidetes pertence a classe
Bacteroidia, e a maioria do filo Firmicutes sdo da classe Bacilli.

Da contagem dos microrganismos identificados nos trés tratamentos e durante os trinta
dias de incubacéo, os géneros Enterobacter e Bacillus apresentaram as maiores porcentagens
do namero total de UFC/mL, correspondendo a 40,16% e 36,9%, respectivamente. Dentro do
género Enterobacter 83,31% sdo da espécie Enterobacter cloacae, e 62,54% do género Bacillus

sdo Bacillus cereus.

6 CONCLUSOES

A mistura do efluente de laticinio e esterco bovino, na proporcdo de 50%, ndo
apresentou alcalinidade adequada para o desenvolvimento do consdrcio metanogénico, porém
houve ganho de alcalinidade ao longo do tempo, obtendo-se, ao final dos trinta dias, em todas
alimentacg0es, os valores ideais de alcalinidade total e de pH, para a manutencao da estabilidade
do sistema e producdo de metano.

Apesar da capacidade inerente do sistema em adquirir alcalinidade, a adicdo de
hidréxido de sodio na codigestdo anaerdbia, conferiu maior estabilidade inicial ao processo e

maior rendimento de producéo de metano.
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Os acidos organicos e carboidratos presentes na mistura do efluente de laticinio e esterco
bovino foram consumidos pelas bactérias acidogénicas e acetogénicas, ao longo do tempo,
porém ndo houve producéo relevante de metano, o que pode ser atribuido a indisponibilidade
de acetato, devido a baixa degradacdo do etanol pelas bactérias acetogénicas. Esta limitacdo
termodinamica da degradacdo do etanol, pode ser superada pela interagdo dos microrganismos
acetogénicos com 0s metanogénicos consumidores de hidrogénio, o que demanda maior tempo
de adaptacdo das arqueias metanogénicas do esterco bovino ao efluente de laticinio para a
obtencdo de um maior numero de células e melhor atividade metanogénica.

O lodo obtido das codigestGes anaerdbias, apresentou capacidade de adaptacdo ao
efluente de laticinio, demonstrando seu potencial para uso como indculo, em partida de reatores,
contendo este substrato.

O meio de cultura de soro de queijo, apresentou-se adequado para o crescimento das
bactérias acidogénicas, dos géneros Bacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus, Ochrobactrum,
Enterobacter, Pseudomonas e Serratia, podendo ser utilizado em experimentos posteriores,

como meio alternativo para o estudo destes microrganismos.
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