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RESUMO

Um residuo lignocelulésico produzido em grande quantidade no Brasil é o bagaco de oliva
gerado durante a extracao do azeite. Estima-se que para cada tonelada de azeitona processada sejam
gerados 800 kg do residuo. Com o intuito de inserir a industria do azeite nos propésitos da economia
circular biobaseada, o presente trabalho investigou a producdo de acidos graxos volateis (AGVs) a
partir da fermentacdo do bagaco de oliva pré-tratado hidrotermicamente. Nessa perspectiva, as
condicdes experimentais do pré-tratamento hidrotérmico (PTH) do bagaco de oliva foram definidas
por meio do planejamento experimental Doehlert, cujas variaveis independentes avaliadas foram
temperatura (80 a 200 °C) e tempo (30 a 100 min). Trés condigdes de PTH (C1: 125°C, 53min; C2:
161°C, 62min; C3: 191°C, 83min) foram selecionadas por meio da ferramenta desejabilidade do
programa Statistica® para produzir substratos para a fermentagdo acidogénica em fase liquida
(DA- L), semissolida (DA-Ss) e solida (DA-S). Logo, a fragdo solida (FS), a fragdo liquida (FL) e a
mistura do bagaco bruto (B) pré-tratado foram avaliadas como substratos potenciais para acidificacéo
durante a digestao anaerdbia (DA). O PTH melhorou a eficiéncia de acidificacdo (EA) em todos 0s
sistemas de DA estudados, sendo que a C2 da DA-L apresentou 64,87% de EA. Em todos 0s cenarios
avaliados, o &cido acetico foi o acido predominante. Os compostos fenolicos, que apresentaram
toxicidade a uma concentragdo maior que 6,34 g L! para a DA-L, mudaram a rota metabolica dos
microrganismos, aumentando a producdo de &cidos graxos volateis (AGVs) de cadeia longa nos
sistemas em DA-L e DA-S. Além disso, o tipo de sistema de digestdo anaerobia e a severidade do
PTH tiveram grande influéncia no perfil e na concentracdo dos AGVs produzidos, assim como na
comunidade microbiana predominante. Os filos Proteobacteria e Firmicutes foram os mais
representativos na DA acidogénica dos substratos oriundos do bagaco de oliva, com as espécies
Enterobacter cloacae e Enterobacter hormaechei dominando a DA-L e DA- Ss. De qualquer forma,
a C2 da DA-Ss gerou a combinag&o de concentragio (19770 mg L) e perfil dos AGVs com maior
rentabilidade econdmica potencial (131$/ton). A otimizacao dos parametros do bioprocesso para essa
condicao foi realizada por uma matriz Doehlert que teve como variaveis independentes o pH (5-9) e
a relagdo alimento/microrganismo (A/M) (0,5- 3 g SV g SV 3. A fungdo de desejabilidade foi
aplicada e apontou que as maiores concentragdes de AGVs com o maior percentual de acidos de

cadeia longa podem ser alcancados na condicdo pH=8 e relacdo A/M=3.

Palavras-chave: bagago de oliva; pré-tratamento hidrotérmico; digestdo anaerobia; acidificacéo;

acidos graxos volateis.



ABSTRACT

A lignocellulose residue produced in a large amount in Brazil is the olive mill solid waste (OMSW),
which is generated during olive oil extraction. It is estimated that 800 kg of olive wastes are generated
for each ton of olive processed. Aiming to insert the olive oil industry in the purposes of the biobased
circular economy, the present work investigated the production of biobased volatile fatty acids
(VFAs) from the fermentation of hydrothermally pretreated olive mill solid waste. The pretreated
olive mill solid fraction (OMSEF), pretreated olive mill liquid fraction (OMLF) and pretreated OMSW
were evaluated as potential substrates for acidification during the anaerobic digestion (AD). Thus, the
experimental conditions of the hydrothermal pretreatment (HP) of the olive mill solid waste were
defined using the Doehlert experimental design and independent variables evaluated were
temperature (80 to 200 °C) and time (30 to 100 min). Three HP conditions (C1: 125°C, 53min; C2:
161°C, 62min; C3: 191°C, 83min) were selected from desirability tool of the Statistica® to produce
substrates for acidogenic AD in liquid (L-AD), semi-solid (Ss-AD) and solid (S-AD) phases. HP
improved the acidification efficiency (AE) of all AD systems evaluated, with AD-L C2 showing
64.87% of AE. In all evaluated scenarios, acetic acid was the predominant acid. Phenolic compounds
showed toxicity at a concentration higher than 6,34 g L™ for AD-L and changed the metabolic
pathway of microorganisms, increasing the production of longer chain volatile fatty acids (VFAS) in
the L-AD and S-AD systems. Moreover, the type of anaerobic digestion system and the HP severity
had a major influence on the profile and concentration of VFAs produced, as well as on the
predominant microbial community. The phyla Proteobacteria and Firmicutes were the most
representative in acidogenic AD of the olive mill solid waste substrates, with the species Enterobacter
cloacae and Enterobacter hormaechei dominating the AD-L and AD-Ss. Anyway, the AD-Ss/C2
promoted the combination of VFA concentration (19770 mg L) and profile with the highest potential
economic profitability (131 $/ton). The optimization of the bioprocess parameters for this condition
was performed by a Doehlert matrix whose independent variables were pH (5-9) and the
food/microorganism ratio (F/M) (0,5 —3 g SV g SV -1). The desirability function was implemented
and showed that the highest concentrations of VFAs with the highest percentage of longer chain VFAs
can be achieved at pH=8 and F/M =3.

Key-words: olive mill solid waste, hydrothermal pretreatment, anaerobic digestion; acidification;

volatile fatty acids.
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1. INTRODUCAO

O Relatorio das Nagdes Unidas “World Population Projects” aponta que a populagao
mundial esta crescendo cerca de 1,10% ao ano, chegando a 9,8 bilhGes de habitantes em 2050
(UNITED NATIONS, 2017). Esse aumento é acompanhado de uma crescente demanda por
alimentos e bens de consumo, gerando uma grande quantidade de residuos agroindustriais
subutilizados, nos quais o potencial ndo é racionalmente aproveitado, gerando assim muitos
passivos ambientais (MASSOLA; MAZIERO, 2017).

Um residuo lignocelulésico produzido em grande quantidade no mundo é o bagaco de
oliva gerado durante a extracdo do azeite. No Brasil, 0 azeite de oliva € apreciado na culinaria
e 0 seu consumo é crescente ao longo dos ultimos anos. O pais foi 0 segundo maior importador
do produto na safra 2017/2018 e a producéo interna comegou a ter expansdo notavel a partir de
2008. Estima-se que em 2018 a producdo de azeite de oliva foi de 136 toneladas, o que
representa um aumento de 43% em relacdo as 95 toneladas produzidas em 2017. Uma vez que
o rendimento da extracdo do azeite corresponde a apenas 20% do processo, sendo 80% da massa
de entrada descartada ao final na forma de subproduto, a industria oleicola brasileira gerou cerca
de 600 toneladas de residuos em 2018 (FERNANDES, A; COSTA, A.; SILVA, C.; SILVEIRA,
2015; CAETANO, 2018; INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL a., 2018; KIST, B; SANTOS,
C; OLIVEIRA, 2018).

O cenario apresentado revela que o manejo dos residuos sélidos e liquidos oriundos do
processamento do azeite € um desafio econémico e ambiental para os produtores brasileiros,
uma vez que esse segmento gera residuos em grandes volumes inerentes ao processo industrial
e que variam de acordo com o tipo de extracdo empregado, o tipo de azeitona e maturidade do
fruto (KIST, B; SANTOS, C; OLIVEIRA, 2018). A geracdo desses residuos associada a
algumas de suas caracteristicas, tais quais baixo pH, alta quantidade de poluentes organicos e
compostos fendlicos, pode causar sérios problemas ambientais (RINCON et al., 2009)

Atualmente, grande parte do bagaco de oliva gerado no Brasil é destinado para a
compostagem organica, processo que pouco aproveita o carbono presente na biomassa. Na
Unido Europeia, local em que a producdo de azeite de oliva é mais expressiva, ele pode ter
diferentes finalidades. Alguns estudos apontam a possibilidade da utilizacdo do residuo como
combustivel direto para geracdo de energia ou para geracdo de biogas a partir da digestdo
anaerdbia (DA) (SICILIANO; STILLITANO; DE ROSA, 2016; SERRANO et al., 2017). No
viés da economia ciclo biobaseada existem trabalhos que avaliam a producdo de outros
compostos produzidos por processos alternativos e sustentaveis, tais como compostos
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fendlicos, etanol, furfural, carvdes, acidos organicos, dentre outros (RODRIGUEZ et al., 2008;
SERRANO et al., 2017; YARIMTEPE et al.,2018).

A digestdo anaerdbia (DA) tem sido avaliada como um bioprocesso alternativo para o
tratamento dos residuos gerados na extracdo de azeite. Nesse contexto, a producao de acidos
graxos volateis (AGVs) em biodigestor anaerdbio acidogénico que utiliza o bagago de oliva
como substrato é uma alternativa promissora para as biorrefinarias, uma vez que os acidos
organicos sdo precursores de varios produtos quimicos importantes, como ésteres, cetonas,
aldeidos, &lcoois e alcanos (STRAZZERA et al., 2018)

Atualmente, existe uma alta demanda e um mercado crescente de &cidos carboxilicos
(acético, formico, propidnico, valérico, isovalérico, butirico e isobutirico). Esse mercado deve
exceder 20 bilhGes de ddlares em 2024, representando um aumento de 5% em comparacdo a
2016 (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2016; ATASQY et al., 2018). Além da relevancia
econdmica, a atual producédo de AGV e feita principalmente por oxidacdo ou carboxilacéo de
precursores quimicos, como aldeidos e alcenos, derivados do processamento de petroleo. Essas
rotas quimicas representam cerca de 90% da producdo mundial, causando impactos negativos
no meio ambiente e na salide humana (STRAZZERA et al., 2018). Norteada por esta Otica, a
producdo de AGVs por meio da digestdo anaerdbia se insere nos propdsitos de uma economia
ciclo biobaseada, uma vez que a biotecnologia € utilizada para o desenvolvimento de cadeias
de producdo circulares que se valem de recursos renovaveis como insumos (FERREIRA-
LEITAO et al., 2010).

Para que a digestdo anaerobia alcance maiores rendimentos na producdo de acidos
organicos volateis a partir de biomassa lignocelul6sica, recomenda-se que a mesma passe por
uma etapa de pré-tratamento que visa diminuir a sua recalcitrancia, contribuindo para uma
melhor acessibilidade do substrato por parte do maquinario enzimatico dos microrganismos. O
tratamento hidrotérmico é promissor nesse sentido, uma vez que dispensa 0 uso de reagentes
qguimicos e promove a solubilizacdo de pentoses, hexoses e acidos urénicos, tornando 0s
acUcares mais disponiveis para os microrganismos acidogénicos (BAETA, 2016).

Diante do exposto, o presente trabalho teve o propdsito de agregar valor ao bagaco de
oliva, inserindo a cadeia produtiva do azeite no conceito das biorrefinarias. Para isso, foi
avaliada a producdo de &cidos graxos volateis (AGVs) biobaseados a partir da digestdo
anaerobia do bagaco de oliva pré-tratado hidrotermicamente. Nesse sentido, a primeira etapa
da pesquisa teve como meta avaliar as condigdes de pré-tratamento hidrotérmico (PTH) para a

producgéo de AGVs a partir do bagaco de oliva, analisando os efeitos do PTH na fermentagéo
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acidogénica nas fases liquida, sélida e semissolida. A partir da condicdo de PTH/tipologia de
DA estudada na primeira etapa que gerou maior rentabilidade econémica potencial, a segunda
etapa do trabalho focou na otimizacdo dos pardmetros do bioprocesso (pH e relagédo
alimento/microrganismo) para a producgédo de AGVs.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo geral

Avaliar a capacidade da producdo de &cidos graxos volateis (AGVs) biobaseados a partir
da digestdo anaerodbia do bagaco de oliva pré-tratado hidrotermicamente.

2.2.0Dbjetivos especificos

i.  Avaliar o efeito das variaveis independentes tempo (t, min) e temperatura (T, °C) no
pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de oliva;

ii.  Avaliar a influéncia do fracionamento do bagaco de oliva pré-tratado ou ndo na
producdo de acidos graxos volateis a partir da digestdo anaerobia em fase liquida
(DA-L), s¢lida (DA-S) e semissolida (DA-SS);

iii.  Estudar a influéncia da severidade do pré-tratamento hidrotérmico na comunidade
microbiana e no perfil dos &cidos organicos gerados em cada sistema de digestao
anaerobia;

iv.  Determinar a condicdo de pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de oliva e o
sistema de digestdo anaerdbia que apresentam melhor potencial para producéo de
AGVs;

v.  Otimizar durante a DA os parametros operacionais pH e relacdo alimento micro-

organismo (A/M) para a producédo dos AGVs.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Economia ciclo biobaseada e suas perspectivas

O aumento no consumo mundial de energia e alimentos, o aquecimento global e a
dependéncia dos combustiveis fésseis tem alavancado uma mudanca global na visdo econémica
linear para um modelo de economia circular biobaseado, definido como “a producdo de recursos
bioldgicos renovaveis e a conversao desses recursos e residuos em produtos de valor agregado,
como alimentos, racdes, produtos de base bioldgica e bioenergia, incluindo setores tradicionais
e emergentes” (EUROPEAN COMISSION a, 2018).

A economia biobaseada promete ser o pilar do desenvolvimento econdmico global do
futuro, gerando circularidade, sustentabilidade e progresso. Nessa perspectiva, a Unido
Europeia, que possui uma pegada ecologica de 4,7 hectares por pessoa (0 dobro do tamanho de
sua biocapacidade), lancou em 2012 a “Estratégia Bioecondmica da Europa”, cuja politica
engloba cinco objetivos principais: 1) garantir a seguranca alimentar; 2) gerir 0S recursos
naturais de forma sustentavel; 3) reduzir a dependéncia dos recursos ndo-renovaveis; 4) mitigar
e se adaptar as alteracdes climéticas; 5) criar novos empregos e manter a competitividade
europeia (EUROPEAN COMISSION b, 2015).

O documento foi revisado em 2018, visando acelerar a implantacdo da bioeconomia
sustentavel europeia, de modo a maximizar as contribuicGes desse campo para alcangar 0s
objetivos propostos na Agenda 2030 e no Acordo de Paris. A Comissao Europeia afirma que a
bioeconomia foi responsavel pela circulacdo 2,3 trilhdes de euros em 2015, 0 que representa
um aumento de 5% em relacéo ao ano anterior. Além disso, as inddstrias estimam a criacdo de
mais de um milh&o de empregos no setor até 2030 (EUROPEAN COMISSION a, 2018).

As biorrefinarias sdo a base de sustentacdo da economia circular biobaseada e surgem
como instrumentos importantes para a garantia da sustentabilidade e reversdo da degradacao
ambiental, uma vez que se baseiam no aproveitamento integral da biomassa e sua conversao
em energia, produtos quimicos e materiais, conforme exposto na Figura 1. De acordo com
Toivanen e Novotny (2017), o mercado estimado para os produtos biobaseados sera de 40

bilhdes de euros em 2020, podendo alcancar os 50 bilhdes de euros em 2030.
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Figura 1: Rotas tecnoldgicas para biorrefinarias a partir de diferentes biomassas

BIORREFINARIA
E SEUS
PROCESSOS

BIOMASSA

Fonte: (JUNIOR, 2012)

O biorrefino em si ndo é um conceito essencialmente novo, considerando que a industria
de papel e celulose e acglcar por exemplo valem-se da mesma concepgdo em seus processos.
(IEA BIOENERGY, 2009). De qualquer forma, as biorrefinarias ainda possuem muitos
desafios, dentre eles o fato de que as rotas tecnoldgicas ndo sdo universais. As biomassas
possuem caracteristicas fisico-quimicas distintas que tornam as condi¢fes 6timas de processo
até se chegar a um produto final de interesse muito especificas (IEA BIOENERGY, 2009).
Além disso, os proprios produtos de interesse divergem em funcdo das demandas do mercado.
A sazonalidade ¢ um outro aspecto bastante discutido, considerando o impacto financeiro da
depreciacdo dos equipamentos e 0s possiveis entraves na estocagem da biomassa a longo prazo,
dentre os quais a degradacdo ao longo do tempo (MAITY, 2015).

Diante do exposto, industria e academia estdo engajadas em superar 0s desafios no
manejo de biomassas lignoceluldsicas no contexto da economia circular biobaseada. No que
tange ao ambito académico, cerca de 130150 patentes sdo submetidas anualmente na industria
na area de biocombustiveis gerados a partir de materiais lignocelulésicos, e espera-se que esse
numero chegue a 200 registros anuais (TOIVANEN; NOVOTNY, 2017).

Apesar dos esforcos, ainda hd um hiato entre a ciéncia e o conhecimento aplicado,
considerando que a maior parte das publicagfes ndo traz consigo balangos de massa e energia

e estudos de viabilidade econbmica que evidenciem a viabilidade comercial e técnica das
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tecnologias disponiveis, levando em conta toda a cadeia de suprimentos e producdo (HASSAN;
WILLIAMS; JAISWAL, 2019)

A efetivacdo de uma economia circular biobaseada é uma temaética atual e urgente.
Sendo assim, estudos que visam desenvolver rotas alternativas e sustentaveis para producédo de
produtos de valor agregado tornam-se necessarios e podem ser encarados como uma
oportunidade para os pesquisadores, cujo desafio principal serd desenvolver propostas
sustentaveis em pesquisas multidisciplinares que consigam solucionar o0s problemas e

responder aos questionamentos da industria (MAITY, 2015).

3.2.Industria de azeite e bagaco de oliva

Os residuos agroindustriais gerados durante o processamento de matérias-primas
oriundas da agricultura, pecuaria, aquicultura ou silvicultura configuram como uma das
matérias-primas mais importantes para serem utilizadas em biorrefinarias (FARIA, O; PIRES,
2018). De acordo com a FAO, a projecdo anual de crescimento no consumo de produtos
agricolas é de 1,1% ao ano de 2005-2050, o que significa um aumento de 60% da producéo
mundial ao fim desse periodo. No que tange ao Brasil, que é o terceiro maior exportador
agricola do mundo, as proje¢des do Ministério de Minas e Energia apontam que o pais ofertara
1402 milhdes de toneladas de biomassa em 2030, sendo responsavel por gerar elevadas
quantidades de residuos agroindustriais (BRASIL - MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA,
2007; FAO, 2018)

Um dos residuos agroindustriais produzidos no Brasil é o bagaco de oliva gerado na
producdo do azeite. As primeiras mudas de oliveira chegaram ao Brasil durante a colonizacéao
portuguesa, trazida por imigrantes europeus. Na época, Portugal ja era um importante produtor
de olivas e por isso ordenou o corte de todas as oliveiras brasileiras em meados de 1700, como
uma forma de eliminar a concorréncia da colénia. Desde entdo, houve inimeros obstaculos para
a implantacdo da olivicultura no pais, até que essa atividade conseguiu se consolidar em 2008,
com a primeira extracdo de azeite de oliva brasileiro no municipio de Maria da Fé, em Minas
Gerais (KIST; SANTOS; OLIVEIRA, 2018).

O mercado mundial de azeite é dominado pela Unido Europeia, que deteve 65% da
produgdo mundial de azeite de oliva na safra 2016/2017, conforme observado na Figura 2.
Espanha, Italia e Grécia sdo os produtores majoritarios dentro do bloco econémico. De acordo

com os dados do 51° Encontro do “Advisory Committee on Olive Oil and Table Olive”, 0
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cenario econdémico positivo nos principais paises produtores de azeite culminou em uma
producdo mundial da safra 2017/18 cerca de 27% maior do que o esperado no final do ano
anterior, quando a expectativa era uma producdo de 2,988 milhdes de toneladas
(INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL b., 2018)

Figura 2: Produgdo mundial de azeite
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Ao longo dos ultimos anos, o Brasil apresentou um salto significativo na producédo de
azeite. Na Serra da Mantiqueira, a primeira extracdo gerou 40 litros do produto em 2008,
quantidade que superou os 80 mil litros em 2018 de acordo com as estimativas. Mesmo com a
producdo interna aquecida, o pais ainda é dependente da importacdo, uma vez que a producao
nacional corresponde a uma parcela de 2 a 3% do consumo interno (KIST; SANTOS;
OLIVEIRA, 2018)

Diante do cenario econémico exposto, percebe-se que o mercado de producao interna
de azeite de oliva é crescente e apresenta um grande potencial dentro da necessidade do mercado
nacional. Entretanto, é valido ressaltar que durante o processo de beneficiamento do azeite, o
bagaco de oliva é gerado em grande quantidade e torna-se um subproduto sélido do processo.
Estima-se que para cada tonelada de azeitona processada sejam gerados 800 kg do bagaco de
oliva. Este fato, associada a algumas caracteristicas deste subproduto como baixo pH, grande
quantidade de matéria organica, presenca de inibidores e compostos fendlicos podem causar

problemas ambientais de larga escala (RINCON et al., 2009).

18



3.2.1. Processamento do azeite e geracdo do bagaco de oliva

As caracteristicas fisico-quimicas dos subprodutos gerados na producéo de azeite estdo
diretamente relacionadas ao tipo de processo empregado na extracao. O ciclo de processamento
das azeitonas comega com uma operagdo mecanica de limpeza para a remocao das folhas e
ramos e posterior lavagem, de modo a garantir que as impurezas eventualmente presentes que
possam interferir na qualidade do azeite sejam eliminadas. Em seguida, as azeitonas seguem
para a etapa de moagem e posteriormente ocorre a operagao de extracdo, que pode ser realizada
pelo método tradicional de prensas ou pelo método continuo de duas ou trés fases. Depois da
extracdo o mosto oleoso passa por uma centrifugacdo vertical para separacdo do azeite das
aguas residuais (WANG et al, 2004).

O metodo tradicional de extracdo por prensas comecgou a ser substituido pelos continuos
por volta da década de 1950, uma vez que o seu uso envolve maiores custos e trabalho manual.
No entanto, ele ainda € utilizado em lagares com producéo artesanal. As azeitonas passam por
moendas que moem a polpa e o carogo. A pasta obtida é agitada e entdo espalhada sobre discos
de filtracdo que s@o pressionados mecanicamente por cerca de 60 minutos para a separagédo do
6leo do bagaco (PIERALISI, 2018).

O metodo continuo de extracdo esté ilustrado no fluxograma apresentado na Figura 3.
Nele, a moagem das azeitonas é feita em trituradores de metal que operam em alta velocidade
para que haja profunda ruptura das células que contém o azeite. Ap6s moagem, a pasta de
azeitona é encaminhada para o separador centrifugo (decanter), onde o processo pode ser de
duas ou trés fases. O sistema trifasico conta com dois separadores centrifugos, enquanto o
sistema bifasico conta com apenas um (BORJA; RAPOSO; RINCON, 2006).
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Figura 3: Diagrama do processo com sistema de extragdo continuo de duas e trés fases
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Fonte: (PIERALISI, 2018)

Em relacdo a técnica de extragdo continua de trés fases, 0 método continuo de duas fases
apresenta as vantagens de reduzir consideravelmente a quantidade de agua utilizada no
processo, gerar menores custos operacionais, gastar menos energia e ainda produzir um azeite
de melhor qualidade no que se refere a sua estabilidade para oxidacdo e as caracteristicas
organolépticas. Em contrapartida, o alto teor de umidade do bagaco Uumido dificulta o seu
manuseio, transporte e armazenamento, além de encarecer a recuperacdo de azeite residual
(BORJA; RAPOSO; RINCON, 2006).

Na Espanha, lider mundial na producdo de azeite, 90% dos produtores empregam a
extracdo continua de duas fases. De acordo com Borja e colaboradores (2002), o bagaco de
azeitona oriundo desse processamento tem alto teor de umidade (60-70%) e é composto
principalmente por lignina, celulose, hemicelulose, azeite retido na polpa e sélidos minerais.
Ademais, acUcares, acidos graxos volateis de cadeia longa, polialcoois e proteinas sdo 0s
principais constituintes organicos do bagaco (BORJA et al., 2002).

Considerando que o mercado oleicola no Brasil se encontra em expansao, o volume de
bagaco de azeitona gerado pela indUstria de azeite é crescente, que é em sua maioria destinado
para compostagem. Tendo em vista que esse subproduto ainda é pouco aproveitado, o estudo

de novas aplicacbes tecnoldgicas sdo essenciais do ponto de vista econdmico e ambiental
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(KIST; SANTOS; OLIVEIRA, 2018). Alguns trabalhos desenvolvidos nos Gltimos anos e que

vislumbram aplicacdes mais nobres para o bagaco de oliva sdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1: Breve revisao da literatura sobre trabalhos que usam o bagaco de oliva (inicio)

Objetivos/Condigdes

Resultados

Referéncias

Produzir etanol a partir do bagaco
de oliva imido.
Leveduras isoladas: Issachenkia
orientalis e Pichia galeiformis /
manshurica
Biomassa pré-tratada com H,SO4
7.5%(m/Vv) a 100°C por 2 horas

Em termos de utilizacdo de xilose e producdo de
etanol, todas as cepas foram capazes de usar xilose
e produzir xilitol, mas nenhum etanol foi detectado.
Usando o processo simultdneo de sacarificacdo e
fermentacdo ap6s o pré-tratamento, o rendimento
médio de etanol foi de 3 g/ 100 g de bagaco seco.

Abu Tayeh et
al., 2014

Estudar-uma microalga, Dunaliella
salina, como co-substrato para a
digestéo anaerébia do bagago
(OMSW), a fim de diminuir a
relacdo C/N e aumentar a
biodegradabilidade do bagaco
Umido. Diferentes combinacdes
OMSW/D. salina foram testadas:
100% OMSW; 75% OMSW-25%
D. salina ; 50% OMSW-50% D.
salina ; 25% OMSW-75% de D.
salina e 100% de D. salina

A maior biodegradabilidade foi encontrada para a
mistura (m/m) de 50% bagago-50% D. salina. No
entanto, a producdo méaxima de metano, 330 mL
CHa4 / g SVadicionado, e a maior taxa de produgéo
de metano foram obtidos para a mistura de 75%
bagaco-25% D. salina, mantendo uma relacdo C/N
perto de 26,7/1

Fernandez-
Rodriguez et al .,
2014

Estudar o pré-tratamento térmico
utilizando acido acético e acido
férmico (0,6M) entre 100-170°C,
como uma etapa anterior a hidrdlise
enzimatica

O é4cido férmico foi mais eficaz do que o HAc em
toda a faixa de temperaturas testadas. O rendimento
da hidrélise enzimatica aumentou (> 2 vezes) a
temperaturas acima de 140 ° C. A concentracdo de
HMFe FF aumentou com a temperatura, pressdo e
adicdo de &cidos organicos, porém, ndo ultrapassou
os valores relatados como inibidores da
fermentacao de agUcares em etanol por leveduras ou
bactérias.

Abu Tayeh et
al., 2016

Investigar a influéncia do pré-
tratamento alcalino na digestao
anaerdbia do bagaco de oliva seco.
Experimentos de hidrélise com
diferentes concentracdes de NaOH
(0—4 mmol NaOH/gSV), duragdes
de processo (1-24 h) e
temperaturas (25 e 90 °C)

Os resultados evidenciaram que o pré-tratamento foi
eficiente no sentido de melhorar a solubilizacdo do
bagaco. A concentracdo e a temperatura exercem
um efeito conjunto na biodegradabilidade do
substrato e na producdo de metano

Pellera et al.,
2016
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Tabela 1: Breve revisdo da literatura sobre trabalhos que usam o bagaco de oliva (final)

Obijetivos/Condicbes

Resultados

Referéncias

Produzir carvao a partir de residuos
solidos de azeitona de dois
cultivares de oliveira (Picual

e Souri) de dois processos de
extracdo (duas ou trés fases) e duas
temperaturas (350 e 450 ° C)

O rendimento do biocarvdo foi de 24 a 35% da
biomassa, com uma area superficial de 1,65-8,12

m?g . O carvio produzido a partir do residuo do
cultivar Picual, duas fases e a 350°C apresentou

remogao cumulativa dos metais Cu*?, Pb*?, Cd*?,

Ni*? e Zn™ 85% maior em relagdo aos outros
carvoes.

Abdelhadi et al ,
2017

Estudar a recuperacédo de fendis
por sistema cromatografico
industrial sob patente apds o pré-

O pré-tratamento térmico induziu a solubilizacdo
da matéria organica e a geracdo de fenol em
relacdo ao bagaco Umido ndo tratado, com
aumentos de 26,3% e 60,4%, respectivamente.
Além disso, a produgdo de metano e sua taxa de

Serrano et al.,

tratamento térmico a 170°C e 60 producdo  aumentaram  16,9% e  6,9%, 2017
minutos respectivamente. A extracdo de fendis permitiu a
recuperacdo de 1600 mg de hidroxitirosol por 1
kg de bagaco Umido.
O pré-tratamento fenton foi
realizado em modo bateladaa O melhor desempenho foi obtido com
25°C, para varias raz0es H20z 1 h0,/[Fe*] =1000, [Fe] = 1,5mM, 120 mine . .
o4 . aamir et al. ,
[Fe™] (100-1200), concentragdo de pH 3. Testes do PBM (37 °C) mostraram que a 2017
catalisador ([Fe?']) variando de  producdo cumulativa de biogas e metano foi
0,25 a2 mM, tempo de reacdo ~ Mmaior sem tratamento fenton, e correspondem a
variando de 30 a 150 min e pH entre 699 e 416 mL/g SV respectivamente
(3-112)
Um rendimento maximo de bio-6leo de 47,35%
Estudar a pir6lise catalitica e ndo- foi obtido de amostras ndo cataliticas para pir6lise
catalitica rpida do bagaco de  répida a uma temperatura de reacdo de 450 °C, Christoforou;

azeitona seco e de sementes de
azeitona em leito fixo e fluidizado

enquanto a producdo de bio-6leo foi reduzida em
37,14% em massa quando a temperatura foi
aumentada para 500 °C.

Fokaides., 2017

Awvaliar a valorizacdo da polpa e da
semente do bagaco de oliva por
meio do pré-tratamento
hidrotérmico e hidrélise enzimatica.
Pré-tratamento realizado a 130°C e
30 minutos. Foram utilizadas as
enzimas comerciais Saczyme Yield,
Ultimase BWL 40 and Celluclast
1.5 L para trés cargas de biomassa
(10,20 e 30% m/v)

O pré-tratamento hidrotérmico conseguiu remover
75% das hemiceluloses. As enzimas Saczyme e
Ultimase foram
eficientes em altas cargas sdlidas (30%), atingindo
entre 80-90% de conversdo de glicanas para a
polpa e entre 40-55% nas sementes,
respectivamente, apés 5 h.

Miranda et al. ,
2019

Fonte: (ABU TAYEH et al., 2014, 2016; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2014;
PELLERA etal., 2016; ABDELHADI et al., 2017; CHRISTOFOROU et al., 2017; MAAMIR
etal., 2017; MIRANDA et al., 2019)
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Conforme ilustrado na Tabela 1, diferentes rotas tecnoldgicas tém sido propostas para o
bagaco de oliva dentro do contexto das biorrefinarias. Logo, tem sido aplicado processos
diversos, tais quais hidrdlise enzimética, digestdo anaerdbia, pirdlise, gaseificacdo, combustéo,

dentre outros.

3.2.2. Biomassa lignocelulésica

Um dos gargalos que pode ser encontrado quando se deseja produzir bioprodutos a partir
de substratos organicos lignoceluldsicos, como é o caso do bagaco de oliva, é a sua
recalcitrancia provocada por sua estrutura tridimensional composta majoritariamente de
celulose, hemicelulose e lignina, podendo apresentar ainda proteinas, lipidios, fendis, extrativos
e minerais (VASSILEV etal., 2010). O teor de cada componente varia de acordo com a matéria-
prima em quest&o, idade, regido da colheita e estagio de maturacdo (JEFFRIES et al., 1990).

As células vegetais sdo compostas por lamela média, membrana plasmatica e parede
celular, que é formada por microfibrilas de celulose revestidas com hemiceluloses, conforme
pode ser observado na Figura 4. A lignina atua como elemento ligante dos componentes da
parede celular, conferindo resisténcia mecénica e protecdo dos tecidos contra o ataque de
microrganismos (ALVES, 2011; CHRISTOPHER, 2012).

Figura 4: Composicédo da parede celular vegetal

Vegetal Célula vegetal

Microfibrilas de

Parede celular
celulose

Fonte: (FACUNDES, 2014)
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3.2.2.1.Celulose

A celulose ¢ um homopolimero linear e ndo ramificado, composto por anéis de
- D- glicopiranose unidos por ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4). A celobiose pode ser
considerada a unidade de repeticdo da celulose, cujo tamanho da cadeia é determinado pelo
grau de polimerizagdo. Dentro de cada anidroglucose presente na cadeia de celulose, existem
trés grupos hidroxila reativos como mostra a Figura 5: um primario em C6 e dois secundarios
em C2 e C3 (ROJAS, 2016).

Figura 5: Representacdo estrutural de uma molécula de celulose
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HO' < HO H
HO -0
OH o OH
. Unidade de anidroglucose, AGU _/
OH n = valor de DP OH

Terminagao nio redutora Celobiose: unidade repetitiva da celulose Terminagéo redutora

Fonte: (GURGEL, 2011; KLEMM et al, 2005)

A presenca das hidroxilas na cadeia de celulose facilita a formacédo de ligacdes de
hidrogénio na mesma cadeia ou em cadeias vicinais conduzindo a formacao de microfibrilas,
que sdo responsaveis pelas propriedades mecanicas da célula, promovendo assim o suporte e
resisténcia a parede celular (EMONS; SCHEL; MULDER, 2002).

3.2.2.2.Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos compostos por pentoses (tais como xilose,
arabinose), hexoses (tais como manose, glicose, galactose) e acidos urdnicos. Elas sdo
depositadas na parede celular numa etapa anterior a lignificacdo. As cadeias de hemiceluloses
podem ser constituidas por uma unidade monossacaridica na cadeia central, como ocorre nas
xilanas, ou por duas ou mais unidades, como é o caso das xiloglucanas, arabinoxilanas e
4- O- metil-glucuronoxilanas (FENGEL, D;WEGENER, 1984). De acordo com Taherzadeh
(2008), os acucares dominantes das hemiceluloses de madeiras macias s80 as manoses,
enguanto nas madeiras duras e residuos agroindustriais sdo as xiloses.

As cadeias das polioses sdo menores que as da celulose, porém, apresentam

ramificacOes, que reagem facilmente com a celulose, conferindo ao conjunto estabilidade e
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flexibilidade. A hidrélise das hemiceluloses em relacdo as celuloses € facilitada, considerando
que as mesmas possuem estrutura amorfa constituida de cadeias laterais curtas de diferentes
acucares e menor massa molar (OLIVEIRA, 2016).

A celulose juntamente com a hemiceluloses constituem a porcdo de holocelulose da
biomassa, ou seja, a fracdo de aglUcares. Em funcdo disso, a mesma €é considerada como um
substrato altamente interessante para ter seu uso direcionado para os bioprocessos que visam
produzir bioprodutos e biocombustiveis (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

3.2.2.3. Lignina

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira. As caracteristicas deste
biopolimero amorfo variam consideravelmente com diversos fatores, tais como o tipo da
madeira (conifera ou folhosa), seu local de cultivo, idade do vegetal, estacdo do ano, dentre
outros. A polimerizacdo desidrogenativa dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico
geram as unidades monoméricas fenilpropanicas da lignina: a p-hidroxifenila (H), lignina
guaiacila (G) e siringila (S) (FENGEL, D;WEGENER, 1984; GURGEL, 2011).

Os anéis aromaticos e as cadeias alifaticas constituem a estrutura basica da lignina, que
tem como grupos funcionais principais as metoxilas (-OCHzs), as hidroxilas (-OH), as
carbonilas (-C=0), os acidos carboxilicos (-COOH), o éter (R-O-R), as duplas ligacdes e a
funcéo éster (-CO-O-R), conforme pode ser observado na Figura 6. Devido a essa variedade
de grupos funcionais, essa macromolécula esta sujeita a varias reacdes como oxidacao,
hidrolise, reducao e reacbes enzimaticas (HOLLADAY et al., 2007).
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Figura 6: Estrutura de lignina de madeira mole
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Fonte:(HOLLADAY et al., 2007)

Por ser um polimero amorfo, a lignina se comporta como um material termoplastico,
0 que significa que em altas temperaturas ela apresenta alta viscosidade, podendo ser
conformada e moldada. As temperaturas as quais a lignina sofre a transi¢éo vitrea podem variar
de acordo com seu método de isolamento (FENGEL, D;WEGENER, 1984). Dentre o0s
compostos majoritarios da biomassa, em funcdo da sua complexidade estrutural, a lignina é
considerada como a fracdo mais recalcitrante para 0s microrganismos, o que dificulta a sua
transformacédo em produtos de valor agregado usando bioprocessos. No entanto, a lignina pode
ser amplamente explorada por processos quimicos e termoquimicos (HOLLADAY et al.,
2007).

3.3.Pré-tratamento

Os carboidratos da parede celular na forma de celulose (glicose) e hemiceluloses
(arabinose, galactose, glicose, xilose e manose) representam substratos que podem ser
convertidos em bioprodutos por meio de bioprocessos. Contudo, a complexidade das interacdes
dos trés constituintes principais na parede celular constitui o principal desafio tecnoldgico para
a recuperacao e conversdo dos carboidratos presentes em produtos de interesse (SUN; CHENG,
2002).

Nessa perspectiva, 0 desenvolvimento de processos que buscam a producdo de

bioprodutos de valor agregado como 0s AGVs a partir da digestdo anaerdbia do bagago de oliva,
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passa pela otimizagdo integrada das etapas de caracterizacdo quimica e do pré-tratamento do
residuo. A auséncia de pré-tratamentos pode dificultar o processo de producéo de bioprodutos
a partir deste tipo de biomassa, provocando principalmente limitagdes cinéticas ao bioprocesso
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Os preé-tratamentos de biomassas lignocelulésicas podem ser divididos em diferentes
métodos: fisicos (mecénico, extrusao), quimicos (alcalino, &cido, organossolve, ozondlise, etc.),
fisico-quimicos (exploséo a vapor, auto hidroélise, hidrotérmico, oxidagdo himida, micro-ondas,
ultrassom, etc.) e bioldgicos (fungos, consércios de bactérias, etc.). Em alguns casos, as técnicas
podem ser combinadas para a obtencdo de melhores resultados (TAHERZADEH; KARIMI,
2008; ALVIRA et al., 2010).

Ainda que as propriedades da biomassa sejam afetadas de formas distintas por cada pré-
tratamento, uma vez que 0s mesmos apresentam diferentes mecanismos, todos eles objetivam
tornar a celulose e/ou a hemicelulose mais acessiveis por meio da desconstrucdo da estrutura
lignocelulosica e da remogdo da cristalinidade das microfibrilas de celulose, como ilustra a
Figura 7 (FACUNDES, 2014).

Figura 7: llustracdo das transformac6es que sofrem a biomassa lignocelulésica durante
0 pré-tratamento
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Fonte:(FACUNDES, 2014 - adaptado)

O pré-tratamento fisico visa aumentar a area superficial, a porosidade, o tamanho e a
acessibilidade dos poros, diminuindo os graus de polimerizacdo da celulose. Geralmente, esse
método apresenta alto custo, em razdo da elevada demanda energética (TAHERZADEH,;
KARIMI, 2008; FACUNDES, 2014). Em 2016, Donoso-Bravo e outros autores estudaram o
impacto da moagem do bagaco de oliva para obtencdo de particulas com 3 mm na produgéo de
metano. Os autores concluiram que houve aumento na taxa de producdo do gas, mas a
quantidade maxima produzida ndo se alterou significativamente quando comparado ao bagago
ndo moido (DONOSO-BRAVO et al,2016).
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Os métodos quimicos séo responsaveis pelas modificacdes quimicas e estruturais na
biomassa, que culminam em melhores acessos para as enzimas (OGEDA et al., 2010). Podem
ser usados diversos agentes, tais como acidos, hidroxido de sédio, dioxido de enxofre, sais
inorganicos com propriedades &cidas, alcoois, dentre outros. O processo é caracterizado como
acido, alcalino ou oxidativo de acordo com 0 seu mecanismo de acdo na parede celular
(FACUNDES, 2014).

O pré-tratamento biol6gico vale-se de microrganismos como fungos de podridao branca
e marrom para alteracdo na estrutura de materiais lignocelulésicos por meio da degradacgdo da
lignina e hemicelulose. Quando aplicada sozinha, a técnica ndo apresenta rendimentos
expressivos devido ao elevado tempo de degradacdo da biomassa e a baixa taxa de hidrolise.
(FACUNDES, 2014; TAHERZADEH; KARIMI, 2008). Os fungos de podriddo branca
Pleurotus ostreatus foram usados por Fountoulakis et al., (2002) para degradacdo dos
compostos fenolicos das aguas residuais da producéo de azeite. Os resultados revelaram 78,3%
de remocdo dos fendis para a condigéo de esterilizacdo a 100°C e diluicdo de 50% da agua de
lavagem. Em um segundo estudo, Ko et al. (2016) avaliaram a co-fermentacdo de glicose e
xilose em hidrolisado de pré-tratamento com éacido diluido (1% m/v; RLS 7mL g?*) de palha de
arroz (121°C,30 minutos) e carvalho (180°C, 20 minutos) utilizando Saccharomyces cerevisiae.
Os autores obtiveram 0,43-0,46 g de etanol / g de agucar, mostrando um cenario promissor para
a producdo de etanol por meio de fungos.

O pré-tratamento ideal depende de aspectos como a composicéo e a futura aplicacdo da
biomassa. O custo beneficio da técnica também deve ser levado em conta, considerando que o
pré-tratamento é uma das etapas mais caras da bioconversdo, chegando a custar 30% do custo
total de biocombustiveis (AHMAD; SILVA; VARESCHE, 2018). Ademais, 0 processo
escolhido deve promover o fracionamento dos componentes da parede celular, evitando a
formacdo de compostos inibitorios tais quais 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) e
2- furfuraldeido (FF) em concentracBes que que inibam a hidrdlise e as etapas posteriores da
fermentacio (BAETA et al., 2016)

3.3.1. Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico (PTH) ou auto-hidrélise (AH) é um processo fisico-
quimico baseado no fracionamento da biomassa por meio da remocao parcial da lignina e

solubilizacdo das hemiceluloses. Neste método, a biomassa lignocelulsica é colocada em
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contato com a agua e a mistura é submetida a alta temperatura (100-200°C) e pressdo (10-20
bar) (BAETA, 2016; MOSIER et al., 2005).

A decomposicao da hemicelulose é dividida em trés etapas: reagdes que ocorrem na
superficie da biomassa para producdo dos produtos primarios, dissolucdo desses produtos na
agua e por fim a decomposi¢cdo dos mesmos (ZHUANG et al., 2016). Em altas temperaturas, a
autoionizacdo da agua gera o ion hidrénio (HsO"), que ocasiona a clivagem das ligacdes entre
0s grupos substituintes das hemiceluloses: O-acetil e &cido urbnico. Os acidos organicos
gerados no meio atuam como catalisadores na solubilizacdo dos oligossacarideos e agucares
monomeéricos, junto aos ions hidrénio. Apés o rompimento das ligacGes glicosidicas, as
pentoses e hexoses podem ser degradadas a compostos furanicos, que sdo inibidores da
fermentacdo microbiana (MOSIER et al., 2005). Dai a importancia de se otimizar as condic¢des
do pré-tratamento por AH de forma a maximizar a biodegradabilidade do substrato e minimizar
a geracgdo de inibidores.

O pre-tratamento hidrotérmico produz duas fracfes: a) uma fase liquida (hidrolisado)
que contem os produtos oriundos da hemicelulose tais como oligossacarideos, acidos organicos,
furfural e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido e os compostos fendlicos derivados da lignina; b) uma
fase solida rica em celulose (AHMAD; SILVA; VARESCHE, 2018). Segundo Zhuang (2016),
a maior parte da lignina insoltvel fica depositada na parte sélida, uma vez que a macromolécula
sofre reacdes simultaneas de despolimerizacéo e repolimerizacao.

Temperatura, tempo de residéncia, pH e razdo liquido sélido sdo parametros importantes
no tratamento hidrotérmico da biomassa lignocelulésica. Alguns autores como Donoso-Bravo
(2016) defendem que o tamanho das particulas também é uma varidvel importante, uma vez
que particulas de tamanho maior podem apresentar um gradiente de temperatura entre as fases
externa e interna, acarretando diferencas na hidrolise. No entanto, outros pesquisadores como
Mosier (2005) defendem que a cominui¢do ndo é uma etapa necessaria ao pré-tratamento e
inclusive apontam esse fato como uma vantagem do processo. O principal argumento usado por
essa corrente de estudiosos € que o proprio aquecimento causa a desintegracdo das particulas
da biomassa (BAETA, 2016; DONOSO-BRAVO et al, 2016; MOSIER et al., 2005).

A constituicdo do hidrolisado hemicelul6sico esta relacionada a severidade do pré-
tratamento hidrotérmico. Em condi¢6es intermediéarias, os oligossacarideos sdo predominantes,
enquanto em condicGes severas 0s monossacarideos e produtos de degradacdo como compostos

furanicos e fendlicos aparecem em maiores quantidades. Nas condicGes de elevada severidade,
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o furfural pode se repolimerizar, representando uma pseudo lignina contabilizada na fracéo
solida (AHMAD; SILVA; VARESCHE, 2018).

A temperatura tem efeitos diferentes para os trés constituintes da biomassa. A
solubilizacdo da hemicelulose € favorecida por altas temperaturas, enquanto a lignina pode se
acumular mais na fracdo solida nessas condicdes. Ja a celulose é pouco afetada por esse
parametro em relacdo a hemicelulose e a lignina, visto que as temperaturas do processo variam
de 100 a 200°C e a sua solubilizagdo em oligossacarideos e hexoses geralmente comeca em
temperaturas mais altas, em alguns casos maior que 230°C, alcancando a completa
decomposicdo aos 295°C (AHMAD; SILVA; VARESCHE, 2018).

Dentre as principais vantagens do PTH, destaca-se o fato do mesmo néo requerer 0 uso
de produtos quimicos, tais como acidos, bases ou solventes organicos. Dessa forma, séo gastos
menos reagentes para a neutralizacdo do hidrolisado e o0 uso de materiais resistentes a corrosao
para a confeccdo dos reatores € dispensado. Além disso, o teor de inibidores gerados &€ menor
quando comparado a outros tipos de pré-tratamento (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

De acordo com Ahmad, Silva e Varesche (2018), além do elevado consumo de agua e
energia, as principais limitacdes da auto-hidrolise residem na sua implantacdo em escala
industrial, sendo as principais dificuldades a separacéo e extracao das correntes do processo; a
construcao de grandes reservatérios de agua; a complexidade para realizar o processo continuo
e o alto investimento do projeto.

A aplicacdo do pre-tratamento hidrotérmico com o objetivo de aumentar a producéo de
AGVs por meio da fermentacdo acidogénica foi estudada por Yin, Wang e Yang (2014), que
usaram residuos alimentares como substrato. Os autores concluiram que entre 0,294 - 0,411 g
AGVs poderia ser obtido por grama de residuo alimentar pré-tratado por via hidrotérmica (em
base seca) para as condi¢des estudadas.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que avaliaram a auto-
hidrolise do bagaco de oliva para a producdo de &cidos organicos. Entretanto, Rincon et al.,
(2013) avaliou o efeito do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de azeitona para a producéo
de metano, usando temperaturas de 100, 120, 160 e 180 °C, que foram aplicadas durante 60,
120 e 180 min. Os pesquisadores ndo notaram diferencas estatisticas significativas nos volumes
de metano produzidos depois de 20 dias. Além disso, os testes de producao de metano revelaram
dois estagios: um primeiro estagio exponencial e uma zona sigmoidal ap6s um periodo de
laténcia. No segundo estéagio verificou-se uma taxa de producdo de metano 22% maior para o

bagaco tratado a 180°C e 180 min em relagdo ao residuo ndo tratado.
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A revisdo da literatura ratifica que o presente trabalho tem um carater inovador e atual.
Ainda que o pré-tratamento hidrotérmico para a producdo de AGVs a partir da digestdo
anaerobia tenha sido avaliada para algumas biomassas, a proposta € inédita no caso do bagaco
de oliva.

3.4.Digestdo anaerobia para producdo de AGVs

A digestdo anaerdbia tem sido reportada pela literatura como uma das técnicas
aplicadas no tratamento dos residuos da industria de azeite. Neste processo biolégico os
microrganismos degradam a matéria organica na auséncia de oxigénio, produzindo metano e
gas carbbénico como produtos finais. Este processo fermentativo pode ser aplicado para o
tratamento de residuos, producdo de biofertilizantes e biogas. Dentre as vantagens
apresentadas pelo mesmo, estdo o baixo consumo energético, baixa producédo de lodo e boa
eficiéncia de degradacdo dos poluentes organicos presentes em agua residudrias.
(CHERNICHARO, 2007)

O mecanismo de decomposicdo anaerobia se da pela simbiose dos microrganismos,
que agem de forma interativa na conversdo da matéria organica, garantindo os nutrientes
necessarios para o seu proprio crescimento e reproducéo. As reagdes bioquimicas que ocorrem
no processo podem ser divididas em 4 fases: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese, conforme evidenciado na Figura 8 (SOARES; FEIDEN; TAVARES, 2017).
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Figura 8: Mecanismo da digestdo anaerobia a partir de residuos lignoceluldsicos
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Fonte: (BAETA, 2016; FACUNDES, 2014; MONLAU et al., 2011 - adaptado)

O processo comeca com a hidrolise bacteriana, que transforma a matéria organica
complexa (carboidratos, proteinas e lipidios) em monémeros sollveis como acucares e acidos
graxos de cadeias longas. Na acidogénese, as bactérias fermentativas acidogénicas
metabolizam os produtos da etapa anterior em substancias como alcoois, CO2, Hz, NH3z, H.S e
acidos graxos volateis de cadeia curta. Entdo, esses &cidos organicos resultantes sdo
transformados em acetato, hidrogénio e dioxido de carbono, que serdo metabolizados pelas
archeas metanogeénicas para a producdo direta de metano e didxido de carbono (MILANESE
et al., 2014; SOARES; FEIDEN; TAVARES, 2017).

As bactérias fermentativas acidogénicas possuem baixo tempo minimo de geracao (~30
minutos), com elevadas taxas de crescimento em relacdo a outros microrganismos do consorcio
microbiano. Nesse sentido, a acidogénese sO € uma etapa limitante na digestdo anaerdbia se o
substrato a ser degradado néo for facilmente hidrolisado. (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).
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A conversdo de glicose em &cido acético ¢ a reacdo que fornece as bactérias acidogénicas maior
rendimento de energia para o crescimento, conforme a equacdo (1). Todavia, o acimulo de
hidrogénio pode acarretar em desvios na rota metabdlica para a producdo de acido butirico e
propidnico, como um mecanismo de manter o equilibrio do sistema, conforme as equacdes (2)
e (3) (MOSEY, 2018).

CsH1206 + 2H20 — 2CH3COOH (acético) + 2CO2 + 4 H» 1)
CsH120s — CH3CH2CH>COOH (butirico) + 2CO2 + 2 H» (2)
CeH1206 + 2 H, — CH3CH2COOH (propidnico) + 2 H.0 3)

Como observado na Figura 8, a digestdo anaerdbia € um processo que depende de um
conjunto de microrganismos trabalhando de forma sinérgica para que 0 processo ocorra.
Quando se deseja a obtencdo maximizada do biometano o sistema deve ser otimizado de forma
a manter as condicdes ideais para as classes dos microrganismos de baixa taxa de crescimento,
ou seja, 0s acetogénicos e metanogénicos (CHERNICHARO, 2007). Além do biometano, a
DA é um processo capaz de produzir como produtos intermediarios o bio-hidrogénio e os
acidos graxos volateis (AGVSs), cuja recuperacdo pode ter um grande interesse econémico.
Comparando com 0 gas, a estocagem e transporte dos AGVs é mais segura. Além disso, o
valor agregado dos AGVs o qual esta na faixa de 600-4250 $ ton™* pode ser maior que o do
metano, o qual esta proximo de 1100 $ ton (ATASQY et al., 2018). Sendo assim, os AGVs
podem ser considerados substancias atrativas para serem produzidas a partir da DA
acidogénica de residuos organicos, tais como o bagaco de oliva (OLESKOWICZ-POPIEL et
al., 2012; ZACHAROF; LOVITT, 2013; CALT, 2015; FEI et al., 2015; DUAN et al., 2018).

A fermentacdo acidogénica de residuos agroindustriais ocorre em funcao de uma serie
de reacdes quimicas catalisadas por diferentes enzimas. Dentro do digestor coexistem diversas
rotas metabolicas nas quais o piruvato é convertido em uma ampla faixa de produtos como
acetato, propionato, butirato, etanol, propanol, butanol, H2 e CO2. As proporcdes de piruvato
dirigido para cada via metabolica varia com o substrato utilizado, as condi¢cdes de operacgéo do
meio e as propriedades dos micro-organismos. As rotas metabdlicas acidogénicas sdo
denominadas de acordo com os principais produtos liquidos formados, sendo geralmente
classificadas como: (1) acetato-etanol, (2) propionato, (3) metabélico do tipo butirato, (4) acido
misto (5) lactato e (6) homoacetogénica (BHATIA; YANG, 2017; LYU et al., 2018).

Durante a DA, os AGVs sdo consumidos rapidamente quando uma populacdo de

bactérias metanogénicas se encontra presente em quantidade suficiente e as condi¢des
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ambientais no interior do sistema de tratamento sdo favoraveis (CHERNICHARO, 2007).
Dessa forma, uma das formas de aumentar o controle das reagdes que ocorrem no sistema para
melhorar a eficiéncia do processo e/ou direcionar a formacdo dos produtos é a divisdo espacial
do processo em dois estadgios. No primeiro estagio ocorrem a hidrélise e a acidogénese,
enquanto a acetogénese e a metanogénese ocorrem no segundo estagio. E importante ressaltar
que a producdo dos &cidos organicos requer o controle de algumas variaveis, com destaque
para pH, temperatura, tempo de detenc¢do hidraulica e a carga organica aplicada (STRAZZERA
etal., 2018).

O pH é uma variavel crucial na producdo dos AGVs por fermentacdo acida e deve ser
favoravel tanto para a hidrolise quanto para a acidogénese, podendo ser ajustado para a
producéo direcionada de determinado &cido organico (LYU et al., 2018). De acordo com Liu
e colaboradores (2012), a atividade dos microrganismos ¢ afetada por esse parametro, uma vez
que muitas enzimas sdo intolerantes a meios extremamente acidos (pH<3) ou alcalinos
(pH>12). Dessa forma, os valores 6timos de pH para producéo de AGVs a partir de residuos
organicos encontram-se frequentemente numa faixa entre 5,25-11, sendo que os intervalos
especificos dependem das caracteristicas especificas de cada substrato (LEE et al., 2015).

No que se refere a temperatura, a condi¢cdo mesofilica (35°C) é usada com frequéncia
em funcao dos altos rendimentos na producdo de AGVs, sendo eficiente e econdémica quando
comparada a temperaturas mais elevadas e que demandariam um gasto maior de energia para
a manutencédo do sistema (JIANG et al., 2013; LYU et al., 2018). Em relacdo a influéncia da
temperatura na composi¢do dos AGVs produzidos, a literatura mostra divergéncia de opinido
e resultados entre alguns autores. Lyu et al., (2018), suportado pelo trabalho de Jiang et al.,
(2013), afirma que a temperatura de trabalho muda radicalmente a composi¢édo individual dos
AGV na solucdo gerada. Ja Khan et al., (2016), baseado nos resultados de Yuan (2011),
acredita no contrario.

Alguns estudos relataram que a temperatura tem menor influéncia na producdo de
AGVs em comparacdo com o tempo de detencdo hidraulica (TDH), que deve ser
suficientemente longo para que 0s microrganismos tenham tempo para reagir com o substrato
e produzir os AGVs. Porém, chega um determinado momento em que o aumento no TDH néo
contribui para uma maior producéo de acidos, visto que o rendimento dos mesmos se mantém
estavel em razdo da limitagdo na disponibilidade do substrato (KHAN et al., 2016; ATASOY
etal., 2018; LYU etal., 2018).
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De forma analoga ao TDH, o aumento da carga organica aplicada (COA) tende a
aumentar a producdo de AGVs em razdo da disponibilidade do substrato. Entretanto, o
aumento da viscosidade do meio pode ocorrer de forma concomitante, culminando na operacéo
instavel do sistema (LYU et al., 2018). Em 2008, Rincon e colaboradores realizaram um estudo
de fermentacdo acidogénica do bagago de oliva para COA que variaram de 3,2 a 15,1 ¢
DQO (L.d)™. O resultado indicou que a concentracido maxima de AGV ocorreu para a COA
de 12,9 g DQO (L.d)™.

Além do controle dos parametros citados, algumas aces podem ser tomadas para
aumentar a producdo de AGVs. Dentre elas, estdo a adigdo de inibidores do crescimento dos
microrganismos metanogénicos ao sistema (exemplo: &cido 2-bromoetanosulfénico,
lumazina) e o pré-tratamento térmico do inoculo para enriquecimento das bactérias
acidogénicas. Segundo Shida (2008), os parametros do pré-tratamento térmico variam para o
inoculo, sendo comuns faixas de temperatura entre 90-105°C e tempos de exposicdo de 10

minutos a 2 horas.

3.4.1. Acidos graxos volateis: importancia, aplicacdes e tendéncias

Conforme mencionado anteriormente, um dos produtos possiveis de serem produzidos
a partir da DA acidogénica do bagaco de oliva sdo os acidos graxos volateis, 0s mesmos séo
acidos organicos de cadeia curta, baixa massa molar e elevado carater hidrofilico que contém
de dois a seis a&tomos de carbono. Estes compostos sdo amplamente utilizados na industria
quimica, alimenticia, farmacéutica e bioldgica, sendo aplicados para a producdo de
biopolimeros e biocombustiveis (SINGHANIA et al., 2013).

Os &cidos carboxilicos sdo precursores de alguns outros grupos funcionais, tais como
ésteres, cetonas, aldeidos, alcoois e alcanos. Logo, os AGVs fazem parte de um grupo de
compostos quimicos conhecidos como construtores, uma vez que servem como base para a
formacdo de outros produtos. Esta caracteristica faz com que eles tenham uma demanda
elevada e crescente no mercado, cujas movimentacdes deverdo ultrapassar os 20 bilhdes de
ddlares em 2024, representando um aumento de 5% em relacdo a 2016 (GLOBAL MARKET
INSIGHTS, 2016; ATASOQY et al., 2018). Algumas aplicacdes e preco de mercado de alguns
AGVs (férmico, acético, propibnico, isobutirico, butirico, isovalérico e valérico) estdo

sintetizados na Tabela 2.
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Tabela 2: Aplicacgdes e preco de mercado de alguns AGVs

AGV Estrutura Aplicagdes (Z;fgr?)
o} Agente antibacteriano;
O-H Processamento de borracha;
o Producdo de aditivos e conservantes;
- / producéo de vinagre;
Acetico HC Sintese de polimeros, adesivos e corantes; 600
OH Industria de cosméticos;
Aditivo alimentar;
oH  Aromatizante;
Propionico H3C/\||/ Produtos farmacéuticos; o 2000
0 Suplemento alimentar para animais,
Producdo de herbicidas;
Produtos farmacéuticos (perfumes);
Suplemento alimentar animal;
Butirico Agente flavorizante; 2163

(|3| Fabricacdo de fibras, de alimentos e bebidas

Insumo na producdo de cosméticos;

0
. H.C ” Aditivos alimentares;
Isobutirico 8 ' 3210
\CE\OH Producdo de solventes;
3

C/\/\/OH

Valérico @ I Intermediario na produgdo de ésteres, 4051
o) cetonas e alcoois secundarios).
HyC oy Agentes plastificantes;
Isovalérico Y\”/ Industria de perfumes; 3387
HC O Intermediario para a sintese de inseticidas,

fungicidas e depressores;
Fonte: (ZACHAROF; LOVITT, 2013; CALT, 2015; BHATIA; YANG, 2017; ATASOY etal.,

2018; STRAZZERA et al., 2018)

Atualmente, a producéo dos AGVs se da principalmente por oxidagdo ou carboxilacdo

de precursores quimicos, tais como aldeidos e alcenos, que sdo derivados do processamento
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de petroleo (STRAZZERA et al.,, 2018). As rotas quimicas baseadas em produtos nédo
renovaveis de fontes petroquimicas representam cerca de 90% da producdo mundial,
ocasionando efeitos negativos a saide e ao meio ambiente (ATASQY et al., 2018)

Alguns autores como Atasoy e colaboradores (2018) apontam que a emisséo de gases
de efeito estufa registrada pela producdo do cido acético, um dos &cidos graxos volateis mais
usados na industria petroquimica, é de aproximadamente 3,3 tCO> eq/t de acido produzido. Em
2009, no relatério “Energy Savings 2020, a Unido Europeia se comprometeu a reduzir as suas
emissdes de gases de efeito estufa entre 80% e 95% até 2050 (ATASQY et al., 2018).

Aléem dos compromissos ambientais, a menor disponibilidade dos recursos nédo
renovaveis no futuro e os riscos geopoliticos provenientes da dependéncia do petrdleo por
paises politicamente instaveis, corroboram para a busca de técnicas de producédo de AGVs
alternativas que sejam sustentaveis e utilizem matérias-primas renovaveis. Nesse sentido, as
rotas bioldgicas que utilizam a DA acidogénica de residuos agroindustriais como substrato,
surgem como uma alternativa promissora e real, convergindo para o conceito de economia
circular ciclo biobaseada, tema relevante e amplamente estudado nos altimos anos (BHATIA,;
YANG, 2017).

Na base do Scopus (2019), € perceptivel como as producdes bibliograficas inclinadas
para estudos que envolvem os acidos organicos cresceram substancialmente na Gltima década.
Enquanto em 2009 foram publicados 48 artigos que continham o termo “volatile fatty acids”
na base, em 2019 esse nimero foi de 152 artigos, que é uma quantidade maior do que os 132
artigos publicados em 2018. Dentre os residuos que ja foram usados como matéria-prima para
a producédo de AGVs incluem as microalgas, residuos sélidos municipais, palha de milho, cama
de frango, manipueira e soro de queijo (JANKE et al., 2016; MURALI; FERNANDEZ;
AHRING, 2017; ATASOQY etal., 2018). Alguns trabalhos que estudaram a producdo de AGVs

a partir de residuos sdo apresentados na Tabela 3:
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Tabela 3: Trabalhos reportados na literatura que estudaram a producéo de AGVs

Composicéo (%)

Resid Condicdes de Producdo ) )
esiauo processo de AGVs Acido Acido Acido o
" o - utros
Acético Propidnico Butirico
Lodo granular pH 10; 35 °C; batelada 2,10gL? 40,3 3,4 56,3 -
Aguas pH 5,5; 35 °C;
residuarias da continuo, COA 1
producdo de 20 g DQO. (L.d)*%; 27519l >7 21 8 14
azeite TDH 2 dias
Residuos
solidos pH 10; 35 °C; batelada ~7,4gL? 70 7 13 10
municipais
Melago pH 7; 37°C; batelada 3,26 g L™* 46 41 13 -
Restosde 1 g 350C: continuo 2507 g L™ 60 15 10 15
atum
Residuos pH 6; 35 °C; TDH 6
) dias; COA9g(Ld)* 250¢gL™* 48 36 11 5
alimentares

semicontinuo

PTH (160°C; 30 min,
Residuos RLS 3,2);

-1 _
alimentares Fermentacdo: pH 6; 341gl 311 412 20,1
30°C; batelada
PTH (140°C; 30 min,
Residuos RLS 3,2); 1 i
alimentares Fermentacdo: pH 6; 308gL 352 38,6 26,2
30°C; batelada
Explosdo a vapor (RLS
. or - H .
palha de milho > 190°C; 30min), 506010 g7 22 9 2

Fermentacédo: pH 6,5;
37°C; semicontinuo

PTH com &cido diluido
(120 °C - 1% H2S04 -

Cfa;;r;]a ge 90 miny, Fermentagdo: ~ 15,0g L™ - - - -
g pH 5,5; 30 °C;
batelada

Fonte: (LIM et al., 2008; SILVA et al., 2013; YIN; WANG; YANG, 2014; BERMUDEZ-
PENABAD; KENNES; VEIGA, 2017; GARCIA-AGUIRRE et al., 2017; KURUTI et al.,
2017; MURALLI; FERNANDEZ; AHRING, 2017; YARIMTEPE; OZ; INCE, 2017; ATASOY
etal., 2019)
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No que tange aos subprodutos da inddstria de azeite, poucos trabalhos na literatura
visaram a produgdo e recuperacdo dos AGV’s a partir destes substratos. Yaritempe e seus
colaboradores (2017) investigaram o perfil da producdo de acidos graxos volateis a partir da
acidogénese das aguas residuais oriundas do processamento do azeite. O residuo passou por
um pré-tratamento de eletrocoagulacdo que visava a reducdo da quantidade de solidos
suspensos para desintoxicagdo do efluente. A taxa maxima de acidificacao foi de 68% e o &cido
acético foi o composto produzido em maior proporcao para todas as condicdes estudadas
(YARIMTEPE; OZ; INCE, 2017).

Além da avaliacdo das caracteristicas do substrato a ser utilizado para producdo dos
AGVs a partir de residuos lignoceluldsicos e as condic6es operacionais do processo de digestdo
anaerdbia, a recuperacdo dos AGVs produzidos a partir dos residuos é tdo importante quanto o
processo de fermentacdo e otimizacdo da producao desses acidos. No entanto, em um sistema
complexo, a recuperacdo é a parte mais desafiadora da cadeia de producdo dos AGVs, se
tornando ainda mais dificil quando a recuperacéo é feita de forma individual (ZACHAROF;
LOVITT, 2014).

Um amplo nimero de técnicas € utilizado para recuperacdo dos AGVs, dentre elas
podem ser citadas algumas como stripping gasoso com absorcdo, adsorcdo, extracdo por
solventes, eletrodialises, osmose reversa, nanofiltracdo e separacdo por membrana. Até o
presente momento ndo existe um consenso em relacdo a qual € a técnica mais recomendada
para recuperacdo dos AGVs. (ATASOY et al., 2018).

O cenario exposto revela que a producéo dos AGVs a partir da digestdo anaerdbia dos
residuos da industria de azeite € um assunto ainda inexplorado e que merece a atencdo dos
pesquisadores, considerando o grande volume desses residuos gerado a nivel global e as atuais

perspectivas de um mercado dominado pela economia circular biobaseada.
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4. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO PROJETO

A producdo de azeite no Brasil apresentou evolugdo crescente nos ultimos anos,
ganhando destaque no cenério nacional. Entretanto, na industria oleicola apenas 20% (em
massa) das azeitonas que dao entrada no processo sdo convertidas em azeite. Os outros 80%
correspondem aos residuos gerados (RINCON et al., 2009). Nessa perspectiva, 0 projeto
proposto vislumbrou estudar uma alternativa tecnoldgica para producdo de AGVs a partir do
bagaco de oliva, buscando a valorizacdo do residuo ao mesmo tempo que 0 mesmo é inserido
em uma cadeia produtiva circular biobaseada. Além disso, a producdo de substancias até entdo
produzidas a partir de fontes ndo renovaveis como é o caso dos AGVs a partir de matéria prima
renovavel, preferencialmente residuo, é extremamente interessante sob a Otica da
sustentabilidade.

Os AGVs possuem diversas aplicacdes, o que garante a eles um lugar de destaque entre
0s produtos quimicos considerados dos blocos construtores. Logo, a sua producéo a partir de
correntes residuais corresponde perfeitamente a um tipo de economia circular. Por exemplo,
enquanto a capacidade potencial de producdo de AGV dos paises da Unido Europeia a partir de
aguas residuais da industria de laticinios é projetada como 10 Mt/ano (acido acético eq), estima-
se que 2 Mt de acetato, 1,28 Mt de butirato e 1,54 Mt de propionato poderiam ser recuperados
anualmente. Na escala global, os valores sdo 9,15 Mt de acetato, 5,39 Mt de butirato e 6,47 Mt
de propionato (ATASQY et al., 2018).

Alguns trabalhos ja apontam a utilizacdo de residuos agricolas para producdo de
produtos de valor agregado como os AGVs considerando o conceito de biorrefinaria. No
entanto, os pesquisadores atribuem algumas dificuldades para efetivacdo desta pratica. Dentre
0s problemas citados, estdo as atividades metabolicas descontroladas, presenca de
microrganismos metanogénicos ocasionadas pelas caracteristicas do substrato e das condigdes
de fermentacdo acida e recuperacdo dos AGVs (ATASOQY et al., 2018)

O presente trabalho abordou o primeiro item, pois pretende avaliar o efeito das
caracteristicas do substrato, bem como as condi¢bes 6timas de acidificacdo na geracdo de
AGVs. E importante ressaltar que existem na literatura poucos trabalhos que utilizam o bagaco
de oliva como matéria prima para producdo de AGVs. Dentre os estudos avaliados nenhum
deles discutiu o efeito do pré-tratamento hidrotérmico no grau de acidificacdo e na concentragéo
e perfil das espécies acidas produzidas. Portanto, os resultados do presente trabalho contribuirdo
de maneira importante para aqueles que pretendem utilizar o bagago de oliva como matéria

prima de uma biorrefinaria.
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5. METODOLOGIA

As etapas sequenciais que nortearam o delineamento experimental do trabalho estéo
apresentadas na Figura 9.

Figura 9: Fluxograma gréfico do delineamento do trabalho
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METAGENOMICA
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5.1.Caracterizacdo do bagaco de oliva

O bagaco de oliva foi cedido pela cooperativa “Serra que chora”, localizada no
municipio de Barbacena, Minas Gerais, Brasil, durante a safra de 2018. O bagaco Umido
proveniente de um sistema de duas fases foi armazenado em baldes de polipropileno e
acondicionado em camara fria para preservacdo do material. Para caracterizacdo, o bagaco de
oliva bruto, que é naturalmente uma pasta, foi submetido a um processo de prensagem em uma
prensa hidraulica da marca SOLAB, modelo SL-10 a uma pressdo aplicada de trabalho de 9
toneladas. Tal acdo visou promover a separacdo da fracdo solida (FS) e da fracdo liquida (FL)
da mistura. Dessa forma, tanto a mistura do bagaco de oliva bruto (B) quanto as frac6es sélida

e liquida foram caracterizados.

5.2.Determinacéo de sélidos totais, volateis e fixos do bagaco Umido

Os cadinhos de porcelana foram identificados e levados para calcinar na mufla
(Magnu’s®, microprocessado de 1100°C) a 525°C por 2 horas. Assim que a mufla atingiu a
temperatura de seguranga (abaixo de 150°C), os cadinhos foram resfriados em dessecador,
pesados (Po,) e uma massa de 10,0000 g do bagaco de azeitona foi usada para realizagdo do
teste. Posteriormente eles foram colocados na estufa (SOLAB®, modelo SL-102/100) & 105°C

por 24 horas, sendo resfriados em dessecador e pesados (P1) novamente. Em seguida, as
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capsulas seguiram novamente para a mufla a uma temperatura de 525°C por 2 horas a uma taxa
de aquecimento de 2°C min™. A Gltima etapa consistiu em resfriar os cadinhos em dessecador
e pesa-los (P2). O célculo dos sélidos totais, volateis e fixos é realizado respectivamente de
acordo com as equagdes (4), (5) e (6):

(P1-Po)

% Sélidos totais = P e——

x100 4)

(P1-P2)

% Solidos totais volateis = ————x100 (5)
% Sdlidos totais fixos = %xloo (6)

5.3.Anédlise granulométrica

Foram pesados aproximadamente 150,0000g do bagagco de oliva bruto seco e
previamente macerado. A amostra foi quarteada e submetida a um agitador de peneiras
(Bertel®) com uma série de peneiras cujas aberturas eram: 10, 32, 48, 60 e 100 mesh. O sistema
foi mantido em agitacdo por dez minutos, na posicdo 2. Ao fim do ensaio, a massa retida em

cada peneira foi pesada, possibilitando a observacao da distribuicdo granulométrica do material.

5.4.Teor de umidade

O teor de umidade no bagaco de oliva foi determinado utilizando uma balanca de
umidade da marca OHAUS, modelo MB25. Foram pesados aproximadamente 0,500 g da
biomassa na balancga termogravimétrica, que aquece a amostra a temperaturas de 110°C até que
a variacdo da massa seja desprezivel. Dessa forma, o equipamento calcula o teor de umidade
automaticamente pela relacdo percentual entre a massa perdida durante o aquecimento e a

massa inicial utilizada por meio da seguinte relacéo:
U(%) = =20 x100 7)

Em que: U é o teor de umidade da biomassa; mi é a massa em base seca (g) e mf € a

massa final.
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5.5. Lipidios

A metodologia utilizada na determinacéo de lipidios segue a norma EEC (Comunidade
Econdmica Europeia) N° 2568/91, adaptada conforme descrito a seguir. Foi utilizado um
extrator de 6leos e gorduras da marca Solab (Modelo SL 202/6) e ciclo-hexano como solvente.
Os frascos reboiler foram previamente secos em estufa por uma noite, colocados em um
dessecador e pesados (Po). A umidade do bagaco foi medida em uma balanca de umidade e
posteriormente foram pesadas cerca de 10,0000 g da amostra em base seca num cartucho de
papel filtro previamente pesado e tarado, que ficou em refluxo por 4 horas com o solvente.
Decorrido esse tempo, o tubo recuperador de solvente foi encaixado e assim permaneceu por 2
horas. Os fracos reboiler seguiram para a estufa de circulagcdo a 105°C por dez minutos, foram
resfriados em dessecador e pesados. Esse procedimento de colocar os tubos na estufa, resfriar
e pesar foi repetido até que se obtivesse peso constante (P1).

O teor de lipidios foi calculado pela seguinte equagéo:

(Peso frasco final (P1)—Peso frasco inicial (Po)) x100

% Lipidios = (8)

M amostra em base seca

5.6.Extrativos

A umidade do bagaco de oliva remanescente da analise do teor de lipidios foi medida
em balanca de umidade. Entéo, a massa restante foi pesada e colocada em um cartucho Soxhlet
feito com papel filtro. Foram adicionados 125 mL de etanol e 125 mL de ciclo-hexano em baldo
volumétrico de fundo redondo de 1000 mL. O sistema Soxhlet foi montado e a extracao ocorreu
por 48 horas. A amostra restante dos extrativos foi filtrada a vacuo em funil de Buchner, sendo
lavada com 300 mL de agua destilada corrente. Posteriormente, a biomassa foi seca em estufa
de circulacdo da marca Solab (Modelo SL 102) por 24 horas a 40°C. Depois da secagem a
amostra foi pesada e sua umidade novamente medida na balanca de umidade. O célculo do

percentual de extrativos foi realizado de acordo com a seguinte equacgao:

Massa inicial (base seca) -Massa final (base seca)

(% Extrativos) = x(100 — %Lipidios)  (9)

Massa inicial (Base Seca)
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5.7.Teor de lignina insolavel pelo método Klason e cinzas

O teor de lignina Klason da amostra foi determinado segundo a Norma TAPPI
T222 om-02 (Acid-insoluble lignin in wood and pulp), modificada de acordo com o descrito a
seguir. Pesou-se aproximadamente 0,7133 g em base seca de bagaco de oliva previamente
moido (20 mesh) e transferiu-se para um tubo autoclavavel de 500 mL contendo 10,7 mL de
solugdo de acido sulflrico 72% (d = 1,6338 g mL™). A mistura foi agitada moderadamente em
chapa magnética (Fisatom®, modelo 751) por duas horas. Posteriormente, foram adicionados
aos tubos autoclavaveis 400 mL de agua destilada para que o &cido fosse diluido a uma
concentragdo de 3% (m v?'). Em seguida, os tubos foram levados a uma autoclave
(PRISMATEC®, modelo CS) previamente aquecida a uma temperatura de 121°C por 1 hora.
Finalizada a hidrdlise, iniciou-a filtracdo a quente da solucdo em funil de placa sinterizada do
tipo ASTM 10-15M previamente seco em estufa a 105°C por 1 hora e pesado (mo). O material
insoluvel foi seco em estufa a 80°C por 4 horas e resfriado em dessecador até peso constante
(m31). Ap0s esta etapa o cadinho pesado foi levado a mufla, programada para atingir 525°C em
uma taxa de aquecimento de 2 °C min™. Os cadinhos permaneceram a 525°C por 2 horas e
foram retirados assim que a mufla atingiu a temperatura de seguranca, sendo resfriados no
dessecador por 30 minutos e pesados (mz). O teor de lignina insoluvel foi determinado
gravimetricamente e calculado segundo a equacao (10), enquanto o teor de cinzas da lignina foi

calculado conforme a equacéo (11):

(%Lignina Insoluvel) = %x (100 — (%Lipidios) — (%Extrativos)) (10)
%Cinzas = wx (100 — (%Lipidios) — (%Extrativos)) (12)

mi

Em que mo é a massa do cadinho apds a calcinacdo, m; a massa do cadinho com a
amostra apos a estufa, mz a massa do cadinho com amostra apos a mufla e m; é a massa inicial(g)

de amostra livre de umidade.

5.7.1. Teor de lignina soltvel

Para determinacdo da lignina solivel foi utilizado o filtrado obtido durante a
determinacdo da lignina insolivel pelo método Klason, que foi diluido 5 vezes em baldes
volumeétricos de 50 mL. A quantificacdo da lignina soltvel foi feita por meio da medida de

absorbancia em 215 nm e 280 nm, em um espectrofotdmetro Thermo Fisher Scientific, modelo
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G10S UV-VIS. As concentrac@es de lignina soltvel foram calculadas utilizando a equacgéo (12),

modificada para a dilui¢do utilizada.

CLS — <5x (4,53.Ab$215 nm‘AbSZSOnm))x % (12)

300 me

Em que 0,5 = volume do baldo volumétrico utilizado no teste Klason e me = massa de
entrada da biomassa no teste Klason. Em base seca
A equacdo (12) é resultante da resolucdo do seguinte sistema de equagdes:
Azg0=0,68 Cp + 18 CL
A215=0,15Cp+ 70 C_
Nas quais:
Azgo = valores de absorbancia da solucéo a 280 nm
Az15 = valores de absorbancia da solucéo a 215 nm
Cp = concentracdo de carboidratos (g L™)
C. = concetracdo de lignina soltvel (g L™)

Cabe ressaltar que os valores 0,68 e 0,15 sdo respectivamente as absortividades molares
dos carboidratos em 280 nm e 215 nm, respectiviamente, e os valores 18 e 70 séo absortividades

molares da lignina soltvel em 280 e 215 nm, respectivamente.

5.7.2. Determinacao dos teores de celulose e hemicelulose

As solucdes resultantes do método de determinacdo da lignina Klason (5.7) foram
filtradas com membranas de nitrato de celulose (Unifill) com poros de tamanho igual a 0,22
KM e injetadas em vials para determinacédo dos teores de celulose e hemiceluloses por meio de
analise cromatografica, que detectou os seguintes compostos: celobiose, glicose, xilose,
arabinose, acido formico, acido acético, 2-furfuraldeido (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido
(HMF).

As analises cromatogréaficas foram realizadas em um cromatografo de fase liquida de
alta eficiéncia (CLAE), da marca Shimadzu®, equipado com sistema quaternario de bombas
(LC-20AD), injetor automatico (SI1L-20AC), detector de indice de refragio (Shimadzu®, model
RID-6A), detector UV-Vis (SPD-20A), forno (CTO-20A) e uma coluna do modelo Aminex
HPX 87H (300 x 7.8 mm BIO-RAD), mantida em 55°C . A fase mdvel utilizada para separagdo
dos compostos foi acido sulfirico 0,005 mol L?, bombeado em um fluxo isocratico de

0,6 mL min™.
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Os aclcares foram analisados e quantificados pelo detector de indice de refracgdo,
enquanto os acidos organicos e os aldeidos foram detectados e quantificados pelo detector
UV- Vis operado em canal duplo com comprimentos de onda iguais a 210 nm para
determinacédo de &cidos e 274 nm para determinacdo de FF e HMF.

Depois da quantificagdo dos compostos, as massas de celobiose, glicose, &cido formico
e HMF foram convertidos em teor de celulose, conforme a equacéo (13). As massas de xilose,
arabinose, &cido acético e FF foram convertidas em teor de hemicelulose, de acordo com a
equacéo (14):

(0,95.Cc+0,9.C4+3,52.C4c5+1,286.Cyp) XV f

m;

Celulose (%) = x(100 — % Lipidios — %Extrativos) (13)

Hemicelulose (%) = 288Cxt088Cat0OTT Cant LITSCrrlXV] 410 — o Lipidios — %Extrativos) (14)

m;

Em que: Ccé a concentracdo de celobiose, Cc € a concentracdo de glicose, Chmr € a
concentracdo de HMF, Cacf é a concentracdo de acido férmico, Cxé a concentragéo de xilose,
Ca é a concentracdo de arabinose, Caa, a concentragdo de cido acetico, Crr € a concentragéo
de furfuraldeido e VVr é 0 volume total aferido no baldo durante o teste Klason, conforme

descrito anteriormente.

5.7.3. Balanco de massa

O balanco de massa para os componentes do bagaco de oliva foi calculado

por meio da equacéo (15).

Balango de massa (%) = Cel + Hem + Lig + Cinzas + Extrativos + Lipidios (15)

A equacdo (15) corresponde a soma dos teores de celulose, hemicelulose, lignina total,

cinzas, extrativos e lipidios.

5.8.Demanda quimica de oxigénio (DQO): refluxo aberto

A quantificacdo de DQO nas amostras foi feita por meio da metodologia UNE
77004:2002, procedimento apropriado para amostras que contém grande quantidade de sélidos

em suspensdo. Primeiramente foi preparado um branco, que passou pelos mesmos
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procedimentos que as amostras, acrescentando-se ao tubo digestor 10 mL de &gua. Para a
quantificacdo da DQO nas amostras sélidas foi adicionado ao tubo digestor 0,1000g da
biomassa em base seca e 10 mL de agua. Ja para os hidrolisados obtidos apds o pré-tratamento
por auto hidrolise foi adicionado ao tubo 1,00 mL da fracdo liquida resultante do pré-tratamento
e 9 mL de &gua. O restante do método é comum para 0s dois tipos de amostra.

Sendo assim, foram adicionados lentamente 20 mL da solugéo de digestdo (0,2 M de
K2Cr,07) e 30 mL da solucéo catalitica (10g L de AgSO4 em H,SO.). Depois que as solugdes
foram adicionadas, um condensador de bolas foi acoplado ao tubo digestor. Os tubos foram
adicionados ao bloco digestor da marca TECNAL modelo 040/25, previamente aquecido a uma
temperatura de 151 £+ 2°C. A digestdo foi realizada na capela, por duas horas. Posteriormente,
0s tubos digestores foram retirados do bloco digestor e colocados em um suporte para resfriarem
até temperatura ambiente. Depois do resfriamento dos tubos, os condensadores foram
desacoplados e o contetdo digerido foi transferido para um erlenmeyer de 500 mL, onde se
adicionou 440 mL de agua destilada. Além disso, adicionou-se 10 gotas de indicador de
ferroina. Os erlenmeyers seguiram para a titulagdo cujo titulante foi uma solucéo de sulfato
ferroso amoniacal (FAS) previamente normalizada conforme descrito no proximo paragrafo. O
procedimento de titulagdo foi realizado com auxilio de uma lampada branca para facilitar a
observacdo da viragem. Dessa forma, os erlenmeyers ficaram sobre agitagdo magnética
moderada e a FAS foi adicionada até o ponto de viragem, caracterizado por um tom de marrom.
O volume de titulante gasto foi anotado.

A solucéo de sulfato ferroso amoniacal utilizada como titulante foi preparada por meio
da dissolucdo de 200 g de Fe(NOa4)2(SOs4)2.6H.0 em 500 mL de &gua destilada, sendo
adicionado lentamente um volume de 40 mL de H>SOs (96%). O volume da solugédo foi
completado com &gua destilada até 1,0 L. Na normalizacdo do FAS, adicionou-se a um
erlenmeyer de 500 mL: 10mL de solucéo padrdo de K,Cr,O7 (1 N; 0,166 mol L), 30 mL de
H2S04 (96%) e 460 mL de agua destilada. A titulagéo foi realizada conforme descrito para as
amostras da digestdo e o volume de FAS consumido foi anotado. Assim, o célculo da

normalizacdo foi realizado por meio da equacéo (16):
Cl' Vl = Cz. V2 (16)

Em que: C; é a concentracdo da solugdo padrdo de K2Cr207 (1N);
V1 é 0 volume da solucdo padrdo utilizado (10 mL);
C. é a concentracdo da solucéo FAS (N); e

V- é 0 volume de FAS gasto na titulagdo (10 mL).
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Sabendo a normalizacdo da solugdo de FAS, a demanda quimica de oxigénio (DQO)
das amostras sélidas é calculada pela equacdo (17):

(Vb= Va)8.N

mps

DQO = (17)

Em que: DQO é a demanda quimica de oxigénio da amostra (mgO, g™%);
V) é 0 volume de FAS gasto na titulagdo do branco (mL);
V. € 0 volume de FAS gasto na titulagdo da amostra (mL);
N é a normalidade da solucéo de FAS (N); e
mgs € a massa de bagaco em base seca (Q).
8 representa o fator de conversdo do oxigénio expresso em mg.
J& a demanda quimica de oxigénio (DQO) das amostras liquidas é dada pela equagéo
(18):

(Vp— Vg).8000 .N
Vu

DQO = (18)

Em que: DQO é a demanda quimica de oxigénio da amostra (mgO2 g2);
8000 representa o fator de conversdo do oxigénio expresso em mg.
Vb € 0 volume de FAS gasto na titulacdo do branco (mL);
Va é 0 volume de FAS gasto na titulacdo da amostra (mL);
N é a normalidade da solucdo de FAS (N); e

VH € 0 volume de amostra liquida (hidrolisado) utilizado (mL).

5.9. Fenois

A quantificacdo do teor de fendis totais segue a metodologia proposta por Rosseti,
(2007), modificada de acordo com o descrito a seguir. A primeira etapa € a de extracdo. Para as
fracdes sélidas foi adicionado a um tubo falcon de 15 mL, 1,0000g da amostra em base seca e
10 mL de acetona 70% (v v1). Para hidrolisados hemicelulésicos foram adicionados 1 mL da
amostra e 9 mL de acetona 70% (v v!). Em seguida, os tubos contendo as misturas foram
colocados em um bequer contendo agua com gelo, que foi submetido ao ultrassom por 20
minutos. Posteriormente, os tubos falcon foram levados a uma centrifuga a 3000 rpm por 10
minutos. Para a etapa de analise foram coletados do tubo falcon 50 pL do extrato (sobrenadante
apos centrifugacdo) e adicionados em um tubo de ensaio com tampa juntamente com 450 pL
de agua deionizada, 520 pL do reagente Folin Ciocalteau (solu¢do contendo molibdato,
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tungstato e acido fosférico) e 1,25 mL de solugdo de carbonato de sddio 7% (m v1). Em seguida,
0s tubos foram levados para agitacdo em vortex por 5 minutos, sendo deixados em local sem
incidéncia de luz por 35 minutos. Finalizado esse tempo, as amostras foram analisadas em um
espectrofotdbmetro com comprimento de onda fixo em 725 nm. A quantificacdo de fenois totais
foi realizada a partir do método de calibracéo externa usando solucgdes padrdes de acido tanico
em diferentes concentragdes. Para curva de calibracdo foram adicionados em tubos de ensaios
volumes crescentes (20, 60, 80, 100, 250 e 500 pL) de solugdo de acido tanico 0,1 g L *em
tubos de ensaio e completados com &gua deionizada até completar 500 pL, as outras etapas
foram as mesmas descritas anteriormente para o extrato. Uma curva de calibracéo relacionando
a absorbancia pela concentracdo de &cido tanico como fendis foi construida, e a equacado da reta
foi utilizada para determinacdo de fenois totais nas amostras de biomassa e de hidrolisado

hemicelulésico.

5.10. Determinacao de carbono e nitrogénio total

As analises de Carbono Organico Total (COT) nas fracdes solidas e liquidas foram
realizadas por um Analisador de Carbono Total (TC/Modulo de amostra sélida SSM-5000A).
As analises de Nitrogénio Total das fracGes liquidas foram realizadas pelo mesmo equipamento,

que possui mdédulo TNM-L acoplado.

5.10.1. Determinacao de Nitrogénio Kheldal e proteinas nas fracdes solidas

A determinacdo do teor de proteinas foi realizada de forma indireta pelo método do
Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK), conforme descrito por Assis, (2018). Dessa forma, 0,1000 g
da biomassa em base seca foi transferida para um erlenmeyer com 300 mL de agua destilada
onde foram adicionados 50 mL de solucdo digestora. Apos a digestdo acida em chapa
aquecedora a 400°C, foi realizada a destilacdo. No destilador de nitrogénio foram adicionados
50 mL de solucdo de hidréxido de sddio e tiossulfato de sddio. A destilacdo foi realizada para
um erlenmeyer contendo 50 mL de solucdo de acido bérico com solucdo mista de indicadores.
A solucdo obtida apds a destilacao foi titulada com solucéo aquosa de acido sulfarico 0,02 N.
O teor de nitrogénio foi determinado pela equacdo (19) e a partir do teor de nitrogénio, foi

obtido o teor de proteinas pela equacao (20).

49



Em que:

g ) _ (Va-Vb)xNtitx0,014

Nitrogénio (100g x100 (29)

mbiomassa

Va: volume de titulante utilizado na amostra (mL)
Vb: Volume de titulante utilizado no branco (mL)
Ntit: concentracdo da solucdo aquosa de acido sulfurico (N)

mbiomassa: massa da amostra (g)

Proteinas (ﬁ) = Nitrogénio x FCNP (20)

Em que:
FCNP: fator de conversao do conteudo de nitrogénio em proteina. O valor utilizado foi de
6,25 g g* de nitrogénio total.

5.11. Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de oliva foi realizado em reatores cilindricos
de aco 316 L do tipo autoclave, com anel de vedacéo de politetrafluoretileno (PTFE) e volume
atil de 420 mL. Durante todas as condi¢es experimentais a razao liquido:solido (RLS) foi
fixada em 4 mL g de bagaco (em base seca), uma vez que o bagago de oliva apresenta essa
razdo liquido-solido naturalmente em funcdo do elevado teor de umidade (~80%). Nesse
sentido, aproveitar a propria umidade da biomassa € uma vantagem para 0 processo, que
dispensaria a adicdo de agua para realizacdo do PTH. A massa de biomassa utilizada durante
os ensaios foi de 225 g (em base umida). O sistema foi aquecido nas temperaturas planejadas
em um banho termostizado que usa glicerina como fluido de aquecimento. Decorrido o tempo
determinado para condicao, o reator foi imediatamente imerso em um recipiente com gelo e
agua fria com o objetivo de cessar a conversao dos carboidratos a compostos indesejados para
0s microrganismos, como os compostos furanicos. O bagaco de oliva pré-tratado foi fracionado
em uma prensa hidraulica (SOLAB, modelo SL-10) usando uma pressdo de 9 toneladas para a
separacao da fracdo sélida pré-tratada e fracao liquida pré-tratada. A fracéo liquida (FL) do pré-
tratamento foi caracterizada de acordo com as metodologias descritas nos itens 5.8, 5.9 e 5.10.
A fracdo solida (FS) foi caracterizada de acordo com as metodologias descritas nas se¢des 5.2,
5.8e5.9.

A FS pré-tratada foi usado nos testes DA-S, enquanto a FL pré-tratada foi usada nos

testes DA-L. A mistura (FS mais FL) foi utilizado nos testes DA-Ss.
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5.12. Planejamento experimental e analises estatisticas

5.12.1. Planejamento experimental aplicado ao pré-tratamento hidrotérmico

Na primeira etapa do trabalho, as condicGes experimentais para o PTH do bagago de
oliva foram definidas pelo planejamento experimental Doehlert, conforme matriz de
experimento apresentada na Tabela 6, na se¢do 6.2. As variaveis independentes avaliadas foram
temperatura (T, °C) e tempo (t, min). As varidveis dependentes avaliadas foram a solubilizagdo
de DQO (Y1,%), a razdo de aglcares C5 mais C6 (glicose, xilose e arabinose) para inibidores
(FF, HMF e compostos fenolicos) no hidrolisado (Y2) e compostos fendlicos no hidrolisado
(Y3,% em massa). Essas variaveis foram escolhidas por estarem diretamente relacionadas a
producéo de AGVs por DA acidogénica e por obedeceram aos critérios da Analise de Variancia
(ANOVA): independéncia, normalidade (averiguada pelo teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade.

A severidade do pré-tratamento hidrotérmico foi calculada de acordo com a Equacéo 21:

logS, = log {t * exp (T_T—ref) } (21)

14,75

Em que:

t=tempo empregado no pré-tratamento (minutos)
T= temperatura do pré-tratamento °C
T,..s= temperatura de referéncia (100°C)

14,75= parametro empirico relacionado a energia de ativacdo, assumindo uma

cinética de pseudo-primeira ordem.

Ap0ls analisar os resultados obtidos pelo planejamento Doehlert, a ferramenta de
desejabilidade foi utilizada para selecionar trés condicoes diferentes de PTH, o que representou
diferentes cenarios em relacdo a disponibilidade de agucares e inibidores no hidrolisado. As
condicdes de C1, C2 e C3 geradas pela ferramenta de desejabilidade diferem entre si pela
severidade do pré-tratamento (So), com a condi¢do C1 de baixa severidade, a condigdo C2 de
severidade intermediaria e a condi¢do C3 de alta severidade. O planejamento experimental e a
ferramenta de desejabilidade foram executados usando o programa Statistica® (StatSoft, Inc.,

versdo 12.0) usando erro puro com um nivel de confianga de 95%.
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5.12.2. Planejamento experimental aplicado & fermentacéo acidogénica

Na segunda etapa do trabalho, as condi¢Ges experimentais para a otimizacdo das
condi¢bes da digestdo anaerdbia para producdo de AGVs também foram definidas pelo
planejamento experimental Doehlert de acordo com matriz experimental apresentado na Tabela
12, na secdo 6.6. As variaveis independentes avaliadas foram pH e relagdo A/M (gSV gSV?).
As variaveis dependentes avaliadas foram concentragéo total de AGVs (Y4, mg L) e percentual
total de éacidos de cadeia longa (isobutirico, butirico, isovalérico e valérico) (Y5, %). As
variaveis obedeceram aos critérios da Analise de Variancia (ANOVA): independéncia,
normalidade (averiguada pelo teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade. O planejamento
experimental foi executado usando o programa Statistica® (StatSoft, Inc., versdo 12.0) usando

erro puro com um nivel de confianga de 95%.

5.13. Acidificacdo do bagaco de oliva pré-tratado

Os testes de digestdo anaerdbia acidogénica em batelada foram realizados em condicdes
mesofilicas, utilizando frascos de vidro de 120 mL com 60 mL de headspace. Os reatores foram
colocados em agitador orbital termostatico, sendo mantidos a (35,0 + 1,0 °C) e 150 rpm. Para a
digestdo anaerobia em fase solida (DA-S) e semissolida (DA-Ss) foram mantidas proporcdes
de 15 e 12% de solidos totais, respectivamente, sendo mantida uma relacdo alimento
microrganismo (A/M) de 2,0 gSVsubstrato §SVinsculo™ €m ambos os casos. De acordo com Yang
(2015), relagdes A/M entre 2,0-3,0 gSV gSV* sdo frequentemente usadas em testes de DA-S
e DA-Ss que empregam biomassa lignocelulésica como substrato. Para testes de DA-L
(ST<10%), foram adicionados aos reatores 3 mL de hidrolisado e in6culo em quantidade
necessaria para manter uma relagdo A/M de 0,5 gDQO gSV™L. Essa razdo A/M esta dentro da
faixa de valores utilizados em testes de DA usando bagaco de oliva (Rincon et al., 2013; Rincén
et al., 2008). Os ensaios foram realizados em duplicata.

Os testes de otimizacdo dos parametros do bioprocesso (relacdo alimento
microrganismo (A/M) e pH foram realizados de forma analoga ao descrito para a primeira etapa
do trabalho. Contudo, o pH variou de 5-9 e a relacdo alimento/microrganismo de 0,5 a
3 gSV gSVL. Além disso, houve a adicdo de uma solugdo de bicarbonato de sodio de forma
que a concentragdo de NaHCO3 nos reatores se manteve em 2,59 L™ (IGLESIAS-IGLESIAS et
al., 2019). A adicéo da solugéo tampdao ocorreu com o intuito de se evitar alteragdes bruscas no
pH do meio.
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O pH inicial das suspensdes foi ajustado adicionando gotas de solugdes aquosas de
1 mol Lt de HCI ou NaOH. Ap6s o ajuste do pH, todos os frascos foram selados com tampas
de borracha e lacres de aluminio, sendo purgados com Nz por 3 min para eliminar a
concentragdo de Oz, promovendo condigdes anaerdbias ao sistema. Uma
solugdo- micronutriente foi adicionada a cada frasco na proporc¢do de 58 pL.g SV indculo™, de
acordo com Rincon et al. (2013). A composi¢do da solucdo contendo os elementos trago foi:
FeCl, - 4H,0 (2000 mg L*), CoCl; - 6H,0 (2000 mg L), MnCl, - 4H,0O (500 mg L),
(NH4)6M07024-4H,0 (50 mg L?1), HsBOs (50 mg L%, ZnCl, (50 mg L7,
CuCl,-2H,0 (38 mg L), NiCl, - 6H,0 (50 mg L) e EDTA (1000 mg LY). Para cada tipo de
teste de DA, reatores contendo indculo e solucdo-traco sem adi¢do de substrato foram usadas
como controle.

O inoculo utilizado nos testes de DA consistiu em uma mistura de 50% (g SV) de lodo
anaerdbio e 50% (g SV) de esterco bovino fresco (Lima et al, 2018). O esterco bovino foi
coletado em uma fazenda local (Ouro Preto, MG, Brasil) e o lodo anaerdbio foi coletado de um
reator UASB em escala piloto alimentado com esgoto sanitario no Centro de Pesquisa e
Treinamento em Saneamento (CePTS) (UFMG / Copasa, Estacdo de Tratamento de Aguas
Residuais de Arrudas, Belo Horizonte, MG, Brasil). Tratamento térmico (100°C por 120 min)
foi aplicado a mistura de inoculos para eliminar os metanogénicos consumidores de hidrogénio
e enriquecer o inoculo com microrganismos produtores de hidrogénio (BAETA; LIMA;
FILHO; et al., 2016).

Uma vez que a producdo de hidrogénio é um indicador indireto da producao de AGVs,
os testes de acidificagdo foram encerrados quando ndo houve uma variacdo de producdo de
hidrogénio superior a 5%. A producéo de hidrogénio foi monitorada diariamente medindo-se a
pressdo acumulada no frasco reator com um manémetro diferencial da marca CCE capaz de
medir pressdes em uma faixa de pressdo de 0 a 5 atm. Para a composicdo de hidrogénio no
biogas, uma amostra de 0,5 mL do gas produzido foi coletada ap6s a medida de pressdo e
injetada posteriormente com uma seringa gastight em um cromatografo de fase gasosa
Shimadzu (equipado com um detector de condutividade térmica operando em uma temperatura
de 120°C, uma coluna capilar de peneira molecular (5A) da Marc Restek preenchida com fase
estacionaria Msieve 5A trabalhando a uma temperatura de 120 °C com nitrogénio 5.0 como gés
de arraste, em velocidade linear de 23,8 mL.min"t. Uma curva analitica foi construida com uma
mistura gasosa padréo para quantificacdo de metano e hidrogénio (24,99 mol CH4 mol e 25,40
mol Hz mistura mol™? (LIMA et al., 2018).
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A eficiéncia de acidificacdo (EA) apds os testes acidogénicos de DA foi calculada de
acordo com a Equacdo (22), enquanto a DQOagv foi calculada de acordo com a Equagéo (23)
(YARIMTEPE; OZ; INCE, 2017):

EA /(%) = (DQ"AGIV);?:?"AGW) x 100 (22)

Em que: DQOacv € a quantidade de DQO presente na fase liquida como AGV no final
do teste acidogénico da DA, DQOaguvi € a quantidade de DQO presente apds o pré-tratamento
hidrotérmico e DQOwtal € a quantidade de DQO fornecida no inicio do teste de fermentacédo
acidogénica.

DQOacv (mg L) = 0,35[HF] + 1,07[HAc] + 1,5[HPr] + 1,82[HlsoBut] + (23)
1,82 [HBut]+ 2,04[HIsoVal] + 2,04 [HVal]

Em que: [HF], [HAc], [HPr], [HIsoBut], [HBut], [HIsoVal] e [HVal] séo as concentracbes
em mg L "t dos acidos férmico, acético, propidnico, butirico, isobutirico, butirico, isovalérico e

valérico, respectivamente.

5.14. Quantificacao de acidos graxos volateis das fracdes liquidas apos a DA

No final dos testes DA-S, DA-Ss e DA-L foram coletadas amostras liquidas das garrafas de
vidro, centrifugadas por 30 min a 14.000 rpm (forca centrifuga relativa de 12.709 x g) (Eppendorf®,
modelo 5410) e filtrado em membranas de nitrocelulose (Unifill-0,20 um). A quantificacdo dos AGV

foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), nas condi¢es descritas no item 5.7.2.

5.15. Ensaios de potencial bioquimico de metano (PBM)

Os testes de digestdo anaerdbia para avaliacdo do potencial de producdo de CH4 a partir
das fracOes liquidas bruta e do substrato pré-tratado a 161°C e 62 min foram realizados para a
DA-L (ST<10%). Para realizacdo dos ensaios de PBM em uma Unica etapa foram utilizados
frascos reatores de vidro de 120 mL, sendo 60 mL de volume (til e o restante como headspace.
A relacdo alimento:microorganismo (A/M) foi de 0,5 g DQO/g SV. A solucédo-traco descrita
no item 5.13 foi adicionada a cada reator, numa proporcéo de 58 pL.g SV indculo™. O pH foi

ajustado para 9,0, utilizando solucdes de HCI ou NaOH (1 mol L?). Ap6s o ajuste de pH os
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frascos foram purgados com Nz durante 3 minutos e lacrados com tampa de borracha e lacre
de aluminio. Em seguida, os frascos foram levados para uma incubadora Shaker (Thoth®,
modelo 6440) sob uma agitacdo de 150 rpm e a uma temperatura controlada de 35+2°C. Um
branco foi preparado para a quantificacdo do metano enddgeno. O indculo anaerdbio usado para
os testes de PBM foi 0 mesmo utilizado nos ensaios acidogénicos (esterco bovino e lodo UASB
numa proporcao 1:1 (SV)), porém nos testes de PBM ndo passou por tratamento térmico. O
monitoramento da producédo de biogés foi feito de forma analoga ao descrito no item 5.13.

5.16. Metagendmica

Com o objetivo de relacionar as comunidades microbianas ao pré-tratamento
hidrotérmico aplicado aos substratos e consequentemente as possiveis rotas metabdlicas de
producdo dos AGVs, foi realizada uma analise metagendmica apos os testes de acidificacao.
Para a DA-L e DA-S foram escolhidas as condic¢des que utilizaram substratos da condicéo de
pré-tratamento de baixa e alta severidade (1 e 3). Para a DA-Ss foi escolhida a condicéo de
severidade intermediaria (2), visto que foi a que apresentou melhores resultados. A metodologia
seguiu o protocolo descrito por Christoff et al., (2017) e a analise funcional preditiva foi

realizada usando a plataforma KEGG.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1.Caracterizagdo do bagaco de oliva
6.1.1. Analise granulométrica e caracterizagao fisico-quimica do bagaco de oliva

A distribuicdo granulométrica do bagaco de oliva é uma caracteristica importante que
deve ser considerada no que se refere aos bioprocessos, haja vista que o tamanho das particulas
se relaciona diretamente com a as partes que compfe o fruto e consequentemente com a
composi¢do quimica da biomassa. De acordo com Braadbaart, Marinova e Sarpaki (2016), a
azeitona € uma drupa e pode ser separada em quatro partes anatdmicas: epicarpo, mesocarpo,
endocarpo e semente. O mesocarpo € a principal parte do fruto, uma vez que representa entre
60-85% do seu peso.

Conforme exposto na Figura 10, 87,47% das particulas do bagaco bruto ficaram retidas
em uma peneira de 32 mesh, ou seja, sdo maiores que 0,5 mm. A biomassa retida na peneira de
10 mesh apresentou distribuicdo heterogénea de tamanho e cor clara. Em funcdo dessas
caracteristicas e da resisténcia que o carogo oferece ao processo de cominuicdo, sugere-se que
essa fracdo seja majoritariamente constituida pelo caro¢o das azeitonas. Em contrapartida, a
fracdo retida/passante em 32 mesh apresentou particulas mais uniformes e cor escura (marrom),
indicando que as fracdes retidas em peneiras de menor abertura sejam constituidas
principalmente pela polpa (mesocarpo).

Figura 10: Distribuicdo granulométrica do bagaco de oliva bruto seco
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Em funcdo das diferengas fisicas observadas na analise granulométrica do bagaco de

oliva, optou-se por caracterizar as duas fracbes mais representativas da biomassa antes de
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proceder com a caracterizacdo do bagago bruto. Assim, o bagaco seco foi moido em um moinho
acoplado com peneira de 20 mesh, e as fragdes do bagacgo bruto passante em 20 mesh (Figura
10-a) (0,85mm) e retido em 20 mesh (Figura 10-b) foram caracterizadas de acordo com 0s

parametros expostos na Tabela 4:

Tabela 4: Caracterizacao fisico-quimica das fragdes do bagaco de oliva moido retido e
passante em 20 mesh

Parametro Fracdo passante Fracéo retida
Lignina solavel / (%) 1,77+0,06 1,45+0,09
Lignina insoltvel / (%) 19,32+0,55 41,79+1,28
Lignina total / (%) 21,09+0,49 43,24+1,34
Celulose / (%) 8,94+0,02 7,64+0,89
Hemicelulose / (%) 6,90+0,29 17,81+0,38
Fenois / (%) 0,21+0,01 0,13+0,07
Lipidios / (%) 27,68+0,85 8,90+0,20

Extrativos livres de
+ +

lipidios / (%) 24,78+0,79 12,76+0,28
Balango / (%) 90,2+0,55 91,29+1,03
DQO (g0O2/g) 1,73+0,01 1,42+0,03
COT (%) 58,37+1,17 48,96+0,80

Conforme elucidado, existem diferencas significativas em relacdo ao teor de lignina,
hemiceluloses e lipidios nas granulometrias estudadas (p-valor <0,05 pelo teste de hipdteses de
Tuckey). A fracdo retida em 20 mesh, composta majoritariamente por caroco, apresenta
aproximadamente o dobro de lignina e 2,5 vezes mais hemiceluloses em relacdo a fracdo
passante. Tal observacdo apresenta coeréncia do ponto de vista bioldgico, visto que o caroco
dos frutos de fato tende a apresentar mais lignina, considerando que as sementes precisam estar
bem protegidas para garantir a reproducao das angiospermas. Por outro lado, o maior teor de
hemiceluloses no caroco também esta relacionado a presenca das sementes, que apresentam
quantidades apreciaveis de arabinanas e glicomananas, que sdo constituintes das hemiceluloses
(PEREZ et al., 2008).

No que tange ao teor de lipidios, é perceptivel que a maior contribuicdo para o teor de
6leos e gorduras do bagaco bruto advém da polpa das azeitonas (fragdo passante em 20 mesh).
Esse aspecto € coerente, visto que segundo Braadbaart, Marinova e Sarpaki (2016), o 6leo
armazenado nos oleoplastos é produzido no mesocarpo, onde se encontra cerca de 75% dos

lipidios das olivas (HARALAMPIDIS et al., 1998)
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Uma vez que a caracterizagdo quimica da polpa e do carogo das azeitonas que compde
0 bagaco de oliva seco foi conhecida, procedeu-se para a caracterizacao integral do residuo, que
naturalmente é uma pasta. Dessa forma, as principais caracteristicas fisico-quimicas da mistura
do bagaco bruto (B), da fracdo sélida (FS) e fracdo liquida (FL) que o constituem estdo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Principais caracteristicas fisico-quimicas do bagaco de oliva bruto (pasta), da
fracdo solida e da fracdo liquida

Parametro Amostra
B FS FL
ST/ (g kg™t 211,54+4,63  347,74+126  67,67+0,87
SV/ (g kgh)? 199,14+7,69 340,19+0,88  56,41+0,14
SF /(g kg 1)3 12,40+3,09
-1\4
OUDSS ()/L(?(()g:]zgz )L_l) 1,64+0,03 1324013 84,1040,12
Hemiceluloses / (%) 13,54+0,28
Celulose / (%) 8,19+0,48
Lignina / (%) 33,80+0,37
Lipidios / (%) 16,81+0,39
Extrativos / (%) 36,39+0,97
NTK /(%) 0,73+0,03
Proteinas / (%) 4,58+0,20
C/N 64,28 44,64
Fenois totais / (%) 0,15+0,04
Fenois totais / (g L™?) 3,76+0,38
pH 5,30+ 0,02
Balanco de massa /
(%) 91,89+0,86

1 S6lidos totais; 2 Solidos totais volateis: 2 Solidos totais fixos * Demanda
Quimica de Oxigénio (DQOL para FL e DQO para B e FS).

As principais caracteristicas fisico-quimicas do bagaco bruto (B) estdo de acordo com
o0 reportado por Rincon et al. (2013) e Cabrera et al. (2019), que encontraram valores médios
de (244 — 254 g.kg?) ST e (228 — 229 g.kg 1) SV. A caracterizacdo da fragdo liquida (FL)
também esta em concordancia com o que foi relatado na literatura por Azbar et al. (2008);
Yarimtepe et al. (2017) e Gameiro et al. (2015), os quais obtiveram valores médios para a fracdo
liquida de (56,33 — 62,20 g.kg™) ST, (39,85 — 62,00 g.kg 1) SV, (50,30 - 110,4 mg.L!) DQO,
e (4,80 - 5,32) pH.

A composic¢do quimica da fragdo solida (FS) estd consoante com os valores relatados

por Elalami et al. (2018) e Lammi et al. (2018), que utilizaram as mesmas metodologias do
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presente estudo para caracterizar o bagaco de oliva. No entanto, algumas diferencas nos
conteudos de celulose, hemiceluloses e lignina foram observadas em comparagdo com
Alburquerque et al. (2004) e Rincén et al. (2013), que relataram (19,36-19,62% ) de celulose,
(35,08-42,64%) de hemiceluloses e (42,60-74,33%) de lignina. E importante ressaltar que os
autores utilizaram diferentes metodologias de caracterizacdo. Além disso, as diferencas na
composi¢do quimica também estdo relacionadas a condigBes geograficas e climaticas,
variedade de azeitonas e estigio de maturidade do fruto (WANG et al., 2004). De qualquer
forma, o balango de massa obtido no presente estudo foi de 91,89%=0,86. Isso indica que a
caracterizacdo da biomassa foi realizada com éxito. Em contrapartida, o balanco de massa
obtido no estudo de Rincon et al. (2013) foi de 136,59% considerando apenas hemiceluloses,
lignina e celulose, evidenciando que as metodologias utilizadas pelos autores ndo foram
adequadas para a caracterizagcdo da biomassa.

A fragdo solida apresentou um baixo teor de carboidratos na forma de hemiceluloses e
celulose em comparacdo com outras biomassas, como bagaco de cana, palha de arroz e casca
de café (BITTENCOURT et al., 2019; PARANHOS et al., 2020). Além disso, a FS apresentou
um alto teor de lignina e extrativos e a FL apresentou um alto teor de fenélicos. E importante
conhecer a concentracdo de compostos recalcitrantes em substratos pré-tratados, pois esses
compostos tém uma grande influéncia no desempenho da DA acidogénica (MONLAU, et al.,
2014; YARIMTEPE; OZ; INCE, 2017).

A quantidade de lipidios retidos no bagaco de oliva pode ser muito variavel, sobretudo
conforme o grau de maturacdo das azeitonas e o tipo de processo de extracdo empregado na
producdo do azeite. A caracterizacdo evidenciou que o teor de lipidios se encontra dentro do
intervalo observado na literatura, que reporta valores entre 3,76 - 18% (DERMECHE et al.,
2013). No entanto, o valor de aproximadamente 16% encontrado para a fracdo solida do bagaco
usado no presente trabalho é considerado alto para uma extracdo em duas fases. Sendo assim,
uma das hipoteses é que esteja ocorrendo perdas de 6leo durante o processo, indicando que o

mesmo pode ser otimizado para maior recuperacao de azeite.

6.2.Pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de oliva

O pré-tratamento hidrotérmico (PTH) teve como objetivo produzir substratos (B, FS e
FL) com maior capacidade de acidificagdo em comparacdo ao bagaco bruto. Para isso, é

importante definir as condi¢es de processo que permitem uma solubilizacdo eficaz dos

59



acucares C5-C6 sem gerar compostos furanicos e fendlicos em concentragcdes que inibam a
fermentacdo acidogénica. Além disso, a solubilizacdo de DQO apds o pré-tratamento
hidrotérmico do bagaco de oliva também é um pardmetro importante que indica se a hidrdlise
térmica foi eficaz para solubilizar a matéria organica contida na biomassa (BAETA et al., 2016;
WANG et al., 2004)

As condicBes experimentais para o pré-tratamento hidrotérmico do bagago de oliva
bruto foram definidas pelo planejamento experimental Doehlert (DED), cuja matriz de
experimentos é apresentada na Tabela 6. Os ensaios do ponto central foram realizados em cinco
replicatas.

Tabela 6: Matriz de experimentos Doehlert utilizada para otimizagio do pré-tratamento
hidrotérmico do bagaco de oliva com as variaveis independentes decodificadas e as
respostas avaliadas

e (g C5-C6)/
Ensai T/ t/ Fator Solubilizagao (g compostos Corqp_ostos
nsaio . : de DQO/ A fendlicos /

(°C) (min)  severidade furanicos e

(%) i (%)

fendlicos)
1 200 65 4,76 16,76+1,13  0,20+1,3x10°  1,99+0,25
2 170 100 4,06 16,67+1,70  0,45+3,4x10°  2,11+0,20
3 80 65 1,22 0,09+0,05 3,22+0,02 0,50+0,10
4 110 30 1,77 5,30+0,18 3,34+0,08 0,64+0,04
5 170 30 3,59 11,31+2,34 2,05+0,01 1,26+0,20
6 110 100 2,29 1,33+0,50 2,89+0,04 0,86+0,08
7 140 65 2,99 15,00+0,10 2,34+0,08 0,95+0,04
7 140 65 2,99 12,58+0,22 2,10+0,03 1,1240,03
7 140 65 2,99 19,10+3,44 2,48+0,02 1,0740,09
7 140 65 2,99 12,74+0,99 3,06+0,10 1,00£0,20
7 140 65 2,99 15,32+2,36 2,11+0,04 1,00£0,03

A andlise de variancia (ANOVA) para as trés variaveis resposta avaliadas mostrou uma
regressdo significativa para os modelos quadraticos ajustados em funcdo do erro puro a um
nivel de confianca de 95%, com valores de p inferiores a 0,05, coeficientes de determinacéo
(R?) superiores a 0,92 e valores de RZ%gj superiores a 0,84. Ademais, os modelos n&o
apresentaram falta de ajuste aos dados experimentais (valor de p> 0,05). Nesse sentido, é
possivel inferir que os modelos quadraticos foram bons descritores matematicos para os dados
experimentais. Os coeficientes obtidos da analise de regressdo dos modelos quadraticos aos
dados experimentais, assim como os valores de R?, R%gj € Pregressio € Praltadeajuste SA0 apresentados
na Tabela 7.
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Tabela 7: Coeficientes de regressdo para as variaveis dependentes avaliadas no
planejamento experimental Doehlert
(g C5-C6 sugars)/

Coeficientes de Solubilizacéo de Compostos
% (g compostos 1

regresséo DQO / (%) fendlicos+furanicos) fenolicos/ (%0)
bo 14,9489 2,4208 1,0301
b1 9,1134 -1,6281 0,8094
P11 -6,5260 -0,7110 0,2158
b2 0,3492 -0,5128 0,2651
D22 -4,6658 -0,0631 0,1335
D12 4,6683 -0,5774 0,3125
R? 0,9238 0,9349 0,9834
R%aj 0,8477 0,8698 0,9668
Pregressio 0,0082 0,0046 0,0008
pfaltadeajuste 0,4941 0,4857 0,0886

*Todos 0s modelos séo escritos como: y=bo+ b1(T)+b11(T?)+b2(t)+b22 (12)+b12(T)(1)

Os efeitos estatisticamente significativos das variaveis independentes T e t nas variaveis
dependentes Y1, Y2, Y3 sdo apresentados no diagrama de Pareto de efeitos padronizados (Figura
11).
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Figura 11: Grafico de Pareto de efeitos padronizados para as variaveis independentes
temperatura (T) e tempo (t) e seus efeitos: (a) solubilizacdo de DQO (Y1,%), (b) razéo de
acgucares C5 mais C6 por inibidores (FF, HMF e compostos fenélicos) no hidrolisado
(Y2) e (c) compostos fenolicos no hidrolisado (Y3)
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A solubilizacdo de DQO é um parametro de processo usado para avaliar a quantidade
de matéria organica soltuvel em relagdo a matéria organica total. A analise do gréafico de Pareto
dos efeitos padronizados mostrou que o coeficiente de regressdo linear da variavel T e os termos
quadraticos de T e t apresentaram efeito significativo na variavel resposta solubilizacdo de DQO
(Y1). Além disso, a varidvel T apresentou efeito de maior magnitude em relacdo a t, indicando
gue a temperatura apresenta maior influéncia na solubilizacdo da matéria organica. A interacdo
entre T e t (1,77) ndo teve efeito significativo na solubilizacdo de DQO (Y1).

O emprego da temperatura em niveis mais altos aumentou a solubilizacdo da DQO;
entretanto, como observado no grafico de Pareto de efeitos padronizados, os termos quadréaticos
das variaveis temperatura (T?) (-2,95) e tempo (t?) (-2,81) apresentaram efeitos significativos
negativos. Esse comportamento indica que, em niveis mais altos de temperatura e tempo, a
solubilizacdo da DQO pode diminuir, uma hipétese para tal reducdo é a polimerizagdo dos
furanos e fendis, bem como a repolimerizagdo da lignina em meio acido sobre a superficie da

biomassa (MEIGHAN et al., 2017). Dessa maneira, parte da DQO solubilizada provavelmente
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foi repolimerizada na superficie da biomassa, reduzindo a quantidade de DQO sollvel nas
condicOes de reagdo em que se empregavam niveis mais altos de temperatura e tempo.

Neste estudo, os experimentos multivariados resultaram em uma solubilizagdo de DQO
na faixa de 17 a 35% em base Umida ou de 0,1 a 19% em base seca, com o0 menor valor obtido
no experimento 3 (80°C, 65 min) e o valor mais alto obtido no experimento 2 (170°C, 100 min).
Esses resultados estdo de acordo com os valores relatados por Rincon et al. (2013), que
encontraram uma solubilizacdo de DQO de 42% (em peso Umido) para o bagaco de oliva pré-
tratado por auto-hidrélise a 120°C e 180°C por 180 min. A baixa solubilizacdo de DQO
observada apds a 0 PTH do bagaco bruto pode estar relacionada ao alto teor de lignina desse
residuo que foi de 33,80% (Tabela 5) e, além disso, a outros compostos que normalmente ndo
sdo hidrolisados e solubilizados nas condi¢es de PTH estudadas no presente estudo. Vale
ressaltar que o PTH € eficiente na hidrdlise da fracdo de hemiceluloses e, dependendo das
condicdes, pode levar a hidrolise da maior parte da celulose amorfa. Como pode ser visto na
Tabela 5, a quantidade de holocelulose (celulose mais hemiceluloses) contida no bagaco bruto
néo excedeu 25%.

Para a variavel resposta relacdo de actcares C5-C6 por inibidores no hidrolisado (Y2),
a variavel independente T foi a Unica que apresentou significancia estatistica, tendo efeito
negativo (-7,18) em Y2. Isso sugere que o0 uso dessa variavel no nivel mais alto diminuiu o valor
de Y2. A variavel t também apresentou efeito negativo (-2,61) no valor de Y2. A relacéo entre
a temperatura da reacdo e a razdo (aglcares C5-C6 / inibidores) foi coerente do ponto de vista
fisico-quimico, pois a constante de ionizacdo da agua (Kw) aumenta com o aumento da
temperatura da reacao. Isso resulta em um aumento na concentragdo de ions hidrénio no meio
de reacdo, levando a um aumento na clivagem dos grupos substituintes quimicamente ligados
a cadeias de hemicelulose, como grupos acetil e &cidos urénicos. O rompimento dessas ligacdes
gera acidos organicos que atuam como catalisadores das rea¢6es de hidrolise das hemiceluloses,
levando a solubilizacdo de mais aglcares C5-C6. No entanto, o acuimulo de pentoses e hexoses
em meio acido sobre altas temperaturas e longos periodos durante o PTH, torna esses agucares
mais suscetiveis a degradacdo em FF e HMF, respectivamente. 1sso se deve ao deslocamento
de equilibrio relacionado as reacdes de desidratacdo para a formacdo desses inibidores (RUIZ
etal., 2013; AHMAD; SILVA; VARESCHE, 2018).

Os resultados obtidos do PTH do bagaco de oliva bruto estéo de acordo com os relatados
por Baéta et al. (2016), que otimizou o PTH do bagago de cana para produzir metano por DA.

Nesse estudo, 0s autores avaliaram como variaveis resposta a massa de actcares C5-C6 e

63



furanos no hidrolisado hemicelulésico e observaram que a quantidade de ambos 0s compostos
aumentou quando a temperatura da reacdo foi aumentada. A mesma tendéncia também foi
observada por Batista et al., (2019), que avaliou o efeito da severidade do PTH da palha de cana
e observou maior remocédo de hemiceluloses da fracdo sdlida e maiores quantidades de FF e
HMF nos hidrolisados gerados sob condi¢Ges mais severas de PTH.

Para a variavel resposta compostos fendlicos no hidrolisado por massa de entrada de
bagaco de oliva (Y3), todas as varidveis independentes foram estatisticamente significativas,
incluindo os termos T e t linear e quadratico e a interacdo (Txt). As variaveis independentes
tiveram um efeito significativo positivo no valor de Y3, indicando que PTH mais severos estdo
relacionados com a maior geracao de compostos fendlicos no hidrolisado. O termo T linear foi
0 termo que apresentou o0 maior efeito padronizado (20,69) em comparagdo aos outros termos
(t=7,83, T xt=4,61 T? = 3,81, t> = 3,14). A mesma influéncia da temperatura da reacdo na
liberacdo de compostos fendlicos totais foi observada por Conde et al. (2009), que estudou o
PTH das podas de oliveiras a 170, 190, 210 e 230°C por 10 min. Neste estudo, o PTH das podas
de oliveira a 170°C produziu 1,46 g de equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de
biomassa, enquanto a 230°C produziu 2,29 g de GAE. Tais valores estdo proximos dos
observados no presente estudo que variou em uma faixa de 0,5 a 2,0%.

A caracterizacdo da FS do bagaco de oliva mostrou que a biomassa apresenta alta
quantidade de lignina (33,80%) e extrativos (36,39%). Portanto, espera-se que o hidrolisado
gerado pelo PTH do bagaco bruto apresente uma alta concentracdo de compostos fenolicos a
partir da solubilizacdo dos extrativos e da despolimerizacdo parcial da lignina. Além disso, a
decomposicdo do complexo lignina-hemiceluloses também pode gerar acido ferulico
(GULLON et al., 2010). Segundo Rubio-Senent et al, (2012), o aumento da concentracio de
compostos fendlicos de baixa massa molar, como hidroxitirosol, tirosol e
3,4 - di- hidroxifenilglicol, pode ser explicado pela decomposi¢cdo de moléculas complexas de
alta massa molar, como oleuropeina, dimetiloleuropeina, verbascosideo, entre outros.

As superficies de resposta geradas pelo planejamento experimental Doehlert sdo
apresentadas na Figura 12 (a-c). As curvas mostram como as variaveis independentes T e t
influenciaram nas respostas Y1, Y2 e Y3. Para todas as respostas avaliadas, a variavel T teve
maior influéncia em comparacdo a variavel t para o PTH do bagaco de oliva bruto. Esse
comportamento também foi observado por Mesa et al. (2017), que avaliou a influéncia da
temperatura da reacdo, tempo e concentracdo de &cido sulfdrico no pré-tratamento com &cido

diluido da palha de cana-de-agucar.
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Figura 12: Superficies de resposta geradas a partir de modelos quadraticos para (a)
solubilizacao de DQO (Y1), (b) razéo de acucares C5-C6 e inibidores no hidrolisado (Y2)
e (c) compostos fendlicos no hidrolisado (Y3)
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Dentro das faixas de temperatura e tempo avaliadas, a solubilizacdo da DQO (%)
apresentou um valor critico (18,98 + 5,46) em 192°C e 81 min (Figura 12-a). No entanto, esse
parametro ndo deve ser a Unica resposta avaliada para determinar a melhor condi¢cdo de PTH
para a producdo de AGVs, uma vez que condi¢des mais severas culminaram em maior geracao
de compostos inibitorios para o processo de DA.

Dessa maneira, a funcdo algoritimica de desejabilidade global foi usada para gerar trés
condicOes de PTH que diferem entre si em termos da disponibilidade de agUcares e inibidores
no hidrolisado. A ferramenta de desejabilidade transforma cada resposta do sistema em uma

escala adimensional de desejabilidades individuais (di) que varia de O (para uma resposta nao
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desejavel) a 1 (para a resposta desejada). As desejabilidades individuais tornam possivel obter
a desejabilidade global (D), definida como a média geométrica das desejabilidades individuais
(di) (NOVAES et al., 2018). As principais caracteristicas dos hidrolisados gerados pelas
condicOes de pré-tratamento obtidas a partir da ferramenta de desejabilidade sdo apresentadas
na Tabela 8.

Tabela 8: Composi¢ao quimica dos hidrolisados obtidos no PTH do bagaco de oliva
utilizando as condic¢des de desejabilidade (C1-C3)

Valor de
desejabilidade
de entrada®

Condicbes de PTH

Composigéo do hidrolisado

YL Y2 Y3 S (I(/:) (nt]i/n) \2}0/ géﬁ f,fol HMF/gL'  FF/gL? anlf’_if/
Cl 10 10 00 246 125¢1 53 12,60+1,27 324+0.09 1,16+0.05 0,01+11x10° 0,10+2,3x10¢  4,56+0,20
C2 10 05 05 359 16141 62 17.4142,15 1,87+0.00 1,34+0.26 0,28+2.4x10° 0,19+12x10°  6,34+1,39
C3 10 00 10 459 191#1 81 21,13+223 034002 1,75+0.12 1674001  1,104006  815+0,52

@ Niveis codificados: 0 — minimo, 0.5 — médio e 1 — maximo.
bFS: Fator severidade.

A analise da caracterizacdo das fracdes solidas geradas pelo PTH nas condicdes de
desejabilidade confirma a hipotese de que condigdes severas promovem a repolimerizacéo de
fragmentos de lignina, haja vista que as condicdo C1, C2 e C3 apresentaram 0s seguintes
percentuais massicos (% m m?) de compostos fendlicos na fragdo solida: (0,22+3,2x10-2;
0,32+0,04 e 1,19+0,14 %, respectivamente).

A condicdo de desejabilidade C1 representa o PTH de menor severidade e maior
disponibilidade de aclcares C5-C6 em relacdo aos compostos toxicos. Por outro lado, a
condicdo de desejabilidade C2 apresenta um valor mediano para a variavel Y2, mesmo que essa
conjuntura possa gerar mais compostos recalcitrantes. Finalmente, a condi¢do C3 corresponde
a um cenario com a maior quantidade de HMF, FF e compostos fendlicos. Essa € uma condigédo
de desejabilidade interessante para confirmar a influéncia negativa dos compostos toxicos e

recalcitrantes na DA acidogénica visando a producdo de AGVs.

6.3.Testes de fermentacdo acidogénica

Os testes de DA acidogénica em fases liquida, sélida e semissolida das condi¢des de
desejabilidade (C1-C3) e do bagaco bruto foram encerrados quando a producdo diéria de
hidrogénio foi menor que 5% do total acumulado, que aconteceu com 20 dias. As eficiéncias

de acidificacdo (EA) e DQOagv obtidas ao fim dos ensaios sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Eficiéncia na acidificacdo e DQOagv presente na fase liquida no final dos
testes acidogénicos para os sistemas de digestdo anaerobica avaliados
Sistema de

digestéo Condicéo EA/ % DQOAG_\{ /
anaerdbia mg L
Bruto 22,36+5,86 2718,55+241,24
DAL Cl 56,72+4.80 2921,66+175,59
C2 64,87+7,22 4304,51+384,94
C3 17,26+5,96 2048,40+294,14
Bruto 8,91+0,83 18527,34+1178,95
DA-S Cl 13,87+1,54 25103,62+1489,92
C2 14,96+0,90 22477,41+1263,81
C3 13,35+0,20 18064,71+1265,84
Bruto 15,44+0,28 28231,11+801,89
DA-Ss C1 20,20+2,33 31003,89+2883,47
C2 22,04+2,58 28631,71+2871,22
C3 19,60+0,62 25928,22+682,24

A DA-L apresentou maiores valores de EA em comparagdo com a DA-S e a DA-Ss.
Isso pode estar relacionado as limitagdes de transferéncia de massa causadas pelo alto conteido
de solidos na DA-S e DA-Ss. Essa hipotese foi confirmada pelo sistema DA-Ss (sélido mais
liquido), que apresentou valores mais altos de EA em comparacdo com DA-S, considerando o
mesmo valor da razdo A/M (YANG et al., 2015). Sendo assim, no presente estudo foi possivel
perceber que quanto menor a concentracdo de solido no meio reacional maior € a EA durante a
DA do bagaco de oliva. Independentemente dos valores mais baixos de EA, os sistemas DA-S
e DA-Ss apresentaram maior concentracdo de AGVs em compara¢do com o sistema DA-L,
conforme mostrado na Figura 13-b. Isso pode ser explicado considerando que, nos sistemas
DA-S e DA-Ss, a propor¢do A/M, em termos de gDQOsubstrato SVinsculo >, €ra cerca de seis e
oito vezes maior que a do sistema DA-L, respectivamente. Portanto, mesmo com limitacdes de
transferéncia de massa, hd mais substrato disponivel para 0s microrganismos nos sistemas
DA- S e DA-Ss.

O perfil dos AGVs é muito relevante quando se pensa na producdo biobaseada e
recuperacao desses produtos, uma vez que estdo intimamente ligados as rotas metabdlicas que
predominaram em cada sistema e ainda quais tipos de &cidos seriam passiveis de recuperacdo
considerando a sua disponibilidade e concentragdo. Nessa perspectiva, o perfil de producdo dos
acidos e a concentracdo dos mesmos nos sistemas DA-L, DA-S e DA-Ss para todas as condi¢es

estudadas s@o apresentadas na Figura 13-a e Figura 13-b, respectivamente.
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Figura 13: Perfil (a) e concentracéo de AGVs (b) gerados para a DA-L, DA-S e DA-Ss
para as trés condicdes de desejabilidade (C1-C3) de PTH estudadas
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O perfil de produgdo de AGVs nos sistemas DA-S e DA-Ss foi mais diversificado em
comparacdo ao sistema DA-L. Enquanto a DA-L levou a producdo predominante de acido
acético, propiénico e butirico, a DA-S e 0 DA-Ss levaram a producdo de acido acético,

propibnico, butirico, isobutirico, valérico e isovalérico. Esse aspecto €& importante,
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considerando que os precos dos acidos graxos de cadeia mais longa sdo mais altos que os dos
acidos graxos de cadeia mais curta, conforme mostrado na Tabela 2 (ZACHAROF; LOVITT,
2013; ATASOY etal., 2018).

6.3.1. Comparacéo das condicGes de desejabilidade para o sistema DA-L

As condicdes de desejabilidade C1 e C2 geraram hidrolisados (fracdo liquida) com
valores de EA de 56,72 e 64,87%, respectivamente. Esses valores de EA foram os mais altos
para todos os sistemas acidogénicos testados. Além disso, esses valores de EA mostraram que
0 PTH da fracdo liquida melhorou a producdo de AGVs, pois o valor de EA para a fracdo liquida
pré-tratada aumentou 34,36% para a condicéo de desejabilidade C1 e 42,51% para a condi¢éo
de desejabilidade C2 em comparagédo com a fracéo liquida bruta.

A eficiéncia de acidificacdo méxima entre as condi¢cGes de DA-L observada para C2
(65%) ficou muito proxima aos 68% alcancada por Yarimtepe et al. (2017), que estudou a
acidificacdo da fracdo liquida do bagaco de oliva. O autor propds uma etapa de pré-tratamento
do residuo por eletrocoagulacédo para remover a influéncia negativa dos compostos fenolicos na
fermentacdo acidogénica. Considerando que os testes realizados no presente estudo
aconteceram sob a influéncia dos compostos fendlicos, pode-se considerar que a eficiéncia
alcancada para a C2 é um resultado expressivo. Além disso, 0 PTH é uma tecnologia mais facil
de ser implementada em um processo em larga escala em comparacdo ao processo de
eletrocoagulacédo. Diante disso, é possivel assumir que o PTH é promissor quando o objetivo €
melhorar a producao de acidos a partir da fracéo liquida do bagaco de oliva.

O maior valor de EA obtido a partir da condicdo de desejabilidade C2 mostrou que,
embora essa condi¢cdo tenha uma menor proporc¢édo de actcares C5-C6 / inibidores (HMF, FF e
fenolicos) no hidrolisado, a maior solubilizacdo de DQO em comparacdo com a condicdo de
desejabilidade C1 sugere que o cenario C2 favoreceu a solubilizacdo da matéria organica,
gerando outros compostos que poderiam ser facilmente degradados pelo consércio de
microrganismos, como os oligdbmeros de acucar.

A condicdo C3 teve o menor valor de EA dentre todas as condi¢des de desejabilidade
testadas no sistema DA-L, sendo inclusive inferior a EA obtida a partir da fracao liquida bruta.
Nesta condicdo (C3), a proporgdo de actcares C5-C6 para inibidores (HMF, FF e fendlicos) no
hidrolisado foi a mais baixa dentre todas as condi¢des de desejabilidade testadas no sistema de
DA-L, com a concentragdo de compostos furanicos cerca de seis vezes maior em relacdo a
condigdo de desejabilidade C2, como pode ser visto na Tabela 8. No processo de digestdo
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anaerobia, a inibicdo de bactérias acidogénicas fermentativas usadas para a producéo de bio-
hidrogénio por alta concentragdo de compostos recalcitrantes, sobretudo fendis, foi relatada na
literatura (MONLAU et al., 2014). Logo, isso também foi confirmado no presente estudo para
a producdo de AGVs.

Os maiores valores de EA e DQOagv obtidos no sistema alimentado com a fragéo
liquida gerada pela condicdo de desejabilidade C2 mostraram que HMF, FF e compostos
fendlicos em concentragdes de 0,28 g L™, 0,19 g L e 6,34 g L, respectivamente, ndo
demonstraram inibicdo expressiva para a conversdo da matéria organica pelo consoércio de
microrganismos. Entretanto, o valor de EA obtido a partir da condi¢do de desejabilidade C3
indicou que uma concentracdo de HMF, FF e compostos fendlicos iguais ou superiores a
1,67gL? 1,109 Lt e 8,15 g L, respectivamente, causaram uma forte inibicdo das bactérias
fermentativas acidogénicas.

A relacdo entre eficiéncia de acidificacdo e concentracdo de compostos fendlicos pode
ser explicada por um modelo polinomial de segunda ordem. De acordo com a Figura 14-a, fica
evidente que a eficiéncia de acidificacdo nédo e prejudicada até que a concentracao de compostos
fendlicos atinja 5,87 g L (ponto de maximo da curva com 71,74% de eficiéncia de
acidificacdo), que marcou o inicio da toxicidade para o consdrcio de microrganismos. De
acordo com Yarimtepe et al. (2017), concentraces de fendis inferiores a 5 g L™ ndo
interferiram na acidificacdo dos efluentes liquidos gerados pela industria de azeite. Contudo, o
autor ndo deixa clara a relacdo entre compostos fendlicos e eficiéncia de acidificacdo, conforme
fica claro no presente estudo. Portanto, hd um avanco na literatura no sentido do esclarecimento
dos efeitos dos compostos fenolicos na acidificacdo da fragédo liquida oriunda do bagaco de

oliva.
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Figura 14: a) Modelo gerado para relagdo da eficiéncia de acidificacdo com a
concentracdo de compostos fenolicos na DA-L ; b) Correlacdo entre concentracao de
compostos fendlicos, fator severidade e percentual de &cidos de cadeia longa gerados
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Os perfis de producdo de AGVs para todas as condicdes estudadas no sistema DA-L
(Figura 13) mostraram que os &cidos acético, butirico e propiénico foram produzidos
predominantemente, sendo o acido acético produzido em maior quantidade seguido pelos
acidos butirico e propiénico. Alguns estudos avaliaram a acidogénese da fragdo liquida do
bagaco de oliva e relataram o mesmo perfil de produgdo de AGVs com a mesma ordem de
predominancia dos acidos organicos observados no presente estudo (BERTIN et al., 2010;
FEZZANI; CHEIKH, 2010). Portanto, sugere-se que a fermentacdo acidogénica do substrato
ocorreu preferencialmente pela via metabdlica acetato-butirato-propionato (ZHOU et al., 2018)

O aumento na severidade do PTH resultou em uma altera¢éo na concentracéo de acidos
organicos produzidos por bactérias fermentativas acidogénicas, como mostrado na Figura 13- b.
Observou-se que a quantidade de acido acético produzido pelas bactérias acidogénicas diminuiu
no meio fermentativo quando foi utilizado como substrato hidrolisados obtidos em condi¢fes
mais severas de pré-tratamento hidrotérmico. Um comportamento oposto foi observado para a
quantidade de &cidos propibnico e butirico, uma vez que a concentracao de tais acidos organicos
aumentou nos meios fermentativos em que se utilizou hidrolisado gerado em condicdes de
maior severidade. Nessa perspectiva, fica evidente que 0s microrganismos mudaram sua via
metabolica preferencial em resposta a adaptacdo as condicdes de estresse nas quais foram
submetidos. (ZHOU et al., 2018).

O estresse microbiano pode estar relacionado ao aumento da concentra¢do de compostos
fendlicos no meio fermentativo. Para as condi¢des de desejabilidade estudadas (Figura 14 -b),
quanto maior o fator de severidade do PTH, maior a concentragéo de polifendis nos hidrolisados

e, consequentemente, maior a porcentagem de AGVs de cadeia longa (butirico, isobutirico,
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valérico e isovalérico) produzidos. Além disso, a presenca de compostos fendlicos no sistema
DA-L mostrou maior influéncia nos valores de EA em compara¢do com os sistemas DA-S e
DA-Ss. Na fase liquida, a diferenca entre os valores mais altos e mais baixos de EA foi de
47,61%, enquanto nos sistemas DA-S e DA-Ss a diferenga foi menor que 7%.

Uma segunda possibilidade de estresse do consorcio microbiano pode estar relacionada
a concentracdo de &cido acético nos meios fermentativos, considerando que a condicdo mais
severa de PTH gerou uma maior concentragdo de &cido acético no hidrolisado usado como
substrato para a fermentagdo (C1 - 15,68+0,34 C2 - 15,79+0,07 C3 - 22,34+0,50 g L™ de 4cido
acético). Além disso, considerando que os microrganismos metanogénicos acetoclasticos foram
eliminados no tratamento térmico do inéculo, o acido acético tende a se acumular. Portanto, a
mudanca na via metabolica preferida dos microrganismos acidogénicos pode ter ocorrido para
minimizar o acumulo de hidrogénio e garantir a reciclagem interna de espécies portadoras de
elétrons, como o NAD. A conversio de propionato (AG ° = +76,1 kJ mol?) e butirato
(AG ° = +48,1 k] mol™*) em acetato néo é termodinamicamente favoravel nas condigdes padréo
e, por esse motivo, o0s AGVs de cadeia longa foram acumulados no meio fermentativo
(AQUINO; CHERNICHARO, 2005b; SANTOS et al., 2018).

6.3.2. Comparacao das condicOes de desejabilidade para o sistema DA-S

A FS bruta e a FS pré-tratada obtida a partir da condicdo de desejabilidade C3
apresentaram os valores mais baixos de EA no sistema DA-S. Estas fracdes solidas também
exibiram os piores valores de EA entre todos os sistemas acidogénicos de DA testados para
todos os tipos de substratos avaliados. Para a DA-S da FS bruta, o consércio microbiano
provavelmente teve dificuldade em acessar os componentes da biomassa devido a recalcitrancia
do complexo lignocelulésico do bagaco de oliva ndo pré-tratado.

Por outro lado, a condicdo desejavel C3 levou a uma grande solubilizacdo dos
carboidratos da fracdo sélida para a fracdo liquida, permitindo a conversdo das macromoléculas
de carboidratos em acgucares monoméricos. Provavelmente, isso reduziu a quantidade de
substrato considerado mais facilmente degradado pelos microrganismos na fracdo sélida. Além
disso, a repolimerizacdo da lignina com o aumento do nimero de ligacdes C-C na estrutura
condensada na fase sélida sob condi¢Bes mais severas de PTH, provavelmente teve um papel
importante na acessibilidade da fragdo de carboidrato pelo coquetel enzimético produzido pelos

microrganismos. Isso juntamente com a presenga de compostos toxicos aderidos a superficie
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da fibra, como compostos fenodlicos e furanicos, pareceu limitar ainda mais o acesso dos
microrganismos ao substrato (LIMA et al., 2018).

Em comparacdo com a condicdo desejavel C2, a condicdo de desejabilidade C1 de
menor severidade apresentou maior DQOacv, 0 que pode estar relacionado a maior quantidade
de matéria organica de féacil degradacdo na fragdo sélida remanescente ao PTH, haja vista que
nesta condicéo observou-se uma menor solubilizacdo da matéria organica e, consequentemente,
a menor solubilizacéo dos aglcares. Portanto, mais carboidratos estariam disponiveis na fracdo
solida para serem consumidos por microrganismos na condicdo de desejabilidade C1,
resultando em maior acidificagao.

Para o perfil de producdo de AGVs no sistema DA-S, observou-se que 0 aumento da
severidade da PTH esta relacionado a uma maior producdo de acido valérico. Isso reforca a
hipétese de que condigdes mais desfavoraveis ao consorcio de microrganismos, como a
presenca de compostos fendlicos e furanicos, causaram um distarbio metabolico (ZHOU et al.,
2018). Isso levou a producéo de acidos carboxilicos de cadeia longa, como também observado

no sistema DA-L.

6.3.3. Comparacao das condicOes de desejabilidade para o sistema DA-Ss

Para o sistema DA-Ss, 0s maiores valores de eficiéncia de acidificacdo e concentracédo
dos AGVs obtidos em comparacdo com o sistema DA-S foram possivelmente associados a
presenca de fracdo liquida pré-tratada no sistema DA-Ss, uma vez que o0s agucares e oligdmeros
monoméricos contidos no hidrolisado estdo prontamente disponiveis para o consumo pelo
consorcio de microrganismos. Além disso, a fracdo sélida pré-tratada presente na mistura pode
ser usada como suporte para imobilizacdo e substrato para o crescimento de microrganismos
(HESSELTINE, 1987).

Uma clara mudanca de rotas metabolicas com a severidade do PTH é notada quando se
observa que quanto mais severo o pré-tratamento, maior o percentual de acido férmico (Figura
13). Além disso, a quantidade de &cido acético produzido no sistema de DA-Ss para as
condicdes desejaveis C1, C2 e C3 (Figura 13) aumentou com o aumento da severidade do PTH,
em contraste com o que foi observado no sistema DA-L e DA-S. Em relacdo ao &cido
propibnico, observa-se uma reducdo em seu percentual quando sdo comparadas a biomassa
bruta (30%) e a pasta gerada pela C1 (24%) em relacdo a pasta pré-tratada na C2 (12%) e C3
(14%). Uma outra questdo interessante é que o acido butirico deixou de ser produzido na C3,

dando lugar ao éacido isobutirico, que ndo tinha sido detectado nas condigfes anteriores.
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Na DA-Ss todas as condi¢des de pré-tratamento apresentaram concentragdes superiores
a concentracdo de AGVs gerada a partir da pasta bruta, evidenciando que o PTH foi eficiente
para melhorar o potencial de acidificacdo do substrato bruto. Além disso, nota-se que a
concentracdo dos acidos organicos diminuiu a medida que a severidade do PTH aumentou, de
forma anéloga a DA-S. Uma possivel explicacdo para esse fato, além dos compostos inibidores
presentes na fracdo solida, € que ainda que a transferéncia de massa seja dificultada, o teor de
solidos na DA- S e DA-Ss € maior, tornando 0s compostos toxicos mais concentrados no meio
fermentativo. Além disso, conforme foi relatado, o maior teor de s6lidos na DA estéa relacionado
a uma menor EA.

A recuperacdo individual dos acidos organicos em uma etapa posterior a fermentacéo é
0 objetivo dos processos industriais que visam a producéo biobaseada dos AGVs, cujo preco
varia de 600 a 4251%/ton (Tabela 2). Diante dessa ampla faixa de preco e dos diferentes perfis
e concentragOes dos acidos organicos gerados pelos sistemas de DA e condi¢bes de PTH
estudadas, é necessario utilizar um pardmetro que permita comparar 0s cenarios investigados.
Nesse sentido, sugere-se considerar o possivel valor de retorno que poderia ser gerado a partir

dos acidos produzidos em cada situacéo, considerando a massa de entrada da biomassa no PTH.

6.4.Viabilidade econémica da producéo de AGVs a partir do bagaco de oliva

A partir dos dados obtidos no presente estudo, foi feita uma avaliacdo econémica
simplificada para identificar quais dos processos avaliados poderiam ter maior potencial de
agregar valor ao bagaco de oliva bruto, considerando uma economia circular de base bioldgica.
A avaliacdo da rentabilidade potencial foi estimada (Figura 15) considerando-se a massa de
AGV produzido por tonelada de substrato (FS, FL ou mistura; C1, C2 e C3) em cada sistema
acidogénico de DA (DA-L, DA-S e DA-Ss) estudado, descontando a producdo de AGVs do
inoculo. Foi considerada uma recuperacdo de 100% dos AGVs produzidos em cada sistema
acidogénico de DA avaliado e os precos dos AGVs (US $ por tonelada de AGV) relatados por
Calt (2015) e Zacharof; Lovitt, (2013) (acido férmico-US $ 800.00 &cido acético-US $ 600.00
acido propi6nico-US $ 2,000.00 acido isobutirico-US $ 3,210.00 &cido butirico-US $ 2,163.00
acido isovalérico US $ 3,363.00 acido isovalérico-US $ 3,387.00 acido valérico-US $
4,251.00). Os calculos de receita especifica foram efetuados com base na massa de entrada de
bagaco de oliva no pré-tratamento. Essa avaliagdo econdmica negligenciou 0s custos
envolvidos na operagdo de uma planta industrial e, portanto, teve como objetivo fornecer um

parametro para avaliar de forma normalizada as condicGes estudadas.
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A condicdo de desejabilidade C2 apresentou a maior receita potencial por tonelada de
substrato entre todos os sistemas de DA acidogénica estudados. Essa condicdo também
apresentou o maior valor de EA entre todos os sistemas de digestdo anaerdbia avaliados. O
melhor desempenho da condicdo desejavel C2 em relacdo a receita potencial e a EA indicou
que essa condicédo era a condicdo de PTH mais eficiente dentre todas as condicdes investigadas,
confirmando que o PTH melhorou a biodigestibilidade do bagaco de oliva para a producao de
AGVs de base bioldgica.

Conforme mostrado na Figura 15, as receitas especificas potenciais estimadas para 0s
sistemas DA- L foram as mais baixas entre os trés sistemas acidogénicos estudados, com
excecao da condicdo de desejabilidade C2. No entanto, parametros de bioprocessos, como pH
e razdo A/M, devem ser investigados para melhorar o rendimento de acidificacdo, bem como a

possivel lucratividade econdmica potencial da producdo de AGVs da fracdo liquida.

Figura 15: Receitas especificas potenciais para os AGV produzidos nos sistemas DA-L,
DA-S e DA- Ss avaliados, além da soma das receitas geradas pela fracéo liquida (FL) e
fracdo solida (FS) estudadas separadamente (FL+FS)

140

120 -+

(2 Y I |

HEEEEEH

100

80

HEEEEEEE

60 -

I I 1

40 -

20+

2 I I O
S EEEEEEEEEEEREEE!

$/ton de bagacgo de entrada no PTH

A A S RN |

|
B

FOCPC FOCOC FLFOOC FOo&
R < R e
FL FS Mistura FL+FS

Por outro lado, para o sistema DA-S as condicBes desejaveis C2 e C3 foram as que
apresentaram a maior receita potencial por tonelada de substrato (US $ 75,33 e US $ 58,96
respectivamente). Isso mostra que, embora as condi¢des desejaveis C2 e C3 tivessem baixos
valores de EA, o perfil de AGVs produzidos pelo sistema DA-S é economicamente interessante
porque essas condigOes geraram uma quantidade maior de AGVs de cadeia longa por massa de
substrato de entrada no PTH. A producdo de &cido valérico teve uma contribuicdo importante
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no potencial econdmico para as condi¢des desejaveis C2 e C3 aplicadas ao sistema DA-S, pois
esse &cido possui 0 maior valor de mercado entre todos os AGVs avaliados neste estudo. O
acido valérico foi o &cido com a maior porcentagem entre os AGVs produzidos pelas condi¢bes
desejaveis C2 e C3 aplicadas ao sistema DA-S em comparagao com 0s outros cenarios de DA
acidogénica avaliados.

Além disso, a maior concentracdo de AGVs produzidos pelos sistemas DA-S e DA-Ss
pode favorecer a recuperacao de &cidos nos processos de separacdo, aumentando a viabilidade
da aplicagé@o desse tipo de alternativa para valorizacdo do bagaco de oliva. Esses processos
podem ter vantagens e desvantagens para cada sistema, como tempo de acidificacdo, preco dos
acidos produzidos, métodos utilizados para separacéo e purificacdo, entre outros.

As caracteristicas fisicas da fracdo solida bruta (78,85% de umidade) e a eficiéncia de
separacao das fragdes solidas e liquidas na prensa hidraulica limitaram o potencial financeiro
maximo a ser alcancado pela soma das receitas geradas pela fracdo solida e fracdo liquida
separadamente. A prensa hidraulica usada para separar as fracdes solida e liquida (hidrolisado)
teve uma eficiéncia média de 78% para o bagaco de oliva pré-tratado por auto-hidrolise. Essa
limitacdo foi levada em consideracdo no calculo da lucratividade total por tonelada de bagaco
de oliva, considerando a separacdo das fracdes solida e liquida para a producdo de AGVs
(Figura 15).

Portanto, os resultados apresentados na Figura 15 indicam que a concentracdo de acidos
organicos produzidos pelas fracdes solida (DA-S) e liquida (DA-L) ndo era suficientemente alta
para justificar a implantacdo de uma unidade de separacdo para processar essas fracdes
separadamente, o que pode ser considerado uma vantagem do ponto de vista técnico e
econémico. Nessa perspectiva, a condi¢ao que apresentou um maior potencial econémico foi a

mistura do bagaco pré-tratado na condicdo 2 (161°C e 62 minutos).

6.4.1. Avaliacdo do uso da fracdo solida para producdo de AGVs e da fracéo liquida
para a producdo de metano

Ainda que a separacdo das fracGes solida e liquida ndo tenha sido vantajosa num
primeiro momento quando analisada apenas a producdo de AGVs, ela pode ser avaliada para
agregar mais valor ao processo, produzindo biogas ou recuperando compostos furanicos e
fendlicos da fracdo liquida (SERRANO et al., 2017c; YARIMTEPE et al., 2017; CABRERA
et al., 2019). Dessa forma, considerando o tipo e a concentracdo de &cidos carboxilicos
produzidos nos sistemas DA-S e DA-Ss em comparagdo com o sistema DA-L, diferentes
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processos podem ser projetados em uma biorrefinaria para a producdo de AGVs de base
bioldgica a partir do bagaco bruto. Na Figura 15, observa-se que o bagaco bruto apresentou
uma boa receita potencial sem nenhum pré-tratamento. 1sso ocorreu devido a maior quantidade
de AGVs de cadeia longa produzidos, como os acidos valérico, butirico e propidnico. Esses
resultados mostraram como uma biomassa lignoceluldsica complexa como o bagaco de oliva,
com alto teor de compostos fendlicos, pode ser considerada uma boa op¢éo para produzir acidos
com alto valor de mercado. Se o objetivo € usar a fracdo liquida para obter outros produtos, a
fracdo solida gerada pela condicdo desejavel C2 apresentou a melhor receita potencial
considerando a producdo de AGVs.

Nessa perspectiva, o potencial bioquimico de metano das fra¢des liquidas do material
bruto e pre-tratado na condicdo C2 foi testado em condicGes previamente definidas na literatura
(BUJALANCE et al., 2013; FEZZANI; 2010). Esses testes foram executados a fim de avaliar
se a separacgdo das fracdes para a producdo de metano a partir da fracéo liquida e acidos graxos
volateis a partir da fracdo solida seria uma rota tecnoldgica atrativa ou nao.

Os resultados de PBM (Figura 16) demonstraram que as producdes de metano a partir
das fragbes liquidas foram muito baixas, mesmo apds 70 dias de biodigestdo
(B=72 NmL CHs4 g DQO™, C2=98 NmL CH4 g DQO™). A produgdo de metano a partir do
hidrolisado hemicelulésico de outras biomassas pré-tratadas por auto-hidrdlise levaram a
producéo de cerca de 267 NmL CH4 g DQO™ (em So=4,57) para a cana-de-aglicar (ADARME
etal., 2019) e 130 NmL CH4 g DQOuiimentada > (€M So=4,57) para a casca de café (SILVA, 2019),
cuja composicao quimica é mais recalcitrante que o bagaco de cana em funcéo da presenca de

compostos complexos como a cafeina (SILVA, 2019).
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Figura 16: Dados experimentais da producdo bioquimica de metano a partir da fragéo
liquida do bagaco bruto e da fracédo liquida gerado pelo bagago de oliva pré-tratado a
161°C e 62 minutos (C2)
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Acredita-se que a baixa producdo de metano em relacdo a outras biomassas esteja
relacionada, dentre outros fatores, a composi¢do mais diversa e recalcitrante do bagaco de oliva
em razdo do elevado teor de extrativos, compostos fendlicos e lipidios. Nessa perspectiva, as
curvas (Figura 16) de producdo acumulada de metano sugerem que a hidrolise foi uma etapa
limitante da metanogénese e 0s microrganismos tiveram dificuldade em degradar a materia
organica complexa. De qualquer forma, é possivel observar que mesmo com baixas produgdes,
0o PTH em uma condicdo de severidade intermediaria melhorou a biodigestibilidade do
substrato, aumentando a producdo de biometano em 26 NmL CHas/g DQO em relagdo ao
material bruto. Apesar das vantagens supracitadas, a demanda energética do PTH para elevar a
temperatura do processo deve ser considerada na analise energética-econémica para ver se 0s
ganhos em termos de producdo de biogas pagam a energia consumida para elevar a temperatura
aplicada ao PTH.

Além disso, € possivel perceber a partir da Figura 16 que 0 processo para producédo de
biogas usando a FL da condi¢do C2 possui mais patamares do que a FL bruta, apesar de possuir
um maior potencial de producédo de biogas. Uma possivel explicacdo para os patamares decorre
do fato que, em condicGes intermediarias de PTH (161°C e 62 min) parte da hemicelulose
solubilizada durante o PTH encontra-se na sua forma oligomérica. Tais moléculas apesar de
serem constituidas de carboidratos facilmente degradaveis pelos microrganismos anaerébios,
para serem consumidas pelo consércio microbiano precisam ser hidrolisadas. Como as
condicOes intermediarias de pré-tratamento de biomassa lignocelulésica sdo conhecidas por

gerarem maiores concentracGes de oligébmeros no meio (AHMAD;SILVA;VARESCHE, 2018),
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o hidrolisado gerado pela condi¢do C2 para ser convertido em metano precisou de passar por
um processo de hidrolise mais complexo. Os patamares observados para FL-C2 podem ser
classificados como 0 momento em que a concentracdo dos carboidratos monoméricos no meio
reacional estava limitada e os microrganismos hidroliticos precisaram de um tempo para
hidrolisarem os oligbmeros presentes no meio gerando os monémeros dos carboidratos. Ao
gerar novamente os carboidratos, o processo é retomado na sua fase de producao e os aguicares
voltam a ser convertidos em biogas. Resultados similares foram observados por outros autores
que avaliaram a producdo de biogéas utilizando como substrato os hidrolisados hemicelulésicos
obtidos por condi¢des de PTH com severidades intermediarias do bagago de cana-de-agUcar
(BAETA etal., 2016; LIMA et al., 2018; ADARME et al., 2019).

A producéo de metano a partir da fracdo liquida do bagaco de oliva bruto reportada no
presente estudo € inferior ao alcangado por outros autores, como Azbar e colaboradores (2008),
que alcangaram 204 NmL CHa/g DQOuiimentada- Ainda que se trate do mesmo substrato, as
diferencas composicionais em termos de teor de lipidios e agucares podem explicar as diferentes
produtividades volumétricas do metano. Conforme discutido, o bagaco de oliva brasileiro
apresenta um teor de lipidios maior e um teor de carboidratos menor quando comparado ao
bagaco produzida na Europa. Além dos fatores geoclimaticos, as condi¢des de processo (tempo
de batedura, temperatura, dentre outras) que vem sendo empregadas nos lagares brasileiros, que
tém pouco mais de dez anos, influenciam na composicao do residuo.

As baixas producdes de biogds (CHa) a partir da fragdo liquida do bagago de oliva
evidenciam como o substrato € resistente a biodegradacao, reforcando que as rotas tecnolégicas
para a producdo e recuperacdo de AGVs possam ser uma boa alternativa para agregar valor aos
residuos da industria de azeite sob a otica da economia circular biobaseada. Além disso, 0s
resultados mostraram que a separacdo das fracOes sélida e liquida ndo era atrativa para a
producdo de metano a partir da fracdo liquida e AGVs a partir da fracdo solida, refor¢ando que
a mistura do bagaco de oliva pré-tratado na condi¢édo 2 (161°C e 62 minutos) ofereceu o melhor
potencial econbmico de retorno. Nesse contexto, um dos fatores que mais influenciam a
producdo de insumos de valor agregado a partir da digestdo anaerébia é a comunidade
microbiana atuante no processo, que deve ser cuidadosamente analisada a fim de entender as
condi¢des nas quais 0s microrganismos possam trabalhar em capacidade plena para gerar 0s

produtos de interesse.
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6.5.Metagenomica

A metagendmica forneceu informacdes significativas a respeito da diversidade da
comunidade microbiana nos reatores anaerdébios apds os testes de fermentacdo em batelada,
permitindo demonstrar o efeito da severidade do pré-tratamento hidrotérmico na selecdo das
espécies e nas possiveis rotas metabolicas que levaram a producao dos acidos organicos. Nessa
perspectiva, foram escolhidos os indculos usados nas condi¢fes que utilizaram substratos da
condicdo de pré-tratamento de baixa e alta severidade (1 e 3) na DA-L e DA-S, com intuito de
verificar o efeito do pré-tratamento. Para a DA-Ss foi escolhida a condicdo de severidade
intermediaria (2), visto que dentre todas as condi¢fes estudadas foi aquela que apresentou a
maior rentabilidade potencial considerando a quantidade e perfil de AGVs presentes ao final
do ensaio.

A matriz do indculo utilizado no presente estudo (esterco bovino + lodo UASB)
demonstrou ter uma diversidade de microrganismos, sendo composta pelos filos Firmicutes
(84,20%), Euryarchaeota (9,70%), Actinobacteria (3,27%) e Proteobacteria (2,81%). Dentro
do filo Firmicutes, o género Clostridium foi 0 mais representativo (64,76%). Uma vez que 0
inoculo consiste em uma mistura 50% (g SV) de lodo anaerobio e 50% (g SV) de esterco bovino
fresco, € coerente que os Clostridium aparecam, considerando que elas fazem parte da
microflora intestinal dos ruminantes (GIRIJA et al., 2013). Este tdxon estd envolvido na
hidrolise de matéria organica complexa, gracas a sua capacidade de produzir proteases,
celulases, lipases e outras enzimas extracelulares que fornecem a capacidade de usar
eficientemente o0s substratos disponiveis na digestdo anaerobia (KOCHOLATY;
HOOGERHEIDE, 1937; GIRIJA et al., 2013).

A andlise dos reinos presentes nas amostras analisadas evidenciou que a eliminacao das
archaeas pelo pré-tratamento térmico do inoculo e pelas condicGes de operacdo (pH=5,5) foi
alcancada. O maior percentual das archaeas nas amostras analisadas foi de 0,61%, enquanto na
matriz do inéculo antes do pré-tratamento térmico o dominio correspondia a 9,70% da
populacdo. As archeas metanogénicas ndo sdo formadoras de esporos, e por iSso a sua maioria
é eliminada durante o pré-tratamento térmico do indculo. Além disso, elas tém o crescimento
6timo em uma faixa de pH entre 6-8, sendo muito sensiveis a variacdes desse parametro. Em
contrapartida, as bactérias acidogénicas tém uma maior tolerancia a valores mais baixos de pH
(CHERNICHARO, 2007).

Além das archaeas, o0 pré-tratamento térmico do indculo associado a fermentagdo dos

substratos oriundos do bagaco de oliva, que € uma biomassa recalcitrante e complexa, atuaram
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na selecdo natural dos microrganismos antes presentes na matriz do indculo. Nessa perspectiva,
algumas espécies de bactérias, tais quais Bosea minatitlanensis, Bosea thioxidans,
Enterococcus italicus, Enterococcus saccharolyticus, Streptococus salivarius, Streptococus
mucans e Weissella paramesenteroides, foram completamente eliminadas apds o processo de
digestdo anaerobia.

Os filos Proteobacteria e Firmicutes foram 0s mais representativos na fermentacao
acidogénica dos substratos oriundos do bagaco de oliva, representando 99% da comunidade
microbiana em todas as condicOes, com as Proteobacteria aparecerando em maior proporgéo,
conforme exposto na Figura 17. Iglesias-Iglesias et al. (2019), ao estudar a producéo de AGVs
a partir de lodo de esgoto, relatou que Proteobacteria (37%), Bacteroidetes (33%) e Firmicutes
(25%) foram os filos mais abundantes na fermentacdo acidogénica do lodo de esgoto. O filo
Firmicutes também foi de extrema relevancia no trabalho de Greses; Tomas-Pejé e Gonzalez-
Fernandez (2020), correspondendo a mais de 80% de abundancia relativa no consoércio
microbiano.

Figura 17: Abundancia relativa dos filos mais representativos na fermentacao
acidogénica dos substratos oriundos do bagaco de oliva
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A severidade do pré-tratamento hidrotérmico influenciou na proporcéo dos filos nos
sistemas de DA-L e DA-S para as mesmas condi¢bes de PTH. Quando a condicdo de
desejabilidade C1 é comparada a condi¢do C3, percebe-se que ha um aumento no percentual
das Firmicutes em relacdo as Proteobacteria para ambos os sistemas de digestdo anaerdbia
(Figura 17). Conforme exposto na Tabela 8, os substratos oriundos da condi¢do 3 de PTH

apresentaram maior concentracdo de compostos toxicos fendlicos e furénicos, que
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provavelmente tiveram maior influéncia na sobrevivéncia das espécies do filo Proteobacteria
em comparagdo com as espécies do filo Firmicutes.

De acordo com Monlau et al. (2014), o HMF e o FF podem inibir o crescimento celular,
induzindo danos ao DNA e inibindo varias enzimas que participam da rota da glicolise dos
microrganismos, em concentracdes toxicas que sdo especificas para cada espécie. Ja 0s
compostos fendlicos podem alterar seletivamente a permeabilidade da membrana das células
microbianas, causando uma inativagdo de maquinarios enzimaticos essenciais (ALMEIDA et
al., 2009; CAMPOS et al., 2009; MONLAU et al., 2014).

A partir da Figura 17 € possivel observar que a abundancia relativa para os filos sempre
alterou quando o sistema foi alimentado com um substrato da mesma condi¢do de PTH,
alterando somente o percentual de sélidos no sistema, tal fato, pode ser confirmado avaliando
a mudanca de perfil para condi¢do C1 e C3 na DA-L e DA-S. Isto evidencia que a concentracéo
de solidos no meio reacional é um fator que exerce pressao sobre a selecdo dos microrganismos

durante a digestéo anaerdbia acidogénica.

6.5.1. Analise microbiana na DA-L

Na DA-L, o filo Proteobacteria é representado por trés diferentes classes taxonémicas:
Gammaproteobacteria (C1-90,54%; C3-76,64%), Betaproteobacterias (C1-5,02%; C3-8,22%)
e Alphaproteobacteria (C1-1,02%; C3-5,01%). As Gammaproteobacteria tém a habilidade de
degradar a matéria organica em condi¢Ges ambientais de limitacéo nutricional e na presenca de
xenobidticos (NWODO et al, 2019), enquanto as Betaproteobacteria realizam a degradacéo de
substratos ricos em proteinas (Wu et al., 2015).

No que tange ao filo Firmicutes durante a DA-L, a familia Clostridiaceae foi a principal
representante. Ao nivel de espécies, um aspecto que chama atencdo € a diminuicdo da
representatividade das espécies Clostridium disporicum (14,00%) e Clostridium butyricum
(10,19%) presentes nas amostras pds-fermentacdo (<4,17% e <0,34%, respectivamente). Uma
vez que essa € uma espécie presente na matriz do inéculo e produz endésporos, ela é resistente
ao pré-tratamento térmico. Logo, as condicGes do bioprocesso foram responsaveis pela
diminuicdo da representatividade da Clostridium butyricum no sistema.

Os efeitos inibitoérios dos compostos furanicos (HMF) e fenodlicos (vanilina e
siringaldeido) na fermentac&o escura (“dark fermentation™) da glicose a partir de cepas isoladas
de Clostridium butyricum foram avaliados por Lin et al. (2015). Nesse estudo, os autores

reportaram inibicdo total na producéo de hidrogénio em concentragdes de compostos fendlicos
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superiores a 1,59 L "1 Nesse sentido, acredita-se que a alta concentracdo de compostos
fendlicos encontradas nos substratos oriundos do bagaco de oliva, que é uma biomassa de
elevada complexidade, tenham influenciado na reducdo da presenca da espécie Clostridium
butyricum.

Dentro do nivel taxonbmico Gammaproteobacteria, que teve maior participacdo no
processo de DA-L, o género Enterobacter foi o mais representativo (84,76% (C1) e 53,84%(C3)
de participacdo). De acordo com Zhang; Lv; Xing, (2011), o género Enterobacter tem se
destacado para aplicacdo em fermentacdo escura devido a algumas vantagens, tais quais elevada
taxa de crescimento, facilidade de cultivo e ampla utilizacdo de substratos. Além disso, o fato
de ser uma anaer6bia facultativa torna sua manipulacdo mais facil em relagcdo aos anaerébios
estritos (ZHANG; LV; XING, 2011).

As duas espécies de bactérias dominantes do género Enterobacter sdo: Enterobacter
cloacae (73,37% (C1) e 34,97% (C3)) e Enterobacter hormaechei (10,97% (C1) e 18,52%
(C3)). As Enterobacter cloacae séo bactérias gram-negativas, ou seja, contém duas membranas
celulares. Este organismo € anaerébio facultativo, que excreta enzimas como a
B- frutofuranosidase e a aldose-1-epimerase, presente no metabolismo de glicose, galactose,
amido e sucrose. Além disso, a bactéria produz a enzima beta-lactamase, que apresenta
importante acao de resisténcia a antibioticos. Por isso, a Enterobacter cloacae € apontada como
uma bactéria oportunista de importancia clinica, que se destaca como agente patdégeno causador
de infeccBes hospitalares (DAVIN-REGLI; PAGES, 2015). Por ter caracteristica t&o resistente
ela se apresentou de forma predominante nos sistemas alimentados com substratos complexos
como os gerados pelo PTH do bagaco de oliva.

A Enterobacter hormaechei foi agrupada na familia Enterobacter em 1989. Nos tltimos
trinta anos, essa espécie foi responsavel pela infeccdo nosocomial em pacientes adultos e em
criangas internadas em unidades neonatal no Brasil, Estados Unidos e Marrocos (O’HARA et
al., 1989; TOWNSEND et al., 2008). Assim como a Enterobacter cloacae, a Enterobacter
hormaechei também é produtora da enzima beta-lactamase e de outras enzimas que tornam
possivel a producdo de &cidos organicos a partir de D-glicose, L-arabinose, celobiose, D-
galactose, maltose, D-manitol, D-manose, L-ramnose, sacarose e D-xilose (O’HARA et al.,
1989). Dentre as enzimas produzidas pela Enterobacter hormaechei envolvidas na producédo
dos AGVs a partir dos agUcares, destacam—se a a-glicosidase, B-glicosidase e a-amilase.

O fato das Enterobacter cloacae e Enterobacter hormaechei terem sido as espécies

dominantes da DA-L chama a atencdo por essas espécies ndo estarem presentes na matriz do
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indculo utilizado. Nesse sentido, elas advém da comunidade autoctone presente na fragdo
liquida do bagago de oliva. Como essas bactérias sdo termotolerantes, elas ndo foram removidas
durante o PTH da biomassa. De fato, os estudos de Ntougias; Bourtzis e Tsiamis (2013)
mostram que a Enterobacter cloacae esta presente na fracao liquida do bagaco de oliva bruto.
Inclusive, espécies da familia Enterobacteriaceae foram isoladas da fracdo liquida do bagaco
de oliva para a producéo de etanol a partir da fermentacéo da glicose, conforme o estudo de
Asli et al., (2002).

Em um outro estudo que vislumbrava a producdo de hidrogénio a partir de glicose, a
Enterobacter cloacae foi isolada de um lodo granular de um reator UASB que tratava as aguas
residuais de uma cervejaria. Os resultados demonstraram que foram produzidos 0,8 mol H, /
mMolgiicose, SeNd0 0s principais metabolitos liquidos acido acético (367 mg L 1), metanol (437
mg L 1) e etanol (1101,26 mg L 1), apds 9 h de fermentacdo. Logo, as cepas isoladas
mostraram-se eficientes para a produgcdo de hidrogénio em condigbes mesofilicas.
(MAINTINGUER et al., 2017).

No que se refere a producdo de &cidos organicos biobaseados, algumas enzimas
produzidas pela Enterobacter cloacae e Enterobacter hormaechei sdo apresentadas na
Tabela 10. Os dados apresentados foram encontrados por meio da plataforma KEGG
(https://www.genome.jp/kegg/), que é tradicionalmente aplicada em anélises investigativas de

rotas metabolicas e caracteristicas genéticas dos seres vivos (PARANHOS et al., 2020).
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Tabela 10: Algumas enzimas produzidas pelas espécies Enterobacter cloacae e
Enterobacter hormaechei envolvidas em rotas metabdlicas relacionadas a producéo de
acidos orgéanicos

Rota metabdlica

Espécie

Amido e sucrose

Enterobacter cloacae

Enterobacter hormaechei

B-frutofuranosidase
a-glicosidase
B-glicosidase

a-amilase
maltose-6'-fosfato glicosidase

B-glicosidase
6-fosfo- B-glicosidase
maltooligosilteralose trealohidrolase
amido-sintase
1-4, a-glicana

Glicolise

glicose-1-fosfatase-glicoquinase
6-fosfo-B-glicosidase
glicose-6-fosfato isomerase
frutose-bifosfato-aldolase
fosfoglicomutase

glicose-1-fosfatase
fosfenolpiruvato carboxiquinase
acil-CoA sintetase
frutose-1,6-bifosfatase
fosfogliceratoquinase

Pentoses fosfato

quinoproteina glicose
desidrogenase
glicanaquinase
riboquinase
ribulose-fosfato 3-epimerase
fosfopentomutase

glicose-6-fosfato isomerase
glicose-6-fosfato-1dehidrogenase
6-fosfoglicanalactonase
ribulose-fosfato-3-epimerase
transaldolase

1,4- B-xilosidade

1,4- B-xilosidade

AcUcar amino e quitinase quitinase
acucar galactoguinase acetilglicosamina 2epimerase
nucleotideo glicose-1- manose 4,6-dehidratase
fosfatoadenililtransferase acetilmuramato dehidrogenase
frutoquinase
enoil-CoA hidratase
2,3-dehidroadipil-CoA hidratase enoil-CoA hidratase
a-acetil-CoA carboxilase carboxil ~ acrilil-CoA redutase (NADPH)
transferase acetil-CoA sintetase
Propanoato

acetatoquinase
fosfatoacetiltransferase
formato C-acetiltransferase
dihidrolipoamide dehidrogenase

a-acetil-CoA carboxilase carboxil
transferase
B-succinil-CoA sintetase

Biossintese de
AGVs a partir de
lipidios

a-acetil-CoA carboxilase carboxil
transferase
acil-CoA sintetase de cadeia longa
malonil CoA-ACP transacilase
enoil-redutase
S-manolil transferase

a-acetil-CoA carboxilase
malonil CoA-ACP transacilase
3-oxoacil-ACP sintase
6-fosfogliconato dehidrogenase
3-hydroxiacil-dehidratase




De acordo com a Tabela 10, as cepas de bactérias dominantes na DA-L sdo capazes de
excretar diversas enzimas que participam de rotas metabolicas diretas ou indiretas que levam a
producdo de AGVs a partir de carboidratos. Considerando o perfil gerado (acético, propiénico
e butirico) sugere-se que os polissacarideos presentes no hidrolisado foram quebrados em
monossacarideos, que foram depois convertidos em piruvato para finalmente formar acido
acético, propibnico, butirico, H2 e CO,, bem como pequenas moléculas orgénicas com a
participacdo de acetil-CoA (YUAN et al., 2019). Ademais, foi observado que os
microrganismos produzem enzimas capazes de produzir outros acidos de cadeia longa que nao
foram quantificados no presente estudo, tais como os acidos succinico (CsHeO4), fumaérico
(C4H40.), citrico (CeHsO7) e palmitico (C16Hz202). Nesse sentido, infere-se que a capacidade
de acidificacdo do substrato possa ser ainda maior do que o foi reportado.

6.5.2. Analise microbiana da DA-S

Embora os filos Proteobacteria e Firmicutes tenham sido dominantes tanto na DA-L
quanto na DA-S, o perfil das classes dominantes alteraram entre os sistemas de digestdo
anaerdbia. Nessa perspectiva, a DA-S contou com uma maior representatividade da classe
Clostridia (17,86%-C1 e 26,14%-C3), que continuaram a dominar o filo Firmicutes. A
mudanca na microbiota entre as tipologias de digestdo anaerdbia também foi observada por Yi
et al. (2014), que estudou o perfil microbiano na digestdo anaerdbia de residuos alimentares em
diferentes porcentagens de solidos totais (5, 15 e 20%). Os pesquisadores perceberam mudancas
significativas na microbiota com o aumento de sélidos totais, com destaque para o decréscimo
do filo Chloroflexi.

As Betaproteobacteria fazem parte da populacdo autéctone do bagaco de oliva sendo
algumas espécies capazes de degradar compostos fenolicos e outros poluentes, como tolueno,
benzoato e clorocatecol por exemplo (SUVOROVA; GELFAND, 2019). O percentual de
Betaproteobacteria entre as condi¢cdes de desejabilidade C1 e C3 na DA-S ndo se alterou,
provavelmente devido a essa capacidade de adaptacdo em meios fermentativos contendo
elevados teores de compostos fendlicos.

Dentre as classes dominantes na DA-S, o género Clostridium (14,57%-C1 e 21,11%-
C3) da classe Clostridia apresentou grande diversidade em relacdo as espécies, considerando
que 25 cepas foram encontradas, com destaque para a participagdo da Clostridium ruminantum

e Clostridium perfringens. Algumas enzimas produzidas pelo género Clostridium que sdo
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importantes nas rotas tecnologicas que levam a producdo dos AGVs séo apresentadas na Tabela

11.

Tabela 11: Algumas enzimas produzidas pelo género Clostridium envolvidas em rotas
metabolicas relacionadas a producéo de acidos organicos

Género: Clostridium

Rota metabdlica

Metabolismo amido e sucrose

Metabolismo glicélise

Enzimas

B-glicosidase
frutoquinase
6-fosfo-B-glicosidase
fosfoglicomutase
6-fosfobeta-glicosidase

L-lactato desidrogenase
piruvatoquinase
alcooldesidrogenase
glicose-6-fosfato isomerase

Rota metabdlica

Metabolismo pentoses fosfato

Acucar amino e agucar
nucleotideo

Enzimas

fosfopentomutase
transquetolase
ribose 5-fosfato- isomerase
transaldolase
ribulose-fosfato3-epimerase

L-fucose sintase
a-L-arabinofuranosidase
manose 4,6-dehidratase
[-acetilhexosaminidase
manose-6-fosfato-isomerase

Rota metabolica

Metabolismo propanoato

Metabolismo de formacéo de
AGVs a partir de lipidios

Enzimas

acetil-CoA sintetase

C-acetiltransferase

metilglioxal sintase
gliceroldesidrogenase
L-lactato desidrogenase

acil-CoA sintetase de cadeia
longa
manoliltransferase
3-oxoacil-ACP sintase-I|
3-oxoacil-ACP sintase-IlI
enoilredutase

De acordo com a Tabela 11, as bactérias do género Clostridium sdo importantes na

fermentacdo acidogénica de materiais lignoceluldsicos, considerando que possuem enzimas
capazes de hidrolisar fontes diversas de carbono: polissacarideos como amido e Xxilanas,
oligossacarideos como sacarose e lactose e monossacarideos como glicose e xilose. Ademais,
esses microrganismos sdo capazes de produzir diversas enzimas envolvidas em rotas
metabdlicas acidogénicas, podendo produzir acido acético e propiénico pela rota propionica
por exemplo. Nesse interim, muitos estudos reportam as Clostridium como grupo representativo

em sistemas hidroliticos-acidogénicos (CHEN et al., 2007, 2017; LIU et al., 2012).
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6.5.3. Andlise microbiana da DA-Ss

O perfil microbiano presente na DA-Ss (C2) em termos de espécie é muito semelhante
ao observado na DA-L de C3, com predominancia do género Enterobacter (60,59%), que é
representado majoritariamente pelas espécies Enterobacter cloacae (38,64%) e Enterobacter
hormaechei (21,43%). Em relacdo & DA-L de C3, percebe-se que o género Enterobacter
aumentou a sua representatividade, que antes era de 53,84% da populac¢do, com predominancia
das Enterobacter cloacae (34,97%) e Enterobacter hormaechei (18,52%).

A literatura reporta que algumas cepas de bactérias do género Enterobacter tem sido
isoladas para a producdo de hidrogénio e acidos graxos volateis a partir de substratos como a
vinhaga (PAESI, 2020). Alguns autores inclusive apontam que a combinagdo de bactérias
estritamente anaerobias como as do Clostridium a anaerobias facultativas como as do género
Enterobacter e Bacillus melhoraram a producéo de hidrogénio e AGVs (CHANG et al., 2008;
CHOU et al., 2011; WAINAINA et al., 2019).

Além das Enterobacter, algumas espécies de bactérias apareceram em menor proporgao
(<2%). Dentre elas estdo a Sarcina ventriculi, que tem habilidade de crescer em ambientes com
pH extremamente acido (<1) (CANALE-PAROLA, 1970); a Enterobacter ludwigii , que € uma
bactéria fermentativa oportunista de importancia clinica (HOFFMANN et al., 2005), e a
Klebsiella oxytoca, que é encontrada nas mucosas de mamifero e causa infecgdes nosocomiais
graves, tais como pneumonia e infeccBes primarias da corrente sanguinea (SINGH;
CARIAPPA; KAUR, 2016).

Ainda que as Enterobacter tenham sido o género dominante da DA-Ss, assim como as
condicdes C1 e C3 da DA-L, o sistema de digestdo anaerdbia e o substrato foram determinantes
para o perfil dos AGVs gerados e para a melhor rentabilidade econémica apresentada para a
DA-Ss. A condicdo DA-Ss / C2 caracterizou-se pelo maior percentual de acidos de cadeia
longa, sobretudo acido valérico. O teor de solidos totais exerce um papel importante nas rotas
metabdlicas, considerando que a solvéncia é um parametro essencial na transferéncia de massa
dos substratos, intensificando também a toxicidade dos compostos fendlicos, cuja
disponibilidade é facilitada na DA-L (MOTTE et al., 2013).

O consorcio microbiano € um dos fatores que influencia a producédo de acidos graxos
volateis por digestdo anaerdbia. Entretanto, a concentracdo e o perfil dos AGVs produzidos
estdo intimamente ligados a outros pardmetros de processo que afetam a concentragéo e o perfil
gerado. Dentre esses fatores, destacam-se o pH e a relagdo A / M, que podem ser otimizados

para gerar maiores producgdes de AGVs (STRAZZERA et al., 2018; ATASOY et al., 2019).
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6.6.0timizacdo das condig¢des do bioprocesso para a producdo de &cidos organicos
considerando uma DA-Ss

A otimizacdo das variaveis independentes pH e relacgio A/M na fermentacédo
acidogénica do bagaco de oliva (PTH: 162°C; 62 min) em estado semissélido (12 % ST) teve o
objetivo de compreender os efeitos desses parametros no processo a fim de gerar condic¢des
com o melhor potencial para a geracdo de AGVs. Portanto, foram avaliadas as seguintes
variaveis dependentes: concentracdo total de AGVs (Y4) e percentual de acido de cadeia longa
(isobutirico, butirico, isovalérico e valérico (%) (Y5), a escolha da ultima variavel deve-se ao
maior valor de mercado dos acidos acima de 3C, conforme visto na Tabela 2.

Os ensaios foram delineados por um planejamento Doehlert (DED), cuja matriz de
experimentos € apresentada na Tabela 12. Os ensaios no ponto central foram realizados em
triplicata. Uma vez que a variavel pH foi investigada, os ensaios de otimizacdo dos parametros
do bioprocesso, diferente dos primeiros ensaios de acidificacdo discutidos no item 6.3,
contaram com a adicdo de uma solucdo de bicarbonato de sddio de forma que a concentracao
de NaHCOj3 nos reatores fosse 2,59 L™ (IGLESIAS-IGLESIAS et al., 2019). A adicdo da
solugdo tampd&o ocorreu com o intuito de se evitar variacdes bruscas no pH do meio.

Os testes foram finalizados apos 15 dias de fermentacao (5 dias a menos que 0s ensaios
anteriores), quando a producao de hidrogénio nas condigdes de pH 7 e 9 ja tinha se estabilizado,
mas a producdo de hidrogénio nas condi¢cdes de pH 5 ainda eram observadas. Com intuito de
manter um critério para facilitar a comparacédo entre as condi¢fes experimentais, optou-se por
finalizar o teste em pH 5 no mesmo tempo das condi¢cdes de pH 7 e 9, uma vez que as condic¢des
que produzem AGVs em maiores concentracdes e em menores tempos de contato sdo
preferiveis. Sendo assim, todos os testes foram interrompidos ao mesmo tempo para evitar uma
subestimativa da producdo de AGVs. O perfil dos AGVs gerados em cada condicdo

experimental estudada no Planejamento Experimental Doehlert esta representado na Figura 18.
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Tabela 12: Matriz de experimentos Doehlert utilizada para otimizacao da fermentacao
acidogénica do bagaco de oliva pré-tratado a 161°C e 62 minutos com as variaveis
independentes decodificadas e as respostas avaliadas.

Concentracao Acido de
. total de .
Ensaio A/M pH AGV cadeia longa
S
1 (%)
mg L
1 3 7 8543,52 27,2355
2 2,4 9 11302,27 19,004
3 0,5 7 5228,63 36,4028
4 1,13 5 3623,56 11,8589
5 2,4 5 5527,89 8,7815
6 1,13 9 8816,38 13,3594
7 1,75 7 7605,27 30,2569
8 1,75 7 6517,65 27,9936
9 1,75 7 7880,88 30,2319

Figura 18: Perfil dos AGVs gerados em todas as condicOes experimentais apresentadas
na Matriz Doehlert para otimizacdo das condi¢des do bioprocesso
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Os diferentes percentuais de acido valérico e butirico em condi¢des de processo muito
parecidas para os testes encerrados em 20 dias (A/M=2 e pH 5,5) e 15 dias (A/M=2,4 e pH 5,
com adicdo de tampdo) sugerem que a adicdo de tampdo e o tempo de fermentagdo
influenciaram na concentracdo e na composicdo dos acidos gerados. A adi¢do de tampédo na
segunda etapa dos ensaios de acidificagdo fez com que a concentragdo de Na* no meio reacional
atingisse uma concentracdo (> 0,7 g/L). Logo, a adicdo de tampé&o alterou substancialmente a
salinidade no meio. Sabe-se que uma baixa concentracdo de sodio € essencial para 0
crescimento celular, regulacdo do pH, produgdo de eletrdlitos e energia. No entanto,
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concentragdes superiores a 0,5 g/L podem provocar, por exemplo, em microrganismos do
género Clostridium uma maior energia para manuten¢do do que para geracéo de novas células,
0 que altera 0 mecanismo durante a fermentagdo escura (dark fermentation) de butirico para
acético (TAHERI et al., 2018). Alguns autores como Xia et al., (2015) apontam que elevadas
concentrages de Na* contribuiram para uma elevada producdo de etanol, uma inibicdo na
utilizacdo de substrato e uma menor producédo de hidrogénio. Além disso, Taheri et al (2018)
observaram em seu estudo que o aumento da concentra¢do de NaCl superiores a 0,5 g/L pode
provocar uma mudanca na via metabolica do processo de acidogénica para solvatogénica.

Resultados similares foram observados no presente estudo e podem ser vistos na Figura 19.

Figura 19: Cromatogramas das amostras pos-fermentacéo: a) ensaio realizado a pH 5,5
e relagdo A/M de 2 g SV g SV, sem adicéo de tampéo e b) ensaio realizado apH 5e
relacdo A/M de 2,4 g SV g SV, com adicéo de tampé&o
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A partir da Figura 19 é possivel perceber que em condicdes similares, percebe-se no
cromatograma das amostras obtidas ap0s 0s ensaios acidogénicos utilizando tampao uma maior
quantidade de picos, evidenciando a presenca de outros compostos. As mesmas amostras
(pbs- fermentacdo com tampdo) foram analisadas em uma coluna Fermentation Monitoring
(Bio Rad), de acordo com o método aplicado por Bueno, (2019), onde se detectou a presenca
de compostos como 1,3 propanodiol, um dos produtos produzidos durante a solvatogénese.
Alguns autores como Le et al., (2012), apontam que quando a concentragdo de Na* é elevada
no meio reacional, a célula bacteriana bombeia Na* através da membrana celular para ajustar o

gradiente de Na*, tal processo é caracterizado por consumir energia. Sendo assim, a alteragao

91



do metabolismo em ambientes com elevada concentracdo de Na* pode estar atribuido ao efeito
inibitério provocado pelos sais contendo sodio, baixa conversdo de substrato, alto consumo de
energia e lise celular.

Em relagdo ao tempo de fermentagdo, nos ensaios realizados em 20 dias foi observada
a presenca de &cido valérico e butirico, o que pode ser decorrente do desvio das rotas
metabdlicas sob condicBes de estresse. Essa hipdtese ganha forca quando se observa que as
condicdes experimentais 4 e 5 (da otimizacdo das condi¢fes do bioprocesso) apresentaram o
menor percentual de AGVs de cadeia longa dentre todas as condi¢des estudadas.

A comparacdo entre o perfil das condi¢des nas quais foi aplicada a mesma relacdo A/M
(2,4-(condic0es 2 e 5)/(1,13- condicdes 4 e 6) permite inferir que o aumento do pH de 5 para 9
refletiu na maior producao de acidos de cadeia longa, induzindo a producao de acido propibnico
e butirico ao invés de acido isobutirico. Por outro lado, a relacdo A/M demonstrou ter pouca
influéncia em pH=5, visto que o perfil dos AGVs nas condicbes 4 (A/M=2,4 e pH 5) e 5
(A/M=1,13 e pH 5) foram semelhantes e ndo tiveram alteracdes significantes para o percentual
de &cido isobutirico (p-valor >0,05 pelo teste de hipoteses de Tuckey). Em contrapartida, a razéo
substrato / indculo demonstrou-se importante em pH 9, considerando que a comparacao das
condicdes 2 e 6 mostram a diminuigéo no percentual de &cido propidnico quando a relacdo A/M
aumentou de 1,13 para 2,4.

As condicdes 1,2,3,6,7,8 e 9 (pH=7 pH=9) apresentaram um perfil mais heterogéneo no
que tange a diversidade de acidos produzidos quando comparadas as condicGes 4 e 5 (pH=5).
Dessa forma, seria de se esperar que para rotas tecnoldgicas que vislumbram a producéo de
polihidroxialcanoatos (PHA) por exemplo, o perfil de AGV obtido em pH neutro-alcalino
favoreceria a producéo de polihidroxibutirato (PHB) (CABRERA et al., 2018).

A andlise de variancia (ANOVA) para as trés variaveis resposta avaliadas mostrou uma
regressdo significativa (p<0,05) para os modelos quadraticos utilizados para ajustar os dados
experimentais, coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,9808 e valores de RZg;
superiores a 0,9079. Ademais, ndo houve falta de ajuste (valor de p> 0,05). Portanto, os modelos
quadraticos foram bons modelos preditivos para os dados experimentais. Os coeficientes
obtidos da anélise de regressao dos modelos quadraticos aos dados experimentais, assim como
os valores de R?, R%aj € Pregressio € Praltadeajuste SA0 apresentados na Tabela 13. As superficies de

resposta geradas pelo planejamento experimental Doehlert sdo apresentadas na Figura 20.
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Tabela 13: Coeficientes de regressdo para as variaveis dependentes avaliadas no
planejamento experimental Doehlert (DED).

Coeficientes de

Concentracéao Acido de cadeia
regressao* total de AGVs longa (%)
bo 7334,6333 29,4941
b1 1836,6667 -2,6279
b1 -448,5833 2,3250
b2 2741,8000 2,9308
boo 95,0625 -16,8244
b1o 290,8000 4,3610
R? 0,9704 0,9655
R%q 0,9214 0,9079
Pregressio 0,0167 0,0211
Praltadeajuste 0,6044 0,0663
*Todos os modelos sdo escritos como: y=hbo+ b1 (A/M)+b11(A/M)?+b2(pH)+b2.
(pH)?+b12(A/M)(pH)

Figura 20: Superficies de resposta geradas a partir de modelos quadraticos para

(a)concentracao total de AGVs (Y4), (b) acidos de cadeia longa (%) (Y5)
Concentracio total de AGVs g L

a)

b) Acidos de cadeia longa (%)
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Os efeitos estatisticamente significativos das variaveis independentes pH e A/M nas

variaveis dependentes Y4 e Y5 sdo apresentados no diagrama de Pareto de efeitos padronizados
(Figura 21).
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Figura 21: Diagrama de Pareto de efeitos padronizados para as variaveis independentes
relacdo alimento / microrganismo (A/M) e pH e seus efeitos na (a) concentracédo de AGVs
(Y4, g L™Y); (b) acidos de cadeia longa (Y5, %)

a) Concentracao total AGV mg L1 b) Acidos cadeia longa (%)
PH(L) _7,6 788 PH(Q) ;18,909
ANMI(L) 4,£413552 pH(L) 4.510372
AM(Q) 8631758 ANIL) -3.50248
pHxAM 4034518 pH x AN 3.p55751
PH{(Q) 1826353 AN(Q) :l 1.050838

A concentracdo total de AGVs é uma variavel importante quando se almeja a producao
industrial de AGVs biobaseados, uma vez que baixas concentragdes limitam muitas técnicas de
recuperacgdo desses acidos, como a destilacéo e a separacéo por membranas. Nesse contexto, a
andlise do gréafico de Pareto (Figura 20) evidencia que tanto o pH quanto a relagdo A/M tiveram
efeitos estatisticos significativos (p-valor < 0,05) e positivos em Y4 (7,60 e 4,41
respectivamente), com o pH exercendo maior influéncia. Isso quer dizer que meios alcalinos
com altas relagdes substrato:indculo levaram a um aumento na concentracéo dos acidos no meio
reacional.

A andlise das condicBes 1 (A/M=3 e pH=7) e 3 (A/M=0,5 e pH=7) mostram que um
aumento de seis vezes na relagcdo A/M causou um incremento de 58% na concentracdo dos
acidos carboxilicos. Por outro lado, a observacdo das condi¢Ges experimentais 4 (A/M=1,13 e
pH=5) e 6 (A/M=1,13 e pH=9) aponta que o aumento do pH para uma mesma relacdo A/M
culminou no aumento da concentracgdo de acidos organicos de 3,62 g L™para 8,82 g L, o que
representa um aumento de mais de 100% na variavel resposta. Logo, o pH tem maior influéncia
na concentracdo total de AGVs gerados em relacdo ao parametro A/M.

Por muito tempo a literatura postulou que o pH em torno de 5,5 era propicio para
processos fermentativos acidogénicos, como forma de eliminar a influéncia das archeas
metanogénicas (YARIMTEPE; OZ; INCE, 2017; WAINAINA et al.,, 2019). Entretanto,
trabalhos recentes focados na producdo de acidos graxos volateis constataram que meios
alcalinos podem favorecer o acimulo de AGVs, conforme foi demonstrado no presente estudo.
De acordo com Rincon (2018), os acidos organicos podem penetrar na parede celular

microbiana em pH extracelular baixo e se dissociar dentro do protoplasma, causando o
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abaixamento do pH intracelular e consequentemente inibindo a utilizagdo do substrato e do
crescimento microbiano.

Norteados por essa 6tica, autores que utilizaram substratos diversos como lodo granular
e residuos alimentares concluiram que as maiores concentragdes de &cidos carboxilicos foram
favorecidas pela alcalinidade (STRAZZERA et al., 2018; ATASOY et al., 2019; CABRERA
etal., 2019; IGLESIAS-IGLESIAS et al., 2019). Em relacéo ao bagago de oliva, Cabrera (2019)
e colaboradores estudaram o acimulo de AGVs em sistemas metanogénicos em diferentes pH
(5,7 € 9), relataram que o0 maior acimulo de AGVs (3.69 g DQOacV/L) se deu em pH 9, onde
o perfil dos acidos gerados foi representado majoritariamente pelo &cido acético (79,3%).

Em relacdo a variavel Y5 (acidos de cadeia longa, %) os termos pH e pH2 apresentaram
significancia estatistica na variavel resposta. Entretanto, o primeiro termo teve efeito positivo
(4,51), enquanto o segundo demonstrou uma contribuicdo negativa (-18,91) na variavel
independente Y5. Isso significa que para uma mesma relagdo A/M, inicialmente o aumento do
pH acarreta em um maior percentual de &cidos de cadeia longa (butirico, isobutirico, valérico e
isovalérico), mas o aumento excessivo da alcalinidade para regides extremas levard a uma
menor representatividade desses acidos no meio, conforme ilustrado na Figura 20-b. Para o
dominio experimental de pH explorado (5-9), regides extremas de pH promoveram aumento do
percentual de &cido acético e propidnico em relacéo aos acidos de cadeia maior, indicando que
o perfil dos AGVs foi alterado com o pH devido a mudancas nas rotas metabdlicas.

O modelo quadratico descritivo gerado aponta que as condi¢fes experimentais que
geram maior percentual de AGVs de cadeia longa estao situadas em pH neutro (6,5-7,5), em
condicdes de relacdo A/M muito baixas ou muito altas ( ~0,5, ~3). Isso sugere que as condic¢des
de stress geradas pela baixa ou alta disponibilidade de alimento resultaram em desvios das rotas
metabolicas preferenciando a formacdo de AGVs de cadeia mais longa como um mecanismo
de sobrevivéncia do consorcio microbiano. E importante ressaltar que mesmo que o pH em
torno da neutralidade favoreca a producdo de AGVs, essa faixa também favorece a
sobrevivéncia das metanogénicas-acetoclasticas, que tem a habilidade de transformar o acetato
em metano, podendo reduzir o acumulo de &cidos.

De acordo com Zhou et al. (2018), uma das hipoteses para a influéncia do pH no perfil
dos acidos gerados se relaciona a mudancas na razdo NADH/NAD™ causada pelo potencial
hidrogeniénico do meio. O NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) ¢ uma coenzima

cuja principal funcdo é a producéo de energia celular para o organismo, sendo a forma reduzida
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do transportador de elétrons mais comum na degradacao de carboidratos, o (NAD*) (AQUINO;
CHERNICHARO, 2005a).

A literatura apresenta resultados muito contrastantes para a modificacdo do perfil dos
AGVs produzidos em funcdo da mudanga de pH. Dessa forma, os diferentes substratos,
indculos e condicbes de processo aplicados dificultam a comparacdo dos resultados obtidos no
presente estudo, uma vez que esses outros parametros de processo também influenciam nas
rotas bioquimicas da fermentacdo acidogénica.

Diante do exposto, o pH apresentou maior influéncia para a fermentagdo acidogénica
do bagaco de oliva para as variaveis estudadas, demonstrando ser um parametro chave no
processo. Ao estudar os pardmetros que influenciam a producdo de AGVs a partir das aguas
residuérias da producdo do azeite para a producdo de poli-hidroxialcanoatos, Gameiro et al.
(2015) e colaboradores relataram a mesma tendéncia observada: a alcalinidade é o parametro
mais importante para a producdo de AGVs, tendo um efeito maior na acidificagdo quando
comparado a relacdo alimento-microrganismo aplicada ao sistema.

No sentido de alcancar melhores producdes de AGVs a partir do bagaco de oliva,
almejando altas concentrac6es de acido carboxilico e perfis com grande percentual de cadeia
longa, a ferramenta estatistica de desejabilidade foi aplicada para verificar qual combinacéo de
pH e relacdo A/M seriam mais adequadas para gerar esse cenario. Nesse interim, a variavel Y4
foi configurada em nivel ndo desejavel (= 0) de 3623,6 mg L1, em nivel parcialmente desejavel
(= 0,5) 7464,0 mg L™ ! e totalmente desejavel (= 1) de 11302,0 mg L™ *; a variavel Y5 foi
configurada em nivel ndo desejavel (= 0) de 8,78%, em nivel parcialmente desejavel (= 0,5)
22,59% e totalmente desejavel (= 1) de 36,40%.

A funcéo desejabilidade (Figura 22) apontou que a melhor condicao de processo para o
cenario proposto é A/IM=3 e pH=8. Nessa conjuntura, 0s modelos preditivos prenunciaram uma
concentragdo total de AGVs de 10263 mg L e um percentual de AGVs de cadeia longa de 29%.
Considerando que maiores relacdes A/M estdo associadas a menores eficiéncias de acidificacdo
e gque os reagentes alcalinizantes representam importantes gastos na inddstria quimica, esses
dois aspectos precisam ser levados em consideracdo quando se pensa na aplicacdo industrial da

tecnologia.
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De qualquer forma, as investigacGes do presente estudo concluiram que o melhor

cenario para a producdo de AGVs a partir do bagaco de oliva seriam: Pré-tratamento

hidrotérmico a 161°C e 62 minutos; Digestdo em fase semissolida (DA-Ss) utilizando a mistura

pré-tratada; bioprocesso realizado com A/M=3 e pH=8.
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7. CONCLUSAO

O pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de oliva seguido pela digestdo anaerdbia
acidogénica para a producdo de AGVs mostrou-se uma rota tecnoldgica alternativa para a
cadeia de producdo de azeite no contexto das biorrefinarias. Os testes de fermentagéo
acidogénica mostraram que o PTH da biomassa realizado em condi¢des de severidade baixa
(So=2,46) e intermediaria  (So= 3,59 ) promoveu as maiores eficiéncias de acidificacdo (EA)
e concentragcdes dos AGVs em todos os sistemas de digestdo anaerdbia estudados (DA-S),
(DA-Ss) e (DA-L). Alem disso, o presente trabalho traz um avango na literatura ao mostrar a
influéncia da severidade do PTH no perfil dos &cidos organicos produzidos, em funcdo do
estresse microbiano causada pela presenga de compostos toxicos no meio, com destaque para
0s compostos fendlicos.

O bagaco de oliva mostrou-se uma biomassa muito recalcitrante em funcéo do elevado
teor de compostos fenolicos e lipidios. Nessa perspectiva, quando avaliada a separacdo da
fracdo solida para a producdo de AGVs e da fracdo liquida para a producéo de biogas, 0s
resultados da produc@o de metano demonstraram que o fracionamento da biomassa para esse
cenario ndo era vantajoso, e por isso, dentro do escopo do presente trabalho, o cenario que
apresentava maior rentabilidade econdmica era trabalhar com a prépria mistura pré-tratada na
condicdo de desejabilidade C2 (161°C, 62 min), na DA-Ss.

A metagendmica mostrou que a severidade do PTH e o percentual de solidos nos
sistemas de DA influenciou na selecdo da comunidade microbiana atuante nos testes de
fermentacao acidogénica. Para os sistemas DA-L e DA-S, houve um aumento no percentual do
filo Firmicutes em relacdo ao filo Proteobacteria para ambos os sistemas de digestdo anaerébia
guando a severidade do PTH foi aumentada. Além disso, a comparacdo da diversidade
microbiana da matriz do indculo e ao final dos testes de fermentacdo permitem inferir que a
elevada concentracdo de compostos fenolicos no substrato levou a uma redugédo na diversidade
dos microrganismos, que nao suportaram a toxicidade do meio fermentativo.

A otimizacdo do pH e da relagcdo alimento/microrganismo (A/M) para a condicdo de
PTH C2 na DA-Ss apontou que o pH é a variavel que mais influencia na fermentacao
acidogénica do bagaco de oliva. Além disso, a condicao de processo recomendada para se obter
altas concentracdes de AGVs e um perfil com alto percentual de &cidos de cadeia longa é pH=8
e A/IM=3. Essa informacdo é importante para pesquisas futuras, que terdo subsidio para trabalhar
nas condicdes 6timas de processo para a producdo de AGVs a partir do bagaco de oliva pré-

tratado, que é uma tematica atual e relevante no contexto da economia circular biobaseada.
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PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS
Utilizar o programa computacional Aspen para realizar uma analise econémica mais
sofisticada para 0 processo proposto;

Realizar a metagendmica das condic¢des experimentais de otimizacao do pH e da relagéo
alimento microrganismo (A/M), a fim de conhecer a influéncia dessas varidveis na

comunidade microbiana presente no meio fermentativo;

Avaliar a recuperacdo dos AGVs produzidos a partir das técnicas de adsorcdo e

separacgao por membranas.
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