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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o glicerol proveniente de biodiesel como
substrato para sintese de hidrogénio (H;), metano (CH4) e acidos carboxilicos através de
digestdo anaerodbia. Inicialmente, foram realizados testes de bancada alimentados em batelada
com a finalidade de avaliar o efeito da relacdo substrato/micro-organismo (S¢/Xp) na
producdo de H,. Os valores de S¢/X, testados variaram entre 1 e 16 g de demanda quimica de
oxigénio (DQO)/g de soélidos totais volateis (STV). Na segunda etapa da pesquisa, a produgao
de H, foi avaliada variando-se a fonte de in6culo (lodo floculento proveniente de estagdo de
tratamento de esgoto sanitario — ES, lodo granular proveniente de estacdo de tratamento de
efluente de cervejaria — EC, liquido ruminal de caprino — LR e uma mistura uniforme destes
indculos — MX) e o pré-tratamento aplicado (adigdo de cloroférmio, choque acido e choque de
calor). Para os experimentos em fluxo continuo, foi usado um sistema de reatores anaerdbios
do tipo UASB (upflow anaerobic sludge blanket) em série, alimentado com glicerol residual
para avaliar a produgdo de H, e CH4. Na ultima etapa da pesquisa, foram conduzidos testes
em batelada para avaliar o glicerol como substrato para produzir 4cidos caproico (C6) e
caprilico (C8), variando-se a origem do indculo, a concentracdo de etanol, com e sem
bioaumenta¢cdo com Clostridium acetobutylicum. Os resultados do teste de S¢/X(p mostraram
que o maximo rendimento de H, (32 mL Hy/gDQOudicionada Ou 35 L Hy/kg glicerol) foi
alcangado quando aplicou-se So/Xo de 10 gDQO/gSTV. Acima desse valor, o rendimento de
H, diminui, mas a taxa de producdo especifica se mantém constante (em média
167 mL Hy/[gSTV.d]). Os testes de pré-tratamento do indculo comprovaram que os inéculos
ES, LR e MX, adicionados de cloroformio, foram os mais eficientes em selecionar as
bactérias produtoras de hidrogénio, com rendimentos variando entre 0,12 e
0,21 mol Hy/mol glicerol. Os resultados em fluxo continuo mostraram que o UASB produtor
de H, (RH) preenchido com meio suporte pdde ser operado estavelmente a 50 kgDQO/m’.d e
produzir 46 L biogas/d, sendo 51% composto por Hy, o que se reflete em um rendimento de
0,135 mol Hy/mol glicerol. Ja4 o reator UASB produtor de CH4, alimentado com efluente
diluido do RH, foi operado com COV méxima de 19 kgDQO/m’.d ¢ foi capaz de produzir
92 L biogas/d, sendo 74% composto por CH,, acarretando uma produgdo especifica de
metano igual a 0,25 m’CH,/kgDQO adicionada. Em termos energéticos, o H, ¢ o CHy
produzidos pelos reatores UASB sio capazes de gerar 233 MJ/m’ reator. Por fim, os testes de

producdo de C6 e C8 permitiram concluir que as maiores concentragdes (3,8 g C6/L e



1,7 g C8/L) foram encontradas quando lodo granular proveniente de estagdo de tratamento de

efluente de cervejaria foi bioaumentado, com adig¢do de etanol a 100 mM.

Palavras-chave: 1,3-propanodiol; 4cido caproico; glicerina; hidrogénio, metano.



ABSTRACT

This study aimed to assess the crude glycerol from biodiesel industry as substrate for
hydrogen (H,), methane (CHs) and carboxylic acids synthesis by anaerobic digestion.
Initially, batch tests were carried out to assess the effect of substrate/microorganism ratio
(So/Xo) on H, production. The S¢/X, values varied from 1 to 16 g COD (chemical oxygen
demand)/g total volatile solids (TVS). Then, the H, production was evaluated by using
different seed inocula (flocculent sludge from domestic wastewater treatment plant — DW;
granular sludge from a brewery effluent treatment plant — BE; goat ruminal liquid — RL; and
a mixture of these three inocula — MX) and techniques for methanogen inhibition (TMI)
(addition of chloroform, acid shock and heat shock). For the experiments in continuous flow,
a systems of anaerobic reactors (UASB - upflow anaerobic sludge blanket) feed with residual
glycerol to assess production of H, and CHy in series. Finally, batch tests were carried out to
asses the production of carboxylic acids (n caproic-C6 and n-caprylic acid C8) using glycerol
as substrate and varying seed inocula, ethanol concentration with and without
bioaugmentation with Clostridium acetobutylicum ATCC 824. Results from the S¢/X, tests
showed that the higher H; yield (32 mL H,/gCOD,q44eq4 or 35 L Ho/kg glycerol) was achieved
with a S¢/X, ratio of 10 gCOD/gTVS. Above this, H, yield decreased, however the specific
production rate remained constant (167 mL H,/[gTVS.d]). Results from the TMI tests showed
that the seed inocula DW, RL and MX when added of chloroform (0.05%) were more
efficient to select Hy-producing bacteria and the higher H, yield varied from 0.12 to
0.21 mol Hy/mol glycerol. Flow continuous experiments showed that the H,-producing UASB
reactor (HR) filled with support material was stable at 50 kgCOD/m’.d and produced
46 L biogas/d. The biogas was composed of 51% of H,, demonstrating a yield of
0.135 mol Hy/mol glycerol. The CHas-producing UASB reactor, feed with diluted effluent
from RH and operated with a maximum OLR of 19 kgCOD/m’.d produced 92 L biogas/d
(74% composed by CH,), and a specific methane production of 0.25 m’CHy/kgCODqgdea. The
H, and CH, produced by the UASB reactors are able to generate 233 MJ/m’ reactor. Finally,
the results for C6 e C8 production tests showed that the higher concentrations (3.8 g C6/L e
1.7 g C8/L) were achieved with granular sludge (from a brewery effluent treatment plant)
bioaugmented and with ethanol addition (100 mM).

Palavras-chave: 1,3-propanediol; glycerine; hydrogen; methane; n-caproic acid.
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1 APRESENTACAO E ESCOPO DA TESE

Apos ser comprovado que o glicerol proveniente da industria de biodiesel poderia ser
facilmente convertido a metano (VIANA, 2011; VIANA et al., 2012b), a presente pesquisa se
propds a avaliar esse glicerol residual como substrato para produgdo bioldgica de hidrogénio
via digestdo anaerdbia. Antes de inocular um reator de fluxo continuo, foi necessario se
conduzir experimentos em batelada para investigar a relagdo substrato/microrganismo que
proporcionaria o maior rendimento de H,. Em seguida, também foram realizados ensaios em
batelada para determinar qual in6culo e técnica de inibigdo da metanogénese produziriam os
maiores volumes de hidrogénio. Apods o fim dos testes em batelada, deu-se inicio aos testes
em fluxo continuo. Um reator do tipo UASB foi alimentado com glicerol como Unica fonte de
matéria organica para produzir H,. Com intuito de aumentar o aproveitamento energético do
glicerol, o efluente do UASB produtor de hidrogénio (rico em éacidos e alcoois) foi utilizado
com alimento para um outro reator UASB produzir CH,4. Diante dos baixos rendimentos de
H, encontrados e da presenca quase continua de acido caproico (C6) entre os principais
metabolitos solaveis, decidiu-se por realizar ensaios com a finalidade de avaliar a producgdo de
C6 a partir de glicerol, ja que este 4cido possui um alto valor agregado. Para isso, variou-se o
indculo e a concentragdo de etanol, com e sem bioaumentacdo. O esquema ilustrado na

Figura 1.1 sintetiza as referidas etapas da pesquisa.

Figura 1.1 — Esquema mostrando as etapas da presente pesquisa.

GLICEROL
RESIDUAL
1. Inibicdo da
metanogénese x origem do
indculo
> H,
2. Relagdo substrato/ (Batelada)
micro-organismo
(So/Xo)
H, €
(Batelada)
3. Fluxo continuo
> H,+CH,
4. Inéculo Reator UASB
Biaumentacao
Acido [Etanol]

caproico (Batelada)
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2 PRODUCAO FERMENTATIVA DE HIDROGENIO A PARTIR DE GLICEROL
RESIDUAL: UMA REVISAO

2.1 Introducao

O gés hidrogénio (H,), uma fonte de energia obtida a partir de residuos organicos
(KOTAY; DAS, 2008), pode ser utilizado como um combustivel para turbinas, motores de
combustdo interna, sintese e processos industriais € em células de combustivel para geracao
de energia (ITO et al., 2005). Sua produ¢do pode ser realizada utilizando processos biologicos
(DINAMARCA; BAKKE, 2011) e fisico-quimicos (KOTHARI; BUDDHI; SAWHNEY,
2008). A desvantagem desses ultimos ¢ o balanco energético negativo, ja que € necessario
usar grandes quantidades de energia para gerar altas pressdes e temperaturas necessarias para
gerar H, (KOTHARI; BUDDHI; SAWHNEY, 2008).

Pelo método bioldgico, o H, pode ser gerado a partir de algas através de biofotolise da
agua ou a partir de digestdo anaerdbia utilizando bactérias, processo denominado fermentagao
escura (HALLENBECK; BENEMANN, 2002). Na digestdo anaerdbia completa, a matéria
organica ¢ degradada em quatro etapas bésicas: hidrolise, acidogénese, acetogénese a
metanogénese. O H; ¢ produzido na segunda e terceira etapas. Entretanto, o H, também pode
ser consumido na terceira etapa, onde bactérias homoacetogénicas o usam para produzir
acetato, e/ou na quarta etapa, na qual archaeas metanogénicas usam H, e CO, para formar
metano (MCCARTY, 1964a). Logo, se o objetivo ¢ produzir H,, a acetogénese e a
metanogénese devem ser inibidas.

O glicerol ¢ um subproduto da fabricagdo de biodiesel, derivado do processo de
transesterificagdo de oleos vegetais ou gordura animal (LO et al., 2013). A Figura 2.1 mostra
a rea¢do quimica de produ¢do de biodiesel e consequente geracdo de glicerol, bem como a
imagem do glicerol residual. De acordo com Yazdani e Gonzalez (2008), uma grande
quantidade de glicerol ¢ gerada durante a reacdo de transesterificagdo (1 kg de glicerol por
10 kg de biodiesel produzido). Com isso, estima-se que a producdo mundial de glicerol
residual foi aproximadamente 3.200.000 toneladas em 2015, com uma proje¢do para
3.700.000 toneladas em 2024 (OECD/FAO, 2015). Esse glicerol residual estd atualmente
sendo vendido para as industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos mas o aumento
da demanda e o consequente excesso desse subproduto aos poucos fara dele um passivo

ambiental (VIANA et al., 2012a). Portanto, para ter valor agregado, esse residuo podera ser
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utilizado como substrato para ser convertido em H,. O objetivo desse capitulo ¢ apresentar

uma revisao da produgdo de H, a partir de glicerol residual por fermentacio anaerobia.

Figura 2.1 — Reagdo quimica de producdo de biodiesel e consequente geracao de glicerol, bem

como a imagem do glicerol residual.
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2.2 Bioquimica da digestdo anaerobia de glicerol

A digestdo anaerébia de glicerol pode ocorrer via rota metabdlica redutiva ou
oxidativa. A rota metabdlica do glicerol, ilustrada na Figura 2.2, mostra que o H, ¢ produzido
somente pela rota oxidativa onde o glicerol ¢ convertido a dihidroxiacetona pela glicerol
desidrogenase (GDH) e entdo ¢ fosforilada pela dihidroxiacetona kinase. Na etapa seguinte, a
dihidroxiacetona ¢ convertida a piruvato pela enzima piruvato-ferredoxina oxiredutase
(apenas por anaerdbios estritos) e a acetil-CoA ou formiato pela enzima hidrogenase
(KUBIAK et al., 2012). O formiato pode ser convertido a H, e CO; por certas espécies de
bactérias entéricas, tais como Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. A produgdo de H; ¢
atribuida a a¢do da formiato-H; liase, cuja atividade ocorre por meio de grupos ionizdveis em
seu sitio ativo que promovem a capacidade de se ligar ao substrato, catalisando a reacdo
(FABIANO; PEREGO, 2002). Depois da formagao de acetil-CoA, enzimas agem na produgao
dos metabdlitos finais, que dependem da espécie do micro-organismo e das condigdes
ambientais. Em um balango geral, a producao de H; a partir do piruvato ¢ relativamente baixa
porque parte da energia gerada a partir da fermentagdo ¢ usada para crescimento celular. Cada
molécula de piruvato rende somente uma ou duas moléculas de H,. Entretanto, parte do

piruvato ¢ usada para gerar ATP e ¢, entdo, excretada como um produto final, sendo os
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principais o acetato, o butirato e o etanol (HALLENBECK; BENEMANN, 2002;
MATHEWS; WANG, 2009). Se a fermentagdo anaerobia continua, o metano ¢ formado a
partir de acetato por metanogénicas acetoclasticas e a partir de Ho/CO; pelas metanogénicas
hidrogenotroficas. O H,/CO, também podem ser consumidos por bactérias homoacetogénicas
para formar acetato. Se o objetivo ¢ produzir H,, as rotas metabolicas de consumo deste gas

devem ser eliminadas, como mostrado na Figura 2.3.

Figura 2.2 — Rotas metabolicas de fermentagdo de glicerol até compostos mais simples

(adaptado de Silva et al., 2009 e Biebl et al., 1999).
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Figura 2.3 — Rotas metabolicas de fermentagao de glicerol até compostos mais simples
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Na rota redutiva, o glicerol ¢ primeiramente desidratado a 3-hidroxipropionaldeido
pela GDH e entdo a 1,3-propanodiol (1,3-PPD) pela 1,3-propanodiol oxiredutase. Um
aumento na concentracdo de glicerol tende a aumentar a concentracdo de 1,3-PPD e, por
conseguinte, diminuir a producao de Hy. Isso porque o estado reduzido de carbono no glicerol
¢ menor do que na biomassa, gerando uma maior quantidade de NADH para formagdo de
biomassa quando o glicerol estd em maiores concentracdes. Esse NADH, por sua vez, ¢ usado
na conversao de glicerol a 1,3-PPD (YAZDANI; GONZALEZ, 2007).

Bioquimicamente, ¢ possivel produzir 1 mol de H, para cada mol de glicerol (ZENG,
1996), apesar de existirem relatos de pesquisas que alcancaram rendimentos superiores
(FERNANDES et al., 2010; NGO; KIM; SIM, 2011). Embora o glicerol possa ser facilmente
metabolizado via piruvato para formar H, e CO, (YAZDANI; GONZALEZ, 2008), as
impurezas presentes no glicerol residual, tais como NaCl (59 g/L), podem dificultar a digestao
anaerobia (VIANA et al., 2012a). Além disso, o acimulo de alguns metabolitos podem
também reduzir o rendimento de H, (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012).

Na fermentacdo anaerdbia para producdo de H,, a hidrogenase catalisa o transportador
de elétrons a H', gerando H, (CHEN et al., 2006a, 2006b). Essas enzimas sdo classificadas
em trés tipo: [FeFe] hidrogenases, [FeNi] hidrogenases, [Fe] hidrogenases (MATHEWS;
WANG, 2009). A nitrogenase ¢ responsavel pela reducdo de N, a NH;. Na auséncia de Ny, a

nitrogenase presente na Klebisiella pneumoniae, uma bactéria facultativa fixadora de N,, pode
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reduzir H" a H, na auséncia de N,. Como essa enzima reduz preferencialmente N, a presenca
de NH;" ou N, inibe a producio de H,. Outras hidrogenases sio também capazes de catalisar
o H,, mas, por causa de suas baixas atividades e maiores exigéncias por ATP, elas ndo sao
consideradas eficientes para produzir H, (HALLENBECK; BENEMANN, 2002). A produgao
de uma molécula de H, requer 1 mol de NADH, e no minimo quatro mols de ATP. Em
contrapartida, a bactéria Clostridium butyricum requer somente NADH,, que facilita a

producdo de H, (CHEN et al., 2006a, 2006b).

2.3 Fatores que afetam a producio de H; a partir de glicerol

2.3.1 Tipo de reator

A configuracdo do reator ¢ crucial para o desenvolvimento do consércio microbiano,
j& que ele influencia diretamente no microbioma, no comportamento hidrodindmico e na
superficie de contato entre o micro-organismo e o substrato (VENKATA MOHAN, 2009). A
Tabela 2.1 mostra que os reatores em frascos operados em batelada sdo os mais
frequentemente utilizados para avaliar a producdo de H, a partir de glicerol, justamente
porque esse tipo de reator ¢ de simples operagdo e pode produzir resultados rapidos,
alcangando um rendimento de até 1,62 mol Hy/mol glicerol (FERNANDES et al., 2010).
Entretanto, em experimentos conduzidos em frascos, o controle do pH (fator crucial durante a
producio de Hy) pode ser dificultado. E recomendado realizar testes de pH inicial (KHANAL
et al., 2004), tipo e concentracdo de tampao (DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011), concentragao
inicial de matéria organica e de lodo (CHEN et al., 2006a, 2006b) para determinar as
condi¢des 6timas. Uma outra questdo relacionada com esse tipo de reator ¢ o acumulo de H,
no headspace, que pode inibir a produ¢do de H, pelo aumento da pressdo parcial de H;
(HALLENBECK, 2009) e/ou promover seu consumo por bactérias homoacetogénicas e
archaeas metanogénicas hidrogenotroficas (DINAMARCA; BAKKE, 2011). Purga com gas
inerte ¢ a principal alternativa para sanar esse tipo de problema (NATH; DAS, 2004).



Tabela 2.1 — Condigdes operacionais e rendimento maximo de H; obtido por diversos autores que utilizaram glicerol como substrato para

produgdo de H,.
Ref. Reator Inéculo Temp®  pHinicial [DQO] ® So%o* (:u Yi €
Ccov
1 Frascos Lodo de reator de leito fixo produtor de H, a partir de sacarose 25 5,5 0,3 - 1,62
2 Frascos Thermotoga neapolitana 75 6,8 5,0 - 1,42
3 Frascos Enterobacter aerogenes 37 6,8 0,72°F - 1,12
4 Frascos Clostridium pasteurianum 35 7,5 10,0 - 1,11
5 Frascos Lodos ativados 40 6,5 1,0 - 1,10
6 Frascos Lodos ativados 38 8,0 15,0 - 0,95
7 Frascos Lodos ativados 38 8,0 15,0 1,3 0,90
5 CSTR* Clostridium pasteurianum 35 7,5 10,0 - 0,77
8 Reator anacrGbio de leito fixo Lodo anaerdbio tratando esgoto doméstico pré-tratado termicamente 35 6,0 25,0 29,7 0,42
e fluxo ascendente*

9 Frascos Cultura mista extraida de solo de plantio de trigo 30 7,0 3,0 - 0,31
10 Frascos Lodo anaeroébio de cervejaria pré-tratado termicamente 35 5,5 22,2 5,2 0,30
11 Frascos Cultura mista de sedimentos de fonte termal 55 5,5 20,3 5,4 0,30
12 Frascos Klebsiella pneumonia 40 8,0 20,0 - 0,25
13 Frascos Lodo anaerdbio tratando esgoto doméstico pré-tratado termicamente 35 6,5 8,3 11,3 0,07

" Fernandes et al. (2010); * Ngo, Kim e Sim (2011); > Tto et al. (2005); *Lo etal. (2013);° Mangayil, Karp e Santala (2012); ®Varrone et al. (2012); ’ Varrone et al. (2013); ¥
Dounavis; Ntaikou e Lyberatos (2015); ° Selembo et al. (2009); "° Sittijunda ¢ Reungsang (2012a); ' Sittijunda e Reungsang (2012b); '* Chookaew, O-Thong e Prasertsan
(2012);  Vlassis et al. (2012); * temperatura, em °C; ®DQO inicial, em gDQO/L; “relagdo inicial substrato/micro-organismo, em gDQO/gSTV, apenas para testes em
batelada; ¢ carga organica volumétrica, em kgDQO/m".d, apenas para testes em fluxo continuo; ° rendimento, em mol Hy/mol glicerol adicionado; f concentragdo de matéria

orgénica, em termos de carbono organico total (COT). * reatores operados em fluxo continuo.

€c
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2.3.2 Inéculo e pré-tratamentos

Micro-organismos do dominio Bacteria sdo predominantes durante a fermentacdo
anaerdbia para producdo de H,. Essas bactérias podem ser encontradas em diferentes fontes,
tais como sistemas de tratamento de efluentes domésticos e industriais (MANGAYIL; KARP;
SANTALA, 2012; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2012a; VARRONE et al., 2013; VLASSIS
et al., 2012); sedimentos de fontes termais (SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2012b); e liquido
ruminal (RATTI et al.,, 2013). Entretanto, ¢ necessario se aplicar pré-tratamento nessas
culturas mistas antes da inoculagdo com a finalidade de eliminar ou inibir os micro-
organismos consumidores de H,, especialmente as archaeas metanogénicas hidrogenotroficas
(ROSSI et al., 2011; SELEMBO et al., 2009).

Virios tipos de pré-tratamento do lodo sdo propostos para eliminar ou diminuir a
atividade metanogénica, tais como choque térmico (WANG; WAN, 2008), adicdo de acidos
ou bases, congelamento seguido de descongelamento (ROSSI et al., 2011), aeragdo e adi¢ao
de cloroformio (NING et al., 2012) ou 4cido 2-bromoetano sulfonico (BESA) (KOSKINEN;
KAKSONEN; PUHAKKA, 2007). A eficiéncia dos pré-tratamentos variam de acordo com a
diversidade das archaeas metanogénicas no inoculo.

Além de inibir a atividade metanogénica, o pré-tratamento induz a formagdo de
esporos, um fendmeno tipico de algumas bactérias produtoras de H,, a exemplo das
pertencentes ao género Clostridium (LEE; SONG; HWANG, 2009; ROSSI et al., 2011).
Quando um meio contendo uma cultura mista de micro-organismos anaerébios € exposto a
condi¢des adversas, somente as bactérias formadoras de esporos, que sdo as produtores de
hidrogénio, sobrevivem (ROSSI et al., 2011). Os esporos germinam quando as condigdes
tornam-se favoraveis (ROSSI et al., 2011). Lodo de estagdo de tratamento de esgoto
doméstico parece ser um indculo adequado apds pré-tratamento devido a alta concentracdo de
Clostridium formadores de esporos (HU; CHEN, 2007).

Testes conduzidos por Rossi et al. (2011), utilizando lodo de um reator de fluxo
ascendente e manta de lodo (UASB) alimentado com efluente da industria de soja, mostraram
que o choque térmico aumenta o rendimento de hidrogénio a partir de glicerol. No entanto, a
eficiéncia do pré-tratamento acido ¢ controversa devido a alta variabilidade dos resultados de
diferentes investigacdes terem demonstrado que esse pré-tratamento pode variar desde uma
completa auséncia de producdo de hidrogénio, devido & morte das bactérias produtoras de
hidrogénio (ROSSI et al.,, 2011), a um grande aumento no rendimento de hidrogénio

(CHEONG; HANSEN, 2006).
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O uso de um consoércio de micro-organismos elimina a necessidade de isolamento e
purificacdo de uma cepa especifica, minimiza os custos e facilita a aplicagdo desses micro-
organismos em reatores em escala real (VENKATA MOHAN, 2009). Apesar da vantagem de
utilizar uma cultura mista, varios pesquisadores tém investigado o uso de culturas puras para
produzir hidrogénio a partir de glicerol residual (CHOOKAEW; O-THONG; PRASERTSAN,
2012; ITO et al., 2005; LO et al., 2013; NGO; KIM; SIM, 2011). Ngo, Kim e Sim (2011)
mostraram que € possivel obter 1,42 mol Hy/mol glicerol utilizando Thermotoga neapolitana
a 75°C. No entanto, o rendimento de hidrogénio varia entre 0,25 e cerca de
1,12 mol Hy/mol glicerol, usando K.  pneumoniae =~ (CHOOKAEW; O-THONG;
PRASERTSAN, 2012) e E. aerogenes (ITO et al., 2005), respectivamente. Elevados
rendimentos (0,93 mol Hy/mol glicerol) também foram obtidos utilizando C. pasteurianum
(LO et al., 2013).

Os resultados observados por Ngo, Kim e Sim (2011) diferem significativamente
daqueles vistos por Eriksen et al (2011), que utilizaram glicerol residual como substrato em
trés cepas de Thermotoga e ndo observaram producao de hidrogénio. Ngo, Kim e Sim (2011)
utilizaram controle do pH, tampao de acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanossulfonico
(HEPES), expurga com N, e pré-tratamento do glicerol para remogao de etanol e metanol por
evaporacgdo rotativa. As diferencas sdo, provavelmente, devido as diferentes metodologias
utilizadas e a [FeFe] hidrogenase especifica na Thermotoga que oxida ferredoxina reduzida e
NADH simultaneamente (SCHUT; ADAMS, 2009). Na fermentacao de glicerol, a propor¢ao
estequiométrica NADH:ferredoxina reduzida para produzir H, ¢ de 1:1. Ngo, Kim e Sim
(2011) possivelmente obtiveram esse resultado através da reducdo de acido acético em etanol
como uma rota potencial para a reoxidagdo de NADH excessivo (ERIKSEN et al., 2011). A
producdo de acido acético sob essas condigdes foi alta (22 mmol/L) nos resultados de Ngo,
Kim e Sim (2011). Assim, ¢ possivel que tenha havido uma redugdo de 4cido acético em

etanol. Esses dados, no entanto, ndo foram mencionados por esses autores.

2.3.3 Razdo inicial substrato:micro-organismo (Sy'Xy)

Em geral, para cultivos em batelada, a concentragao inicial de substrato (So) representa
uma fonte de carbono e energia para as necessidades da biossintese e outros fins energéticos,
enquanto que a concentracdo inicial de biomassa (Xy) ¢ uma fonte de consumo do substrato
(LIU, 1996). De acordo com Liu (1996), a relagdo inicial S¢/Xy (g demanda quimica de
oxigénio [DQO]/g sdlidos totais volateis [STV]) pode ser escolhida alterando Sy em uma X

constante ou variando X, em uma Sy constante. Para culturas puras, o célculo da relagdo de
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So/Xo € bastante complicado, ja que a concentragdo de inoculacdo ¢ usualmente expressa em
densidade optica (NGO; KIM; SIM, 2011), e utiliza a metodologia de curvas de calibragdo
especificos para calcular a concentracdo de micro-organismos.

O valor critico dessa relagdo deve ser conhecida de modo a evitar a diminui¢do da
produ¢do de hidrogénio, porque, de acordo com o modelo cinético de Monod, em elevadas
concentragdes do matéria organica inicial, a taxa de crescimento especifico torna-se
independente da concentragdo do substrato (crescimento de ordem zero), diminuindo a
producdo de H, (ANDREWS, 1968; BEKINS, B; WARREN; GODSY, 1998).

Alguns pesquisadores avaliaram a influéncia da relagdo S¢/Xy no rendimento de H,.
Chen et al. (2006) variaram a relacdo S¢/Xy inicial de 0 a 30 gDQO/gSTV e encontraram o
maior rendimento de H, (4,0 mol H,/ mol sacarose) em relagdo S¢/Xo inicial de
7,3 gDQO/gSTV. Hafez et al. (2010) alcancaram um rendimento maximo de
2,8 mol H, / mol glicose aplicando uma relagdo S¢/X, entre 4,4 a 6,4 gDQO/gSTV. Acima
desse intervalo, o rendimento diminuiu para 1,2 mol H, / mol glicose. Liu (1996) explica que
o valor dessa relacdo reflete o nivel de energia inicial de cultivo e pode causar uma séria
dissociacdo entre o anabolismo e o catabolismo, levando um desperdicio de energia em
valores de relagdo S¢/Xy mais elevados do que o valor critico. Outros autores relatam que os
efeitos do excesso de matéria organica provoca reesporulacdo das bactérias produtoras de
hidrogénio e diminui o rendimento de H, (HAFEZ et al., 2010).

Ao analisar os rendimentos de H, obtidos a partir de glicerol residual, pode concluir-se
que um elevado Sy¢/Xy inicial tende a reduzir o rendimento de H,. Vlassis et al. (2012),
Sittijunda e Reungsang (2012a), Sittijunda e Reungsang (2012b) e Fernandes et al. (2010)
utilizaram valores de relagdo S¢/Xo iguais a 11,3, 52, 54, e 1,0gDQO/gSTV,
respectivamente, e alcancaram rendimentos de 0,07, 0,30, 0,30 e 1,62 mol Hy/mol glicerol,
respectivamente. O menor rendimento, encontrado por Vlassis et al. (2012), pode ser
explicado pela alta taxa de conversdo de glicerol em 1,3-propanodiol, o que tipicamente pode
ser observado em ambientes com relagdo So/Xy elevada (SEIFERT et al., 2009).

A fim de evitar a inibigdo por excesso de substrato, ¢ recomendavel realizar testes para
conhecer os valores criticos dessa relagdo antes de inocular um reator, porque para cada

inoculo existe uma concentracao inicial 6tima de substrato.



27

2.3.4 Temperatura

O hidrogénio pode ser produzido sob condigdes mesofilicas ou termofilicas
(SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2012a, 2012b). Condi¢des extremas, como a 75 ¢ 90 °C
também foram investigadas (CHOU et al., 2008; NGO; KIM; SIM, 2011). Entretanto,
nenhuma pesquisa sobre a produ¢do de H, em condigdes psicrofilicas foi encontrada a partir
de glicerol residual, possivelmente devido a sintese de H, ser termodinamicamente
desfavoravel abaixo de 20 °C, uma vez que a sua faixa 6tima de atividade situa-se entre 50 e
70 ° C (KOESNANDAR et al., 1991).

O aumento da temperatura aumenta, até um certo limite, a taxa de hidrolise da matéria
organica complexa (LIN; WU; HUNG, 2008) e, correspondentemente, a atividade celular de
bactérias produtoras de H, também aumenta (LEE et al., 2008). Temperaturas elevadas
favorecem as reagdes bioquimicas para a producao de H,, mas ndo as reagdes de consumo de
H, (CHONG et al., 2009). Algumas bactérias, como Bacillus coagulans e Clostridium
acetobutylicum, tém atividades mais elevadas em condi¢des mesofilicas, alcangando 2,28 e
1,26 mol Hy/mol glicose, respectivamente KOTAY; DAS, 2008; ZHANG; BRUNS; LOGAN,
2006). Bactérias termofilicas também tém alta atividade hidrogenogénica, sendo os géneros
mais comuns Thermoanaerobacterium, Thermotoga, Thermoanaerobacter €
Caldoanaerobacter (CHONG et al., 2009).

Em estudos em que o glicerol residual foi utilizado como o substrato, uma ampla faixa
de temperaturas foi testada (entre 25 e 75 ° C), como mostrado na Tabela 2.1. No entanto, ndo
houve evidéncia de uma correlacdo direta entre a temperatura e o rendimento de Hy,
mostrando alta variabilidade entre os resultados. Isso pode ser comprovado ao se analisar os
dois maiores rendimentos alcangados, que aconteceram sob 25 e 75°C (1,62 e
1,42 mol Hy/mol glicerol ou 1,48 e 1,11 mol Hy/mol glicerol sob condi¢cdes normais de

temperatura e pressao, respectivamente).

2.3.5 pH

Qualquer processo de producao bioldgica de H, ¢ dependente das hidrogenases que
sdo diretamente afetadas pela temperatura e pH; por exemplo, a atividade das enzimas [FeFe]
hidrogenase e [NiFe] hidrogenase, essencial para o crescimento de bactérias produtoras de Ha,
diminui drasticamente com a diminui¢cdo do pH do meio para 4,5 (KHANAL et al., 2004). A
atividade catalitica das enzimas e proteinas da membrana pode ser regulada por alteracdes no

pH extracelular (KODUKULA; PRAKASAM; ANTONISEN, 1988). O H' extracelular afeta
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a rota metabdlica levando a producdo de H, de trés maneiras: (1) através da alteragdo da
atividade dos sitios cataliticos (FABIANO; PEREGO, 2002); (2) pela alteragdo da hidrolise
do substrato (LIU; CHENG, 2010; ZHANG et al., 2007); (3) alterando o fluxo de nutrientes
através da forga motriz de protons (GOODWIN; ZEIKUS, 1987).

As hidrogenases diferem nas suas localizacdes, podendo estar localizadas desde o
limite da membrana as enzimas periplasmaticas (DAS et al., 2006). Com base na sua estrutura
e na localizagdo na célula, elas podem ser classificadas em grupos e, entre elas, a hidrogenase
[FeFe] sdo as enzimas periplasmaticas de bactérias anaerobias estritas (DAS et al., 2006).
Essa enzima ¢ afetada diretamente pelo fluxo passivo de protons através da membrana. Por
conseguinte, a atividade das hidrogenases pode ser regulada pela concentragdo de prétons
através dos potenciais de redugdo dos aminoacidos dos sitios ativos, que sdo dependentes do
pH (CAMMACK et al., 1987). Nesses casos, a enzima permanece estruturalmente intacta,
mas funcionalmente alterada. Além disso, bombas de protons ligadas & membrana, presentes
na maioria das bactérias, expulsam protons do citoplasma, gerando um gradiente
eletroquimico de protons, como a forca motriz de prétons, permitindo translocagdo do soluto
(MITCHELL, 1973). Assim, a hidrélise do substrato (fontes de carbono) e o movimento de
nutrientes, que ocorre por um gradiente de pH através da membrana, pode ser alterada por
uma alteragdo no pH (KODUKULA; PRAKASAM; ANTONISEN, 1988). A concentragdo de
jons H no ambiente extracelular controla a dire¢io das rotas metabélicas e o estado de
ionizagdo dos grupos funcionais enzimaticos envolvidos na catélise, afetando, assim, a taxa de
reacdo da producdo de H, (FABIANO; PEREGO, 2002).

Diversos estudos mostram que o pH 6timo para a produ¢do de H, € entre 4,5 e 5,7
(considerando o género Clostridium como o principal produtor de H,), porque a sintese ou a
ativacdo da hidrogenase ¢ afetada negativamente fora dessa faixa (Gottwald e Gottschalk
1985). Além disso, sob condigdes acidas, as archaeas metanogénicas tém a sua atividade
metabolica inibida (ROSSI et al., 2011). Embora o pH do glicerol residual esteja tipicamente
dentro desta faixa (VIANA et al., 2012b), ¢ necessario controlar continuamente o pH, porque,
dependendo da concentracao do substrato, a produgdo de 4cidos pelas bactérias acidogénicas
faz com que o pH caia para uma faixa inadequada para a produ¢do de H,. No entanto, a
produc¢do de H, pode ocorrer de forma eficiente fora desta faixa; por exemplo, entre pH 6,5 e

7,5 (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012; NGO; KIM; SIM, 2011).
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2.3.6 Tampao

Sais de carbonato (COs*) e de fosfato (PO4>) sio mais comumente usados como
tampdes para manter o pH dentro de um intervalo adequado para a produgdo de H»
(DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011; ITO et al., 2005). No entanto, quando o intervalo de pH
estd entre 5,5 e 6,5, o bicarbonato se dissocia, diminuindo a sua capacidade de tamponamento
(DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011) e reduzindo a fragdo de H, no biogas (LIN; LAY, 2004).
A adi¢ao de carbonato, na forma de NHsHCOs3, leva a um aumento da concentragao de NH,",
que pode ser toxico para as bactérias produtoras de H; se essa concentragdo for superior a 4-
6 g N-NHs/L (KOSTER; LETTINGA, 1988). Quando sais de fosfato foram usados como
tampdo nas concentragdes diferentes do valor 6timo (600 mg PO4>/L), houve uma diminui¢io
na producdo de H, a partir de sacarose a 20 g COD/L (LIN; LAY, 2004). Entretanto, se
adicionado em concentragdo adequada, o NH," proveniente do bicarbonato de amdnio pode
servir como fonte de nitrogénio aos micro-organismos.

Além dos compostos anteriormente mencionados, outros tampdes podem ser utilizados
de forma eficaz na producdo de H, a partir de glicerol residual, tais como o acido 2-(N-
morfolino)etanossulfonico monohidratado (MES) (SELEMBO et al., 2009) e acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N'-2-etanossulfonico (HEPES) (NGO; KIM; SIM, 2011). No entanto,

este ultimo foi testado apenas com Thermotoga neapolitana como indculo.

2.3.7 Diversidade microbiana em reatores anaerobios produtores de hidrogénio

Em reatores anaerébios, mudangas nas varidveis operacionais (tipo e concentracio de
substrato, carga organica volumétrica [COV], tempo de deten¢do hidraulica [HRT], pH e
temperatura) podem afetar a diversidade microbiana e a dominancia entre as espécies.
Mariakakis et al. (2011) observaram que um aumento na COV de 11 para 34 kg DQO/m’.d
promoveu mudancas na comunidade microbiana do reator. Isso foi evidente a partir dos
resultados de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Essas mudangas foram,
provavelmente, devido ao acimulo de metabolitos produzidos pelas bactérias acidogénicas. A
maior produgio de H, foi alcan¢ada em 22 kg DQO/m’.d, com Clostridium sendo a espécie
predominante.

Temudo et al. (2008) realizaram andalises de DGGE para investigar a produ¢do de H,
utilizando trés substratos (glicose, glicerol e xilose) e verificaram que a presenca de glicerol
residual resultou num aumento da diversidade microbiana, com predominancia de

Clostridium intestinale e Klebsiella oxytoca. Sittijjunda e Reungsang (2012b) também
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realizaram uma andlise de DGGE para investigar reatores anaerobios alimentados com
glicerol e observaram que, a concentragdes mais baixas do substrato (até 15 g de glicerol/L),
espécies pertencentes aos géneros Thermoanaerobacterium e Alicyclobacillus foram
dominantes, com um rendimento de H, de 0,3 mol Hy/mol glicerol residual. Quando os
reatores foram operados com concentragdes mais elevadas de glicerol (19-28 g/L), houve
predominancia de outros géneros, tais como Bacillus, Geobacillus, Eubacteriaceae e
Alicyclobacillus. Lactobacillus hilgardii foi observado durante todo o periodo de operacgao,
indicando a sua resisténcia as variacdes de carga organica.

A diminui¢do gradual do TDH diminuiu a diversidade microbiana através da perda de
biomassa (O-THONG; MAMIMIN; PRASERTSAN, 2011). Demirel e Yenigiin (2006)
descobriram que velocidade ascendente elevada em um reator anaerdbio, causada pela
reducdo do TDH (de 20 para 12 h), impediu a sedimentacdo de micro-organismos
filamentosos, tais como archaea Methanosaeta, que sdo dominantes em reatores anaerobios
(HULSHOFF POL et al., 2004). Se o TDH aplicado ao reator ¢ menor do que o tempo médio
necessario para o crescimento da biomassa, as bactérias produtoras de H, serdo influenciadas
negativamente pela diminui¢do do TDH, diminuindo também a produc¢do de H, (O-THONG;
MAMIMIN; PRASERTSAN, 2011).

O pH afeta diretamente a diversidade microbiana. Xing et al. (2005) avaliaram o efeito
do pH sobre a dindmica microbiana dentro de um CSTR hidrogenogénico. No 14° dia, a
diversidade microbiana atingiu o nivel mais alto, 11 bandas na DGGE, e diminuiu
gradualmente apo6s o 21° dia, chegando a 8 bandas no final da operagdo. Essa diminui¢ao
ocorreu provavelmente devido ao aumento da COV de 12 para 17 kg DQO/m”.d, aumentando
a populagdo acidogénica, principalmente bactérias dos géneros Clostridium, Acidovorax e
Kluyvera. Populagdes que sdo mais adaptadas ao pH imposto prevalecem sobre as outras
espécies com predominancia dos organismos mais adaptados, de modo que essas mudancas
podem ser explicadas pela competicao entre as populagdes. Apds o aumento da COV, o pH
mudou e, consequentemente, promoveu a sucessdo ecoldgica, seguido por um estado de
climax com a dominancia dos organismos mais adaptados a esse novo ambiente. Isso
aconteceu provavelmente porque a mudanca do pH altera a hidrélise e a disponibilidade de
nutrientes (ANGELIDAKI; ELLEGAARD; AHRING, 1993; ZHANG et al., 2005), mudando
também os nichos ecoldgicos. Durante o periodo de maior produgdo de Hy, o pH esteve entre
4,0 e 4,5, e Ethanologenbacterium sp. foi predominante no reator. Clostridium e
Ethanologenbacterium sp. sdo bactérias produtoras de H,. Além disso, um pH écido suprime

a atividade de archaeas metanogénicas, como ja fora mencionado, reduzindo assim a
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populacdo metanogénica hidrogenotréfica no meio e aumentando o rendimento de H, (ROSSI
etal., 2011).

A temperatura afeta a diversidade microbiana e producao de H, devido a alteragdes na
comunidade, uma vez que a predominancia das bactérias produtoras de H, podem variar em
diferentes faixas de temperatura. Lin, Wu e Hung (2008) utilizaram lodo anaerdbio de estagao
de tratamento de esgoto (dominado por Clostridium sp) para avaliar as mudangas na
comunidade bacteriana causadas por aumentos na temperatura de 30 a 55 °C. Os mesmos
autores observaram que a producdo de H, foi dependente da temperatura. K. pneumoniae e
C. intestinale dominaram a 35°C. A 40 °C, os micro-organismos predominantes foram
C. sulfatireducens, Bacillus sp. e bactérias produtoras de butirato. Quando o reator foi
operado em condig¢des termofilicas (50-55 °C), houve outra mudan¢a na comunidade, com
indicios de surgimento de espécies termofilicas pertencentes ao género Clostridium. A 30 °C,
o rendimento de H, foi de apenas 0,4 mol Hy/mol xilose e atingiu um valor méximo de
1,4 mol Hy/mol xilose a 50 °C, quando o reator atingiu condi¢des de estado estacionario. As
diferencas nos rendimentos de H, entre as temperaturas podem estar relacionadas as
mudangas na comunidade microbiana ja que Clostridium, um género eficiente em converter
matéria organica em Hj, foi predominante. Comunidades bacterianas em condi¢des extremas
ambientais, como temperaturas altas, geralmente apresentam baixa diversidade (STROM,
1985). Essa influéncia da temperatura sobre a diversidade esta diretamente relacionada com a
especificidade das enzimas presentes em diferentes tipos de bactérias, cada uma funcionando
melhor dentro de uma determinada faixa de temperatura, uma vez que as enzimas tém atuacgao
6tima em um intervalo de temperatura especifico. Finalmente, o aumento da temperatura pode
aumentar os rendimentos de H,, uma vez que a taxa de hidrdlise ¢ aumentada
(DINAMARCA; BAKKE, 2011), sobretudo para substratos complexos (VEEKEN;
HAMELERS, 1999).

A diversidade microbiana também estd relacionada com o tipo de pré-tratamento
aplicado ao indculo (NING et al.,, 2012; PENDYALA et al., 2012). Choque térmico e
manutencdo de pHs extremos sdo pré-tratamentos realizados para eliminar micro-organismos
que nao formam esporo (ROSSI et al., 2011), enquanto pré-tratamentos quimicos usando
cloroférmio visam suprimir a atividade metanogénica inibindo a coenzima M redutase
(OREMLAND; CAPONE, 1988), presente nas archaeas metanogénicas. Ning et al. (2012)
avaliaram o efeito do cloroférmio na produ¢do de H, a partir de glicose usando lodo
proveniente de reator tratando efluente de industria produtora de citrato como in6culo. Os

autores testaram diferentes concentra¢des de cloroférmio (0,025-0,200%, v/v) e observaram
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que concentracdes acima de 0,125% inibiram tanto archaeas metanogénicas como bactérias
produtoras de H,. O rendimento maximo de H; (2,02 mol Hy/mol glicose) foi alcangado ao
adicionar cloroférmio a 0,05%, com a predominancia de Olsenella ndo-cultivada, um clone de
bactéria ndo-cultivada nbt176¢c01, Janthinobacterium sp.7, cepa de Megasphaera paucivorans
cepa VITE 03234, C. cellulosi cepa D3 e Clostridium sp. HPB-4.

Pendyala et al. (2012) observaram que o pré-tratamento térmico ¢ o mais eficaz porque
estimula a produ¢do de esporos e promove maiores niveis de diversidade entre as bactérias
produtoras de hidrogénio. Seus estudos estabeleceram que as populacdes dominantes
pertenciam aos géneros Clostridium e Enterococcus, mostrando a eficacia do pré-tratamentos
em aumentar o indice de diversidade de bactérias produtoras de hidrogénio. No entanto,
eliminar archaeas metanogénicas pode ndo ser suficiente para evitar o consumo de H,, uma
vez que as algumas bactérias homoacetogénicas sdo formadoras de esporos (OH; VAN

GINKEL; LOGAN, 2003), podendo reesporular e consumir o H,.

2.4 Discussao final

Os resultados de diversas pesquisas relacionadas com a producdo de H, a partir de
glicerol tém mostrado que ¢ possivel alcancar o rendimento méaximo tedrico de
1 mol Hy/mol glicerol, ainda que Fernandes et al. (2010) e Ngo, Kim e Sim (2011) tenham
alcancado rendimentos bastantes superiores ao valor maximo tedrico. Valores de rendimento
de H, acima do valor méximo tedrico podem ser atribuidos a erros analiticos ou até mesmo a
degradacdo de alguns metabdlitos (e consequente liberagdo de H;) sob temperaturas elevadas,
Jj& que as reacgdes tendem a ser termodinamicamente mais favordvel com o aumento da
temperatura. Tomando como exemplo os resultados alcangados por Ngo, Kim e Sim (2011),
utilizando a cultura termofilica de Thermotoga neapolitana, é possivel afirmar que, mesmo
alcangando esse elevado rendimento (1,42 mol Hy/mol glicerol), esse processo tem um
balanco energético negativo, ja que ¢ necessario mais energia para aquecer o reator até 75 °C
do que a energia obtida pelo aumento da producdo de H,. Considerando que cada mol de H,
pode gerar 68 kcal (JAIN, 2009) e que Ngo, Kim e Sim (2011) encontraram uma producao
especifica de até 77,1 mol Hy/m’® de reator, o sistema pode gerar 4414 kcal Hy/m’ reator. No
entanto, para aquecer 1 m’ de reator com uma solugio aquosa de 25 a 75 °C, ¢ necessario o
uso de 50.000 kcal.

Nao existem estudos que avaliaram a bioaumentagdo de lodo para produzir H, a partir

de glicerol, mas esta parece ser uma alternativa promissora, uma vez que a combinacdo de
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rotas metabolicas do consorcio microbiano pode melhorar a eficiéncia da decomposigdo e da
producdo de hidrogénio de compostos complexos (HUNG; CHANG; CHANG, 2011). Essa
revisdo mostra que quase todos os experimentos foram conduzidos em batelada, com excecao
de dois que operaram reatores em fluxo continuo, porém utilizando cultura pura como in6culo
(ITO et al., 2005; LO et al., 2013). Reatores de fluxo continuo podem ser operado em COV
alta e constante de modo que a producdo de acidos organicos seria suficiente para inibir as
bactérias que consomem Ho.

Pré-tratamento do inoculo de natureza mista melhora a produgcdo de H, e sdo
amplamente utilizados. Nao ha consenso sobre o pré-tratamento que melhor seleciona uma
microbiota com potencial para producdo de H,. No entanto, na pratica, o pré-tratamento de
uma quantidade de inoculo necessaria para inocular um reator em escala industrial ¢é
dispendiosa e demorada. Uma alternativa seria diminuir ou eliminar a atividade metanogénica
através da operacao de reatores sob COV elevada (HAFEZ et al., 2010) e controlar o pH do
meio para valores entre 5,0 ¢ 5,5 (DINAMARCA; BAKKE, 2011).

Baseado na producdo atual de glicerol residual e na projecdo feita para 2024
(OECD/FAO, 2015), ¢ possivel calcular o impacto da utilizacdo desse subproduto como
substrato para producdo biologica de H,. Uma vez que cada mol de glicerol pode ser
convertido a, no maximo, 1 mol de H», as producdes molares de H, anuais sdo 3,5x10" e
4,0x10" mols para os anos de 2015 ¢ 2024, respectivamente. Usando os dados de previsdo de
consumo de mundial de H, para 2020 (BOND et al., 2011), que ¢ estimado ser 4,5x10" mol
(excluindo refinac¢do de petrdleo), o glicerol residual tem um potencial para fornecer apenas
0,1% da demanda mundial de H,. No entanto, a estratégia futura para a constru¢do da matriz
energética parece estar em busca de fontes renovaveis, sempre que disponiveis, como, por
exemplo o glicerol produzido em paises onde oleaginosas sdo utilizadas para a produgdo de
biodiesel. Além disso, a produ¢do de H, pode ser associada a producdo de metano em um
reator de duas fases (DOUNAVIS et al., 2016; LUO et al., 2011), reduzindo o impacto

ambiental e melhorando o potencial energético da cadeia de producao de biodiesel.

Capitulo publicado parcialmente como: VIANA, Q. M.; VIANA M. B., VASCONCELOS E.
A. F., SANTAELLA S. T., LEITAO R. C. Fermentative H, production from residual
glycerol: a review. Biotechnology Letters, v. 36, n. 7, p. 1381-1390, 2014.
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3 PRODUCAO BIOLOGICA DE HIDROGENIO A PARTIR DE GLICEROL
RESIDUAL: EFEITO DA TECNICA DE INIBICAO DA METANOGENESE E
ORIGEM DO INOCULO

3.1 Introducao

O hidrogénio tem se tornado uma fonte de energia alternativa bastante atrativa, ja que
nenhum gés do efeito estufa ¢ gerado durante sua combustiao (KOTAY; DAS, 2008). Além
disso, esse gas possui potencial energético de 122 kJ/g, o equivalente a 2,75 vezes mais do
que o obtido com qualquer combustivel baseado em hidrocarbonetos (ARGUN et al., 2008b).
Esse combustivel pode ser produzido por métodos fisico-quimicos (KOTAY; DAS, 2008) ou
bioldgicos (VIANA et al., 2014b). Os métodos bioldgicos incluem a biofotolise de agua por
algas e a digestdo anaerobia por bactérias, também conhecida como fermentagdo escura (dark

fermentation).

Em 2015, estima-se terem sido geradas 3.200.000 toneladas de glicerol como
subproduto da reagdo de transesterificacdo de oleos vegetais e gordura animal para producao
de biodiesel. A previsdo ¢ de esse volume aumentar para 3.700.000 toneladas em 2024
(OECD/FAO, 2015). Apesar de ter valor agregado na industria quimica, o glicerol
proveniente da induastria de biodiesel (glicerol residual) possui cerca de 20% de impurezas,
tornando-o um produto de baixo valor agregado, sendo necessario buscar alternativas de uso,
de modo a ndo se tornar um passivo ambiental e inviabilizar, por conseguinte, a producao de

biodiesel (VIANA et al., 2012a).

O glicerol residual tem sido bastante estudado como substrato para sintese biologica
de outros produtos (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009), entre eles, o hidrogénio
(VIANA et al., 2014b), seja por meio de culturas puras (ITO et al., 2005; NAKASHIMADA
et al., 2002) ou mistas (ROSSI et al., 2011; TEMUDO; KLEEREBEZEM; VAN
LOOSDRECHT, 2007).

Espécies de Clostridium e Bacillus sao conhecidas pelo seu potencial em converter
matéria organica complexa e mondmeros organicos em hidrogénio (HAWKES et al., 2002).
Entretanto, o uso de culturas puras para esse fim exige condigdes assépticas que podem tornar
0 processo mais oneroso. Uma das estratégias para evitar custos, na partida de um reator

produtor de hidrogénio, ¢ o uso de culturas mistas. Essas bactérias produtoras de H, (BPH)
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podem ser encontradas em ambientes naturais, como, por exemplo, solos (GINKEL; SUNG;
LAY, 2001), sedimentos (SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2012b), sistemas de tratamento de
esgoto doméstico e industrial (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012; SITTIJUNDA;
REUNGSANG, 2012a; VARRONE et al., 2013; VLASSIS et al., 2012), esterco bovino
(SONG et al., 2012) e liquido ruminal. Entretanto, nesse consorcio microbiano, ha espécies

responsaveis por consumir Hy, especialmente as archaeas metanogénicas hidrogenotroficas.

Dessa forma, ¢ necessario se adotar estratégias de modo a eliminar os micro-
organismos indesejaveis presentes na cultura mista e diminuir a partida (start-up) de reatores
(ROSSI et al., 2011; SELEMBO et al., 2009). Essa sele¢do ocorre porque, quando uma
cultura mista ¢ exposta a um ambiente ou uma situacdo de estresse, somente as bactérias

formadoras de esporos (principalmente as Clostridium e Bacillus) sdo capazes de sobreviver.

Diversas técnicas de inibi¢do da metanogénese (TIM) tém sido propostas para eliminar
a atividade metanogénica, tais como: choque térmico (WANG; WAN, 2008), no qual
elevadas temperaturas causam desnaturacdo enzimadtica e aumentam a fluidez da membrana,
levando a hidroélise celular (RAMPELOTTO, 2010); adicao de acidos (ROSSI et al., 2011), ja
que o H' extracelular afeta as rotas metabdlicas desses organismos por meio da alteragio da
atividade catalitica das enzimas e de proteinas da membrana (VIANA et al., 2014b); adi¢cdo de
bases (ROSSI et al., 2011), seja por inativacdo irreversivel de enzimas microbianas ou
alterando a integridade da membrana citoplasmatica através do efeito toxico gerado durante a
transferéncia de nutrientes ou através da destruicdo de fosfolipideos de &cidos graxos
insaturados (ESTRELA et al., 1995); aeracdo (NING et al., 2012), j& que micro-organismos
sensiveis a oxigénio dissolvido morrerdo por falta de enzimas que ajudam no metabolismo do
0O,, como, catalase, peroxidase e superoxido desmutase (JENNEY et al., 1999); congelamento
seguido de descongelamento (ROSSI et al., 2011), a fim de a solidificagdo da 4gua no meio
externo aumentar a concentracao de soluto fora da célula, fazendo as células ndo formadoras
de esporos perderem agua por osmose, deixando-as desidratadas e matando-as (MULDREW;
MCGANN, 1994); secagem no infravermelho (SONG et al., 2012) para desidratar as células e
provocar a morte das ndo formadoras de esporos; e adi¢do de quimicos, tais como,
cloroféormio, acido 2-bromoetano sulfonico (BESA) ou 2-bromoetanosulfonatos (BES),
responsaveis por causar a inibi¢do enzimatica das archaeas metanogénicas (VENKATA

MOHAN; LALIT BABU; SARMA, 2008).
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Nao existe consenso sobre qual TIM ¢ a mais adequada para selecionar as produtoras
de hidrogénio (SAADY, 2013), sendo necessario realizar esse estudo caso a caso, pois cada
indculo possui uma diversidade microbiana. Alternativamente, ¢ possivel, também, produzir
H, utilizando inéculo sem nenhuma TIM, controlando apenas as condi¢des ambientais
requeridas por micro-organismos produtores de H, e desfavoraveis ao crescimento de
archaeas metanogénicas, tais como, pH acido (proximo a 5,5) (FANG; LIU, 2002) e elevada
relacdo substrato/micro-organismo (acima de 4,0 gDQO/gSTV). Sob elevada concentragao de
matéria organica, uma grande concentragdo de metabdlitos (principalmente, dcidos organicos
volateis) fica solivel no meio, inibindo a metanogénese, seja pela queda do pH do meio
(ZHU; BELAND, 2006), seja causando toxicidade por excesso de metabolitos
(FOUNTOULAKIS; PETOUSI; MANIOS, 2010). Além disso, em elevadas relagdes
substrato/micro-organismo, aumenta-se a pressdo parcial de H,, diminuindo a taxa de
conversdo de acido propidnico a acido acético e, por sua vez, a metano (LETTINGA;
HULSHOF POL; ZEEMAN, 1999). Igualmente, a metanogénese pode ser metabolicamente
incapaz de consumir integralmente a elevada concentra¢do de substrato. Como consequéncia,
o glicerol ¢ consumido apenas parcialmente, reduzindo a producao e o rendimento de H,. Em
termos praticos, isso acontece quando a relacdo substrato/micro-organismo ultrapassou o
limite maximo.

Apesar de muitos estudos ja terem avaliado o efeito de diferentes TIM na producdo de
H,, a maioria deles utilizaram glicose como substrato (HU; CHEN, 2007; WANG; WAN,
2008). Outrossim, outros substratos ja foram testados, como sacarose (LIU; ZHU; YANG,
2006; SONG et al., 2012), efluente a base de lactose (VENKATA MOHAN; LALIT BABU;
SARMA, 2008) e glicerol (ROSSI et al., 2011). Entretanto, nenhum deles investigou a relagado
da origem do indculo com a TIM na produgdo de H, utilizando glicerol residual como

substrato.

Partindo do principio de a origem do indculo determinar a predominancia de uma ou
mais espécies e a morte de micro-organismos metanogénicos presentes em uma cultura mista
poder aumentar o rendimento de hidrogénio (ROSSI et al., 2011), o objetivo deste trabalho foi
identificar o indculo e TIM mais apropriados para dar partida em um reator produtor de
hidrogénio de fluxo continuo, utilizando glicerol residual como substrato. Neste trabalho,

foram avaliados quatro indculos diferentes e trés TIM distintas.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 (Glicerol residual

O glicerol residual utilizado nos experimentos foi gerado como subproduto da reacao
de transesterificagdo de uma mistura de 6leo de soja (56%) e sebo bovino (44%) para
producdo de biodiesel. A usina localiza-se em Quixad4, Ceara, e pertence a Petroleo
Brasileiro S.A (Petrobras). As caracteristicas fisico-quimicas do glicerol residual sdo:
concentragdo de matéria organica equivalente a 1374 gDQO/L; matéria organica nao
gliceridea (MONG) de 1%, pH de 5,5, pureza de 81,5%, cinzas de 4,8%, umidade de 12,7%,
metanol de 0,03%, teor de NaCl de 5,3% e densidade de 1255,9 kg/m3.

3.2.2 Indculos e técnicas de inibicdao da metanogénese (TIM)
Trés diferentes indculos foram testados. Suas procedéncias, caracteristicas e

concentracdo (em termos de solidos volateis totais) estdo descritas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Procedéncia, caracteristica e concentragdo de solidos totais volateis (STV) de

cada indculo utilizado nos experimentos.

Procedéncia Caracteristica  Sigla  [STV]?

Lodo de reator UASB tratando esgoto sanitario da

' floculento ES 55
cidade de Fortaleza, CE
Liquido ruminal extraido do organismo de caprino disperso LR 34
Lodo oriundo de reator UASB secundario
(metanogénico) tratando efluente de uma cervejaria granular EC 26
localizada em Pacatuba, CE
Mistura entre os indculos em iguais propor¢oes

- MX 38

volumétricas
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Antes de iniciar os testes em batelada, os indculos foram submetidos a trés diferentes
TIM: adigdo de cloroférmio (0,05% [v/v] de cloroférmio adicionado ao frasco imediatamente
antes do teste) (NING et al., 2012) (CFO); choque de pH 4cido (2M de acido cloridrico
adicionado ao lodo até pH 3,0 por 24 horas) (ROSSI et al., 2011) (ACI); e choque de calor
(lodo mantido em banho-maria por 10 min a 90° C) (KIM; HAN; SHIN, 2006) (CCL). Foram
realizados, também testes controle (CTR), sem nenhuma TIM, mantendo as mesmas
condi¢cdes ambientais. A Figura 3.1 ilustra os procedimentos realizados em cada TIM. Todos

os testes foram feitos em triplicata, com exce¢ao dos controles, realizados em duplicata.

Figura 3.1 — Procedimentos realizados para cada técnica de inibi¢do da metanogénese (TIM) e

no frasco controle.

1. Adigao de cloroférmio 2. Choque acido
(CFO) (ACI)
Cloroférmio (0,05%) HCI (2M) até pH 3

{ ‘

= =

3. Choque de calor 4. Controle
(CCL) (CTR)
== . Sem aplicagdo de
90°C . 10 min. técnica de inibigdo

da metanogénse

(-

3.2.3 Testes em batelada

O procedimento experimental foi desenvolvido no Laboratério em Tecnologia da
Biomassa da Embrapa Agroindustria Tropical. O tratamento experimental foi adaptado de
Davila-Vazquez et al. (2008), utilizando frascos em borossilicato de 218 mL, com volume util
de 200 mL. Cada frasco continha 14,7 g de glicerol residual/L (16 gDQO/L), in6culo em
quantidade suficiente para uma concentracao final de 4,5 g STV/L e 2,5 mL de uma solugdo

de nutrientes, contendo (g/L) NH4H,PO,4 (291,2), KH,PO, (100), NaCl (1), MgS04.7H,O
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(10), Na;M004.2H,0 (5,15), CaCl,.2H,0 (1), MnS0O4.7H,0 (1,5), FeCl,.4H,0 (0,465), ZnCl,
(0,06), NiCl,.6H,0 (0,12), CoCl,.6H,0 (0,21). O pH inicial foi ajustado para 8,12 com NaOH
2 M e, em seguida, foi injetado gas N, (fornecido pela Linde Gases Brasil) por um minuto em
cada frasco, a fim de manter a atmosfera anaerobia. Os frascos vedados com septos de
borracha foram colocados em uma mesa incubadora fabricada pela Tecnal, modelo TE142, a
37 °C, com rotagdo de 120 rpm, até que toda a producdo de H, cessasse (aproximadamente 7
dias). Todos os testes ocorreram em triplicata. Foi utilizado frascos controle (sem presenca de

matéria organica) para descontar o volume de H, produzido por endogenia.

O volume de hidrogénio era medido por deslocamento de liquido seguido de
cromatografia gasosa (SOTO; MENDEZ; LEMA, 1993). Basicamente, o volume de biogas
acumulado em 24h era deslocado, por meio de uma mangueira delgada, a uma garrafa de
Mariotte contendo uma solugdo salina de NaCl (25 g/L) a pH 2,0 (corrigido com H,SO4 P.A.),
de modo a evitar dissolucdo dos gases. Logo em seguida, uma amostra deste biogas era
coletada por uma seringa e injetada em um cromatdgrafo gasoso para conhecer a constituicao
do biogas. A Figura 3.2 ilustra o esquema e fotografia do aparato experimental utilizado nos

testes. Ao final do teste, o pH de cada frascos foi verificado imediatamente.

3.2.4 Métodos analiticos

As concentracdes de CHs, H, e CO; no biogds produzido eram medidas por
cromatdgrafo gasoso (C2V-200 micro GC, Thermo Fisher Scientific, The Netherlands),
equipado com um detector de condutividade térmica e uma coluna capilar de aco inoxidéavel
(10 m x 0,5 mm). A temperatura do injetor, do forno ¢ do detector foi de 120, 60 ¢ 120 °C,
respectivamente. A concentracdo de solidos totais volateis e a demanda quimica de oxigénio
foram determinadas seguindo os procedimentos descritos em APHA (2005). Os éacidos
carboxilicos e os alcoois foram determinados por andlises de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). A separacdo foi realizada em uma coluna C;g3 Shimpack CLC-ODS
Column (150 mm x 4,6 mm) e, a detec¢@o, por um detector de arranjos de diodos (DAD). A
fase movel era composta acido fosforico/acetonitrila, a vazao da corrida era de 0,4 mL/min e a

temperatura de 25 °C.
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Figura 3.2 — Esquema e fotografia do aparato experimental utilizado nos testes.

Legenda:

1) Frasco-reator 4) Garrafa de Mariotte (25 gNaCl/L; pH=2)
2) Mesa incubadora 5) Recipiente para coleta da sol. salina

3) Mangueira 6) Balanca analitica

3.2.5 Amnalise estatistica

Os resultados foram analisados usando a técnica de analise de varidncia (ANOVA),
com intervalo de confianga de 95% (teste de Tukey) e p < 0,05, usando o software Sisvar
(versdo 5.1) para comparagdo das médias. Esta técnica tem sido amplamente usada para
comparar as médias dos resultados de ensaios em batelada em triplicata, inclusive para testes
que buscaram avaliar o efeito das técnicas de inibicdo da metanogénese para aumentar a
produ¢io de H, (CHAGANTI; KIM; LALMAN, 2012; LALMAN; BAGLEY, 2001;
PENDYALA et al., 2012).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Produgdo acumulada de metano e hidrogénio

A producdo acumulada de metano e de hidrogénio sdo mostradas, respectivamente,
nas Figuras 3.3 e 3.4, para cada in6culo e TIM, em funcao do tempo de experimento. A priori,
os resultados mostraram ter sido a atividade metanogénica mais afetada negativamente

quando o LR e o MX foram os indculos utilizados, pois a produ¢do acumulada ndo passou de
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2,7mL (Figura 3.3). No entanto, ao observar a produ¢do acumulada nos frascos controle
(CTR), ¢ possivel atribuir a baixa producdo de CH4 no LR e MX a baixa atividade
metanogénica desses indculos. Outra possibilidade ¢ a de que as condigdes de concentragao
de substrato e de nutrientes, favoraveis a producdo de H,, tenham influenciado mais

fortemente a atividade metanogénica desses inoculos.

Quando o EC e o ES foram os indculos utilizados, nenhum metano foi produzido para
CFO e CCL, enquanto o efeito do ACI sobre a metanogénese foi parcial. Para EC, houve
reducdo de 29% da produgdo de metano em relagdo ao frasco controle (CTR) (Figura 3.3). J&
para ES, essa reducdo foi de 32% (Figura 3.3). Esses resultados contestam os resultados
obtidos por Ren et al. (2008), que, ao utilizarem um indculo de caracteristicas semelhantes ao
ES empregado neste experimento, verificaram que o choque acido provocou inibicao total da

atividade metanogénica.

Apesar do comportamento semelhante entre os indculos ES e EC, esse ultimo
alcangou produgdo de metano bem mais elevada, com cerca de 63 mL, quando nenhuma TIM
foi aplicada (CTR), e 45 mL, ao aplicar ACI. A maior atividade metanogénica do EC se deve
ao fato de ser um lodo retirado de um reator secundario (metanogénico), conhecido por ter
uma elevada quantidade de micro-organismos produtores de metano (DEMIREL; YENIGUN,
2002; MERLINO et al.,, 2013). Em contrapartida, Zhu e Béland (2006) utilizaram lodo
proveniente de um biodigestor primdrio (rico em bactérias acidogénicas) para comparar a
eficiéncia de diferentes TIM, ¢ observaram um volume de metano acumulado considerado

irrisério (no maximo 1,5 mL) no frasco controle.

Essa maior resisténcia do EC ao ACI pode ser explicada pelo fato de a concentracao
de H' extracelular ndo ter sido suficientemente alta para alterar os sitios cataliticos do elevado
namero relativo de archaeas metanogénicas. Isso acontece porque o EC ¢ um lodo do tipo
granular, conhecido pela elevada densidade populacional microbiana (inclusive de archaeas
metanogénicas), quando comparado a lodo floculento (HULSHOFF POL et al., 2004). Além
disso, a estrutura do granulo serve de protecdo para as archaeas metanogénicas, localizadas
predominantemente no interior do agregado microbiano (GUIOT; PAUSS; COSTERTON,
1992). Por isso, seria necessdria uma maior concentracdo do acido para promover inibi¢cao
total das metanogénicas presentes do EC. Em contrapartida, os demais indculos foram mais
afetados pela concentracio de ions H" do meio, justamente pelas suas caracteristicas mais

dispersas e floculentas.
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Figura 3.3 — Produc¢do acumulada de metano para cada indculo e técnica de inibicdo da

metanogénese (TIM) em fun¢do do tempo de experimento.
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ES: Lodo de reator UASB tratando esgoto sanitdrio da cidade de Fortaleza, Ceard; LR: Liquido
ruminal extraido do organismo de caprino; EC: Lodo oriundo de reator UASB secundario
(metanogénico) tratando efluente de uma cervejaria; e MX: Mistura entre os indculos em iguais
proporgdes volumétricas; CFO: adicdo de cloroféormio; ACI: choque de pH acido; CCL: choque de

calor; CTR: controle.
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Figura 3.4 — Produgdo acumulada de hidrogénio para cada in6culo e técnica de inibicdo da

metanogénese (TIM) em fun¢do do tempo de experimento.
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ES: Lodo de reator UASB tratando esgoto sanitario da cidade de Fortaleza, CE; LR: Liquido ruminal
extraido do organismo de caprino; EC: Lodo oriundo de reator UASB secundario (metanogénico)
tratando efluente de uma cervejaria; e MX: Mistura entre os indculos em iguais proporgdes
volumétricas. CFO: adi¢do de cloroférmio; ACI: choque de pH 4cido; CCL: choque de calor; CTR:

controle.
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Em geral, a quantidade de metano gerada foi considerada bastante baixa, mesmo nos
frascos controle (CTR), indicando que apenas as condi¢cdes ambientais e operacionais foram
suficientes para suprimir a metanogénese. Esse mesmo comportamento foi observado por Zhu
e Béland (2006), ao compararem diversas TIM de cultura mista na produ¢do de hidrogénio a
partir de sacarose. A rota metabdlica de producdo de H, ¢ tipicamente acidogénica, fazendo
que o pH caia para fora da faixa de sobrevivéncia das archaeas metanogénicas (ZHU,
BELAND, 2006). Para descartar, ainda mais, a possibilidade de produgéo de metano, Wang e
Wan (2008) recomendam utilizar lodo proveniente de reator acidogénico (reator primario) por

conter pouco ou nenhum organismo metanogénico.

A producdo maxima de H, foi alcancada para o inéculo LR, com 148,3 mL, seguido
por ES, MX e EC, com 132,6, 123,0 e 83,8 mL, respectivamente. Em todos os casos, a
producdo maxima ocorreu quando CFO foi aplicada. Para as demais TIM, a produgdo de
hidrogénio variou de acordo com cada indculo, mostrando que cada um possui resisténcia

diferente de acordo com cada TIM.

Como era de se esperar, a produ¢do acumulada de H, aumentou quando alguma TIM
foi aplicada, com exce¢do do lodo MX, cujo volume de H; foi reduzido de 51,4 (CTR) para
12,7 mL, apos ACI, revelando, portanto, ndo ser essa uma estratégia adequada caso se deseje
misturar os trés indculos. Ainda sobre o MX, foi observado que CTR e CCL exerceram efeito
semelhante sobre esse inoculo, pois tiveram produgdo acumulada estatisticamente iguais

(p=0,05), com comportamento diferente apenas na fase lag, maior quando CCL foi aplicado.

Os maiores valores de producdo de H, para o ES aconteceram justamente para as TIM
que tiveram inibi¢do total da metanogénese, CFO e CCL. No entanto, apds o segundo dia de
teste, houve uma leve reducdo do H, acumulado, evidenciando que bactérias
homoacetogénicas foram capazes de resistir a tais TIM. Bactérias Clostridium formadoras de
esporos, tais como, Clostridium aceticum e Clostridium thermoautrophicum, sao conhecidas

por produzirem acetato a partir de H, e CO, (MINTON; CLARKE, 1989).

Igualmente, houve queda do volume acumulado de H; para o ES submetido ao ACI, e
no frasco CTR, esse consumo de H,; pode ter sido causado tanto por bactérias
homoacetogénicas, como por archaeas metanogénicas hidrogenotréficas que sobreviveram ao

choque de pH, pois havia metano no biogas.

A producao acumulada de H, para o in6culo LR aumentou gradualmente mas, depois

do segundo dia, observou-se um consumo de H, em taxas semelhantes para os frascos CTR,
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ACI e CCL. Esse consumo de H; foi, provavelmente, resultante da homoacetogénese, pois
nenhum metano foi detectado no biogés. Nao foi possivel observar acimulo de acido acético
para reforcar esta hipdtese, mas ¢ bem provavel que esse acido tenha sido consumido para
formagdo de acido caproico através da reacao de alongamento de cadeia. Esta reacdo acontece
quando micro-organismos especificos utilizam acidos carboxilicos de cadeia curta (4cidos
acético e butirico, por exemplo) para formar acidos de cadeia média, tais como os acidos
caproico (C6) e caprilico (C8). A concentracdo de C6 para LR+ACI e LR+CCL foram 1,2 e

0,9 g/L, como serda mostrado posteriormente.

Quando o EC foi o inoculo utilizado, observou-se que o volume de H, para o CCL
aumentou gradualmente com o tempo, porém diminuiu logo apds o segundo dia.
Provavelmente, isso ocorreu via homoacetogénese, pois essa TIM inibiu a atividade
metanogénica, ao contrario do CTR, em que houve aumento da producdo de metano, ao
mesmo tempo em que o H, foi consumido. Ao analisar o comportamento do ACI, ¢ possivel
perceber ter havido producdo significativa para ambos os gases, denotando nao ter tido efeito

a TIM sobre as BPH, tampouco sobre as consumidoras de H,.

3.3.2 Efeito da técnica de inibicdo da metanogénese (TIM)

Os rendimentos de hidrogénio alcangados por cada ino6culo e TIM estdo apresentados
na Tabela 3.2. De acordo com os resultados alcangados, ¢ possivel afirmar que a adicdo de
cloroformio (CFO) teve efeito positivo mais significativo na producao de hidrogénio
(p=<0,05), produzindo, em média, 0,171 mol Hy/mol glicerol. Isso pode ser atribuido ao fato de
o cloroférmio (a 0,05%, v/v) ser um agente seletivo, pois tem a capacidade de inibir apenas as
archaeas metanogénicas (consumidoras de H). Essa inibicdo seletiva foi comprovada por
meio das analises do biogds, em que nenhum metano foi detectado quando empregado essa

TIM, independentemente do indculo utilizado.

O mecanismo de inibi¢do pelo cloroférmio ocorre pela supressdo da metil-coenzima
M redutase presente apenas nas archaeas metanogénicas (HU; CHEN, 2007). Além disso, o
cloroférmio pode se ligar aos corrinoides livres (forma analoga e ativa da vitamina B12) na
célula microbiana, reduzindo as concentragdes destes e bloqueando o funcionamento dessas
enzimas (HU; CHEN, 2007). Assim, uma TIM atuante na atividade enzimatica parece ser
mais eficiente do que CCL ou ACI, também comprovado por Hu e Chen (2007) e Zhu e
Beland (2006).
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Tabela 3.2 — Teste de Tukey realizado a partir dos rendimentos de hidrogénio (em

mol Hy/mol glicerol) obtidos em cada cenario estudado.

Indculo
TIM
ES LR EC MX Média
CTR €0,036 >* £0,087° 10,019 10,072 0,053 ™
CFO 20,186 ¢ 20,208 ¢ Fo,117°¢ 10,172 ¢ 0,171 "
ACI BC0,072" £0,109 " 90,068 " £0,018¢ 0,067 ™
CCL 80,100 " F0,008™  GHp 042! 10,080 0,080 ™
Média 0,098 0,126 0,062 ™ 0,085 ™"
Notas:

Os valores seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente. A analise comparativa entre as técnicas de
inibi¢cdo da metanogénese (TIM) deve ser feita na vertical, tendo as letras maitisculas como referencia. A anélise
comparativa entre os indculos deve ser feita na horizontal, tendo as letras minusculas como referencia.

TIM = técnica de inibi¢do da metanogénese; ES = lodo floculento proveniente de um reator UASB que trata
esgoto sanitario; LR = liquido ruminal, obtido a partir do estomago de caprino; EC = lodo granular oriundo de
um reator secundario (metanogénico) de uma estagdo de tratamento de efluente de cervejaria; MX = mistura em
iguais propor¢des volumétricas dos indculos citados anteriormente; CTR: controle; CFO: adigdo de cloroférmio;
ACT: choque de pH acido; CCL: choque de calor.

Além das archaeas metanogénicas, o cloroformio conseguiu inativar as bactérias
homoacetogénicas, pois ndo houve consumo de H, mesmo quando a metanogénese cessou.
Apesar de algumas bactérias homoacetogénicas serem formadoras de esporos, Scholten,
Conrad e Stams (2000) comprovaram, outrossim, que o cloroférmio é capaz de inibir esse

grupo de micro-organismos.

Dentre todos os inoculos, o EC alcangou menor rendimento, aplicando CFO
(0,117 mol Hy/mol glicerol). Isso pode ter ocorrido devido a quantidade menor de bactérias
acidogénicas nesse agregado microbiano, pois esse inoculo € proveniente de um reator
secundario (metanogénico). Isso pode ser comprovado, comparando o rendimento médio
obtido por todos os indculos quando nenhuma TIM foi aplicada (CTR), alcangando o EC

menor valor (0,019 mol Hy/mol glicerol).
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As demais TIM tiveram efeito semelhante entre si no rendimento de hidrogénio,
apresentando valores médios estatisticamente iguais (p<0,05), de acordo com o teste de

Tukey, realizado a partir dos rendimentos obtidos (Tabela 3.2).

Outros estudos ja haviam demostrado a eficiéncia de cloroférmio em inibir a atividade
metanogénica (CHIDTHAISONG; CONRAD, 2000; HICKEY; VANDERWIELEN;
SWITZENBAUM, 1987; HU; CHEN, 2007; NING et al., 2012). Por outro lado, Wang ¢ Wan
(2008) concluiram que a adi¢do de cloroféormio ndo ¢ a melhor op¢do para potencializar a
producdo de H,, pois seu uso aumentou a fase /ag de 11,4 para 14,9 h e reduziu a produgado de
H; em 19,3%, em comparagdo com o frasco controle. A concentracdo de cloroférmio a que
esses autores submeteram o lodo (2%) pode ter sido a causa dos baixos rendimentos
encontrados, pois é conhecido que concentragdes acima de 0,05 — 0,10% podem inibir
também a atividade das bactérias produtoras de hidrogénio (HU; CHEN, 2007; NING et al.,
2012; WANG; WAN, 2008). Essa inibicdo pode se dar de forma direta ou indireta. De forma
direta, o alto potencial redox (10,56 V) do cloroférmio se liga as enzimas forfinoide e
corrindide reduzidas que atuam na rota metanogénica, resultando em uma maior afinidade por
estas enzimas reduzidas (LIN et al., 2014). Indiretamente, essa inibicdo ocorre: 1) pela
formacdo de intermediarios toxicos e reativos durante a lenta degradagdo de alifaticos
halogenados (VAN VLAARDINGEN; VAN BEELEN, 1994); 2) ou bloqueando o

funcionamento da vitamina B12, como ja explanado.

O ACI foi eficiente apenas aos indculos ES e EC, uma vez que aumentou o
rendimento de H, em 2,0 e 3,6 vezes, respectivamente, em comparagdo ao CTR. Para o
indculo LR, ao ACI ndo teve efeito significativo (p<0,05). J& para o MX, o ACI reduziu o
rendimento em 75%, mostrando que essa TIM pode inibir ndo s6 a metanogénese, como

também as bactérias produtoras de hidrogénio (Figuras 3.3 e 3.4).

Diversos pesquisadores comprovaram o efeito deletério do ACI a culturas mistas
(REN et al., 2008; ROSSI et al., 2011; ZHU; BELAND, 2006). Hu e Chen (2007) também
ndo recomendam o ACI, pois apresentou rendimentos menores que o do frasco controle. Os
baixos valores encontrados para os indculos LR e MX podem ser explicados pelo fato de que
outras bactérias produtoras de H,, por exemplo, as do género Enterobacter ¢ Klebsiella, nao
sobrevivem a um choque de pH 4cido, pois t€ém faixa 6tima de pH entre 5,0 e 6,5, reduzindo,
por conseguinte, o rendimento do processo (ROSSI et al., 2011). Zhu e Béland (2006)

atribuiram a baixa eficiéncia do choque acido a queda de pH do meio durante a fermentagao
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para menos de 4,0. No entanto, no presente experimento, o menor pH foi 5,2, valor
considerado dentro da faixa adequada a producdo de H,. Em contrapartida ao resultado desta
pesquisa, Cheong e Hansen (2006) concluiram que o choque acido foi o mais eficiente dentre

cinco TIM estudadas (acido, BES, calor imido, calor seco e congelamento).

Apesar de o choque de calor ser a estratégia mais empregada para selecionar BPH
(WANG; WAN, 2008), este se mostrou uma técnica bastante agressiva, pois eliminou tanto
archaeas metanogénicas como afetou a atividade das BPH. Além de eliminar as BPH nao
formadoras de esporos, essa TIM também reduz a diversidade microbiana no meio, que pode
afetar as relagdes de simbiose e sintrofia ocorridas na producdo de H», utilizando culturas
mistas como inoculo (REN et al., 2008). Dessa forma, o rendimento do processo serd afetado

negativamente.

Em contrapartida, Hu e Chen (2007) conseguiram aumentar o rendimento de 0,4 para
118,3 mL H,/g glicose quando se aplicou choque de calor ao lodo granular por 30 minutos. A
eficiéncia observada no referido trabalho em selecionar BPH pode ser explicada pela fonte do
inoculo, pois eles utilizaram lodo proveniente de reator anaerobio tratando efluente a base de
amido, um substrato que necessita de uma alta atividade acidogénica/hidrogenogénica para
hidrolise e conversdo a acidos. J& o lodo granular utilizado na presente pesquisa ¢ um lodo
proveniente de reator UASB metanogénico, composto essencialmente por archaeas. Rossi et
al. (2011), igualmente, apontaram o choque de calor como a TIM mais eficiente em selecionar
BPH, se comparado a outras técnicas. Esses pesquisadores aumentaram o rendimento de H;
em cerca de 4,3 e 3,4 vezes, quando submeteram o indculo a calor seco e umido (fervura),

respectivamente.

Vale salientar que o CCL conseguiu eliminar totalmente as bactérias
homoacetogénicas, pois ndo houve actimulo de acido acético. Logo, conclui-se que o
consumo de H, ocorrido nos ultimos dias do experimento pode ser atribuido a acdo de
bactérias que utilizaram diretamente o H, como doador de elétrons e protons no alongamento
de cadeia (B-oxidagao reversa) para formar acido caproico (C6), como descrito por Ding, Tan
e Wang (2010) e Steinbusch et al. (2011). Esse consumo foi mais evidente para o lodo
granular, quando a concentracdo de H, no biogas chegou a zero e a de C6 foi de 1,2 g/L.
Entretanto, esta hipotese pode ser contestada, seja pelo fato de C. kluyveri (principal micro-
organismo responsavel pelas reacdes de alongamento de cadeia) ndo ter sido capaz de utilizar

H, como doador de elétrons (KENEALY; WASELEFSKY, 1985) ou porque esta rota
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metabolica ndo foi identificada em um estudo minucioso que abordou a termodindmica de
rotas metabolicas de alongamento de cadeia, dentre outras rotas (GONZALEZ-CABALEIRO
etal., 2013).

Uma alternativa para diminuir o nivel de agressividade do CCL e evitar decaimento de
BPH formadoras de esporos seria aplicar menores temperaturas, prolongando o tempo de
contato. Lay et al. (2005) conduziram testes em batelada, utilizando planejamento
experimental para verificar o efeito da temperatura e do tempo na sele¢do de BPH, e
encontraram que os maiores rendimentos de H, sdo alcangados quando o in6culo foi exposto a
80°C por 12 horas. Outros pesquisadores trabalharam sob condi¢des semelhantes, e nenhum

metano foi detectado no biogas (AZBAR et al., 2009; FAN; CHEN, 2004).

3.3.3 Influéncia do inéculo

Os resultados mostraram que a origem do in6culo pode influenciar fortemente no
rendimento de hidrogénio (p < 0,05). Mediante andlise dos rendimentos médios de cada
indculo (Tabela 3.2), nota-se que o LR foi o que alcancou o maior valor médio

(0,126 mol Hy/mol glicerol) dentre os demais, seguido dos inoculos ES, MX e EC.

Quando nenhuma TIM foi aplicada (CTR), o LR alcangou o maior rendimento
(0,087 mol Hy/mol glicerol) em compara¢do com os demais inoculos, seguido de perto pelo
MX (0,072 mol Hy/mol glicerol). No entanto, esses rendimentos sdo considerados baixos
quando comparados com os valores obtidos em outros cendrios testados. O baixo rendimento
com LR+CTR pode ser explicado pelo consumo do H, produzido no processo fermentativo
apos o segundo dia de batelada (Figura 3.4). Esse consumo pode ter sido feito de forma
indireta para formacgao de acido caproico, pela qual bactérias homoacetogénicas convertem H»
a acido acético e este ¢ posteriormente utilizado no alongamento de cadeia diretamente. Esta
hipotese ¢ reforgada quando observa-se que nenhum &cido acético foi detectado ao final do

experimento, ao passo que a concentragdo de C6 alcangou 0,7 g/L (Tabela 3.3).

Bactérias que habitam o liquido ruminal sdo conhecidas por converter substratos
organicos a acido caproico (KENEALY; CAO; WEIMER, 1995). Ding, Tan e Wang (2010)
mostraram que ¢ possivel haver consumo de H, para produzir acido caproico, sobretudo
quando hé escassez de etanol, como foi o caso do LR+CTR. Outra explicagdo baseia-se no
fato de parte do glicerol ter sido utilizado para formar 1,3-PPD, ja que houve producdo de

1,2 g 1,3-PPD/L (Tabela 3.3). A produgdo de 1,3-PPD ocorre por uma rota metabdlica
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concorrente a producdo de H, (BIEBL, 2001). Além disso, € necessario o consumo de 1 mol
de H, para formar 1 mol de 1,3-PPD (SELEMBO et al., 2009), que reduz ainda mais o
rendimento do processo. As mesmas explicagdes servem para explicar o baixo rendimento do

MX+CTR, pois teve comportamento bastante semelhante ao LR do ponto de vista metabdlico.

O EC alcangou o menor rendimento de H, quando ndo houve nenhuma TIM (CTR),
apenas 0,019 mol/mol glicerol, justamente porque grande parte da matéria organica foi
consumida para formar CH,4 (Figura 3.3). Isso mostra que apenas as mudancas nas condigdes
ambientais ndo foram suficientes para suprimir a atividade metanogénica desse inoculo.
Comportamento semelhante foi observado por Hu e Chen (2007), que alcangaram um baixo
rendimento de H, (0,003 mol/mol glicose) em comparagdo ao de metano (0,54 mol CH4/mol
glicose), quando nenhuma TIM foi aplicada ao lodo granular. Isso pode ser explicado pela
protecdo que o granulo oferece as archaeas metanogénicas, como mencionado anteriormente.
Além disso, o lodo granular utilizado no presente experimento foi retirado de um reator
UASB secundério (metanogénico), ou seja, possui uma microbiota com baixa densidade

populacional de bactérias acidogénicas (produtoras de hidrogénio).

Vale destacar o acimulo de acido propidnico do EC+CTR, que pode ter sido causado
pela inibi¢cdo de bactérias acetogénicas, devido ao pH acido do meio (5,2), ideal para degradar
propionatos na faixa entre 7,2 ¢ 7,5 (LETTINGA; HULSHOF POL; ZEEMAN, 1999). O
acimulo de acido propidnico para as demais TIM a que o EC foi submetido também pode ser
atribuido a esse fator, com exce¢do da CFO, que teve pH um pouco mais elevado (6,2) e ndo

acumulou 4cido propidnico.

Quando ndo aplicou-se quaisquer TIM (CTR) (0,036 mol/mol glicerol), o ES também
obteve baixo rendimento de H,, em razdo de: i) o consumo de glicerol foi de apenas 85%; ii) a
inibicdo da metanogénese foi apenas parcial; iii) H, consumido para alongamento de cadeia,
de forma direta (H, como doador de elétrons) ou indireta (homoacetogénese seguida de
alongamento de cadeia). Esse resultados contrastam com as observagdes de Hu e Chen
(2007), que conseguiram anular totalmente a produ¢do de CH4 sem qualquer TIM e produzir
0,89 mol Hy/mol glicose, .

Quando foram submetidos a CFO, ES, LR ¢ MX alcangaram os maiores rendimentos
de H, dentre todos os cendrios estudados (0,186, 0,208 e 0,172 mol Hy/mol glicerol,
respectivamente). Estes valores sdo considerados estatisticamente iguais (p<0,05), mostrando

que esses indculos sdo os mais indicados para produ¢do de H, a partir de glicerol residual,
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desde que seja adicionado cloroféormio ao meio. O EC apresentou rendimento inferior aos
demais que foram submetidos a CFO. Entretanto, o rendimento poderia ter sido maior se nao
houvesse a interrup¢ao do teste, j4 que o volume de H, mostrava uma leve tendéncia ao
aumento. A mesma observacdo pode ser feita para o ES, mas, como a taxa de produgdo
diminuiu, provavelmente esse aumento ndo seria tdo significativo. Hu e Chen (2007) também
comprovaram a eficiéncia da adi¢do de cloroformio sobre lodo granular, ao conseguirem
elevar o rendimento de 0,003 para 0,96 mol Hy/mol glicose, apds a aplicacdo de cloroférmio
(0,05% v/v). No entanto, ao utilizarem lodo floculento, esses autores concluiram que a adi¢ao

de cloroférmio ndo aumentava significantemente o rendimento de Ho.

A predominancia de espécies de Clostridium formadores de esporos, na comunidade
microbiana de lodo proveniente de esgoto sanitario (HU; CHEN, 2007) e no liquido ruminal
(RATTI et al., 2013), pode ter uma relagdo com os elevados rendimentos obtidos quando
comparados aos outros indculos, embora a diversidade microbiana desse Gltimo possa variar

bastante de acordo com o tipo e a dieta do animal (TAJIMA et al., 1999).

Quando os inb6culos se submeteram ao ACI, o rendimento alcangado foi
estatisticamente igual para ES, LR e EC (p<0,05), embora o ACI tenha mostrado uma
eficiéncia apenas parcial para inativar as archaeas metanogénicas do EC e do ES, pois, apesar
de ter sido observada a producdo de H,, também houve produgdo consideravel de metano,
como mostrado nas Figuras 3.4 e 3.3, respectivamente. Tudo indica ter sido esse metano
produzido por archaeas metanogénicas acetoclasticas, ja que ndo houve consumo de
hidrogénio. Outra evidéncia disso € que as archaeas metanogénicas hidrogenotréficas sao
predominantes nas camadas intermedidria e externa do granulo, ficando, mais expostas ao
ataque do acido. Ja as do género Methanosaeta, exclusivamente acetoclasticas, habitam o
interior do granulo (GUIOT; PAUSS; COSTERTON, 1992). Somado a isso, sabe-se que as
archaeas metanogénicas acetoclasticas sdo predominantes na digestdo anaerdbia, sendo
responsaveis por cerca de 67% de toda a produgdo de metano (CONRAD, 1999).
Provavelmente, seriam necessarias maiores concentracdes e/ou um tempo maior de exposi¢ao
ao acido para eliminar totalmente essa populagdo. Logo, esses fatores contribuiram para o
rendimento ndo ter sido maior. O ACI também inibiu as bactérias acetogénicas, pois houve
acumulo de 4cido propionico. Hu e Chen (2007) submeteram lodo granular ao choque acido,
mas praticamente ndo houve efeito deletério sobre as archaeas metanogénicas, porque nao

houve diferenga significativa entre essa TIM e o controle.



52

Entretanto, a estrutura do EC nd3o foi suficiente para proteger as archaeas
metanogénicas das altas temperaturas, uma vez que nenhum metano foi produzido por esse
inoculo quando exposto ao CCL (Figura 3.3). No entanto, essa TIM também afetou as BPH, o
que fez o rendimento de H; ser bastante baixo (0,042 mol H,/mol glicerol), evidenciando sua
alta agressividade. Em contraste, Hu e Chen (2007) aumentaram o rendimento de 0,003 para
0,96 mol Hy/mol glicose, quando o lodo granular foi submetido a altas temperaturas. A menor
resisténcia do EC, utilizado no presente experimento, ao CCL pode ser atribuida a baixa
densidade de BPH no granulo (extraido de um reator secundario-metanogénico). Ja o lodo
granular utilizado por Hu e Chen (2007) era proveniente de um reator UASB que tratava

efluente a base de amido, rico em bactérias acidogénicas produtoras de H,.

Apesar de o CCL também ter causado decaimento de BPH presentes no LR e MX,
relagdes de sinergia, mutualismo e simbiose podem ter sido mais significativas do que a

predominancia desse grupo de bactérias (SONG et al., 2012).

Esperava-se que, ao realizar uma mistura entre os lodos (MX), seria possivel aumentar
o rendimento de H, pelo fato de uma cultura mais diversificada expandir as relagdes
sintroficas entre as espécies. Contudo, observou-se um rendimento com valores
intermediarios (média de 0,085 mol Hy/mol glicerol), em comparagdo aos demais in6culos.
Ademais, foi evidente uma forte influéncia do LR no processo fermentativo, pois a tendéncia
da formacdao dos metabodlitos foi muito semelhantes a dos frascos contendo apenas LR.
Provavelmente as relagdes de sintrofia ndo foram bem estabelecidas entre as espécies
presentes na mistura. Talvez um tempo de adaptacdo maior causasse um aumento das relagdes

sintroficas.

3.3.4 Metabdlitos soluveis

Nos cendrios estudados, todo o glicerol foi convertido a metabolitos soliveis e
gasosos, com exce¢do do ES+CTR, ES+CFO e ES+ACI, cuja conversao foi de 85%, 83% e
83%, respectivamente. A Tabela 3.3 mostra a concentracdo dos metabdlitos soliveis
formados ao final da fermentagdo do glicerol para cada lodo e TIM, incluindo o frasco

controle.



53

Tabela 3.3 — Concentragdo dos metabolitos soliveis formados ao final da fermentacdo do
glicerol para cada indculo e TIM, incluindo o frasco controle. Os valores seguidos de =+

representam o desvio padrao.

Concentragao (g/L)
Inéculo TIM

C2 C3 C4 C6 C8 EtOH 1,3-PPD

CTR N.D 0,6+0,002 0,240,001 1,7+0,100 N.D N.D N.D

CFO 0,240,001  0,5+0,001 0,2+0,001 N.D N.D N.D N.D

ES ACI N.D 0,6+0,180 0,2+0,001 0,6+0,140 N.D N.D N.D

CCL 0,4+0,001 0,9+0,040 0,240,001 0,240,001 0,6+0,100 N.D N.D
CTR N.D 0,540,001 N.D 0,7+0,180 N.D 0,1£0,001  1,2+0,100
CFO N.D 0,4+0,002 0,1+0,001 1,1+0,200 N.D 1,240,100  0,4+0,010
R ACI 0,240,001  0,5+0,001 N.D 1,240,070 N.D 0,5+0,100  0,7+0,200
CCL 0,4+0,004 0,5+0,002 0,1+0,001 0,9+0,040 N.D 0,3+£0,080 1,0+0,120
CTR 0,440,050 1,4+0,200 0,1+0,001 0,5+0,020 N.D N.D 0,740,050
EC CFO N.D 0,1£0,001 0,5+0,004 1,240,050 N.D N.D 0,6+0,050
ACI 0,3£0,070 1,3+0,200 0,1+0,001 0,7+0,020 N.D N.D 0,740,050
CCL 0,3+£0,060 0,7+0,070 0,1+0,001 1,2+0,050 N.D N.D 0,7+0,040
CTR N.D 0,6+£0,060 0,4+0,020 1,0+0,100 N.D N.D 1,4+0,200
CFO 0,4+0,060 0,3+0,010 0,3+0,010 0,8+0,100 N.D 0,6+0,000  0,4+0,020
Mx ACI N.D 0,8+0,020 0,6+0,020 1,3+0,200 N.D 0,5+0,000  1,4+0,200

CCL 0,1+0,020 N.D 0,1+0,001  1,0+0,200 N.D 0,240,000  1,5+0,100

Notas: TIM = técnica de inibi¢do da metanogénese; ES = lodo floculento proveniente de um reator UASB que
trata esgoto sanitario; LR = liquido ruminal, obtido a partir do estomago de caprino; EC = lodo granular oriundo
de um reator secundario (metanogénico) de uma estagdo de tratamento de efluente de cervejaria; MX = mistura
em iguais proporgdes volumétricas dos indculos citados anteriormente; CTR: controle; CFO: adigdo de
cloroférmio; ACI: choque de pH 4cido; CCL: choque de calor; Cn, onde “n” é o nimero de carbonos equivalente
ao acido organico produzido; EtOH = etanol; 1,3-PPD = 1,3-propanodiol; N.D = ndo detectado.

A diferenca entre as rotas metabolicas e os respectivos subprodutos formados pode ser
atribuida a diversidade da populagdo microbiana em cada indculo, antes e apds a aplicacao da
TIM (MU; YU; WANG, 2007). Em termos de concentracdo, os principais produtos formados
foram 4cido propionico, 1,3-PPD, etanol e 4cido caproico. As rotas metabolicas que
predominaram nos testes ndo favoreceram, portanto, a produ¢ao de H,. De acordo com Biebl
(2001), Biebl et al. (1999) e Zeng et al. (1993), a producgdo de H, ocorre pela rota do piruvato-

formiato e tem como principais subprodutos os acidos acético, butirico e etanol. Outros
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autores comprovaram experimentalmente serem estes os principais subptodutos da produgao
de H; a partir de glicerol (MANGAYIL; KARP; SANTALA, 2012; TAPIA-VENEGAS et al.,
2015).

A maior produgdo de 1,3-PPD (p < 0,05) foi obtida com MX, seguida do LR. O 1,3-
PPD ¢ obtido biologicamente somente a partir da fermentagdo de glicerol, e tem uma rota
metabolica concorrente a rota de producdo de H,. Nessa rota (rota redutiva), o glicerol ¢
convertido a 3-hidroxipropionaldeido e, posteriormente, a 1,3-PPD, ao passo que o H, ¢
produzido pela rota oxidativa. A sintese de 1,3-PPD a partir de glicerol requer o consumo de
1 mol de hidrogénio (SELEMBO et al., 2009), equivalente ao rendimento maximo teorico.
Por esse motivo, elevados rendimentos de 1,3-PPD tém sido associados a baixa produ¢do de
H, ou mesmo a nenhuma producao (SAINT-AMANS et al., 1994). Isso pode ser comprovado
pelos resultados encontrados na presente pesquisa, pois os testes que alcancaram maiores
rendimentos de H; (ES, LR e MX submetidos a CFO) tiveram baixa ou nenhuma produgao de
1,3-PPD (Tabela 3.3). A concentragdo de glicerol utilizada nesse experimento (14,7 g/L) pode
ter contribuido para ocorrer uma elevada producao de 1,3-PPD, ja que altas concentragdes
desse substrato (> 10g/L) favorecem essa rota metabolica (SEIFERT et al., 2009). Vlassis et
al. (2012) avaliaram a produ¢do de H, a partir de glicerol e encontraram que o 1,3-PPD foi

responsavel por 38-55% da DQO do efluente, dependendo do pH.

A sintese de acido propidnico acontece quando o fosfoenolpiruvato é convertido a
succinato, sendo posteriormente transformado em propionato. Para haver producdo de Ha,
seria necessario que o fosfoenolpiruvato fosse antes convertido a piruvato (DA SILVA;
MACK; CONTIERO, 2009). No entanto, além da propria cultura, outras condi¢des podem ter
favorecido a acumulacdo de acido propidnico, tais como: i) concentracdo do glicerol (15 g/L),
semelhante a recomendada por Barbirato, Chedaille e Bories (1997), para chegar a elevados
rendimentos com espécies de Propionibacterium e Clostridium, que é 20 g/L; pH, que ficou
na faixa 6tima da acidogénese (entre 5,0 e 6,0) e fora da faixa 6tima de consumo desse acido,
que ¢ entre 7,2 e 7,5 (CHERNICHARO, 2007); pressao parcial de H,, que torna a taxa de
conversao a acido acético mais lenta (LETTINGA; HULSHOF POL; ZEEMAN, 1999). Chen,
Lin e Lin (2002) avaliaram o efeito do pH do meio na produgdo de hidrogénio a partir de
glicose, utilizando cultura mista como indculo e observaram que, quando havia acimulo de
acido propidnico, o rendimento de H, caia de 222 para 124 mL/g glicose, provavelmente

pelas causas mencionadas anteriormente.
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J4 a formacdo de 4cido caproico acontece quando os acidos acético e butirico, na
presenca de etanol (doador de elétrons), sdo consumidos por bactérias (principalmente,
Clostridium kluyveri), de forma a ocorrer o alongamento de cadeia via oxidacdo-f} reversa
(GROOTSCHOLTEN et al.,, 2013b). No presente experimento, a concentracdo de 4cido
acético e butirico foram baixas ou nulas quando houve uma elevada produgdo de acido
caproico, o que permite afirmar ter havido alongamento de cadeia. A maior produ¢do de 4cido

caproico aconteceu ao utilizar ES+CTR, quando a concentragdo alcancou 1,7 g/L.

Em todos os cenarios estudados, a quantidade de acido acético foi nula ou baixa em
compara¢do a outros metabdlitos soluveis, indicando seu consumo para o alongamento de
cadeia ou a supressdo das bactérias homoacetogénicas. Isso aconteceu nos experimentos de
Wang e Wan (2008), ao verificarem que os maiores rendimentos de H, ocorreram quando a
concentragdo desse dcido foi baixa em comparagdo com o teste controle. O acimulo de acido
acético pode estar ligado a baixa produg@o de H,, pois as bactérias homoacetogénicas sdo um
grupo de bactérias que sintetizam acetato a partir de H, e CO,, e resistem a condi¢des
adversas, porque muitas delas sdo pertencentes ao género Clostridium, formadoras de esporos
(OH; VAN GINKEL; LOGAN, 2003), isto ¢, podem resistir as mais variadas condigdes

adversas.

3.4 Conclusoes

Neste trabalho, o glicerol residual foi utilizado como tnica fonte de matéria organica
para avaliar o efeito de diferentes indculos e técnicas de inibi¢do da metanogénese na
produgdo de hidrogénio. Os resultados mostraram que se deve aplicar uma técnica de inibi¢ao
da metanogénese ao lodo, pois essa estratégia fez aumentar o rendimento de H,. O liquido
ruminal (LR) mostrou-se ser o indculo com maior potencial de produ¢do de hidrogénio dentre
os inoculos testados. A adi¢do de cloroformio a 0,05% (v/v) (CFO) mostrou-se ser a TIM
mais adequada para selecionar as BPH. Por fim, as melhores combinagdes de indculo e TIM
para produ¢dao de H, sdo: LR+CFO, ES+CFO ou MX+CFO, com valores de rendimento
estatisticamente  iguais  (p<0,05), com médias variando entre 0,172 e

0,208 mol Hy/mol glicerol.
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4 EFEITO DA RELACAO SUBSTRATO:MICRO-ORGANISMO (S¢/X,) NA
PRODUCAO BIOLOGICA DE HIDROGENIO A PARTIR DE GLICEROL
RESIDUAL

4.1 Introducao

O glicerol, na sua forma pura, tem valor agregado nas industrias farmacéutica, de
cosméticos, tintas, automadveis, alimentos, tabaco, papel e celulose, téxtil e couro (WANG et
al., 2001). No entanto, o glicerol gerado como subproduto da reacdo de transesterificagdo de
triglicerideos para producdo de biodiesel (glicerol residual) possui cerca de 20% de
impurezas, o que pode tornar seu processamento industrial inviavel economicamente (VIANA
et al., 2012b). A fim de possibilitar novos usos ao glicerol residual e manter a sustentabilidade
econdmico-ambiental da producdo de biodiesel, diversas pesquisas tém avaliado sua aplicagao
como fonte de substrato para a producao de H, a partir da digestdo anaerobia (SARMA et al.,

2012a; VIANA et al., 2014b).

O glicerol residual ¢ um substrato potencial para producao bioldgica de H;, pois: i) ndo
compete com a producdo de alimentos; ii) possui baixo valor de mercado (YAZDANI,
GONZALEZ, 2007); iii) tem elevado teor de matéria organica, equivalente a 1260 g/L. em
termos de demanda quimica de oxigénio (COD), em média (VIANA et al., 2012a); iv) possui
baixo teor de material em suspensdo, o que poderia tornar a hidrolise uma etapa limitante

(NASR et al., 2011; PAN et al., 2008).

Basicamente, a sintese biologica de H, pode ocorrer de duas formas: biofotdlise, na
qual a 4dgua se dissocia para formar H, por acdo da luz; e por fermentagdo, em que bactérias
convertem matéria organica complexa em compostos mais simples, liberando H, como

subproduto gasoso (MATHEWS; WANG, 2009).

Entre as bactérias mais eficazes na produ¢do fermentativa de H, destacam-se as do
género Clostridium, Bacillus e Enterobacter (HAWKES et al., 2002). Contudo, a necessidade
de trabalhar sob condicdes assépticas, a esterilizagdo do meio e da matéria-prima encarecem o
processo. Uma das alternativas para reduzir esses custos ¢ utilizar culturas mistas, posto que,
além das vantagens econdmicas, possuem maior versatilidade na decomposi¢ao de substratos
complexos e residuos organicos (AGLER et al., 2011), e flexibilidade para operar em modo

(semi)continuo por muitos anos (SPIRITO et al., 2014).
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A produgdo biologica de H, a partir de glicerol ocorre pela rota oxidativa, na qual o
substrato ¢ convertido a dihidroxiacetona pela enzima glicerol dehidrogenase (GDH),
posteriormente  fosforilada pela dihidroxiacetone kinase. Na etapa seguinte, a
dihidroxiacetona ¢ convertida a piruvato (somente por anaerobios estritos) e a acetil-CoA e
CO; pela enzima piruvato-ferredoxina oxidoredutase (KUBIAK et al., 2012). Durante a
formagdo de acetil-CoA, enzimas [FeFe] hydrogenases, [FeNi] hydrogenases, and [Fe]
hydrogenases agem na producdo de H, e metabdlitos soluveis, principalmente 4cido acético,
acido butirico e etanol (MATHEWS; WANG, 2009). Entretanto, a presenca de micro-
organismos consumidores de H, (principalmente archaeas metanogénicas e bactérias
homoacetogénicas) pode diminuir o rendimento do processo. Uma das estratégias para
suprimir a atividade desses micro-organismos indesejaveis ¢ impor concentracdo elevada de
substrato em relagdo a de micro-organismos, ou seja a relacdo So/X, elevada. Nessas
condi¢des, os metabolitos formados por bactérias fermentativas acidogénicas (produtoras de
H,) podem nao ser consumidos pelas archaeas metanogénicas e bactérias homoacetogénicas
na mesma taxa em que sao produzidos, inibindo-as e facilitando a liberagdo de H, para o meio
gasoso. Isso acontece porque a taxa de crescimento das bactérias produtoras de H;
(acidogénicas) ¢ cerca de cinco vezes maior que a dos micro-organismos consumidores

(GAVALA; ANGELIDAKI; AHRING, 2003; METCALF & EDDY, 2003).

Em testes em batelada, a relagdo S¢/X, € expressa em massa de demanda quimica de
oxigénio (DQO) por massa de sélidos totais volateis (STV) e pode ser escolhida variando Sy e
mantendo X, constante, ou variando X, e fixando Sy (LIU, 1996). Em geral, a produgdo de H,
¢ potencializada quando a digestdo anaerobia ocorre com valores de relagdo So/Xo acima de
1,8 gDQO/gSTV. Entretanto, valores de relacdo So/X, acima do limite maximo tolerado para
uma determinada cultura de micro-organismos pode inibir a sintese de H, seja pelo acimulo

de acidos ou pela elevada pressao parcial de H, (pHy).

O mecanismo de inibi¢do por acimulo de acidos se da porque em pH abaixo de 4,5
ocorre o aumento da concentracdo de acidos dissociados e da forga ionica da solugao,
resultando na mudanga de producdo de hidrogénio para a producao solventes (CHONG et al.,
2009). O efeito inibitério em pH baixo ocorre quando os acidos ndo dissociados apolares
penetram na parede celular, liberando protons no interior das células, que possui maior pH
(GINKEL; SUNG; LAY, 2001). O excesso de hidrogénio no meio (pH, elevado) aumenta o
rendimento de NADH na fase acidogénica, substituindo a rota metabolica de produgdo de

acido butirico pela rota de formacdo de acido propidnico para manter uma razao
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NADH/NAD" apropriada dentro da célula, pois a producdo de 4cido propidnico produz mais
NAD" do que a sintese de acido butirico (SIVAGURUNATHAN; SEN; LIN, 2014), como
ilustrado na Figura 4.1. Além disso, a pH, elevada também pode tornar a reagdo de
degradacdo de dacido propidnico (e consequente liberacdo de H,) termodinamicamente
desfavoravel (KIM et al., 2006), sobretudo em valores acima de 10" atm (HARPER;
POHLAND, 1986).

Figura 4.1 — Esquema mostrando a influéncia da elevada pressao parcial de hidrogénio (pH>)

no aumento do rendimento de 4cido propidnico (HPr).

célula bacteriana

D NADH/NAD* adequada

(produz menos NAD*) HBu < >HPr (produz mais NAD")
1" Y NADH
Rota do H, <—|

O glicerol também pode ser convertido a 1,3-propanodiol (1,3-PPD) pela rota redutiva,
por meio da qual sofre desidratagdo, gerando 3-hidroxipropionaldeido, pela enzima glicerol
desidrogenase, e 1,3-PPD, por meio da 1,3-propanodiol oxidoredutase (BIEBL et al., 1999).
Entretanto, elevados rendimentos de 1,3-PPD podem estar associados a baixa ou nenhuma
produc¢do de H,, pois estes produtos sdo formados a partir de rotas metabdlicas concorrentes.
A sintese de 1,3-PPD a partir de glicerol requer o consumo de 1 mol de H, (SELEMBO et al.,
2009), valor equivalente ao rendimento maximo teérico de H, a partir de glicerol. Esse diol,
contudo, esta quase sempre presente durante a fermentacao de glicerol, utilizando cultura pura
(CHOOKAEW; O-THONG; PRASERTSAN, 2012; ITO et al., 2005; LO et al., 2013) ou
mista (SELEMBO et al., 2009; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2012a, 2012b). Seifert et al.
(2009), por exemplo, variaram o valor da relacdo S¢/X, de 0,5 a 15,8 gDQO/gSTV e
encontraram rendimentos de 1,3-PPD entre 23% e 62% (em termos de DQO). Entretanto, ndo
foi possivel observar nenhuma correlagao entre o rendimento de 1,3-PPD e o valor da relagao
So/Xo.

Segundo o modelo cinético de Monod, se a concentragdo de substrato for muito

superior a da massa de lodo adicionada, a reacdo passa a ser considerada de ordem zero, ou
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seja, a taxa de produgdo de hidrogénio se torna constante, independente da concentragdo de

substrato (ANDREWS, 1968; BEKINS, B; WARREN; GODSY, 1998).

Em virtude dos efeitos do excesso de matéria organica anteriormente mencionados,
bactérias do género Clostridium (principais produtoras de H,) podem esporular e reduzir a
conversdao de glicerol em H, (HAFEZ et al., 2010). A esporulagdo ¢ um mecanismo que
bactérias especificas (sobretudo Clostridium e Bacillus) possuem para se manterem vivas sob
condi¢des adversas. Essas bactérias formam uma parede espessa resistente e suspendem suas
atividades metabdlicas até que as condi¢cdes minimas de sobrevivéncia sejam reestabelecidas

(LOWE; JAIN; ZEIKUS, 1993).

Nao ha um consenso sobre qual relacdo So/Xo leva ao maior rendimento de hidrogénio,
podendo variar entre 0,5 e 15,8 gDQO/gSTV (HAFEZ et al., 2010; LIN; CHANG; HUNG,
2008; SEIFERT et al., 2009). Isso ocorre porque, para cada indculo existe uma concentragao
otima de substrato, sendo recomendado realizar testes de laboratorio, de modo a conhecer o

valor critico dessa relagdo (VIANA et al., 2012a).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da relacdo S¢/Xo na produgdo de
hidrogénio, metano e outros metabolitos a partir de glicerol residual, baseando-se em

rendimento, taxas de producdo especifica e consumo de glicerol.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Substrato

O substrato utilizado foi o glicerol gerado durante a produgdo de biodiesel a partir de
uma mistura entre 6leo de soja e sebo bovino, em propor¢des de 56% e 44% (v/v),
respectivamente. A usina de biodiesel localiza-se em Quixadd, Ceara, e pertence a Petréleo
Brasileiro S.A (Petrobrés). O glicerol residual possuia pureza 81,5%, concentracdo de matéria
organica equivalente a 1374 gDQO/L, teor de matéria organica nao gliceridea (MONG) igual
a 1%, pH 5,5, 4,8% de cinzas, 12,71% de umidade, teor de metanol de 0,03%, 5,3% de NaCl
e densidade de 1255,9 kg/m’.

4.2.2 Inoculo
O indculo utilizado nos testes foi retirado de um reator UASB em escala real, tratando
esgoto doméstico da cidade de Fortaleza, Ceard, Brasil. Possuia caracteristicas floculentas e

concentragdo de solidos totais volateis (STV) igual a 83,9 g/L.
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4.2.3 Procedimento experimental

O procedimento experimental foi desenvolvido no Laboratério em Tecnologia da
Biomassa da Embrapa Agroindustria Tropical e seguiu a metodologia descrita em Davila-
Vazquez (2009). No presente experimento, decidiu-se fixar a concentragdo de matéria
organica em 16 gDQO/L em todos os frascos, variando apenas a concentracdo de lodo e
buscando manter a relacdo So/Xo desejada (entre 1 e 16 gDQO/gSTV). Essa decisdo se deu de
forma a evitar que a pH, fosse mais uma varidvel de influencia sobre o resultado do
experimento, ja4 que quanto maior a concentracdo, maiores as chances elevar o valor da pHo.
A Tabela 4.1 mostra as concentragdes de substrato e de lodo utilizadas para cada valor da

relacdo So/Xo.

Tabela 4.1 — Concentragdes de substrato e de lodo utilizadas para cada valor da relacao

So/Xo.

Concentracao
Relagao So/Xo (gDQO/gSTV)
Glicerol residual (gDQO/L) Lodo (gSTV/L)

0 (Controle) 0 4.4

1 16 16,0

4 16 4,0

7 16 2,3

10 16 1,6

13 16 1,2

16 16 1,0

Utilizou-se frasco em borossilicato com 0,2 L de volume util. Os testes ocorreram em
mesa incubadora fabricada pela Tecnal, modelo TE142, a 37°C e 120 rpm. O pH inicial do
meio foi ajustado a 8,12, utilizando NaOH. Esse valor de pH também foi utilizado nos
experimentos de Davila-Vazquez (2009), valor suficientemente alto para que o pH final nao
fique extremamente baixo devido a acidogénese. Isso porque nenhum tampao foi adicionado
aos frascos. Todos os testes ocorreram em triplicata. Foi utilizado frascos controle (sem

presenca de matéria organica) para descontar o volume de H, produzido por endogenia.

Foram adicionados macro e micronutrientes (concentracdes entre parénteses, em g/L),

com base nos procedimentos descritos em Davila-Vazquez (2009): NH4H,PO4 (291,2),
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KH,PO,4 (100,00), NaCl (1,00), MgS04.7H,0 (10,00), Na,M00O4.2H,0 (5,20), CaCl,.2H,O
(1,00), MnSO4.7H,O (1,50), FeCl,.4H,O (0,47), ZnCl, (0,06), NiClL.6H,O (0,12),
CoClL.6H,0O (0,21). Em todos os frascos, foi acrescentado cloroférmio a 0,05% (v/v) para
inativar as archaeas produtoras de metano (NING et al., 2012). Antes de serem selados, os
frascos sofreram expurga com gas N, (fornecido pela Linde Gases Brasil) por um minuto,

para manter a atmosfera anaerdbia.

O experimento teve duragdo de 196 h. O volume de hidrogénio era medido por
deslocamento de liquido seguido de cromatografia gasosa (SOTO; MENDEZ; LEMA, 1993).
Basicamente, o volume de biogés acumulado era deslocado por uma mangueira a uma garrafa
de Mariotte, contendo uma solucao salina de NaCl (25 g/L) a pH 2,0 (corrigido com H,SOy),
de maneira a evitar dissolucdo dos gases. Logo em seguida, uma amostra desse biogas era
analisada por cromatografia gasosa, para conhecer a constituicdo deste. Dessa forma, o
volume de H; era calculado, multiplicando-se o volume de biogas pelo percentual de H,. Ao

final do teste, o pH de cada frascos foi verificado imediatamente.

Para o céalculo do rendimento, em mL H,/gDQOQO, dividiu-se o volume de H;, ao final
da batelada, pela massa de DQO adicionada aos frascos no inicio do teste. A taxa de produgao
especifica de hidrogénio (TPEH), expressa em mL H,/[gSTV.d], foi calculada, dividindo-se a
producdo diaria de hidrogénio (mL H,/d) pela massa de lodo no frasco (concentragdo de lodo
no frasco, em gSTV/L x volume util do frasco, em L), como descrito por Kargi, Eren e

Ozmihci (2012).

4.2.4 Métodos analiticos

As concentracdes de CH4, H, € CO; no biogas produzido foram medidas através de
um cromatdgrafo gasoso (C2V-200 micro GC, Thermo Fisher Scientific, The Netherlands),
equipado com um detector de condutividade térmica e uma coluna capilar de aco inoxidavel
(10 m x 0,5 mm). A temperatura do injetor, do forno e do detector foram 120, 60 ¢ 120°C, na
devida ordem. Os metabdlitos soluveis foram determinados por andlises de cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC), utilizando um cromatégrafo da marca Shimadzu,
equipado com uma coluna C;g Shim-pack CLC-ODS Column (150 mm x 4,6 mm) e a
detec¢do foi realizada por um detector de arranjos de diodos (DAD). A fase modvel era
composta de acido fosforico/acetonitrila, a vazdo da corrida era de 0,4 mL/min e, a

temperatura, de 25°C. O pH, a concentragdo de solidos totais volateis e a demanda quimica de
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oxigénio foram determinados seguindo os procedimentos descritos em Standard Methods for

the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

4.2.5 Analise dos dados

Os dados de produgdo acumulada de hidrogénio foram ajustados pela equagdo de
Gompertz modificada (Equagdo 4.1), descrita por Zwietering et al. (1990). Esse modelo ¢ o
mais empregado para representar a producdo acumulada de gases em testes em batelada. Essa

estimativa foi feita utilizando o Microsoft Excel 2011.

Vi, (t) =P exp{—exp [I% (x—t)+1]} (4.1)

Em que: Vuz(?) € o volume de hidrogénio acumulado em um tempo “t”, em mL; P ¢ a
produ¢do maxima de hidrogénio, em mL; R, ¢ taxa de producdo maxima de hidrogénio
(mL/h); A é o tempo da fase de adaptagdo (fase lag), em h; 7 € o tempo de incubagdo, em h; e €

exp(l)=2,71828.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Produgdo acumulada de metano e hidrogénio, e rendimento de H;

A produgdo acumulada de hidrogénio e metano ao final do experimento para cada
relacdo S¢/X testada sdo mostrados na Tabela 4.2. Observa-se que a produ¢do acumulada de
H, ao final do teste foi proporcional ao valor da relagdo So/Xo, alcangando 103 mL com S¢/X,
de 10 gDQO/gSTV. No entanto, a producdo acumulada de H, foi menor nos frascos com
relacdo S¢/Xo de 13 e 16 gDQO/gSTV, com producio méxima de 77 e 72 mL,
respectivamente. Isso indica que o limite de S¢/Xo, para esse indculo ¢ igual a
10 gDQO/gSTV. Este também foi o limite encontrado por Seifert et al. (2009) ao avaliarem a
producdo de H, a partir de glicerol sob diversos valores de relagdo Sy¢/Xo, fixando a
concentragdo de matéria organica em 10 gDQO/L. Por outro lado, Vlassis et al. (2012)
recomendam que a producdo de H, ndo deve ser conduzida em valor de relagdo So/Xy maior

que 4,2 gDQO/gSTV, pois, acima desse valor, o rendimento de H, se torna inferior .
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Tabela 4.2 — Produ¢do acumulada de hidrogénio e metano apds 196 horas de fermentagao

para cada relacdo S¢/Xj testada.

Relacio So/Xy H; (mL) CH4 (mL)
(gDQO/gSTYV) Média Desvio padrio Média Desvio padrio

1 36,3 11,5 17,2 1,5

4 57,3 5,9 6,3 0,6

7 66,8 1,9 2,6 1,0

10 103,2 8,2 0,0 0,0

13 75.1 3.4 0.6 0.5

16 72,0 2.1 0.4 0.5

Essa reducdo da producdo de H, para relagdes de So/Xo acima de 10 gDQO/gSTV
indica uma diminui¢do do rendimento do processo e pode ser atribuida a produgdo excessiva
de 1,3-PPD e/ou a elevada pressdo parcial de hidrogénio. No primeiro caso, a sintese de 1,3-
PD ocorreu porque os acidos formados nas primeiras horas do teste (principalmente acido
propiodnico, ver Tabela 4.3) fez o valor de pH reduzir de 8,12 (pH inicial) para valores dentro
da faixa 6tima para produgdo de 1,3-PPD, que ¢ entre 6,0 ¢ 7,5 (BIEBL et al., 1992). Observa-
se ainda, na Tabela 4.3, que o pH final ficou entre 6,1 e 6,7. Apdés 72 horas de teste,
praticamente todo o glicerol havia sido consumido, ao passo que a concentraciao de 1,3-PPD
alcangou sua concentragdo maxima, independentemente da relacdo S¢/X aplicada. Com isso,
o processo fermentativo cessou por falta de substrato (glicerol) e impossibilitou que ocorresse
acidificagdo do meio para a faixa que potencializaria a producdo de H,, que ¢ em torno de 5,5
(FANG; LIU, 2002). A elevada a pressdo parcial de hidrogénio limitou termodinamicamente
a degradagdo do 4cido propidnico. Isso porque a conversdo de acido propidnico a acido
acético s6 ¢ favoravel em pH, menor que 10 atm (HARPER; POHLAND, 1986), enquanto
que no presente experimento a pH, média esteve sempre acima desse limite,
independentemente da relagdo So/X, aplicada, com valores variando entre 1,7x107 ¢ 0,5 atm.
Além disso, a elevada pH; pode ter aumentado o rendimento de NADH, favorecendo a rota de
producdo 4cido propidnico para que 0s micro-organismos mantivessem uma razao
NADH/NAD" adequada no interior da célula microbiana (SIVAGURUNATHAN; SEN; LIN,
2014). O acumulo de acido propidnico pdde ser comprovado pelas elevadas concentragdes

desse metabolito ao final do teste (Tabela 4.3)



Tabela 4.3 — Concentracao final de metabdlitos soltveis e de glicerol e pH apds 196 h para cada relacdo So/X, estudada. Os valores seguidos de +

representam o desvio padrao da média.

Concentracio final (g/L)

So/Xo * pH final
HAc HPr HBu HVa HSu HLa 1,3-PPD EtOH Glicerol
1 1,40+0,34 2,23+0,53 0,00+0,00 0,28+0,19 0,02+0,04 0,43+0,04 3,2+0,81 0,32+0,04 0,19+0,14 6,71+0,13
4 0,94+0,19 3,35+£3,69 0,26+0,05 0,23+0,08 0,05+0,04 0,09+0,03 3,55+0,63 0,36+0,02 0,00+0,00 6,48+0,07
7 0,96+0,19 5,61+£3,41 0,21+0,14 0,23+0,13 0,00+0,00 0,16+0,16 3,82+0,68 0,40+0,05 0,00+0,00 6,51+0,11
10 0,74+0,56 5,23+3,63 0,25+0,32 0,11+0,10 0,02+0,04 0,05+0,05 4,07+0,40 0,51+0,17 0,01+0,01 6,11+0,13
13 0,95+0,13 8,43+0,62 0,64+0,08 0,12+0,14 0,02+0,04 0,01+0,02 4,69+0,35 0,48+0,10 0,35+0,51 6,13+0,09
16 0,58+0,20 5,24+1,99 0,36+0,33 0,06+0,06 0,03+0,04 0,00+0,00 2,92+1,10 0,53+0,28 0,00+0,00 6,08+0,13

Nota: “relagdo substrato/micro-organismo, em gDQO/gSTV. HAc, HPr, HBu, HVa, HSu, HLa representam os acidos acético, propidnico,

butirico, valérico, succinico e latico, respectivamente; 1,3-PPD e EtOH representam o 1,3-propanodiol e etanol, respectivamente.

v9
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Para superar a inibi¢ao da producdo de H, causada pelo acimulo de dcido propidnico,
algumas estratégias tém sido propostas, como a operag¢do de reatores termofilicos (> 45°C)
para suprimir a atividade das bactérias produtoras de acido propidnico e tornar a degradagdo
desse acido mais favoravel termodinamicamente (LUO et al., 2010; SIVAGURUNATHAN;
SEN; LIN, 2014), extracdo de H, através de injecdo de N, para reduzir a pH, e, por
conseguinte, reduzir o acimulo de acido propidonico (HAWKES et al., 2007) e alimentagdo
em fluxo continuo em vez de batelada, para reduzir o acimulo de H, no headspace e tornar a

degradagdo de 4cido propidnico termodinamicamente mais favoravel (KIM et al., 2008).

Por outro lado, quanto menor o valor da S¢/Xo, maior foi a produgdo de metano e
menor a de H, (Tabela 4.2). Isso acontece porque o desenvolvimento de micro-organismos
consumidores de hidrogénio (bactérias homoacetogénicas e archaeas metanogénicas) ¢
favorecido em baixos valores de Syo/Xy, sobretudo abaixo de 1,8 gDQO/gSTV (AQUINO et
al., 2007). Os resultados mostrados na Tabela 4.2 comprovam esse fato, pois houve produgao
de 17,2 mL CH4 quando aplicou-se relacao S¢/X, igual a 1 gDQO/gSTV. Todavia, o volume
acumulado de CHj4 tornou-se baixo ou desprezivel quando utilizou-se maiores valores da
relacdo So/Xo.

Quanto maior a relagdo S¢/Xo, maior a fase lag. Provavelmente as mudancas nas
condi¢des ambientais (pH, temperatura etc.) influenciaram na taxa de germinagdo dos esporos
e, consequentemente, na producdo de H,. No entanto, apos a fase lag, a producdo de H»
aumentou para todos os valores de relagdo S¢/X, testadas, com menor inclina¢do da curva
para o frasco com 1 gDQO/gSTV, justamente por ndo oferecer valor de S¢/X, favoravel a
producdo de H,, pelos motivos anteriormente mencionados (Figura 4.2). Fan e Chen (2004) ja
haviam mencionado que baixos tempos de adapta¢do estdo associados a menores relagdes
So/Xo. Isso ocorre porque o indculo, adaptado a um meio com baixa relagdo So/Xo, precisa de
um certo tempo para se aclimatar a um ambiente com elevada concentragdo de matéria

organica.
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Figura 4.2 — Produgdo acumulada de hidrogénio em cada relagdo So/Xo em fung¢do do tempo

de teste. As barras verticais representam o desvio padrao das médias.
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Nesta pesquisa, o maior rendimento de H, alcangado foi 32 mL Hy/gDQO.dicionada
(28 mL Hy/gDQOudicionada SOb condicdes normais de temperatura e pressaio — CTNP) e
aconteceu quando o lodo foi submetido a uma relacdo S¢/X, igual a 10 gDQO/gSTV
(Figura 4.3). Esse rendimento foi superior ao alcangado por Vlassis et al. (2012) ao testarem
diferentes valores de relagdo So/X(, em frascos alimentados com glicerol puro. Estes
pesquisadores, igualmente, utilizaram lodo proveniente de estacdo de tratamento de esgoto
doméstico como  inoculo, porém  pré-tratado  termicamente, e  produziram
26 mL Hy/gDQO0udicionada (23 mL Ho-CNTP/gDQOsdicionada) @ uma relagdo So/Xo de
4,2 gDQO/gSTV. Seifert et al. (2009), da mesma forma, verificaram a influéncia da relagao
So/Xo no rendimento de H, a partir de glicerol, utilizando indculo com caracteristicas
semelhantes as do presente experimento. Foi obtido um rendimento maximo de
111 mL Hy/gDQOudicionada (98 mL Hy-CNTP/gDQOudicionada) quando a relacdo So/Xo era de
10 gDQO/gSTV (Seifert et al., 2009). Duas hipoteses podem justificar os maiores
rendimentos encontrados nesse ultimo trabalho, a saber: i) eficacia do pré-tratamento do
indculo, pois o choque térmico (calor imido seguido de congelamento) a que o lodo foi
submetido pode ter sido bastante eficiente na selecdo de bactérias produtoras de hidrogénio,
como ja comprovado por outros pesquisadores (HU; CHEN, 2007; ROSSI et al., 2011); ii)

uso de glicerol puro em lugar de residual, o que pode reduzir a possibilidade de inibicao
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bacteriana pela presenga de compostos tdxicos, por exemplo, de sais e graxas (VIANA et al.,

2012a).

Figura 4.3 — Rendimentos de hidrogénio e metano alcangados para cada relagao So/Xo.
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Quando o glicerol ¢ a unica fonte de carbono para os micro-organismos, o rendimento
maximo tedrico de hidrogénio ¢ igual a 1 mol Hy/mol glicerol. Logo, bioquimicamente, a
37°C ¢ possivel se produzir 276 mL H, por grama de DQO adicionada (243 mL H»-
CNTP/gDQOudicionada)- Isso significa que, neste experimento, foi possivel chegar a 12% do
rendimento maximo tedrico, enquanto esse percentual foi de 9% e 40% para os trabalhos de
Vlassis et al. (2012) e Seifert et al. (2009), respectivamente. O rendimento elevado alcangado
por Seifert et al. (2009) pode ser atribuido ao pH do meio que ficou dentro da faixa 6tima para
producdo de hidrogénio (em média 5,2 ao final do teste) e abaixo da faixa de producdo de 1,3-

PPD (entre 6,0 e 7,5), que reduziria o rendimento de Ho.

Sao poucos os estudos que estudaram o efeito da relagdo So/Xy na producdo bioldgica
de H, a partir de glicerol. Incluindo os resultados obtidos no presente trabalho, ¢ possivel
observar que os maiores rendimentos foram alcangados com valor de relagao S¢/X, acima de
4 ¢DQO/gSTV (SEIFERT et al., 2009; VLASSIS et al., 2012). Por outro lado, a maior parte
dos experimentos que utilizaram outras fontes de matéria organica alcangou o rendimento
maximo utilizando So/X abaixo de 4 gDQO/gSTV. Argun et al. (2008) avaliaram a influéncia

da concentragdo de substrato (pd de trigo) e indculo nos frascos e encontraram que os maiores
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rendimentos ocorreram em Sy/X, proxima a 3,0 gDQO/gSTV. Nasr et al. (2011) testaram
diversas relagdes S¢/Xo utilizando efluente a base de glicose e alcangaram rendimento
maximo em Sy/X, de 4 gDQO/gSTV utilizando inéculo pré-aclimatado. Ao utilizarem in6culo
ndo aclimatado, o maior rendimento obtido pelos mesmos pesquisadores ocorreu em uma
relagdo So/Xo de 2 gDQO/gSTV. Fan e Chen (2004) utilizaram residuo de fermentado de
cervejaria desidratado como substrato para producdo biologica de H, e concluiram que foi

necessario se aplicar So/X, igual a 4 gDQO/gSTV para se chegar ao maior rendimento de H».

O uso de valores elevados da relacdo S¢/Xy mostra a possibilidade de um sistema ser
operado com maior quantidade de matéria organica utilizando uma mesma quantidade de
lodo, podendo reduzir custos relacionados com estrutura do reator (redu¢do do volume) ou

com dilui¢do do afluente.

4.3.2 Taxa de producgdo especifica de hidrogénio (TPEH)

As taxas de producdo especificas de hidrogénio (TPEH) obtidas para cada relacdo
So/Xo testada podem ser visualizadas na Figura 4.4. Os resultados mostraram ter a TPEH
aumentada com o incremento da relagdo S¢/X, até 10 gDQO/gSTV, sem alteragdes
significativas entre 10 e 16 gDQO/gSTV (p<0,05), atingindo um valor maximo entre 164 e
170 mL Hy/[gSTV.d] (144 e 150 mL H,-CNTP/[gSTV.d]), o equivalente a 0,117 e
0,121 gDQOw2/[gSTV.d] (0,103 e 0,107 gDQOm2-cntp/[gSTV.d]). Ao contrério dos resultados
obtidos por Argun et al. (2008), Hafez et al. (2010) e Nasr et al. (2011), os resultados deste
trabalho mostraram nao ter havido reducdo do valor da TPEH com a queda do rendimento de
H,. Esse fendmeno também foi observado em outros trabalhos (LEE et al., 2007), quando da
avaliagdo do efeito do aumento da COV na eficiéncia de um CSTR na conversdo de glicose a
H,. Nessa ultima pesquisa, foi observado que o rendimento caiu de 1,36 para
1,05 mol Ha/mol glicose, ao elevarem a COV de 40 para 120 kg DQO/m’.d. A TPEH, em
contrapartida, aumentou de 2184 para 4752 mL H,/[gSTV.d].

Os resultados mostrados anteriormente indicam que a capacidade do lodo em
converter matéria organica em H, em um determinado espago de tempo ndo ¢ afetada em
condi¢des de sobrecarga organica. Ag¢des sinérgicas e relacdes de sintrofia e simbiose,
bastante tipicas em culturas mistas, podem ter prevalecido sobre o efeito da maior

concentracdo de substrato em relagdo a de micro-organismos (SONG et al., 2012).
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Figura 4.4 — Taxas de produgdo especifica (TPEH) e rendimento de hidrogénio obtidos para

cada relagao Sy/X testada.
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O valor maximo da TPEH obtido nesta pesquisa foi semelhante ao alcangado por Nasr
et al. (2011) ao utilizarem lodo metanogénico submetido a diferentes relagdes S¢/Xo, de
181 mL Hy/[gSTV.d] (159 mL H,-CNTP/[gSTV.d]), todavia, sob relacdo S¢/X, inferior
(4,0 gDQO/gSTV). No entanto, os mesmos autores observaram que a TPEH pode aumentar
para 585 mL Hy/[gSTV.d] (515 mL H,-CNTP/[gSTV.d]) com a utilizagdo de lodo aclimatado
a producdo de H, trabalhando a 6,0 gDQO/gSTV. Argun et al. (2008) alcangaram
386 mL Hy/[gSTV.d] (340 mL H,-CNTP/[gSTV.d]) ao testarem diversas relagdes So/Xo,
utilizando trigo em p6 com 97% de amido, em uma razdo equivalente a 2,8 gDQO/gSTV.
Acima desse valor, a TPEH caiu para 235 mL H»/[gSTV.d] (207 mL H,-CNTP/[gSTV.d]).
Hafez et al. (2010), operando um CSTR de 5 L, conseguiram alcangar valores entre 2300 e
2400 mL Hy/[gSTV.d] (relagdo S¢/Xo média de 6,3 gDQO/gSTV), mostrando que sistemas
operados em fluxo continuo incrementam a atividade bacteriana, seja por causa da
aclimata¢do do lodo (NASR et al., 2011), seja pela saida continua de gas do sistema, que

reduz a pH,, fator limitante nesse bioprocesso (HALLENBECK, 2009).

4.3.3 Consumo de glicerol, producio de metabdlitos soluveis e balanco de massa

Durante todos os ensaios, praticamente todo o glicerol foi consumido,
independentemente da relacdo So/Xo aplicada (Tabela 4.3). Isso se deu devido a alta
biodegradabilidade do glicerol residual (VIANA et al., 2012b). A concentracdo final de

metabolitos soliveis mostrados na Tabela 4.3 e distribuicdo dos produtos convertidos
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ilustrados na Figura 4.5 evidenciaram que 1,3-PPD e acido propionico predominaram sobre os
outros metabdlitos. Isso ndo era esperado, pois, de acordo com Biebl (2001), Biebl et al.
(1999) e Zeng et al. (1993), os metabolitos predominantes na producdo de H, sdo etanol,
acido acético e principalmente o 4cido butirico (SEIFERT et al., 2009). Elevados rendimentos
de 1,3-PPD estdo associados & uma baixa produgdo de H,, pois sdo formados por rotas
metabolicas concorrentes, além de consumir 1 mol de H, para o sucesso da reagdo
(SELEMBO et al., 2009). Apesar disso, diversos relatos mostram que o rendimento maximo
de H; a partir de glicerol foram alcangados quando o 1,3-PPD foi o metabolito soltivel de
maior concentragdo, pelo menos em testes em batelada sem controle de pH (ITO et al., 2005;
SEIFERT et al.,, 2009; VLASSIS et al.,, 2012). No presente experimento, o rendimento
maximo de H; foi alcangado quando o rendimento de 1,3-PPD alcancou 43% da massa de
DQO inicial, valor semelhante aos encontrados por Ito et al. (2005), Vlassis et al. (2012) e
Seifert et al. (2009), que alcangaram rendimento maximo de H, quando o rendimento de 1,3-

PPD foi 34%, 54% e 44%, respectivamente.

Figura 4.5 — Distribui¢@o dos produtos convertidos para cada relacdo So/X testada.
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Notas: HAc, HPr, HBu, HVa, HCa, HSu, HLa representam os acidos acético, propionico,
butirico, valérico, caproico, succinico e latico, respectivamente; 1,3-PPD, Et, CH4 e H2

representam o 1,3-propanodiol, etanol, metano e hidrogénio, respectivamente.
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No presente experimento, as elevadas concentracdes de 1,3-PPD sdo atribuidas ao pH
do meio, que se manteve dentro da faixa 6tima para a sintese deste diol (entre 6,0 e 7,5), como
jé fora descrito no item 4.1. O 1,3-PPD pode ser utilizado como monomero para sintese de
plasticos, durante a aplicacdo nas reagdes de sintese de poliuretanos, poliésteres e poliéteres

(BIEBL et al., 1992).

As elevadas concentracdes de acido propidnico dissolvido (Tabela 4.3) também
indicam desvio de rota metabolica. Isso ocorre quando o fosfoenolpiruvato ¢ transformado em
succinato e depois a propionato, antes mesmo de ser convertido a piruvato. Com isso, ndo ha
formacao de piruvato, rota que daria origem ao H, (YAZDANI; GONZALEZ, 2007). Como
j& foi mencionado, a pressdo parcial de hidrogénio contribuiu para o acimulo de acido
propidnico, posto ser sabido que elevadas concentragdes de hidrogénio dissolvido tornam a
rota do succinato-propionato termodinamicamente mais favoravel do que a rota do piruvato-
formiato (MIZUNO et al.,, 2000). O acumulo de acido propidnico tem sido relatado
principalmente em casos de choque de carga, sobrecarga orgéanica ou até mesmo na etapa de

partida (COHEN et al., 1980; KENNEDY; VAN DEN BERG, 1982).

O balango de massa realizado a partir das concentragdes de matéria orgénica inicial e
dos produtos formados, em termos de DQO ¢ apresentado na Tabela 4.4. Observa-se que a
DQO recuperada ficou proxima de 100% na maioria dos casos, com erros variando entre 2% e
23%. Esse valor de erro pode ser atribuido a algumas varidveis, tais como taxa de crescimento
celular, acimulo de matéria organica na forma de biopolimeros intracelulares, produtos
microbianos soluveis (SMPs), perdas de metabolitos por evaporagdo (sobretudo, alcoois e
acidos graxos de cadeia mais curta), dissolu¢do de gases que nao foi levada em conta, além da
imprecisdo analitica de alguns dos métodos empregados, podem ter contribuido para os erros
encontrados. Ainda pode ter contribuido aceptores alternativos de elétrons como o sulfato, o

qual estava presente no meio basal.



Tabela 4.4 — Balanco de massa realizado a partir das concentragdes de matéria organica inicial e dos produtos formados, em termos de DQO. Os

valores seguidos de =+ representam o desvio padrao da média.

. Produto formado (g DQO) " Total .
So/Xo - S . DQO rec.
HAc HPr HBu HVa HSu HLa 1,3-PPD Et H, CH,4 (gbQO)
1 0,30+0,07 0,68+0,16 0,00+0,00 0,11+0,08 0,00+0,01 0,09+0,01 1,08+0,27 0,13+0,02 0,02+0,01 0,04+0,00 2,46 77%
4 0,20+0,04 1,01%1,12 0,09+0,02 0,09+0,03 0,01£0,01 0,02+0,01 1,20+0,21 0,15+0,01 0,04+0,00 0,02+0,00 2,83 88%
7 0,21£0,04 1,70+1,03 0,07+0,05 0,09+0,06 0,00+0,00 0,03+0,03 1,29+0,23 0,17+0,02 0,04+0,00 0,01+0,00 3,61 113%
10 0,16+£0,12 1,58+1,10 0,09+0,12 0,04+0,04 0,00+0,01 0,01+0,01 1,37+0,13 0,21+0,07 0,06+=0,01 0,00+0,00 3,54 111%
13 0,20+0,03 2,55+0,19 0,23+0,03 0,05+0,06 0,00+0,01 0,00+0,01 1,58+0,12 0,20+0,04 0,05+0,00 0,00+0,00 4,87 152%
16 0,12+0,04 1,59+0,60 0,13+0,12 0,03+0,02 0,01£0,01 0,00+0,00 0,98+0,37 0,22+0,12 0,05+0,00 0,00+0,00 3,12 98%

Notas: “relagdo substrato/micro-organismo, em gDQO/gSTV; ® [MS]xV, x f , onde [MS], V, e f sdo a concentragdo do metabolito
soluvel, o volume util e o fator de conversdo g DQOesrica/g metabolito, respectivamente. f* ¢ calculada pela seguinte equagdo, descrita em

8x(4X+Y-2Z)

Lettinga, Hulshof Pol e Zeeman (1999): OXivilez

,onde X, Y e Z sdo os numeros de carbono, hidrogénio e oxigénio da molécula,

respectivamente; ©1,590 L Ho/gDQOremovidas @ 37°C; d0,398LCH4/gDQOremovida, a 37°C; °© X produtos formados; fpercentual de DQO

Y produtos formados

recuperada, calculada através da seguinte equacao: oV

%100 , onde Sy ¢ a concentracdo de matéria organica inicial (expressa em

DQO).

L
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4.4 Conclusoes

Neste trabalho, o glicerol residual foi utilizado como tnica fonte de matéria organica
para avaliar o efeito da relagdo S¢/Xyp na producdo de hidrogénio, metano e metabdlitos
soluveis. Os resultados obtidos permitiram concluir que o rendimento e a taxa de producao
especifica de hidrogénio (TPEH) ¢ maior 4 medida em que se aplica maiores valores de So/X.
O rendimento maximo (32 mL Hy/gDQOudicionada 0u 28 mL Hy-CNTP/gDQOudicionada) fO1
alcangado a 10 gDQO/gSTV. Acima desse valor, a produ¢do de hidrogénio ¢ inibida mas a
TPEH se mantém constante (em média 167 mL Hy/[gSTV.d] ou 147 mL Hy-
CNTP/[gSTV.d]). Considerando que cada grama de H, possui uma DQO de 8g de O, a
TPEH maxima alcangada equivale a 0,119 gDQOmu/[gSTV.d] (0,105 gDQOm»-
ontp/[gSTV.d]), valor inferior ao obtido em pesquisa onde o objetivo foi a producdo de
metano a partir de glicerol, que foi de 0,990 gDQOcu4/[gSTV.d] (0,878 gDQOcha-
onte/[gSTV.d]) (VIANA et al., 2012b). J4 a producdo de metano alcancado no presente
experimento foi praticamente nula ao aplicar valor de relagdo S¢/X, maior que
1 gDQO/gSTV. Durante os ensaios, todo o glicerol foi consumido, sendo convertido
principalmente a 1,3-PPD e 4cido propidnico, independentemente da relagdo S¢/Xo. Os
resultados alcangados no presente experimento servirdo de suporte para que pesquisas futuras
ndo enfrentem problemas de sobrecarga organica na produgdo de H; a partir de glicerol. Além
disso, outros pesquisadores saberdo qual o impacto da relacdo S¢/Xy na produgdo de

metabolitos.
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5 PRODUCAO DE METANO E HIDROGENIO A PARTIR DE GLICEROL
RESIDUAL USANDO UM PROCESSO ANAEROBIO DE DUAS FASES

5.1 Introducgao

Diversos paises tém incluido o biodiesel na sua matriz energética em substituicdo ao
6leo diesel. No Brasil, a Lei N° 13.033/14 obriga os produtores de dleo diesel a adicionarem
7% de biodiesel a mistura (BRASIL, 2014). J4 em outros paises, como nos EUA, esse
percentual pode chegar a 20% (TAM, 2004).

A cada 10 kg de biodiesel produzido, gera-se 1 kg de glicerol como subproduto
(glicerol residual). O glicerol puro possui diversas aplica¢des industriais, mas o glicerol
residual precisa passar por processo de purificagdo para remog¢do das impurezas, de modo a
ter viabilidade de uso. Segundo dados de producdo de biodiesel da Organizagdo para
Desenvolvimento e Cooperagdo Econdémica (OECD) e da Organizagdo de Agricultura e
Alimentos das Nagoes Unidas (FAO), estima-se que 3.200.000 toneladas de glicerol residual
foram geradas em 2015 em todo o mundo, com previsdo de aumento para 3.860.000 toneladas
em 2024 (OECD/FAOQ, 2015). A demanda mundial por glicerol ¢ estimada em 2.000.000 de
toneladas (CIRIMINNA et al., 2014). Isso significa que a oferta por glicerol residual ja
excede a demanda atual, fazendo que esse subproduto torne-se, em breve, um passivo
ambiental se novos usos ndo forem encontrados, inviabilizando, portanto, a producdo de

biodiesel.

Diversos pesquisadores tém estudado a sintese bioldgica de produtos de valor
agregado a partir de glicerol (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009), incluindo o
hidrogénio (SARMA et al., 2012b; VIANA et al., 2014b). Entretanto, o rendimento maximo
tedrico de hidrogénio a partir de glicerol ¢ de apenas 1 mol Hy/mol glicerol (ZENG, 1996),
valor considerado baixo quando comparado a outros substratos (o rendimento a partir da
glicose ¢ de 4 mol/mol). Usando os dados de previsdo de consumo de mundial de H, para
2020 (BOND et al., 2011), estimado em 4,5x10" mol (excluindo refinagdo de petrdleo), o
glicerol residual tem um potencial para fornecer apenas 0,1% da demanda mundial, mesmo
havendo uma conversdo completa de glicerol a H,. O uso de um sistema de reatores em duas

fases, operados em série, poderia aumentar o aproveitamento energético, pois, além do H»
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gerado a partir do glicerol, o seu efluente rico em acidos organicos poderia ser convertido em

CH4 em outro reator.

Se forem aplicados em escala real, o H, ¢ 0 CHy4 produzidos pelos reatores anaerdbios
poderdo servir de fonte de energia para a propria usina de biodiesel ou comunidades
adjacentes. Além do aproveitamento energético, Ke, Shi e Fang (2005) citam outras
vantagens da digestdo anaerobia em duas fases: i) isolamento das etapas limitantes (hidrolise
e acidogénese na primeira fase e metanogénese na segunda); i) melhora da cinética de reagao
devido ao controle das condi¢des ambientais ideais de cada fase; iii) aumento da resisténcia a
toxicidade metanogénica, posto serem as bactérias acidogénicas mais resistentes a compostos
potencialmente toxicos. Por outro lado, esse sistema apresenta algumas desvantagens, tais
como, reducdo das relagdes sintroficas, maior complexidade de operacdo e aumento dos

gastos com construcdo dos reatores (KE; SHI; FANG, 2005).

As vantagens do uso do H, na producdo de energia estd associado ao seu potencial
energético (122 kJ/g) e ao subproduto da sua combustdo, a dgua. Apesar das vantagens do
processo, existe apenas um registro cientifico sobre o uso de reatores operados em série para
producdo desses gases a partir de glicerol como tnica fonte de carbono (DOUNAVIS et al.,
2016). Nao ha nenhum estudo utilizando reatores do tipo UASB (upflow anaerobic sludge
blanket) para esse fim. Esses reatores possuem a vantagem de suportar elevada carga orgéanica
volumétrica (COV), mantendo uma alta concentragcdo de lodo no interior do sistema. Isso se

reflete na possibilidade de tratar maior quantidade de glicerol residual por volume de reator.

Elevadas COVs favorecem o aumento do rendimento de H,, pois tanto podem
aumentar a atividade das bactérias produtoras de H,, como inibir as archaeas metanogénicas
consumidoras de H, (AMORIM; SADER; SILVA, 2012). Dounavis, Ntaikou e Lyberatos
(2015) ja haviam observado que o aumento da COV de 9 para 30 kg de demanda quimica de
oxigénio (DQO)/m?.d elevou o rendimento de H; a partir de glicerol residual. Por outro lado,
COV acima do limite pode inibir o processo, seja por desvio de rota metabolica, limitagao
cinética causado pelo excesso de substrato (ANDREWS, 1968; BEKINS, B; WARREN;
GODSY, 1998), acimulo de metabolitos no meio (KRAEMER; BAGLEY, 2007) e
consequente reesporulacdo dos micro-organismos produtores de H, (HAFEZ et al., 2010);
seja pela presenga de inibidores, tais como, ions Na' e CI', presentes no glicerol residual

(VIANA et al., 2012a).
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A pressdo parcial de H, (pHz) também influencia no rendimento (MIZUNO et al.,
2000). Para a reag¢do de producdo de H, ser termodinamicamente favoravel, a pH, deve ficar
abaixo de 0,3 atm (ANGENENT et al., 2004). Se a pH, ¢ suficientemente baixa, o NADH e a
ferrodoxina reduzida podem ser oxidadas pela hidrogenase (HAWKES et al., 2007). No caso
de reatores de fluxo continuo, o aumento da pH, esta diretamente relacionado ao aumento da
COV, pois quanto maior a quantidade de matéria organica afluente, maior a quantidade de H»

produzido e maior a pH,.

Nao existe um consenso sobre qual COV proporciona um maior rendimento de H,
(KRAEMER; BAGLEY, 2007), sendo necessario estudar caso a caso qual a COV mais
adequada, levando-se em consideragdo algumas varidveis do processo, a saber: o rendimento
e a producao volumétrica de hidrogénio (quantidade de hidrogénio produzida por volume de

reator em um determinado intervalo de tempo).

A digestdo anaerobia de glicerol pode ocorrer via rota metabolica redutiva ou
oxidativa. O H, ¢ produzido somente pela rota oxidativa, na qual o glicerol ¢ convertido a
dihidroxiacetona pela enzima glicerol dehidrogenase (GDH) e, depois, fosforilado pela
dihidroxiacetone kinase. Na etapa seguinte, a dihidroxiacetona ¢ convertida a piruvato
(somente por anaerdbios estritos) e depois a acetil-CoA ou formiato pela enzima hidrogenase.
O formiato, por sua vez, ¢ convertido a H, e CO, (KUBIAK et al., 2012). Se a reagdo ¢
desviada para formacgao de acetil-CoA, enzimas agem na producdo dos metabdlitos finais, que
dependera da espécie do micro-organismo e das condigdes ambientais. Se a fermentagdo
anaerobia continua, o metano ¢ formado a partir de acetato e H,/CO, por archaeas

metanogénicas acetoclésticas e hidrogenotroficas, respectivamente.

A rota redutiva ¢ metabolicamente concorrente a formagao de H,, pois o glicerol ¢
primeiramente desidratado a 3-hidroxipropionaldeido por GDH e, entdo, convertido a 1,3-
propanodiol (1,3-PPD) pela 1,3-propanodiol oxidoredutase. Logo, elevados rendimentos de
1,3-PPD podem estar associados a baixa ou nenhuma produgdo de H,, porque o estado
reduzido de carbono no glicerol ¢ menor do que na biomassa, gerando uma maior quantidade
de NADH; para formagado de biomassa quando o glicerol estd em maiores concentragdes. Esse
NADH,, por sua vez, ¢ usado na conversao de glicerol a 1,3-PPD (YAZDANI; GONZALEZ,
2007), consumindo 1 mol de H; para cada mol de 1,3-PPD (SELEMBO et al., 2009).

Alguns fatores podem influenciar no rendimento, tais como: caracteristicas fisico-

quimicas do glicerol residual, a espécie do micro-organismo (no caso do uso de culturas
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puras) ou a fonte de in6culo (no caso de culturas mistas), regime de alimentacdo (batelada,
continuo ou semicontinuo), configuracdo do reator, concentragdo de glicerol e de nutrientes,
temperatura, pH, dentre outros. A Tabela 5.1 mostra as condi¢des operacionais e o
rendimento maximo obtido por diferentes pesquisadores que utilizaram glicerol como

substrato para producao de H,.

Além dos problemas de inibi¢do mencionados anteriormente, alguns autores tém
relatado que o glicerol residual tem causado flotagcdo de lodo e sua consequente lavagem do
sistema (washout) (HUTNAN et al., 2013; VIANA et al., 2014a). A fim de solucionar esse
problema, Hutnan et al. (2013) reinocularam um reator do tipo UASB com lodo granular,
durante tratamento anaerdbio de glicerol residual, para producdao de metano. Entretanto, testes
preliminares comprovaram ndo ser o lodo granular um bom produtor de hidrogénio (ver
capitulo 2 desta tese). Além disso, os micro-organismos metanogénicos, localizados na
camada mais interna do granulo (GUIOT; PAUSS; COSTERTON, 1992), ndo sobreviveriam
as condi¢des acidas da produgdo de H,, o que poderia tornd-lo oco € menos denso,
aumentando as chances de uma nova flotacdo. Para completar, se as condi¢des otimas para
granula¢do ndo forem mantidas, o lodo granular pode se tornar floculento e o problema de
flotagdo retornar (KALYUZHNYI et al., 1999). Dessa forma, o uso de reatores de
crescimento aderido parece ser a estratégia mais adequada no aumento da reten¢do de lodo no
sistema, durante a producdo de hidrogénio a partir de glicerol (DOUNAVIS; NTAIKOU;
LYBERATOS, 2015; ITO et al., 2005).

Especificamente no caso do reator acidogénico produtor de hidrogénio, algumas
estratégias devem ser adotadas para evitar o consumo de Hy, por exemplo, pré-tratamento do
inoculo, aplicando técnicas fisicas e quimicas favorecedoras da inibicdo ou morte das
archaeas metanogénicas (ROSSI et al., 2011), ou adi¢do de compostos quimicos que inibem a
atividade dos micro-organismos consumidores de H, no interior do reator, como o

cloroformio (NING et al., 2012).



Tabela 5.1 - Condi¢des operacionais e rendimento maximo de H, obtido por diversos autores que utilizaram glicerol como substrato para

producdo de Ho.
S(}/XO ¢ ou
Ref. Reator Inéculo Temp®  pHinicial [DQO] ® a Y €
Cov
1 RBEB* Lodo de reator de leito fixo produtor de H, a partir de sacarose 25 5,5 0,3 - 1,62
2 RBEB Thermotoga neapolitana 75 6,8 5,0 - 1,42
3 RBEB Enterobacter aerogenes 37 6,8 0,72 f - 1,12
4 RBEB Clostridium pasteurianum’ 35 7,5 10,0 - 1,11
5 RBEB Lodos ativados 40 6,5 1,0 - 1,10
6 RBEB Lodos ativados 38 8,0 15,0 - 0,95
7 RBEB Lodos ativados 38 8,0 15,0 1,3 0,90
5 CSTR** Clostridium pasteurianum 35 7,5 10,0 - 0,77
8 Reator anaerébio de leito fixo Lodo anaerdbio tratando esgoto doméstico pré-tratado termicamente 35 6,0 25,0 29,7 0,42
e fluxo ascendente**

9 RBEB Cultura mista extraida de solo de plantio de trigo 30 7,0 3,0 - 0,31
10 RBEB Lodo anaeroébio de cervejaria pré-tratado termicamente 35 5,5 22,2 5,2 0,30
11 RBEB Cultura mista de sedimentos de fonte termal 55 5,5 20,3 5,4 0,30
12 RBEB Klebsiella pneumonia 40 8,0 20,0 - 0,25
13 RBEB Lodo anaerdbio tratando esgoto doméstico pré-tratado termicamente 35 6,5 8,3 11,3 0,07

" Fernandes et al. (2010); : Ngo, Kim e Sim (2011); * Tto et al. (2005); *Loetal. (2013);° Mangayil, Karp e Santala (2012); ®Varrone et al. (2012); " Varrone et al. (2013); ®

Dounavis; Ntaikou e Lyberatos (2015); ° Selembo et al. (2009); "° Sittijunda e Reungsang (2012a); ' Sittijunda e Reungsang (2012b); '> Chookaew, O-Thong e Prasertsan

2012);  Vlassis et al. (2012); * temperatura, em °C; ° DQO inicial, em gDQO/L; © relagdo inicial substrato/micro-organismo, em gDQO/gSTV, apenas para testes em
p

A e r, . , . . .« . f ~ y .
batelada; ¢ carga orgénica volumétrica, em kgDQO/m’.d, apenas para testes em fluxo continuo; ¢ rendimento, em mol Ha/mol glicerol adicionado; " concentragio de matéria

orgénica, em termos de carbono organico total (COT). * reator em batelada em escala de bancada; ** reatores operados em fluxo continuo.

3
o0
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Os objetivos deste trabalho foram: i) determinar as varidveis operacionais de um reator
UASB, de maneira a chegar ao maximo rendimento de H, a partir de glicerol residual,
i1) avaliar o cloroférmio como inibidor da atividade metanogénica; iii) avaliar a eficiéncia do
meio suporte na retencdo de lodo durante a producdo de Hy; iv) conhecer os principais
metabolitos formados durante a produgdo bioldgica de H, a partir de glicerol residual;
v) determinar as variaveis operacionais de um reator UASB para chegar aos maximos valores
de produgio especifica de metano — PEM (em m’CH4/kgDQO) e produgio volumétrica de
metano — PVM (em L CH4/L reator.d) a partir da digestdo anaerobia do efluente do reator
produtor de Hy; ix) avaliar a melhor op¢do para digestdo anaerdbia de glicerol residual,
comparando a energia produzida pelo sistema de duas fases (H, ¢ CH4) a um sistema tnico

(apenas CHy).

5.2 Material e métodos

5.2.1 Glicerol

Dois tipos de glicerol foram utilizados nesta pesquisa: residual e comercial. O glicerol
residual foi fornecido pela usina de biodiesel da empresa Petroleo Brasileiro S.A. — Petrobras,
na unidade denominada UBQ (Usina de Biodiesel de Quixadd), localizada no municipio de
Quixada, Ceara. Esse glicerol foi gerado no processo de producao de biodiesel a partir de uma
mistura de 6leo de soja (56%) e sebo bovino (44%). O glicerol residual possuia concentragao
de matéria organica equivalente a 1374 gDQO/L. As caracteristicas fisico-quimicas do
glicerol eram: matéria organica ndo gliceridea (MONG) 1%; pH 5,5; pureza 81,5%; cinzas
4,8%; umidade 12,71%; metanol 0,03%; teor de NaCl 5,3%; densidade 1255,9 kg/m3. O
glicerol comercial possuia 99,5% de pureza e concentra¢do de matéria organica igual a 1418

gDQO/L.

5.2.2 Reatores UASB

Reator produtor de hidrogénio (RH)

Um reator produtor de hidrogénio (RH) do tipo UASB foi utilizado nesta pesquisa. Ele
foi construido em vidro borossilicato, com diametro de 100 mm ¢ altura total de 1,35 m. A
operacdo do RH foi dividida em trés etapas, onde cada operacdo se iniciava ao final da

anterior. Na Etapa 1 (RH;) e na Etapa 2 (RH,), o volume util do reator foi igual a 14,70 L.
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Entretanto, na Etapa 3 (RH3), foi necessario aumentar o volume do headspace (controlando a
profundidade do selo hidrico), a fim de diminuir problemas de entupimento da saida do

biogéas, que fez o volume util do reator diminuir para 13,08 L.

O RH; foi operado com meio suporte, que consistiu em pedagos de tubo PVC
corrugado, com cerca de 10 mm e didmetro de 16 mm, com 4rea especifica de 907 m*/m’
(Figura 5.1). O volume ocupado pelo meio suporte contribuiu, igualmente, para a redugdo do
volume util do reator produtor de H,. Contudo, o elevado indice de vazios ainda permitia um

elevado acimulo de biomassa no sistema de tratamento.

Figura 5.1 — Pedacos de tubo PVC corrugado utilizados como meio suporte na Etapa 3 de

operacao de reator produtor de hidrogénio (RHj).

A vazdo afluente foi controlada por uma bomba peristaltica da marca Gilson, modelo
Minipuls 3. Uma bomba dosadora, fabricada pela Seko, modelo Tekna Evo, era responsavel
por promover a recirculagdo do efluente e manter a velocidade ascendente em
aproximadamente 0,6 m/h. O pH foi monitorado on-line, por meio de um controlador
automatico (marca Hanna Instruments, modelo HI1006-3205), com sensor de pH acoplado a

linha de recirculagdo do reator, programado para acionar uma bomba dosadora de NaOH
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0,5% (v/v) (marca LMI Milton Roy, modelo P133-398TI) a cada vez que o pH do reator
alcangava valores iguais ou inferiores a 5,3. Quando o pH ultrapassava esse valor, a bomba

dosadora era automaticamente desligada.

Um gasometro Ritter, modelo TG05/05, foi utilizado para medir o volume de biogas
produzido. Antes que o biogas chegasse ao gasometro, passava por um selo hidrico com a
finalidade de controlar a pressdo de gas no headspace do reator e visualizar a produgdo de gas
pelo borbulhamento do biogas na agua contida no recipiente. Na mangueira que conduzia o
biogas do reator até o selo hidrico, foi instalado um ponto de coleta de amostra para

determinagdo das concentragdes de CH4 e CO; no gas produzido.

Ao longo do corpo do reator, foram instaladas 8 torneiras (uma a cada 15 cm) para
retirada de amostras do lodo. O esquema e a fotografia do RH utilizado em todas as etapas da
pesquisa estdo apresentados na Figura 5.2. O reator foi envolto em papel aluminio, de modo a

evitar a fotoxidacao e o crescimento de algas.

Reator produtor de metano

O reator produtor de metano (RM) foi construido em PVC, com configura¢dao em “Y”,
seguindo os procedimentos desenvolvidos por Cavalcanti (2003), com diametro de 100 mm
altura total de 1,82 m e volume util de 14,9 L. O RM possuia, também, oito torneiras para
coleta de lodo. O sistema de transporte, coleta e quantificagdo de biogas produzido, bem
como os aspectos relacionados a alimentacdo e recirculacdo do efluente eram os mesmos
descritos para o RH. A Figura 5.3 ilustra o esquema e a fotografia do reator produtor de

metano utilizado nesta pesquisa.

5.2.3 Inéculo

Em todas as etapas de operacdo, o RH foi inoculado com lodo proveniente de um
reator UASB da Companhia de Aguas e Esgoto do Ceara (Cagece), em escala plena, que
possuia as seguintes caracteristicas: concentracdo de solidos volateis (STV) de 59,1 g/L;
atividade hidrogenogénica e metanogénica especificas (AHE e AME) de 0,24 L Hy/kgSTV.d
e 0,83 kgDQO/kgSTV.d, respectivamente.
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Figura 5.2 — Esquema e fotografia do reator produtor de hidrogénio utilizado em todas as

etapas da pesquisa.
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Legenda:

1) Reator UASB

2) Bomba para afluente

3) Reservatorio para afluente
4) Reservatorio para efluente

5) Bomba para recirculagdo

6) Gasdmetro

7) Controlador de pH

8) Sensor de pH

9) Bomba dosadora de NaOH (0,5%)
10) Reservatdrio para NaOH (0,5%)
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Figura 5.3 — Esquema e fotografia do reator produtor de metano utilizado nesta pesquisa.

Legenda:

1) Reator UASB 5) Reservatoério para efluente
2) Selo hidraulico 6) Reservatorio para afluente
3) Gasometro 7) Bomba para afluente

4) Agitador rotativo lento (1rpm) 8) Bomba para recirculagdo

5.2.4 Partida e operacio
Reatores produtores de hidrogénio (RHs)

Para a partida, os RHs foram preenchidos com 9 L do indculo, resultando em uma
massa de lodo igual a 531 gSTV. A Tabela 5.2 mostra o programa de operacdo dos RHs
(parametros de partida), conforme cada etapa. Na primeira etapa, o RH foi alimentado com
glicerol residual (RH,), mas, ap6s a expurga total de lodo do sistema, o reator foi reinoculado
e alimentado com glicerol comercial (RH,), a fim de eliminar qualquer possibilidade de
inibi¢cdo pelas impurezas contidas no glicerol residual. Mesmo sendo alimentado com glicerol
comercial, houve uma nova flotagdo total de lodo, que acarretou em uma nova etapa de

operacao (RHj), com o reator sendo inicialmente alimentado com glicerol comercial e
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preenchido com meio suporte descrito no item 5.2.2. Entretanto, para verificar o efeito dessa
mudanga, todo o glicerol comercial foi substituido pelo glicerol residual no 150° dia de

operacao do RH; (Fase VI-b).

Tabela 5.2 — Programa de operagdo dos reatores produtores de hidrogénio (RHs) (parametros

de partida)
[DQO]
Etapa Tipo de glicerol V.* inicial  Quiciat® COViniciar®© PHafuente  toper
afluente”
RH, glicerol residual 14,7 29,3 10 20 7 111
RH, glicerol comercial 14,7 40,0 6,9 19 7 64
RH;  glicerol comercial e residual 13,1 40,0 1,6 5 12 380

* volume util do reator, em L; ° concentragio de matéria organica afluente, em gDQO/L;
¢ vazdo afluente, em L/d; ¢ carga organica volumétrica (kgDQO/m’.d); © tempo de operagio,

em dias.

O programa de operacdo consistiu em aumentar gradativamente a COV, com o
objetivo de tratar maior quantidade de glicerol por volume de reator. Na Etapa RH;, a vazao
foi fixada e aumentou-se a concentracdo de DQO afluente para elevar a COV. Para evitar
problemas de inibi¢do por excesso de substrato (ANDREWS, 1968; BEKINS, B; WARREN;
GODSY, 1998), a concentragdo de DQO afluente nas etapas RH, e RHj; foi fixada e

aumentou-se gradativamente a vazao afluente para elevar a COV.

Buscando suprimir a atividade das archaeas metanogénicas e, assim, reduzir a partida
do reator, foi adicionado cloroféormio a 0,05% (v/v) ao afluente do RH; (NING et al., 2012).
Com isso, foi possivel avaliar o seu efeito inibidor na atividade metanogénica. Para saber se
houve inibicdo permanente das archaeas metanogénicas no RHs, todo o cloroférmio foi

retirado do afluente apds o 234° dia de operacao do RH; (Fase VII-b).

Em todas as etapas dos reatores produtores de H, foi adicionada uma solug¢do de
nutrientes adaptada de Lin e Lay (2005), que possuia a seguinte constitui¢do (mg/L):
MgCl,-6H,0 (40,0); CoCl,-6H,0 (5,0); CaCl,-2H,O (0,1); NiCl,-6H,O (2,5); MnCl,-4H,O
(10,6); KCI (1,1); NH4H,PO4 (107,5); ZnCl, (0,1); FeSO4-7H,0 (5,0); MnSO4-H,O (0,3);
CuS04-5H,0 (5,0); (NH4)sM07024-4H,0 (51,1).
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Reator produtor de metano

O RM era alimentado com o efluente do RH; (rico em &cidos organicos e alcoois)
diluido em 4gua o suficiente para alcangar a concentracdo de matéria organica coerente com a
COV desejada. O pH do afluente era corrigido para 7 com NaOH 50% (v/v). Inicialmente, foi
adicionado bicarbonato de sodio ao afluente do RM a uma razao de 1 gNaHCOs3/gDQO, para
tamponar o sistema, reduzindo gradualmente essa razdo a cada vez que o reator mantinha o
pH estavel préximo ao neutro por 15 dias seguidos. Nenhuma suplementagdo de nutrientes foi
feita ao afluente do RM, pois uma elevada carga de nutrientes saia junto ao efluente do RH;,

suficiente para suprir a necessidade dos micro-organismos metanogénicos.

5.2.5 Monitoramento dos reatores

As varidveis monitoradas, a frequéncia de analise e os métodos utilizados estdo
descritos na Tabela 5.3. A determinacdo da concentragdo de DQO afluente era realizada
imediatamente apds fazer o afluente para ajustar a COV ao valor desejado. A DQO do
efluente (bruta e filtrada) era feita a partir de amostras coletadas durante 24 horas, buscando-
se obter uma amostra composta e representativa e, igualmente, diminuir a variagdo da DQO

afluente ao RM.

Para obter a DQO relativa a producao de lodo para determinagdo do tempo de retencao
celular (TRC), foram realizadas amostras do efluente filtrado. Para tanto, considerou-se que a
diferenga entre a DQO total do efluente e a DQO do filtrada ¢ a DQO relativa a massa de lodo
expulsa do sistema (LEITAO et al., 2009).

A fim de analisar a constitui¢do do biogas, uma amostra era coletada no headspace do
selo hidrico, por meio de uma seringa de cromatografia, e imediatamente injetada no
cromatdgrafo gasoso. Os gases Hy, CHa, CO,, N, e H,S eram determinados por cromatografo
gasoso (C2V-200 micro GC, Thermo Fisher Scientific, The Netherlands), equipado com um
detector de condutividade térmica e uma coluna capilar de aco inoxidavel (10 m x 0,5 mm). A
temperatura do injetor, do forno e do detector foram 120, 60 e 120°C, na devida ordem. Os
metabolitos soliiveis foram determinados por andlises de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC), utilizando um cromatografo da marca Shimadzu, equipado com uma
coluna C;3 Shimpack CLC-ODS Column (150 mm x 4,6 mm) e a detec¢ao foi realizada por

um detector de arranjos de diodos (DAD). A fase movel era composta de &cido
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fosforico/acetonitrila, a vazao da corrida era de 0,4 mL/min, e a temperatura, de 25°C. O pH,
a concentracdo de solidos totais volateis e a demanda quimica de oxigénio foram

determinadas seguindo os procedimentos descritos em Standard Methods for the Examination

of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Tabela 5.3 — Varidveis monitoradas, frequéncia de analise e os métodos utilizados no

monitoramento dos reatores.

Frequéncia
Variavel Método
RH RM

Vazdo afluente diaria diaria Relagdo volume/tempo
Volume de gas diaria diaria Gasometria

. Final da
Composic¢ao de gas 2x semana Cromatografia gasosa

operagao

pH diaria diaria Potenciometria
DQO afluente ¢ efluente 2 X semana 3 X semana Titulometria

. Cromatografia liquida
Metabolitos - 2 X semana o

de alta eficiéncia

Alcalinidade total e a bicarbonato 2 X semana - Titulometria
Cloretos Inicio de cada etapa Titulometria
Série de solidos Inicio de cada etapa Gravimetria

Nota: RH = reator produtor de hidrogénio; RM = reator produtor de metano.

As amostras para determinacdo de pH, alcalinidade e AGV’s eram coletadas antes do
procedimento, de maneira a ndo haver modificagdo do valor dessas varidveis até a leitura.
Para determinagdo da concentracdo e massa do lodo nos reatores, amostras eram coletadas de
cima para baixo pelas torneiras localizadas no corpo principal do reator UASB, em

quantidades iguais, para formacdo de uma amostra composta.

5.2.6 Potencial energético
O potencial energético foi estimado a partir dos maiores valores de producdo
volumétrica de H, e CHy4 (Lgs/Lrcaor) Obtidos em escala de laboratério, e com base na

quantidade de glicerol gerada por uma industria que produz diariamente 250 m® de biodiesel
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(25 m’ glicerol/d). A sequéncia de célculos e equagdes utilizadas para realizar a estimativa de
geracdo de energia a partir do H, e CH, produzidos em escala de laboratério estdo mostradas

na Tabela 5.4.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Operacio dos reatores UASB produtores de H;

A Tabela 5.5 apresenta um resumo das varidveis monitoradas a cada etapa de operacao
do RH, utilizando valores médios para cada parametro, seguidos do intervalo de confianca. A
Figura 5.4 apresenta a variagdo de COV, producao diaria de biogés e H,, concentracdo de H e

CH,4 no biogas e rendimento de H,, em fun¢do do tempo e das etapas de operacao.

Etapa 1 (RH))

O aumento da COV provocou aumento do rendimento de H,. Esse efeito foi mais
pronunciado em COV a partir de 50 kgDQO/m?.d, quando a produgdo média diaria de biogas
elevou-se de 1,7 para 6,8 L/d, fazendo o rendimento de H, aumentar de 0,015 para
0,049 mol Hy/mol glicerol. Dounavis, Ntaikou e Lyberatos (2015) observaram, igualmente,
aumento consideravel do rendimento de H» (de 0,15 para 0,42 mol Hy/mol glicerol) ao elevar
a COV de 9 para 30 kgDQO/m?.d. Os autores atribuiram esse aumento a predominancia da
rota butirica de producdo de H,. No presente experimento, o aumento gradual do rendimento
de H, no RH; ocorreu, principalmente, porque a elevada COV (acima de 40 kgDQO/m3.d)
inibiu o crescimento de archaeas metanogénicas, reduzindo o consumo de H, e favorecendo
sua liberagdo para o headspace do reator. Isso pode ser comprovado pela reducao gradual da
concentragcdo de metano no biogas a medida que se aumentava a COV, chegando a 0% quando
aplicou-se COV de 60 kgDQO/m?*.d (Tabela 5.5), em linha com o proposto por Rittman e
McCarty (2001), de que a produgdo de metano em reatores UASB fica comprometida em
COV acima de 15 kgDQO/m?.d. No mesmo periodo, o percentual de H, aumentou de 18%
(inicio da operacdo) para 85% (ao alcangar 60 kgDQO/m?.d).



Tabela 5.4 — Sequéncia de célculos e equacdes utilizadas para realizar a estimativa de gera¢do de energia a partir do H, e CHy4 produzidos em

escala de laboratério. (Continua)

Variavel

Equacio

Abreviaturas

Para escala de laboratorio

1. Carga organica em escala de laboratério (kgDQO/d)

2. Produgio especifica do gas (m’ gas/kgDQO)

Para escala industrial

3. Carga organica (kgDQO/d)

4. Volume do reator (m’)

5. Volume diario de gas produzido (m’ gas/d)

€O = DQOafleafl

dgés _ Vgés

Prodgg, = co

CO = DQO0g; xQ gy

co

Vreator = m
pv
COVlab

Vgés
Vyss = COX 22—
gas COlab

CO = carga orgénica (kgDQO/d)

DQO4f, = concentragdo de DQO afluente
(kgDQO/m”)

Qqs = vazdo afluente (m*/d)

Prodffzf = producio especifica do gas
(m’ gas/kgDQO)

V,

'gas = volume didrio de gis produzido (m’ gas/d)

DQO0y,; = concentragdo de DQO do glicerol residual
(kgDQO/m”)

Qgui = vazio de glicerol (m*/d)

3
Vyeator = volume do reator (m”)

coV,;;P¥ = carga organica volumétrica em que se
alcangou maior produgdo volumétrica do gas em
escala de laboratorio (kgDQO/m’.d)

Vyss = volume didrio de gés produzido em escala
industrial (m’ gas/d)

Vlfss = volume diario de gés produzido em escala de
laboratério (m® gas/d)

C0,,, = carga organica em escala de laboratorio
(kgDQO/d)

0
oe]



Tabela 5.4 — Sequéncia de célculos e equagdes utilizadas para realizar a estimativa de gerag¢do de energia a partir do H, e CH4 produzidos em

escala de laboratorio. (Conclusao)

Para conversio em energia

6. Energia produzida (MJ/d) Epy = PClygzs XV
. . EM] Efger
7. Energia produzida (kWh/d) Exwn = —57- % 100
kWh
8. Familias abastecidas (familias) Famgpgs = ﬂ
PEE Consfont

Ey; = Energia produzida em Megajoule (MJ/d)

PCly;s = poder calorifico inferior do géas (MJ/m?)

Eywn = Energia produzida em Quilowatt-hora
(kWh/d)

kﬂa,]h = fator de conversio de Megajoule para

Quilowatt-hora = 3,6
Efger = eficiéncia do motogerador (%)

Famgp,s: = familias abastecidas

ConsfW" = consumo didrio médio familiar de

energia

68



Tabela 5.5 — Resumo das varidveis monitoradas a cada etapa de operagdo dos reatores produtores de hidrogénio (RH), utilizando valores médios

para cada parametro seguidos do desvio padrdao (Continua).

Tempo Cov Ccov Vazio DQO Afl

Etapa Fase Acum.? Duragio® plan.b medida afluente ¢ Tot* DQO Efl Tot* Ef' pH
I 24 24 20 14,4+3,9 8,3£2,3 26,6+1,3 24,0+5,5 10+18 5,7+0,5
I 45 21 30 26,5+5,3 9,7+1,7 43,4+9,0 42,9+8,0 0+14 5,3+0,2
I 59 14 40 39,2455 10,2+0,7 58,2483 54,0+10,6 8+7 5,4+0,2
R v 73 14 50 48,6x1,6 10,1£1,1 66,14£3,2 58,7+11,5 11£16 5,2+0,1
\Y% 84 11 60 54,5+14,7 10,4+0,7 74,0£21,0 58,2+17,0 20+11 5,2+0,1
VI 111 27 70 79,1£11,4 9,0£2,2 121,5+27,4 118,6+37,3 3+24 5,3+0,3
I 9 9 20 18,8+2,7 6,8+0,5 37,4+5,5 43,3£8,1 0+5 5,5+0,4
I 23 14 30 28,9+4,9 8,3+1,2 45,4+5,1 41,0+4,0 9+16 5,3+0,2
RH, I 37 14 40 37,4£3,8 11,8+1,1 34,6£19,5 42,5442 2+7 6,0£1,2
v 50 13 50 54,0+4,6 17,6+1,6 41,9+0,8 39,5+5,3 6+12 5,4+0,3
\Y% 64 14 60 61,5+£5,8 18,5+1,3 32,6£22.4 32,7£22,7 0+9 5,4+0,1
I 6 6 5 4,2+1,0 1,4+0,3 31,1+£0,9 22,94+26,3 25+86 5,3+0,1
II 10 4 10 9,0+£2,4 3,8<1,0 31,0+1,7 28,2+0,0 12+0 5,3+0,1
Rib I 26 16 15 12,8+1,2 4,8+0,3 35,7£3,1 30,6+16,3 0+20 5,3+0,1

v 45 19 20 20,0+3,4 5,7+0,8 44,3£2,5 42,9+4,7 4+9 5,3+0,1
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Tabela 5.5 — Resumo das varidveis monitoradas a cada etapa de operagdo dos reatores produtores de hidrogénio (RH), utilizando valores médios

para cada parametro seguidos do desvio padrao (Continuagao).

\% 103 58 30 28,9+4.,6 8,4+2,3 47,7+9,1 42,4+10,4 7428 5,30,1
Vi-a 150 47 40 42,9+10,9 12,9434 44,9+11,7 34,5+8.2 17430 5,2+0,1

R, VI-b 184 34 40 41,244,0 12,3+2,0 43,4+79 37,0+8,7 14+17 5,6+1,2
Vil-a 234 50 50 50,1+3,1 18,242,3 36,4454 33,7+45.,6 5421 4,9+1,2

VII-b 380 146 50 50,0+3,4 15,6+3,6 44,6+11,0 36,8+10,0 17430 5,1+0,6

Etapa  Fase  Q biogas® %H," %CH,' pH, Vol H,* PVH' Y H," coL" TRC®
I 2,4+2,6 18+10 12+28 0,04+0,0 0,30,4 0,0:£0,0 0,005+0,01 0,6+0,2 40+40

1 6,8+2,1 20+1 25424 0,11+0,1 1,4+0,4 0,10,0 0,017+0,01 1,20,4 23420

111 8,8+1,5 19+0 300 0,19+0,0 1,7+0,3 0,1£0,0 0,015+0,00 1,6+0,3 19+8

R v 13,1+1,9 680 13+0 0,63+0,0 6,8+3,4 0,5:0,2 0,049+0,03 2,5+0,3 16420
\% 17,142,1 85+0 00 0,73%0,0 13,3+2,6 0,9:0,2 0,076+0,02 2,8+0,4 10+7

VI 14,3+3,7 71+8 00 0,56+0,3 10,5+3,2 0,7+0,2 0,062+0,02 4,1+1,3 15427

RH,

I 1,0+0,3 - - - 0,0£0,0 0,0:£0,0 0,000+0,00 0,8+0,1 0+0

1 0,9+0,5 440 89+0 0,00+0,0 0,0:£0,0 0,0:£0,0 0,000:£0,00 1,040,2 9+10

RH, 111 1,942,2 542 560 0,03+0,0 0,1+0,1 0,0:£0,0 0,002+0,00 1,5+0,1 7+5
v 2,6+1,9 39+0 9+0 0,38+0,0 0,9+0,8 0,1+0,1 0,011+0,01 2,140,2 3+1

\% 2,14£2,5 26420 6+5 0,38+0,0 0,8+1,0 0,10,1 0,010+0,01 17,069 1+1
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Tabela 5.5 — Resumo das varidveis monitoradas a cada etapa de operagdo dos reatores produtores de hidrogénio (RH), utilizando valores médios

para cada parametro seguidos do desvio padrdo. (Conclusao)

I

I

I

v

RH; \Y%
VI-a
VI-b
VII-a
VII-b

2,1+0,8
1,3+0,6
3,3£1,3
6,8+£2,1
9,6+3,9
34,6+20,6
22,3+10,1
46,0+9,7
34,0+14,1

40
440
449
39+1
3743
49+4
52+8
45+2
51£10

87+2
85+1
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+0
0+1

0,03+0,0
0,04+0,0
0,41+0,1
0,37+0,0
0,28+0,1
0,46+0,0
0,47+0,1
0,41+0,0
0,47+0,1

0,0+0,0
0,0+0,0
1,5+0,7
2,6+0,9
3,7£1,6
15,2+10,0
10,6+4,6
20,6+4,5
16,9+£7,6

0,0+0,0
0,0+0,0
0,1+0,1
0,2+0,1
0,3%0,1
1,2+0,8
0,8+0,4
1,6+0,3
1,3+0,6

0,003+0,00
0,002+0,00
0,037+0,02
0,055+0,02
0,051+0,02
0,13440,05
0,113+0,04
0,135+0,02
0,128+0,05

0,1+0,0
0,3+0,1
0,5+0,1
1,0+0,2
2,2+1,1
4,8+0,8
4,6+0,5
5,8+0,6
5,9+1,2

106941351
93+0
41433
40439
21421
4+8
7+5
443
444

Notas: * dias; b ngQO/m3.d; ° L/d; d DQO afluente, em g/L; © DQO total do efluente, em g/L; Feficiéncia de remog¢do de matéria organica total,

em % (DQO/DQO); ¢ vazdo de biogas, em L/d; h percentual de H, no biogas; i percentual de CH,4 no biogés; jpresséo parcial de hidrogénio, em atm;

¥ produgio de hidrogénio, em L H,/d; ' produgdo volumétrica de hidrogénio, em L Hy/[L reator.d]; ™ rendimento, em mol Hy/mol glicerol; " carga organica

aplicada ao lodo, em kgDQO/[kgSTV.d]; ° tempo de retengdo celular, em dias; os valores seguidos de + representam o desvio padrio.
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Figura 5.4 — Variagdo de carga organica volumétrica (COV), producdo diaria de biogas e de

H,, concentra¢dao de H, e CH4 no biogas e rendimento de H, em funcao do tempo.
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Notas: As linhas tracejadas em vermelho separam as etapas de operagdo do reator produtor de

as linhas pontilhadas em azul indicam o dia em que o glicerol comercial foi totalmente

>

hidrogénio;

substituido pelo glicerol residual (dia 329); as linhas pontilhadas em verde indicam o dia em que o

todo o cloroféormio foi retirado do afluente (dia 413).
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Apesar de diversos pesquisadores sugerirem pré-tratamento de lodo antes de inocular
reatores anaerobios para producdo de H, (DATAR et al., 2007; ZHANG et al., 2004), os
resultados deste trabalho mostraram que apenas mantendo COV elevada e o controle do pH
foram suficientes para inibir as archaeas metanogénicas, mesmo a longo prazo. Em escala
industrial, esse procedimento ¢ interessante pois hd redug¢do de gastos com adi¢do de
compostos quimicos ou com aquecimento prévio do lodo de indculo. Entretanto, a partida do
reator torna-se mais longa, porque necessita de mais tempo para inibir as bactérias
consumidoras de H».

Ao alcancar 60 kgDQO/m’.d, o reator atingiu seu maior rendimento médio,
0,08 mol Hy/mol glicerol (8% do rendimento méximo teoérico), alcancando picos de
0,10 mol Hy/mol glicerol e 20 L biogas/d. O rendimento maximo obtido nessa etapa de
operagdo foi maior do que o alcangcado por Vlassis et al. (2012), que produziram
0,07 mol Hy/mol glicerol residual utilizando inoculo proveniente de estacdo de tratamento
anaerobio de esgoto doméstico pré-tratado termicamente. Entretanto, esse valor foi bastante
inferior aos alcangados por outros pesquisadores que utilizaram o glicerol para produzir H
(Tabela 5.1).

As hipoteses mais provaveis para explicar o baixo rendimento alcangado nessa etapa
de operagdo sdo: 1) desvio de rota metabdlica; ii) elevada pressdo parcial de H,; iii) acimulo
de metabolitos soluveis; iv) limitagdo da capacidade metabdlica; v) toxicidade causada pelas
altas concentragdes de sodio; vi) ou uma associagdo entre dois ou mais aspectos.

O desvio de rota metabolica acontece quando uma condi¢do operacional favorece a
produ¢do de um ou mais metabolitos especificos, reduzindo o rendimento do produto
desejado. No caso do glicerol, ¢ comum ocorrer um desvio de rota metabdlica para formar
1,3-propanodiol, sobretudo quando a concentragdo inicial de glicerol estd acima de
10 g glicerol/L (SEIFERT et al., 2009). Entretanto, isso ndo podde ser analiticamente
comprovado nessa etapa de operagdo, devido a impossibilidade de determinar a concentragao
de subprodutos alcoodlicos, tais como, 1,3-propanodiol, etanol e butanol. Uma alta produ¢ao
de 1,3-PPD esta diretamente relacionada a baixos rendimentos de H», pois os compostos sdo
formados a partir de rotas metabdlicas concorrentes (BIEBL et al., 1992). Além disso, a
formagdo de 1,3-PPD requer o consumo de 1 mol de hidrogénio (SELEMBO et al., 2009),
que equivale ao rendimento maximo teérico de H, a partir de glicerol.

A inibi¢do pela pH, ocorreu porque o valor dessa varidvel foi superior a 0,3 atm na

maior parte do experimento (Tabela 5.5), valor que dificulta a oxidagdo do NADH e da
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ferrodoxina reduzida pela hidrogenase e consequente liberagdo de H, (ANGENENT et al.,
2004; HAWKES et al., 2007). Com base nos valores de potencial redox dos doadores de
elétrons NADH (EQ opi= - 320 mV) e ferrodoxina (E24= - 400 mV), e do aceptor de elétrons
H, (E?{;: -414 mV), € possivel determinar o limite madximo da pH, para que a sintese deste
gés ocorra (Equagdo 5.1). Assumindo que as concentragdes intracelulares das formas
oxidadas e reduzidas de NADH e ferrodoxina sdo praticamente as mesmas, a producao de H»
torna-se termodinamicamente desfavoravel quando a pH, ultrapassar 0,3 atm para a

ferrodoxina e 6x10™ atm para o NADH.

2F(Eﬂ2-E,‘2’)} 5.0)

pHZ,méx < 28 { RT

Onde: pHymax € a pressdo parcial de hidrogénio maxima para que a sintese deste gas seja
termodinamicamente favoravel; F ¢ a constante de Faraday 96485,33289(59) C/mol; R ¢ a
constante dos gases ideais (0,082 atm.L/molK); T ¢é a temperatura absoluta; ES= & o

potencial redox do doador de elétrons.

Como consequéncia da elevada pH,, o rendimento de NADH na fase acidogénica
também se eleva, induzindo os micro-organismos a sintetizarem acido propionico em vez de
4cido butirico, para manter uma razio NADH/NAD" apropriada dentro da célula, pois a
producdo de 4cido propidnico produz mais NAD' do que a sintese de 4cido butirico
(SIVAGURUNATHAN; SEN; LIN, 2014). Dessa forma, o acido propidnico acumulou no
sistema (Tabela 5.6) e reduziu a sintese de H,, que ocorreria pela rota butirica ou acética.
Além disso, pH, maior que 10 atm torna a reagio de degradagdo de acido propidnico (e
consequente liberacdo de H;) termodinamicamente desfavoravel (KIM et al., 2006; HARPER;
POHLAND, 1986). Nessa e nas outras etapas da pesquisa, a pH, sempre esteve acima de
2,6x107 atm (Tabela 5.5). O excesso de NADH (acima de 0,75 mM) também pode inibir a
enzima glicerol desidrogenase e reduzir o consumo de glicerol (MCGREGOR; PHILLIPS;
SUELTER, 1974).

O processo também pode ter sido inibido pelo aumento da concentra¢do de acidos
dissociados no interior da célula. Nesse caso, a forca idnica da solugdo torna-se elevada
resultando na mudanga de producdo de hidrogénio para a producao solventes (CHONG et al.,
2009). Esse fendmeno ¢ potencializado em pH acido, caso do RH;, com pH entre 5,2 ¢ 5,4 na

maior parte do tempo. O mecanismo de inibi¢do acontece quando os acidos ndo dissociados
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apolares penetram na parede celular, liberando prétons no interior das células, que possui
maior pH (VAN GINKEL; LOGAN, 2005), conforme esquema mostrado na Figura 5.5. Em
virtude disso, bactérias do género Clostridium (principais produtoras de H,) podem esporular
e reduzir a conversdo de glicerol em H,, diminuindo o rendimento (HAFEZ et al., 2010). A
esporulagdo ¢ um mecanismo que bactérias especificas (sobretudo Clostridium e Bacillus)
possuem para se manter vivas sob condi¢des adversas. Essas bactérias formam uma parede
espessa resistente e suspendem suas atividades metabolicas até as condicdes minimas de

sobrevivéncia serem reestabelecidas (LOWE; JAIN; ZEIKUS, 1993).

Figura 5.5 — Esquema do mecanismo de inibi¢do pelo excesso de acidos ndo dissociados
apolares.

célula bacteriana

/
;*pH

intracelular

A inibi¢do pela capacidade metabolica ocorre quando a concentragdo de matéria
organica ¢ suficientemente elevada para que a massa de micro-organismos presente no
sistema ndo seja capaz de consumir integralmente o substrato. Como consequéncia, o glicerol
¢ consumido apenas parcialmente, reduzindo a producdo e o rendimento de H,. Em termos
praticos, isso acontece quando a COV ultrapassou o limite maximo.

A toxicidade causada pelo excesso de Na' pode ter ocorrido por causa da carga
elevada desse cation, seja por meio da alimentacdo (o glicerol residual utilizado como
substrato possuia cerca de 21 g Na'/L em sua composigdo), seja por meio da solugio utilizada
para controlar o pH (NaOH 0,5% v/v). A concentracio de Na' no interior do sistema variou
entre 4,6 ¢ 6,0 g/L, valor considerado superior ao inibitorio ao processo anaerobio, de 4,5 g/L,
em média (MCCARTY, 1964b). O efeito toxico do sdédio deve-se a plasmolise celular causada
pelo excesso de Na" (DE BAERE et al., 1984; YERKES; BOONYAKITSOMBUT; SPEECE,
1997).

Em diversos momentos da operagdo do RH;, houve expulsdes pontuais de lodo do
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sistema. Contudo, ao alcancar 60 kgDQO/m*.d (COV média medida de 54 kgDQO/m*.d —
Fase V), esse problema repetiu-se com maior frequéncia e intensidade, que fez uma grande
quantidade de lodo anaerobio sair junto ao efluente. A massa total de lodo expurgado foi de
cerca de 151 gSTV, ou seja, 43% do lodo inicialmente inoculado. Apds 6 dias sem perda de
lodo, decidiu-se elevar a COV para 70 kgDQO/m?.d, e quase todo o lodo anaerdbio foi
expulso do reator em apenas 7 dias de operagdo sob essa COV, reduzindo o rendimento de
0,10 mol Hy/mol glicerol para 0,04 mol H»/mol glicerol.

Possivelmente a flotacdo do lodo foi causada em razdo da presenca de impurezas
contidas no glicerol residual, tais como, sais (ITO et al., 2005) ¢ graxas (HUTNAN et al.,
2013). A fim de solucionar esse problema, o RH foi reinoculado e alimentado com glicerol
comercial. Outra estratégia foi reduzir a concentracdo da DQO afluente (fixando-a em 40 g/L)
para diminuir a carga de sédio proveniente da solugdo de corre¢do do pH, pois quanto menor
a concentragdo de matéria organica afluente, menor seria a produc¢do de 4cidos. Reduzir a
concentragdo de DQO afluente apresenta, também, outras vantagens: i) diminui a
possibilidade de desvio de rota metabolica para produgdo de 1,3-propanediol, como
mencionado anteriormente (SEIFERT et al., 2009); ii) reduz a possibilidade de causar inibi¢ao
em decorréncia do concentragao elevada de substrato.

A Tabela 5.6 ilustra a concentragdo média dos principais acidos produzidos e
rendimento médio obtido em cada fase da 1" etapa de operagdo do reator produtor de
hidrogénio (RH;). Os resultados dessa tabela mostram que o 4cido propidnico apresentou-se
em maior concentra¢do dentre os principais acidos produzidos. De acordo com a Figura 5.6, a
concentragdo correspondeu a 32-46% dos principais acidos produzidos pelo reator. O desvio
de rota metabolica pode justificar os baixos rendimentos dessa etapa, pois esses metabolitos
ndo sdo predominantes quando ha elevada eficiéncia de conversdo a H,. De acordo com Biebl
(2001), Biebl et al. (1999) e Zeng et al. (1993), a produgdo de H, ocorre pela rota do piruvato-
formiato, cujos principais subprodutos sdo os acidos acético, butirico e etanol. Seifert et al.
(2009) avaliaram a produg¢@o de hidrogénio a partir de glicerol e verificaram que etanol, 1,3-
PPD, acido latico e 4cido butirico foram os principais subprodutos da fermentacao de glicerol,
e os maiores rendimentos (0,4 mol Hy/mol glicerol, em média) ocorreram quando
predominou-se a fermentacdo butirica. Além disso, a elevada concentracdo de 4acido

propidnico no meio pode ter inibido as bactérias fermentativas.
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Tabela 5.6 — Concentragdes médias dos principais acidos produzidos em cada fase da 1? etapa

de operagdo do reator produtor de hidrogénio (RH;). Os valores seguidos de + representam o

desvio padrao.

Concentracao (g/L)

Fase
C2 C3 C4 Cs5 Cé6 C8 C9

I 0,7+0,5 2,9+1,8 0,3+0,3 1,4+1,3 0,1+0,1 0,0£0,1 0,3+0,3
II 1,0+0,3 3,1£1,4 0,7+0,3 1,8+1,4 0,1+0,1 0,1+0,1 0,4+0,2
1T 0,4+0,3 1,8+1,7 0,3+0,2 1,9+1,3 0,1£0,1 0,1+0,2 0,2+0,2
v 1,6+0,4 4,3+0,7 0,5+0,2 1,9+0,4 0,2+0,2 0,1+0,2 0,3+0,4
v 1,8+0,9 6,0£1,4 0,6+0,2 2,9+0,9 0,1+0,0 0,0+0,0 0,5+0,4
VI 1,0+0,3 6,0+0,9 0,8+0,3 3,8+1,2 0,1+0,1 0,0+0,0 0,7+0,2

Notas: C2, C3, C4, C5, C6, C8 e C9 representam os acidos acético, propidnico, butirico,

valérico, caproico, caprilico e pelargdnico, respectivamente; Nao houve andlise para deteccao

de C7 (acido enantico) e alcoois nessa etapa de operagao.

Figura 5.6 — Percentual dos principais 4acidos produzidos em cada fase de operacao do RH,.
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Notas: C2, C3, C4, C5, C6, C8 e C9 representam os acidos acético, propidnico, butirico,

valérico, caproico, caprilico e pelargdnico, respectivamente; Nao houve andlise para detec¢ao

de alcoois nesta etapa de operagao.
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Etapa 2 (RH;)

Mesmo apds a mudanca do tipo de glicerol (partida do RH»), ndo foi percebida
melhora no desempenho do sistema. Apesar de o rendimento médio de hidrogénio ter o seu
valor aumentado em cinco vezes apds a COV aumentar de 40 para 50 kgDQO/m?.d, passando
de 0,002 para 0,011 mol Hy/mol glicerol, esse valor foi bem inferior ao alcangado na operagao
do RH; com glicerol residual (0,08 mol Hz/mol glicerol), muito abaixo dos rendimentos
encontrados por outros pesquisadores que estudaram a producdo de H, a partir de glicerol
(Tabela 5.1). Nao foi possivel verificar se houve relagdo direta entre os metabolitos formados
e o rendimento de H,, sugerindo ter o aumento ocorrido devido ao aumento da COV e a
inibicdo da metanogénese. No entanto, a inibi¢do foi apenas parcial, pois mesmo operando

com COV de 60 kgDQO/m?.d, o percentual de CH, ainda era de 6%.

A maior fracdo de H, no biogas ocorreu quando a COV era de 50 kgDQO/m?.d, em
média 39%. Apos o aumento da COV, esse percentual caiu para 26%, indicando inibi¢do das
bactérias produtoras de H,. As causas do baixo rendimento obtido na etapa RH, podem ter
sido consequéncia da concentragdo de Na' no interior do reator, entre 3,8 ¢ 5,0 g/L, ou pela
pH, elevada nas fases finais de operagdo (IV e V), 0,38 atm (Tabela 5.5).

A nova estratégia de alimentar o reator com glicerol de elevado teor de pureza ndo foi
suficiente para diminuir os problemas de expurga de lodo, o que também pode ter contribuido
para os baixos rendimentos de H,. Ao alcancar 60 kgDQO/m?.d, 88% da massa inicial de lodo
inoculado havia sido expurgada junto ao efluente, apds 10 dias operando sob essa COV. Por
conseguinte, nos ultimos dias de operacdo, a producao diaria de biogas foi de apenas 0,2 L e o
rendimento chegou a apenas 0,001 mol Hy/mol glicerol. Logo, as impurezas presentes no
glicerol residual ndo foram responsaveis pela flotacdo de lodo na etapa anterior. Assim, a
opera¢ao do RH; foi interrompida no 64° dia, quando ndo havia mais biomassa no interior do
sistema.

A tnica possibilidade, portanto, para explicar o problema de flotagdo e expurga de
lodo do sistema seria o arraste causado pelo fluxo ascendente das bolhas de gas produzidas no
proprio reator. A fim de sanar esse problema, o RH reator foi reinoculado, utilizando meio
suporte para aumentar a reten¢do de lodo no interior do sistema (esse procedimento iniciou a
Etapa 3, descrita no item a seguir).

A Tabela 5.7 mostra as concentragdes médias dos principais acidos produzidos em
cada fase da 2* etapa de operagdo do reator produtor de hidrogénio (RH,). E possivel notar

que, nas fases I, II e III, o 4cido propidnico (C3) predominou sobre os acidos acético e
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butirico, com concentragdo correspondente a 23-56% dos principais acidos produzidos pelo
reator (Figura 5.7). No entanto, a soma das concentragdes dos dcidos em termos de DQO fica
bem abaixo da concentracdo média de DQO afluente, 40 g/L. A matéria organica presente no
glicerol pode ter sido convertida a outros metabolitos que ndo puderam ser medidos nessa
etapa de operacao, tais como, 1,3-PPD e etanol. Outra possibilidade ¢ a de o glicerol afluente
ndo ter sido totalmente convertido, saindo junto com o efluente. Isso acontece se o tempo
necessario para o crescimento bacteriano for inferior ao tempo de deten¢do hidraulica (TDH)
do reator ou quando a COV estiver acima da suportada pela massa microbiana. Dounavis,
Ntaikou e Lyberatos (2015) aumentaram gradualmente a COV de 9 a 30 kgDQO/m’.d
(diminuindo o TDH) e observaram que a eficiéncia de conversdo de glicerol diminuiu de 97%

para 83% nesse mesmo intervalo.

Tabela 5.7 — Concentragdes médias dos principais acidos produzidos em cada fase da 2° etapa
de operagdo do reator produtor de hidrogénio (RH,). Os valores seguidos de + representam o

desvio padrao.

Concentracao (g/L)

Fase
C2 C3 C4 C5 Co6
I 0,1+0,0 0,9+0,0 0,3+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0
1 0,9+0,4 1,4+0,3 0,5+0,1 0,2+0,1 0,4+0,2
1 0,4+0,0 1,2+0,3 0,9+0,4 0,9+0,7 1,0+1,7
v 0,8+0,4 0,8+0,5 0,6+0,3 0,4+0,2 0,0+0,0
\Y% 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0

Notas: C2, C3, C4, C5 e C6 representam os acidos acético, propidnico, butirico, valérico e
caproico, respectivamente; Nao houve andlise para deteccdo de alcoois nesta etapa de

operacao.

O pico de acido caproico (C6) foi de 1,0 g/L e aconteceu sob 40 kgDQO/m’.d (Fase
IIT). Essa concentragdo ¢ considerada alta, se ¢ levada em conta que a sua concentracdo de
inibi¢do ¢ entre 0,8 ¢ 0,9 g/L em pH 4acido (=5,5) (GE et al., 2015; WEIMER; NERDAHL,;
BRANDL, 2015), como foi o caso do presente experimento. Entretanto, em COV maiores, a
producdo de C6, praticamente, cessou. Apesar disso, Dounavis, Ntaikou e Lyberatos (2015)
conseguiram produzir 2,3 g C6/L a partir de glicerol residual, operando um reator anaerobio

de fluxo ascendente a 11 kgDQO/m’.d. O é4cido caproico pode ser utilizado como precursor,
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para sintese de biocombustiveis (AGLER et al., 2012) e aromatizantes (BUDAVARI, 1989), e
suplemento alimentar de aves e suinos no controle de doengas entéricas (BOYEN et al.,

2008).

Figura 5.7 — Percentual dos principais acidos produzidos em cada fase de operacao do RH,.
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Notas: C2, C3, C4, C5 e C6 representam os acidos acético, propidnico, butirico, valérico e
caproico, respectivamente; Nao houve andlise para deteccdo de alcoois nesta etapa de

operacao.

Etapa 3 (RH;3)

Diante do problema persistente, a estratégia adotada na Etapa 3 (RHj3) foi reinocular o
reator com meio suporte, a fim de aumentar a retengdo de lodo no sistema, mantendo a mesma
DQO afluente (40 g/L). O glicerol comercial com elevado teor de pureza foi o substrato
utilizado até¢ o 149° dia de operacdo, sendo totalmente substituido pelo glicerol residual a
partir do 150° dia (Fase VI-b). Além disso, adicionou-se cloroférmio ao afluente para eliminar
a metanogénese e diminuir o tempo de partida do reator. A eficiéncia desse composto quimico
em inibir a atividade metanogénica foi previamente comprovada em testes em batelada,
imediatamente antes da inoculagdo do RHj. Os resultados desse experimento estdo descritos

no capitulo 3 e publicados por Dams et al. (2016). Para verificar se houve inibicao
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permanente das archaeas metanogénicas, o cloroformio foi totalmente retirado do afluente no
dia 234 (inicio da Fase VII-b)

O cloroférmio mostrou-se bastante eficiente em inibir a producdo de CH4 no reator, ja
que, a partir do 18° dia de operacdo, quando a COV era de apenas 15 kgDQO/m?*.d, nenhum
metano foi detectado no biogas. J& o percentual de H; era de 44%, com uma leve tendéncia a
aumento ao longo do tempo de operacao do RHj; (Figura 5.4).

O cloroformio ¢ um inibidor seletivo, agindo como um corrindide antagonista, que
bloqueia o funcionamento da vitamina B12, responsavel por ativar a metil-coenzima M
redutase, enzima presente apenas nas archaeas metanogénicas e responsavel pela formagao de
CH4 (HU; CHEN, 2007). A Figura 5.8 ilustra de forma simplificada como ocorre essa
interacdo. Outros estudos ja haviam demonstrado a eficiéncia de cloroférmio em reduzir a
atividade metanogénica (FORREST; SIERRA; HOLTZAPPLE, 2010; HU; CHEN, 2007,
NING et al., 2012). No entanto, deve-se considerar a concentracdo desse inibidor no meio,
pois cloroféormio acima de 0,10% pode afetar, inclusive, as bactérias produtoras de hidrogénio

(HU; CHEN, 2007).

Figura 5.8 — Ac¢do do cloroféormio sobre a vitamina B12 para bloquear a a¢do da metil-

coenzima M redutase, presente apenas em archaeas metanogénicas).
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Apesar da eficiéncia do cloroférmio, o rendimento permaneceu baixo até a Fase V
(COV 30 kgDQO/m?*.d), ndo passando de 0,05 mol Hp/mol glicerol. Os rendimentos obtidos
nas Fases I e II podem ter sido baixos, porque o H, pode ter sido consumido para formar
acido caproico, de forma indireta ou direta. De forma indireta, bactérias homoacetogénicas
sintetizam acido acético a partir de H, e CO; e, em seguida, esse acido acético ¢ utilizado
como aceptor de elétrons no alongamento de cadeia. Algumas espécies de bactérias tém a

capacidade de utilizar diretamente o H, como doador de elétrons no alongamento de cadeia
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(B-oxidagdo reversa), onde acidos acético (C2) e butirico (C4) sdo convertidos a acidos de
cadeia média, como os acidos caproico (C6) e caprilico (C8) (DING; TAN; WANG, 2010;
STEINBUSCH et al., 2011). Ding, Tan e Wang (2010) mostraram ser possivel haver consumo
de H; para alongar a cadeia a acido caproico, sobretudo, quando hé escassez de etanol (doador
preferencial de elétrons). Entretanto, o consumo direto de H, para formar C6 é contestado,
seja pelo fato de C. kluyveri (principal micro-organismo responsavel pelas reagdes de
alongamento de cadeia) ndo ter sido capaz de utilizar H, como doador de elétrons
(KENEALY; WASELEFSKY, 1985) ou porque esta rota metabolica ndo foi identificada em
um estudo minucioso que abordou a termodinamica de rotas metabodlicas de alongamento de
cadeia, dentre outras rotas (GONZALEZ-CABALEIRO et al., 2013). No presente
experimento, a ocorréncia do alongamento de cadeia pode ser comprovado pelas altas
concentragdes de acido caproico nessas etapas (entre 1,0 e 1,7 g/L), vide Tabela 5.8. A partir
da Fase III, a produ¢do de acido caproico reduziu substancialmente para 0,2 g/L., pois o
alongamento de cadeia fica comprometido sob elevadas COVs (GE et al., 2015).

O aparecimento de acido caproico tem sido relatado, também, em estudos que
avaliaram a produgdo de H; a partir de glicerol residual em concentracdes entre 0,4 ¢ 2,3 g/L,
sobretudo em COV inferiores a 11 kgDQO/m?*.d (DOUNAVIS; NTAIKOU; LYBERATOS,
2015; DOUNAVIS et al., 2016), caso do presente experimento.

Outra explicacdo aos baixos rendimentos encontrados ¢ o uso de glicerol para formar
1,3-PPD. Uma elevada producdo desse diol desfavorece a sintese de H,, j& mencionado
anteriormente (BIEBL et al., 1992). Apesar de o 1,3-PPD nao ter sido detectado nas Fases I e
II de operagao do RHs, a partir da Fase III foi possivel observar concentragdes elevadas de
1,3-PPD, com médias variando entre 1,8 a 3,7 g/ (Tabela 5.8), quantidade equivalente a
43,2% e 62,5% de todos os metabolitos soluveis totais, respectivamente (Figura 5.9).

Quando a COV aumentou para 40 kgDQO/m?.d (Fase VI-a), o rendimento de H;
aumentou de 0,051 para 0,134 mol Hy/mol glicerol, ao passo que a concentraciao de 1,3-PPD
diminuiu para 1500 mg/L, confirmando a relagdo entre esses dois produtos metabolicos.
Quando o glicerol comercial foi substituido pelo glicerol residual (dia 151), o rendimento
diminuiu para 0,113 mol Hy/mol glicerol, aumentando para 0,135 mol Hy/mol glicerol apos

elevar a COV para 50 kgDQO/m?.d (Fase VII-a).



Tabela 5.8 — Concentragdes médias dos principais metabdlitos formados e do glicerol remanescente em cada fase da 3" etapa de operagdo do

reator produtor de hidrogénio (RH3). Os valores seguidos de + representam o desvio padrao.

Concentracao (g/L)

Fase C1 C2 C3 C4 CS5iso) Cs5 Cé6 HSu 1,3-PPD EtOH ButOH Glicerol
I N.D 0,1+0,2 1,1+0,8 0,3+0,5 N.D N.D 1,742,8 N.D N.D N.D N.D N.D
II N.D 0,4+0,2 1,3+0,3 0,4+0,3 N.D N.D 1,0+0,3 N.D N.D N.D N.D N.D
III N.D 0,2+0,2 0,6+0,4 0,5+0,3 N.D N.D 0,2+0,2 N.D 1,8+0,4 0,2+0,1 N.D 3,5£1,2
v N.D 0,3+0,1 0,2+0,1 0,7+0,1 N.D N.D 0,0+0,1 N.D 3,7+0,3 0,8+0,3 N.D 9,8+1,8
v N.D 0,3+0,1 0,5+0,3 1,1+0,4 N.D 0,5+0,1 0,4+0,3 N.D 2,5+1,7 0,4+0,4 N.D 5,2+4.5
VI-a N.D 0,5+0,2 0,5+0,2 1,3%0,3 N.D 0,4+0,2 0,6+0,4 N.D 3,0<1,1 0,2+0,1 N.D 6,3+3,6
VI-b N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D

VII-a 0,0+0,0 0,3+0,1 1,2£1,7 0,9+0,2 0,1+0,1 0,3+0,1 0,0+0,0 0,2+0,3 3,3+1,1 0,2+0,1 0,1+0,0 11,8+£2,0
VII-b 2,8+6,2 0,7+0,4 2,4£2,7 0,8+0,3 0,0+0,0 0,3+0,2 0,0+0,0 0,6+0,7 3,1+1,7 0,2+0,1 0,1+0,1 5,1£5,0

Notas: C1, C2, C3, C4, C5¢s), C5, C6, HSu representam os 4cidos férmico, acético, propidnico, butirico, isovalérico, valérico, caproico e

succinico, respectivamente; 1,3-PPD: 1,3-propanodiol; EtOH: etanol; ButOH: butanol; N.D: dado nao disponivel.

144!
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Figura 5.9 — Percentual dos principais metabolitos produzidos em cada fase de operagdo do

RH;.
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Notas: C2, C3, C4, C5, C5(iso), C6, C8 e C9 representam os acidos acético, propionico,
butirico, valérico, isovalérico, caproico, caprilico e pelargdnico, respectivamente; EtOH,
ButOH e 1,3-PPD representam o etanol, butanol e 1,3-propanodiol; Nao houve medi¢ao

durante a Fase VI-b.

Apo6s 146 dias operando sem cloroformio do afluente (Fase VII-b), nenhum metano foi
detectado no biogas, mostrando ter o cloroférmio eliminado completamente a atividade
metanogénica. Apesar disso, o rendimento teve uma redugdo suave para
0,128 mol Hy/mol glicerol. A inibicdo das archaeas metanogénicas também pode estar
concomitantemente associada a elevada COV nessa fase de operacdo, ja que a sobrevivéncia
desse grupo de micro-organismos fica comprometida em COV acima de 15 kgDQO/m?.d
(RITTMANN; MCCARTY, 2001). Nao houve nova tentativa de aumento da COV, porque o
reator apresentou problemas de entupimento da saida de gas, ocasionado pela formacao
excessiva de escuma.

O rendimento médio maximo de H, foi alcangcado durante a operacdo do RHs, de
0,135 mol Hy/mol glicerol, como mostrado na Figura 5.10, que compara as 3 etapas de

operagao do RH. Apesar disso, esse valor maximo foi inferior & maioria das pesquisas cuja
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unica fonte de carbono para produzir H; foi o glicerol, utilizando cultura pura ou mista
(Tabela 5.1). Isso ocorreu, sobretudo, porque a pH; nesta pesquisa esteve acima de 0,3 atm em
praticamente toda operagdo (Tabela 5.5), dificultando a oxidac¢do da ferrodoxina, como ja
mencionado. Expurga com gas inerte, a exemplo do Ny, ¢ a principal alternativa para sanar
esse tipo de problema (NATH; DAS, 2004). Contudo, os custos atrelados ao uso desse gas

devem ser considerados.

Figura 5.10 — Rendimento médio maximo alcangado durante as trés etapas de operagcdo do
reator produtor de hidrogénio (RH).
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Nota: RH1, RH2 e RH3 representam as etapas 1, 2 e 3 de operacdo do RH, na sua devida ordem.

O aumento do pH afluente contribuiu para a redugdo da carga de sodio aplicada pela
solu¢do de NaOH (0,5%) utilizada para regular o pH do reator, porque, se o pH do afluente ¢
maior, menor a quantidade de base bombeada ao reator para manter o pH entre 5,3 e 5,5.
Enquanto a concentracio média de Na' no interior do sistema do RH; e RH, foi de 5,5 e
4,3 g/L, no RH; foi de 3,9 g/L.. Apesar de a concentragdo de sddio dentro do reator ainda ser
considerada moderadamente inibitoria, reatores de crescimento aderido aumentam a
capacidade dos micro-organismos de resistirem ao efeito deletério de compostos tdxicos

(BISHOP, 1997).

Em nenhum momento foi observada expurga de lodo na operagdo do RHi, o que
mostra 0 bom desempenho do meio suporte na retencdo de lodo. Reatores com crescimento
aderido apresentam maior capacidade de receber elevadas COVs do que sistemas com

crescimento disperso sem que haja problemas de arraste de lodo. Além de aumentar a
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aderéncia, o meio suporte dissipa a energia causada pelo fluxo das bolhas de gas e do
escoamento ascendente do liquido. E conhecido, também, que a formagdo de biofilme
aumenta o potencial de reacdo devido a alta densidade celular (VENKATA MOHAN; VIJAYA
BHASKAR; SARMA, 2007). Nestas circunstancias, a resisténcia a variagdes nos parametros

operacionais do reator ¢, igualmente, maior (CHAUDHRY; BEG, 1998).

5.3.2 Balango de massa e consumo de glicerol na producdo de H;

A Tabela 5.9 mostra o balango de massa, em termos de DQO, realizado a partir dos
valores médios de cada varidvel a cada fase das etapas de operagdo do reator produtor de
hidrogénio (RH). Os resultados dessa tabela mostram que os percentuais de DQO recuperada

sempre estiveram proximo de 100%.

De acordo com os resultados da Tabela 5.9, ¢ possivel observar que o consumo médio
de glicerol oscilou na faixa dos 80% durante toda a operagdo do RHs, evidenciando ter o
sistema trabalhado em condi¢des de sobrecarga organica. Mesmo com essa limitagdo na
degradagdo do substrato, o rendimento médio aumentou com o passar das etapas, posto que a
produgdo volumétrica de hidrogénio (PVH) aumentou com a elevagdo da COV, alcancando
valor maximo na Etapa VII-a, com 1,6 L Hy/[L reator.d] (Tabela 5.5). Os resultados
apresentados por outros pesquisadores corroboram o comportamento observado neste
experimento: Dounavis, Ntaikou e Lyberatos (2015) variaram a COV em um reator anaerobio
de leito fixo e observaram que o rendimento aumentou de 0,15 para 0,42 mol Hy/mol glicerol,
mesmo com o consumo de substrato diminuindo de 97% para 83%; Shen, Bagley e Liss
(2009) aumentaram a COV de um reator anaerobio do tipo CSTR de 13 para 22 kgDQO/m?.d
e constataram ter o percentual de consumo de substrato caido de 100% para 60%, ao passo
que o rendimento saltou de 1,3 para 1,8 mol Hy/mol glicose. Isso aconteceu porque a TPV

aumentou de 1,9 para 3,2 L Hy/[L afluente.d].
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Tabela 5.9 — Balanco de massa, em termos de DQO, realizado a partir dos valores médios de

cada variavel a cada fase das etapas de operagdo do reator produtor de hidrogénio (RH).

Conc. de .
matéria Produgio
.. de gases Carga de DQO (gDQO/d)  Percentual de
Fase Q21 orgamea (L/d) DQO
(L/d) (gDQO/L) —— recuperada
Afl Efl H, CH. A EA Cﬁi’f;i)a

RH;
I 8,3 26,6 24,0 0,3 0,3 221,5  199,8 0,98 91%
II 9,7 434 429 1,4 1,7 420,9 416,2 5,31 100%
111 10,2 58,2 54,0 1,7 2,6 592,1 548,77 7,91 94%
v 10,1 66,1 58,7 6,8 1,8 665,2  590,9 8,99 90%
\% 10,4 74,0 58,2 13,3 0,0 767,2  604,2 8,61 80%
VI 9,0 121,5 118,6 10,5 0,0 1087,2 1061,8 6,89 98%

RH,
I 6,8 374 433 - - 253,1 2928 - 116%
I 8,3 45,4 41,0 0,0 0,8 3774 341,1 2,16 91%
111 11,8 34,6 42,5 0,1 1,0 409,4  503,5 2,76 124%
v 17,6 41,9 39,5 0,9 0,2 7394 6958 1,19 94%
\% 18,5 32,6 32,7 0,8 0,1 603,4 6064 0,87 101%

RH;

I 1,4 31,1 22,9 0,0 1,8 44,6 32,8 4,78 84%
I 3,8 31,0 28,2 0,0 1,1 117,4  106,9 2,78 93%
nr 4.8 35,7 30,6 1,5 0,0 170,6 1464 1,02 86%
v 57 443 42,9 2,6 0,0 2548  246,7 1,67 98%
A% 8,4 47,7 42,4 3,7 0,0 399,0 354,5 2,37 89%

VI-a 129 449 34,5 152 0,0 5794 4448 9,86 78%
VI-b 12,3 43,4 37,0 10,6 0,0 535,3 457,0 6,86 87%
VIl-a 18,2 36,4 33,7 20,6 0,0 663,0 612,77 13,40 94%

Nota: * Considerando 0,386 L CH4/gDQO e 1,544 L H,/gDQO, a uma temperatura média
ambiente de 28°C.
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5.3.3 Operacio do reator UASB produtor de CH,; (RM)

Um reator UASB foi alimentado com efluente do reator produtor de hidrogénio (RH),
a fim de produzir metano a partir dos acidos organicos e alcoois dissolvidos nesse efluente e,
por conseguinte, aumentar o aproveitamento energético do glicerol residual. O efluente do RH
foi diluido em 4gua da torneira em quantidade suficiente para manter a COV desejada. A
Tabela 5.10 apresenta um resumo das varidveis monitoradas durante a operacdo do RM,

utilizando valores médios para cada parametro, seguidos do desvio padrdo.

A Figura 5.11 apresenta a variagdo de COV, DQO afluente e efluente, eficiéncia de
remocao de matéria organica e producdo didria de biogds em fun¢do do tempo de operacdao. A
COV do reator produtor de CH4 foi aumentada gradualmente, buscando alcancar a maior
COV possivel para chegar a maior quantidade de glicerol tratado por volume de reator. Na
maior parte do tempo, a COV medida esteve proéxima ao valor desejado, mas alguns fatores
contribuiram para a ocorréncia de oscilacdes da COV, tais como, as variagdes na vazao

afluente do RM ¢ no valor da DQO do efluente do RH.

Ao alcangar COV tedrica de 10 kgDQO/m’.d, o reator apresentou acumulagio de
AGVs, diminuindo o pH de 7,0 para 5,8, fazendo a eficiéncia de remoc¢ao média de matéria
organica diminuir de 94% para 73% (Tabela 5.10), chegando a atingir 56% no 63° dia de
operacao (Figura 5.11). Ao mesmo tempo, a produ¢do de biogés caiu de 50 para 15 L/d. Esse
problema pode ter ocorrido porque a COV medida aumentou de 6,4 para 11,5 kgDQO/m’.d, o
que pode ter causado uma sobrecarga organica. Apds esse problema, decidiu-se por reduzir a
COV até as variaveis operacionais (principalmente eficiéncia de remoc¢ao de matéria organica
e producdo de biogéds) voltarem as condigdes de estabilidade. Apés 15 dias sob 7,5
kgDQO/m’.d, houve uma nova tentativa de aumento gradual da COV. Esse aumento ocorreu

com sucesso até alcancar 20 kgDQO/m’.d (COV média de 19 kgDQO/m’.d).

A COV maxima alcancada nesta pesquisa ¢ considerada alta para reatores UASB, ja
que reatores desse tipo sdo operados tipicamente com, no maximo, 15kgDQO/m’.d
(RITTMANN; MCCARTY, 2001). A acidogénese ocorrida no RH foi o principal responséavel
por permitir que o RM operasse sob COV elevada, pois separou a fase acidogénica das fases

acetogénica e metanogénica.



Tabela 5.10 — Resumo das variaveis monitoradas em cada fase de operagdo do reator metanogénico (RM), utilizando valores médios seguidos do

desvio padrao (Continua).

Fase Tempo Duragio® cov? COV medida  Vazio afluente * DQO Afl* DQO Ef1° Eff pH
acumulado® planejada

I 6 6 2,5 2,940,1 3,0£0,4 13,3£2,2 5,3+5,8 56,1£51,0  7,50,2
Il 22 16 5,0 2,9+0,7 2,2+0,5 22,3423 1,440,1 93,4+1,3  7,440,1
11 55 33 7,5 6,3+1,3 2,3+0,4 41,5476 2,6+0,9 93,6+2,3  7,4+0,5
v 69 14 10,0 10,9+1,8 10,142,5 21,4+15,0 4,4+1,8 72,8+15,0  7,20,2
\% 85 16 7,5 5,9+0,9 7,3+0,4 12,9+1,6 2,9+2.0 76,2+17,5  7,0+0,5
VI 111 26 10,0 9,7+3,3 7,0£1,1 20,5+5,8 1,0£0,3 94,9+1,9  7,7+0,7
VII 119 8 12,5 9,84+2,0 6,6+1,3 19,743,9 0,9+0,5 95,1+2,8  7,8+1,1
VIII 125 6 15,0 10,6+3,5 4,8+1,9 25.8+1,2 0,5+0,3 98,0£1,1  7,9+0,3
IX 132 7 17,5 13,848,0 7,842.,3 27,846,7 1,3+0,6 954£1,7  7,5+0,2
X 177 45 20,0 18,742.5 12,4424 24,1+5.6 1,340,5 943+2,6  7,5+0,3
Fase Vol. biogas®  Vol. CH," PEM' PVM! Alcalinidade® AGV' TDH™ TRC" COL’
I 11,8+1,8 8,8+1,3 0,09+0,1 0,5+0,2 3,8+0,0 0,120,0 12012 198+105  0,2+0,0
11 21,5+5,4 16,0+4,0 0,39+0,1 1,1+0,3 4,8+0,2 0,6%0,5 169+41 470+42 0,2+0,1
11 39,5+13,5 29,4+10,1 0,34+0,0 2,0+0,7 4,6+0,8 0,7+0,2 158426 640+511  0,3+0,1
v 21,9+17,6 16,3+13,1 0,13+0,1 1,140,9 3,8+1,5 1,440,4 44437 274+473  1,0£0,5
\% 39,1+10,3 29,1+7,7 0,35+0,0 2,0+0,5 4,5+1,5 1,0£0,2 49+3 46439 0,3+0,1
VI 37,1+20,7 27,6+15,4 0,23+0,1 1,9+1,0 5,0£1,5 0,9+1,0 53+12 373+255  0,620,2

VII 49,3+5,7 36,7+4,2 0,26+0,0 2,5+0,3 5,8+0,0 0,3+0,0 57+£16 303+148 0,5+0,1

0TI



Tabela 5.10 — Resumo das variaveis monitoradas em cada fase de operagdo do reator metanogénico (RM), utilizando valores médios seguidos do

desvio padrao (Conclusao).

VIII 38,2+17,1 28,5+12,7 0,23+0,1 1,9+0,9 5,3+3,1 0,4+0,2 95+69 - 0,5+0,2
IX 68,1+15,3 50,6+11,4 0,25+0,1 3,4+0,8 9,0+0,1 1,1+0,4 50=£15 185+159 0,8+0,3
X 92,1£26,7 68,6+19,9 0,25+0,1 4,6=1,3 9,2+1,2 1,6+0,6 30+6 109+107 1,1+0,2

Notas: * dias; b ngQO/m3 d; L/ d DQO afluente, em g/L; ° DQO total do efluente, em g/L; "Eficiéncia de remog¢do de DQO, em %; & produgdo de biogas,
em L/d; " produgio de metano, em L CH,/d, considerando 74% de CH, no biogas; ' produgdo especifica de metano, em m*CHy/kgDQO; | producio volumétrica
de metano, em L CH,/[L reator.d]; ¥ em gCaCOs/L; ' concentragio de acidos graxos volateis totais, em g/L; ™ tempo de detencio hidraulica, em horas; " tempo

de retengdo celular, em dias; ° carga organica aplicada ao lodo, em kgDQO/kgSV.d.

ITI1
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Figura 5.11 — Variagdo da COV, DQO afluente e efluente, eficiéncia de remogao de DQO e

produgdo didria de biogas em funcio do tempo de operagao.
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Durante a operagdo do RM, o valor médio da relagdo AGV/alcalinidade manteve-se
sempre abaixo de 0,3, indicando estabilidade do sistema (RIPLEY; BOYLE; CONVERSE,
1986) (Tabela 5.10). Entretanto, o valor dessa relagdo chegou a medir 0,41 no 60° dia de
opera¢do, justamente quando o reator sofreu sobrecarga organica (Etapa IV), denotando ter
havido acimulo de 4cidos orgénicos nesse periodo. Com a reducdo da COV, o valor da
relacdo AGV/alcalinidade baixou para 0,13. Ao final da operagdo, a quantidade de
bicarbonato de so6dio adicionada ao afluente foi de, apenas, 0,3 gNaHCO;:/gDQO.
Provavelmente, o fosfato presente no afluente do RM, remanescente da suplementacao
nutricional do RH, contribuiu, de igual maneira, com o tamponamento do sistema.

Ao final da operacdo, o reator foi capaz de remover 94% de matéria organica e
produzir 92 L de biogas por dia (valor bastante proximo ao calculado por meio do balanco de

massa), sendo 74% dele composto por CHs. Nas primeiras fases de operagdo, a produgdo
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especifica de metano (PEM) chegou a ser de 0,39 m’CH,/kgDQO, mas, com o aumento da
COV, esse valor manteve-se entre 0,23 e 0,26 m*CHy/kgDQO (Tabela 5.10). Ao final da
operagdo do RM, a PEM foi de 0,25 m*CH4/kgDQO. Considerando que, a 28°C (temperatura
ambiente média), é possivel produzir 0,39 m’CH,/kgDQO, a PEM na Fase I (COV média de
2,9 ngQO/m3.d) alcangada foi equivalente a 100% do valor maximo tedrico. J& na fase final,
esse percentual foi de 64%. A reducdo do valor da PEM pode ser atribuida a uma limitacao da
capacidade metabolica das archaeas metanogénicas, que significa que esse grupo de micro-
organismos nao conseguiu manter o seu poder de conversao da matéria organica afluente em
metano com o aumento da COV, mas a partir da Fase VI, as mudancas no valor de PEM
foram muito baixas. Mesmo operando sob COV média de 19 kgDQO/m’.d, esse valor foi
levemente superior ao encontrado por Dounavis et al. (2016). Os pesquisadores utilizaram,
também, glicerol residual como substrato para produzir H, e CHs em série e alcangaram
0,24 m’CH4/kgDQO quando o CSTR metanogénico foi alimentado a uma COV maxima de
apenas 3,7 kgDQO/m’.d.

A Tabela 5.11 compara o valor da PEM alcangada a partir da biodigestdo de efluente
de reator produtor de H, alimentado com glicerol (RHAG) com os valores obtidos em
pesquisas que utilizaram o glicerol residual como unica fonte de carbono para produzir
metano. Os resultados dessa tabela mostram ser a PEM a partir do efluente do RHAG apenas
maior do que a PEM a partir de glicerol residual se a COV utilizada nao ultrapassar
2,9 kgDQO/m’.d. Quando o RM foi operado em COV de 18,7 kgDQO/m’.d, a PEM foi
inferior ao valor encontrado em pesquisas cujo substrato foi o glicerol. Apesar da redugdo da
PEM, a producdo volumétrica de metano aumentou com o a elevacdo da COV, alcangando
valor maximo em COV real de 18,7 ngQO/m3.d (Etapa X), com 4,6 L CH4/[L reator.d]
(Tabela 5.10).

Um balanco de massa foi realizado a partir dos valores médios de vazdo afluente,
concentragdes de DQO afluente e efluente, taxa de producgdo celular e producdo de metano e
estd mostrada na Tabela 5.12. De acordo com essa tabela, € possivel observar ter o percentual
de matéria orgénica recuperada variado entre 51% e 113%. Na maior parte da pesquisa, o erro
percentual foi de, no maximo, 28%. Esse valor de erro pode ser atribuido a variaveis na taxa
de crescimento celular, acimulo de matéria organica na forma de biopolimeros intracelulares,
produtos microbianos soluveis (SMPs), perdas de metabdlitos por evaporagdo (sobretudo,
alcoois e acidos graxos de cadeia mais curta), dissolu¢do de gases (ndo considerada), além da

imprecisdo analitica de alguns dos métodos empregados, podem ter contribuido para os erros
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encontrados. Outrossim, podem ter cooperado aceptores alternativos de elétrons, como o

sulfato, presente no meio basal.

Tabela 5.11 — Producdo especifica de metano (PEM) alcangada em pesquisas que utilizaram
efluente de reator produtor de H, alimentado com glicerol residual (RHAG) e que utilizaram

apenas o glicerol residual como substrato.

Referéncia Reator Substrato cov? PEM"

Este estudo UASB Efluente de RHAG 2,9 0,39

Este estudo UASB Efluente de RHAG 18,7 0,25
1 CSTR Efluente de RHAG 1,6 0,24
2 CSTR piloto Glicerol residual 2,2 0,40
3 UASB Glicerol residual 10,6 0,38
4 UASB (semi-continuo) Glicerol residual 6,5 0,31
5 CSTR Glicerol residual 0,3 0,30
6 RBEB* Glicerol residual - 0,30
1 CSTR Glicerol residual 0,8 0,28
7 RBEB Glicerol residual - 0,22

" Dounavis et al. (2016); * Kolesarové et al. (2011); ® Viana (2011); * Hutian et al. (2013)
> Vlassis et al. (2012); % Siles Lopez et al. (2009); 7 Viana et al. (2012a); * carga organica
volumétrica, em kgDQO/m’.d; ° produgdo especifica de metano, em m’CH4/kgDQO; * reator

em batelada em escala de bancada.

5.3.4 Potencial energético a partir do H; e CH, produzidos a partir de glicerol

A partir dos volumes de H, e CHy4 produzidos em laboratorio, pode-se realizar uma
estimativa do potencial energético, tomando como base uma usina de biodiesel capaz de gerar
25 m’ glicerol/d. Os dados de laboratério utilizados nesse cenario foram escolhidos com base
nos valores médios obtidos durante a COV que proporcionou as maiores produgdes
volumétricas de H, e de CHs. Enquanto a maior producdo volumétrica de H;
(1,6 L Ho/L reator.d) aconteceu com COV 50,1 kgDQO/m’.d (Fase VII-a), para CH4 o valor
maximo (4,6 L CH4/L reator.d) ocorreu com COV 18,7 kgDQO/m’.d (Fase X). A Tabela 4.12
apresenta os dados utilizados para compor o cendrio de produgdo de energia a partir de
hidrogénio e metano e os resultados de estimativa energética a partir do glicerol gerado por

uma usina em escala real.
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Tabela 5.12 — Balanco de massa realizado a partir dos valores médios de vazdo afluente,

concentragdes de DQO afluente e efluente, taxa de produgao celular e produ¢do de metano.

Fase Qun" DQOs”  DQOp™¢  DQO**  DQOcws® DQOn’'  %DQO.*

I 3,0 40,0 15,9 4,4 22,7 42,9 107%
II 2,2 49,7 3,2 5,5 41,2 49,8 100%
1 2,3 96,1 6,0 10,6 75,7 92,2 96%
v 10,1 215,8 44,2 23,7 42,0 109,9 51%
A% 7,3 93,6 20,7 10,3 75,0 106,1 113%
VI 7,0 142,8 6,9 15,7 71,0 93,6 66%
VII 6,6 130,2 6,1 14,3 94,5 114,9 88%
VIII 4,8 124,6 2,5 13,7 73,3 89,5 72%
IX 7,8 216,0 9,8 23,8 130,5 164,1 76%
X 12,4 298.,4 15,8 32,8 176,6 225,2 75%
Notas:

* vazio afluente, em L/d;

® carga de DQO afluente, em gDQO/d;

¢ carga de DQO efluente total, em gDQO/d;

4 massa de lodo produzida, em termos de DQO, em gDQO/d (calculada pelo produto DQOas x Yy,
onde Yy ¢ a taxa de produgdo celular, e foi adotada como sendo igual 0,11 kgSV/kgDQO, seguindo
recomendagdes de Metcalf e Eddy (2003);

¢ volume diario de CHy (Vcmg), expresso em g DQO (calculado através da seguinte equagdo:

Veha X %CHy
DQo
28°C

equivalente a cada grama de DQO digerida anaerobiamente a 28°C, ou seja, 0,386 L CH4/gDQO);

. ., ,DQO ,
%100, onde %CHy é o percentual de metano no biogas; st?c ¢ o volume de metano

" matéria organica recuperada, termos de DQO (calculada por DQOgq" + DQO™ + DQOcys);

" percentual de DQO recuperada (calculada por DQO,.e/DQOAg).
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Tabela 5.13 — Dados utilizados para compor o cendrio de producdo de energia a partir de

hidrogénio e metano e os resultados de estimativa energética a partir do glicerol gerado por

uma usina em escala real. (Continua)

Hidrogénio

Dados de laboratério

DQO do glicerol (g/L)

Volume diario de H, (L/d)

Vazao afluente (L/d)

Concentragdo de DQO afluente (g/L)
Carga organica (gDQO/d)

Producdo especifica de H, (L Hy/kg DQO)

Dados da usina de biodiesel
Vazao de glicerol (m’/d)
Carga organica (kg DQO/d)
Volume do reator (m°)

Volume diario de H, produzido (m® Hy/d)

Conversao em energia

PCI do H,a25°C e 1 atm (MJ/m® H,)
Energia produzida (MJ/d)

Producdo volumétrica (MJ/m’ eaor.d)
Eficiéncia do motogerador

Energia produzida (kWh/d)

Consumo médio familiar (kWh/més)
Consumo médio familiar (kWh/d)

Familias abastecidas

1374
20,6
18,2
36,4

662,5
31,1

25
34350
687
1068

10,71
11437
17
40%
1153
117
3,9
296
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Tabela 5.13 — Dados utilizados para compor o cendrio de producdo de energia a partir de

hidrogénio e metano e os resultados de estimativa energética a partir do glicerol gerado por

uma usina em escala real. (Conclusao)

Metano

Dados de laboratorio

Volume diario de CH4 (L/d) 68,60
DQO afluente (g/L) 24,1
Vazao afluente (L/d) 12,4
Carga organica (g DQO/d) 298.8
Producgdo especifica de metano (L CH4/kgDQO) 229,6
Concentragdo de DQO do efluente do RH (g/L) 33,7
Vazio efluente do RH (m*/d) 944
Dados da usina de biodiesel

Vazio afluente a0 RM (m*/d) 1320
Carga organica afluente ao RM (kg DQO/d) 44470
Volume do reator (m°) 2378
Volume diario de CH, produzido (m*/d) 10208
Conversao em energia

PCIdo CHsa25°Ce 1 atm (MJ/m* CHy) 36,03
Energia produzida (MJ/d) 367836
Producdo volumétrica (MJ/m’ eaor.d) 155
Eficiéncia do motogerador 40%
Energia produzida (kWh/d) 40871
Consumo médio familiar (kWh/més) 117
Consumo médio familiar (kWh/d) 3,9
Familias abastecidas 10480

Potencial energético do sistema de duas fases em série

Total de energia produzida (MJ/d) 379273
Total de energia térmica tedrica (kWh/d) 42141

Para essa simulagdo, foi utilizado um sistema de co-geracdo de energia elétrica

utilizando ciclo combinado Brayton e Rankine. Esse sistema utiliza caldeiras para geragdo de

energia elétrica e térmica e tem a vantagem de ter uma eficiéncia relativamente elevada, de

40% (MESSERLIE; STROTHER, 1984). Devido ao baixo rendimento de H, obtido a partir
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do glicerol residual, a quantidade de energia gerada a partir deste gas foi bastante inferior a
energia produzida a partir do CHy, resultando em 379273 MJ/d. No fim, o sistema de duas
fases foi capaz de produzir 42141 kWh/d, o suficiente para abastecer 10.806 familias do
Nordeste brasileiro, considerando um consumo médio familiar de 117 kWh/més.

Viana (2011) simulou, igualmente, a quantidade de energia gerada a partir dos dados
de um reator unico produtor de CHy de 14,85 L, digerindo glicerol residual a 10 kgDQO/m’.d.
A quantidade de metano gerada por este autor foi o suficiente para produzir 296780 MJ/d de
energia, utilizando a mesma quantidade de glicerol gerada em escala industrial (25 m’) como
alimento para um reator UASB. Utilizando ciclo combinado Brayton e Rankine, essa energia
¢ suficiente para abastecer 8.455 familias.

Ao comparar os resultados de estimativa energética entre o uso de um sistema de duas
fases (presente trabalho) e um reator Uinico produtor de CH4 (VIANA, 2011), é possivel
observar uma superioridade do sistema de duas fases, tanto em termos de energia produzida
como em termos de energia por unidade de volume de reator. Enquanto o sistema de duas
fases produziu 233 MJ/m’eior.d, um sistema tnico de produgio de metano é capaz de gerar
apenas 94 MJ/m’caor.d. Ainda com base na simulagdo exposta na Tabela 5.13, observa-se que
o volume total dos reatores de duas fases (2388 m?) ¢ inferior ao volume do reator Gnico de
produgio de metano (3150 m®), baseado nos pardmetros determinados por Viana (2011). Isso
se reflete em reducdo de custos de constru¢ao. No tocante a eficiéncia de remogao de matéria
organica, um sistema em duas fases ¢, em geral, mais vantajoso do que um sistema com um
unico reator (KE; SHI; FANG, 2005). O esquema ilustrado na Figura 5.12 mostra a
quantidade estimada de energia produzida a partir da digestdo anaerobia de glicerol residual,
tanto para um sistema de duas fases (H, e CH4) como para sistema com Unico reator (apenas

CHy).
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Figura 5.12 — Esquema mostrando a quantidade estimada de energia produzida a partir da
digestao anaerobia de glicerol residual, tanto para um sistema de duas fases (H, e CH4) como

para sistema com unico reator (apenas CHy).
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5.4 Conclusoes

Este trabalho avaliou o uso de dois reatores em série para produzir hidrogénio e
metano a partir de glicerol proveniente da industria de biodiesel. Com base nos resultados, foi
possivel chegar as seguintes conclusdes:

— o reator UASB produtor de hidrogénio (RH) com meio suporte, alimentado com glicerol
residual, pode ser operado estavelmente a 50 kgDQO/m’.d, DQO afluente de 36,4 g/L ¢
pH 5,4. Com esses parametros operacionais, o RH foi capaz de produzir 46 L biogés/d,
sendo 51% composto por H;, o que se reflete em um rendimento de
0,135 mol Hy/mol glicerol e uma producao volumétrica de 1,6 L Hy/L reator.d;

— o uso de cloroférmio a 0,05% (v/v) foi eficiente em inibir a metanogénese em apenas 16
dias de operagdo do RH, sob uma COV de apenas 12,8 kgDQO/m’.d. Apés a retirada
total do cloroférmio do afluente, o percentual de metano no biogds permaneceu nulo,
indicando ter o cloroférmio inibido permanentemente as archaeas metanogénicas;

- o meio suporte foi capaz de reter a biomassa no sistema e sanar os problemas de
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expulsdo de lodo ocorridos quando ndo havia nenhum mecanismo artificial de reten¢do
de biomassa;

os principais metabolitos formados durante a produ¢do de H, a partir de glicerol
residual foram o 1,3-PPD e o acido propidnico, sendo este consequéncia direta da
elevada pressio parcial de H,. Em COV abaixo de 9,0 kgDQO/m’.d, ocorreu uma
producdo de até 1,7 g 4cido caproico/L;

o reator UASB produtor de metano (RM), alimentado com efluente diluido do RH, pode
ser operado, estavelmente, a 2,9 ngQO/m3.d, DQO afluente de 22,3 g/L e pH 7,4. Com
esses parametros operacionais, o RM foi capaz de produzir 22 L biogas/d, sendo 74%
composto por CHy, acarretando uma produgdo especifica de metano (PEM) igual a
0,39 m’CHy/kgDQO. A maior produgio volumétrica (4,6 L CH4/[L reator.d]) foi
alcangada a 18,7 kgDQO/m’.d, com DQO afluente de 24,1 g/L e pH 7.5. Com esses
pardmetros operacionais, o RM foi capaz de produzir 92 L biogas/d, sendo 74%
composto por CHy;

tomando como base uma usina de biodiesel que produz 25.000 L glicerol/d e
comparando os resultados de laboratorio obtidos no presente experimento e em Viana
(2011), € possivel afirmar que um sistema de duas fases que produz H, e CH4 em série é
capaz de gerar 379273 MJ/d, que ¢ superior a quantidade de energia gerada por um
sistema unico de producao de CH4 (296780 MJ/d). Além disso, o sistema de duas fases
¢ capaz de produzir mais energia por unidade de volume de reator (233 MJ/m’ eator.d)

em relagdo ao sistema unico de produgio de CHy (94 MI/m’ eator.d).
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6 PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA VIA DIGESTAO
ANAEROBIA DE GLICEROL RESIDUAL USANDO CULTURA MISTA
BIOAUMENTADA

6.1 Introducao

O glicerol ¢ um subproduto do processo de producdo de biodiesel, combustivel
derivado da reacdo de transesterificacdo de 6leos vegetais e gordura animal (LO et al., 2013).
Apesar do glicerol residual ser usado pela industria quimica, em breve o aumento da demanda
por biodiesel levard a um excesso desse subproduto e, consequentemente, se tornard um
passivo ambiental. A cada 10 kg de biodiesel produzido, sdo gerados cerca de 1 kg glicerol
residual (YANG; HANNA; SUN, 2012). De acordo com a Organizacio para
Desenvolvimento e Cooperacdo Economica (OECD) e a Organizacdo de Agricultura e
Alimentos das Nagdes Unidas (OECD/FAQO, 2015), com base na produ¢do de biodiesel,
estima-se que 3.200.000 toneladas de glicerol foram geradas em 2015 em todo o mundo. A
previsao para 2024 ¢ um aumento para 3.700.000 toneladas, o que pode diminuir a viabilidade
ambiental desse combustivel renovavel se novos usos ndo forem encontrados para o glicerol

residual.

O glicerol puro pode ser utilizado nas industrias de cosméticos, medicamentos,
alimentos e produtos quimicos (WANG et al., 2001). O glicerol proveniente da industria de
biodiesel (glicerol residual) parece ser um substrato promissor para processos bioldgicos por
causa da sua elevada concentra¢do de matéria organica (aproximadamente 1260 g de demanda
quimica de oxigénio [DQO]/L, de acordo com Viana et al. (2012). Além disso, o glicerol
residual ¢ um substrato com alta disponibilidade e baixo custo de mercado. Diversos
experimentos comprovaram que € possivel produzir energias renovaveis a partir de glicerol, a
exemplo do hidrogénio (LO et al., 2013), metano (VIANA et al., 2012a), etanol (OH et al.,
2011) e butanol (MOON et al., 2011) e uma variedade de produtos quimicos de valor
agregado, tais como 1,3-propanodiol (LI et al., 2013), 2,3-butanodiol (BIEBL et al., 1998),
acidos acético, butirico, formico (FORREST; SIERRA; HOLTZAPPLE, 2010), latico
(POSADA; RINCON; CARDONA, 2012) e propionico (TEMUDO et al., 2008).

Acidos graxos de cadeia média (AGCM), isto é, 4cidos organicos contendo entre 6 e

12 carbonos, tém sido utilizados na produg¢do de fragrancias, medicamentos, aditivos



122

alimentares, antimicrobianos, lubrificantes borracha e corantes (ANGENENT et al., 2016). O
acido caproico, um AGCM com 6 carbonos, € um precursor para sintese de biocombustiveis
(AGLER et al., 2012) e aromatizantes (BUDAVARI, 1989) e pode ser utilizado como
suplemento alimentar de aves e suinos para controle de doengas entéricas (BOYEN et al.,

2008).

Tradicionalmente, o acido n-caproico ¢ produzido a partir da plataforma petroquimica.
Entretanto, a sintese bioldgica pode ser uma alternativa ambientalmente amigéavel.
Recentemente, Steinbusch et al. (2011) relataram a produgdo de acidos caproico (8,2 g/L) e
caprilico (0,32 g/L) a partir de acetato/etanol ou acetato/hidrogénio utilizando cultura mista de
caracteristicas granulares proveniente de um reator UASB tratando efluente de industria
cervejeira. Agler et al. (2012) utilizaram um reator anaerdbio de 5 L associado a um sistema
de extracdo de 4cido caproico em linha para diminuir os riscos de toxicidade pelo excesso do
proprio acido caproico. Esses autores utilizaram cultura mista como indculo e alcangcaram

uma taxa de producdo de acido n-caproico igual a 2,1 g/[Lieator-d].

A produgdo bioldgica de acido n-caproico ocorre por alongamento de cadeia onde
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo convertidos em AGCM (GROOTSCHOLTEN et
al., 2013a) através da rota metabolica da oxidagdo-f§ reversa (AGLER et al., 2011). As
Equacdes 6.1 e 6.2 mostram a conversao de acido acético e etanol a acido butirico e, depois, a
acido caproico (GROOTSCHOLTEN et al., 2013a). Embora seja termodinamicamente
favoravel, essa reagdo ndo ¢ energeticamente auto-suficiente € ndo ha formacao de adenosina
trifosfato (ATP) suficiente para que a reacdo ocorra. Dessa forma, o ATP tem de ser obtida a
partir da oxidacdo do etanol, como descrito na Equag¢do 6.3 (SPIRITO et al., 2014). Essa
reacdo, por sua vez, gera energia suficiente para as que as reacdes das Equacdes 6.1 e 6.2
ocorram 5 vezes, gerando uma energia livre de Gibbs (AG’) de -366,0 kJ para 5 mols do

produto, como mostrado na Equagao 6.4.

Se outros substratos como glicerol sdo a unica fonte de carbono, seria necessario uma
fermentacdo preliminar para a producdo dos precursores de alongamento da cadeia (4cido
acético e/ou acido butirico, e etanol), como mostrado na Equacdo 6.5 (ZENG, 1996). Vérios
investigadores demonstraram altos rendimentos de acidos acético, butirico e etanol a partir do

glicerol residual (FORREST; SIERRA; HOLTZAPPLE, 2010; ITO et al., 2005).

A Equagdo 6.5 também mostra que a fermentagdo do glicerol ¢ capaz de gerar ATP,

que pode ser utilizado para fornecer energia para que as reagdes das Equacdes 6.1 e 6.2
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ocorram sem a necessidade de o etanol sofrer oxidagdo. Isso ¢ importante porque aumenta a
disponibilidade de doador de elétrons (etanol) no alongamento de cadeia, elevando assim o

rendimento do processo.

C,HsOH+CH;COOH—C;H;COOH+H,0 (AG’ = - 38,6 klJ/mol) (5.1)
C,HsOH+C;H,COOH—CsH;;COOH+H,0 (AG’ = - 38,8 kJ/mol) (5.2)
C,H;OH+H,0—CH;COOH+H +2H,+ATP (AG’ = + 10,5 kJ/mol) (5.3)

12C,H;OH+3CH;COOH—5CsH,, COOH+2H" +4H,+8H,0 (AG’ = - 366,0 kJ/mol)  (5.4)

4C;Hs(OH);+H,0—CH;COOH+C;H,COOH+C,HsOH+4NADH, +6 ATP+4CO, +4H,
(AG’ =+ 10,5 kJ/mol) (5.5)

O micro-organismo mais estudado para producdo de acido caproico ¢ o C. kluyveri,
apesar de Megasphaera elsdenii, Kluyveromyces marxianus, Eubacterium pyruvativorans,
Eubacterium limosum e Rhodospirillum rubrum também serem capazes de sintetizar acido
caproico por alongamento de cadeia (GENTHNER; DAVIS; BRYANT, 1981; GEST, 1995;
RODDICK; BRITZ, 1997; WALLACE et al., 2003). Muitas dessas espécies estdo presentes
em culturas mistas (DING; TAN; WANG, 2010; HU; DU; XU, 2015; KENEALY; CAO;
WEIMER, 1995; WEIMER; NERDAHL; BRANDL, 2015). No entanto, micro-organismos
fermentadores sdo necessarios para produzir os precursores do alongamento de cadeia (dcido
acético ou butirico) (GROOTSCHOLTEN et al., 2014). Estes também estdo presentes em

culturas mistas.

O processo de alongamento da cadeia carboxilica pode ser potencializado pela adi¢do
de uma espécie ou grupo especifico de micro-organismo a uma cultura mista, técnica
chamada de bioaumentagdo. Essa técnica parece ser uma alternativa promissora, ja que a
combinacdo de rotas metabolicas do consdrcio microbiano e de culturas especificas pode
otimizar a taxa de decomposi¢do e de hidrogenacao de compostos complexos (HUNG;
CHANG; CHANG, 2011), incluindo o glicerol. A producdo de metano e hidrogénio tem sido
melhorada através de bioaumenta¢ao (TALE; MAKI; ZITOMER, 2015; WANG et al., 2008)
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mas ndo existem pesquisas sobre bioaumentacao de cultura mista para producdo de AGCM a

partir de glicerol.

A necessidade de se estudar a dinamica de populacdes microbianas fez com que
surgisse a técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). O primeiro
registro do uso dessa técnica de biologia molecular aconteceu em 1993 em trabalho escrito
por Muyzer, Dewaal e Uitterlinden (1993) e, desde entdo, tem sido amplamente utilizada para
analisar a diversidade microbiana de culturas mistas, inclusive quando se deseja avaliar as
mudangas na comunidade microbiana durante a sintese de AGCMs (HU; DU; XU, 2015;
STEINBUSCH et al., 2011). A partir do perfil da DGGE, ¢ possivel se determinar a riqueza,

organizacdo funcional (Fo) e diversidade.

A riqueza, expressa em indice de riqueza de Shannon (Rr), representa o niimero de
espécies diferentes e ¢ calculada com base no niimero total de bandas pelo percentual de
gradiente desnaturante necessario para caracterizar a diversidade total. A Fo ¢ determinada
com base em curvas de Pareto-Lorenz (MARZORATI et al., 2008) e pode ser definida como
a capacidade da comunidade de se organizar em uma distribui¢do adequada de micro-
organismos dominantes e resilientes. Isso ¢ resultado da acdo dos micro-organismos, mais
adaptados as interagdes continuas com o ambiente, que tornam-se dominantes na estrutura da
comunidade microbiana. A diversidade tem sido definida em fun¢do de dois componentes: 1)
o numero total de espécies presentes, conhecidos como riqueza (Rr) ou abundancia das
espécies; e i1) a distribuicdo dos individuos entre as espécies, conhecidas como uniformidade

ou equidade (DEJONGHE et al., 2001).

Neste trabalho, a rota metabdlica biologica de alongamento da cadeia foi usada para a
producdo biologica de dcidos AGCM a partir de glicerol utilizando cultura. O processo foi
avaliado variando-se a fonte de indculo (cultura mista provenientes de trés diferentes fontes),
o efeito de bioaumentagdo usando Clostridium acetobutylicum ATCC 824 e a concentragdo de
etanol no meio. Nao ha relatos sobre a produ¢do de AGCMs usando glicerol como substrato
nas condi¢des mencionadas anteriormente. Por fim, a comunidade microbiana presente no
lodo que alcangou maiores rendimentos de AGCMs foi avaliada utilizando a técnica de

DGGE a partir dos produtos da PCR.
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6.2 Material e Métodos

6.2.1 Glicerol

O glicerol residual foi fornecido pela usina de biodiesel da empresa Petrdleo Brasileiro
S.A. — Petrobrés, na unidade denominada UBQ (Usina de Biodiesel de Quixad4), localizada
no municipio de Quixadd, Ceara. A matéria-prima utilizada na produgdo do biodiesel que
gerou o glicerol foi uma mistura de 6leo de soja (56%) e sebo bovino (44%). O glicerol
possuia uma concentracdo de matéria organica equivalente a 1374 gDQO/L. As caracteristicas
fisico-quimicas do glicerol eram: matéria organica ndo gliceridea (MONG) 1%; pH 5,5;
pureza 81,5%; cinzas 4,8%; umidade 12,71%; metanol 0,03%; teor de NaCl 5,3%; densidade
1255,9 kg/m’.

6.2.2 Indculo e micro-organismo para bioaumentacdo
Foram utilizados trés diferentes fontes de indculo. A Tabela 6.1 mostra a origem de

cada indculo e suas respectivas concentragdes de solidos totais volateis (STV).

Tabela 6.1 — Inoculos e suas respectivas concentragdes de solidos totais volateis (STV).

Iné6culo Sigla [STV]*
Lodo floculento oriundo de reator UASB tratando esgoto sanitario da ES s
cidade de Fortaleza, CE
Lodo granular oriundo de reator UASB tratando efluente de uma cervejaria Y
localizada em Pacatuba, CE
Liquido ruminal extraido do organismo de caprino LR 34

Nota: * concentragdo de solidos totais volateis, em g/L.

O micro-organismo utilizado para bioaumentagdo foi o C. acetobutylicum ATCC 824.
Essa cepa foi adquirida da American Type Culture Collection (ATCC). As culturas de reserva
foram mantidas em suspensdes em glicerol a 30% e armazenadas a -80° C. O procedimento

de ativacdo da cultura consistiu em transferir a cultura de reserva para um meio de ativagao
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(Meio Reforgado para Clostridium — RCM) a pH 7,0 e incuba-la a 37° C durante 72 h. Em
seguida, 10% (v/v) dessa cultura ativada foi transferida para o meio de inoculo (RCM), em
pH 7,0, e incubou-se a 37° C por mais 24 h em frasco Schott de 250 mL. As células foram
cultivadas em ambiente anaerobio borbulhando N, gasoso no meio liquido e no headspace
por um minuto. A coleta da cultura foi feita durante a fase log de crescimento (com base na
densidade dptica a 600 nm) e usadas para inocular os bioreatores. O RCM continha (g/L):
glicose (5,0), extrato de carne (10,0), peptona (10,0), cloreto de sédio (5,0), extrato de
levedura (3,0), acetato de sédio (3,0), amido solavel (1,0), hidrocloreto de L-cisteina (0,5) e
agar (0,5).

6.2.3 Procedimento experimental

Frascos Schott de 250 mL (volume util de 100 mL) com septos de borracha e tampas
de aluminio foram utilizados como biorreatores. O meio de cultura utilizado para
suplementagdo nutricional foi o0 Meio de Crescimento para Clostridium (CGM) contendo de
glicerol residual como fonte de carbono. O CGM possuia a seguinte composicdo (g/L):
glicerol (5,0), (NH4)2SO4 (2,0), KoHPO4 (2,4), KH,PO4 (1,8), Na,HPO4 (0,6), MgSO4 (0,1) e
I mL/L de solu¢do de elementos tracos diluida em HCl 5M (g/L): FeSO4.7H,O (10,0),
CaCl.2H,O (2,0), ZnSO04+5H,O (2,0), MnSO044H,O (0,5), CuSO45H,O (1,0),
(NH4)6M070,4.4H,0 (0,1) e Na,B407.10H,0 (0,02).

Para os ensaios bioaumentagdo, cada frasco continha 10,0 g de lodo e meio CGM na
presenca ou auséncia de C. acetobutylicum ATCC 824 (10% v/v). Etanol (100 e 200 mM) foi
adicionado como doador de elétrons (GROOTSCHOLTEN et al., 2013b). Para inibir a
atividade metanogénica, foi adicionado cloroféormio a 0,05% (v/v) (NING et al., 2012). Para
assegurar a anaerobiose, cada frasco foi submetido a expurga de ar com N, gasoso por um
minuto. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O pH inicial foi ajustado para

6,5. Para os testes sem controle de pH, o valor de pH final foi verificado.

O teste teve duracdo de 14 dias. O volume de biogés foi medido por deslocamento
liquido seguido de cromatografia, seguindo os procedimentos descritos por (SOTO;
MENDEZ; LEMA, 1993). Essas determinagdes eram realizadas nos dias 2, 7 ¢ 14 ¢
consistiam em deslocar, através de uma mangueira delgada de Tygon®, o volume acumulado

de gas para uma garrafa de Mariotte invertida preenchida com solugdo salina (25 gNaCl/L)
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acidificada até pH 2,0 com H,SO4. O volume de liquido deslocado para fora da garrafa de
Mariotte correspondia ao volume de biogas produzido. Imediatamente apds essa etapa, uma
aliquota de biogds do headspace dos bioreatores foi extraida para a determinagdo das
concentragdes de CH4, Hy e CO, por cromatografia gasosa (CG) (C2V-200 micro GC,
Thermo Fisher Scientific, The Netherlands). O CG foi equipado com um detector de
condutividade térmica e uma coluna capilar de aco inoxidavel (10 m x 0,5 mm). As
temperaturas do injetor, forno e detector foram de 120, 60 e 120° C, respectivamente. As
concentragdes de STV foram medidas de acordo com o Standard Methods (APHA, 2005). No
inicio e no final dos experimentos, foram retiradas aliquotas para andlise de &cidos
carboxilicos e alcoois em um cromatdgrafo liquido de alto desempenho (HPLC) da marca
Shimadzu (Japao), utilizando uma coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) (Bio-Rad,
EUA) a 65° C, H,SO4 a 5 mM em agua MiliQ como eluente, vazdo de 0,6 mL/min ¢ um
detector de indice de refracdo (Shimadzu, RID-10A, Japao).

As diferencas significativas estatisticamente entre os tratamentos aplicados foram
avaliadas por uma andlise de varidncia (ANOVA) de um fator (one-way), utilizando o
software Minitab versdo 17.0 para Windows 07. Os niveis de significancia foram cotados em

um nivel confianca de 95% (p=<0,05).

6.2.4 Extracgdo e amplificacdo de DNA e DGGE

A populacdo microbiana dos bioreatores foi caracterizada por analise de DGGE
através da analise da comunidade microbiana antes da montagem do experimento (dia 0) e ao
final dos ensaios (dia 14). Amostras de 50 mL de lodo foram centrifugadas a 3000 G durante
dois minutos, ¢ os sobrenadantes foram descartados. Os acidos nucleicos foram extraidos de
0,5 g das amostras de lodo centrifugado utilizando um kit de isolamento de DNA PoweSoil
(MO Bio, Carlsbad, CA). A concentragdo e integridade do DNA foram medidos a 260 nm
(NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, Holanda). A amplificagio do DNA
ocorreu por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), técnica feita para os dominios
Bacteria e Archaea com iniciadores contendo grampos GC, para posterior andlise por DGGE.
No dominio Archaea, dois conjuntos de primers foram utilizados: 0515R-GC (5'-CGC CCG
GGG CGC GCC CCG GGC GGG GGG GCG GCA CGG GGG GAT CGT ATT ACC GCG
GCT GCT GGC AC-3 ") e 0109F-T (5'- ACT GCT CAG CAC TAA GT-3 ). Ja para o
dominio Bacteria, os primers utilizados foram 1401R (5'-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3")
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e 0968F-GC (5'-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GGG GCG GCA CGG GGG
GAA CGC GAA GAA CCT TAC-3"). Cada mistura de PCR (50 uL) continha
desoxinucleosideo trifosfato a uma concentragdo de 200 mM, MgCl, a 1,5 mM, primer a uma
concentragdo de 0,2 mM, GoTaq DNA polimerase (Promega, Madison, WI, EUA) em 1,25 U,
1 ou 2 pL de padrao de DNA. Foi utilizada agua Milli-Q para completar o volume. O tampao
incolor de PCR foi fornecido com a enzima. Os fragmentos foram amplificados utilizando o
programas distintos para os dominios Bacteria e Archaea. Dominio Bacteria: 95° C durante
2 min, 31 ciclos de 95° C durante 30s, 58° C durante 45s, 72° C durante 60s, ¢ 72° C
durante 6 min. Dominio Archaea: 95° C durante 2 min, 31 ciclos de 95° C durante 30 s, 52° C
durante 40 s, 72° C durante 90 s, e 72° C durante 6 min. Os tamanhos dos produtos de PCR
foram estimados com um marcador de DNA de 2000 pares de bases Hypperladder II (Bioline,
EUA Inc.) em eletroforese em gel de agarose (1,8%) e corante SYBR Safe. Todos os primers
foram sintetizados comercialmente por IDT Integrated DNA Technologies (Iowa, EUA). Os
amplicons bacterianos foram posteriormente separados por DGGE, utilizando um gradiente

desnaturante variando de 57 a 72%.

6.2.5 DGGE e andlise de impressoes digitais

Um sistema universal de deteccdo de mutacdes Bio-Rad D Code™ (Hercules, CA,
EUA) foi utilizado para corrida de 8% (m/v) de gel DGGA de poliacrilamida com um
gradiente desnaturante variando de 57% a 72%. A electroforese foi conduzida em solucgao
tampao 1x TAE (Tris/acido acético/EDTA) a 60° C durante 16 h e 85V para o dominio
Bacteria. Para produtos de PCR de Archaea, o procedimento ocorreu a 60° C durante 18 h e
65 V. Os géis foram corados durante 1 hora com o corante SYBR Green I (dilui¢do 1:10.000;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) durante 1h e, subsequentemente, exibido em um

transiluminador de UV (Bio Rad Laboratories, Inc.).

Os perfis de DGGE foram alinhados e analisados com o software Gel Compar II
(Matematica Aplicada, Sint-Martens-Latem, Bélgica) para obter a matriz de intensidade da
banda relativa de acordo com posi¢do da banda. A constru¢do do dendrograma de DGGE foi

realizada e o coeficiente de similaridade foi calculado utilizando a correlacao de Jaccard.
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6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Fermentacdo de glicerol por cultura mista

Diferentes testes foram realizados para investigar a producdo de metabdlitos com
diferentes fontes de indculos e glicerol como Unica fonte de carbono e energia. A Tabela 6.2
mostra as concentragdes de metabolitos formados apds 14 dias de fermentacdo de glicerol

pelos diferentes indculos testados. Etanol a 100 mM foi utilizado como doador de

elétrons/fonte de carbono (GROOTSCHOLTEN et al., 2013Db).

Tabela 6.2 — Concentracdo de metabolitos formados apds 14 dias de fermentagdo de glicerol

pelos diferentes indculos testados, com e sem adi¢do de etanol.

Concentraciao de metabdlitos (g/L)

Inéculo Tratamento

C2 C3 C4 Cé6 C8 1,3-PPD
Controle 0,2+0,01  0,1+0,01 ND 0+0,02 0,4+0,01 ND
ES +G 0,2+0,01  0,5+0,01  0,7+0,01 ND ND 1+£0,05
+ G +Etj00 ND 0,4£0,02  0,3+0,03  1,1£0,01  0,4+0,04 0,6=0,01
Controle ND ND ND ND ND ND
EC +G 0,3+0,01  0,5£0,01  0,6+0,02 ND ND 0,9+0,02
+ G +Etj00 ND 0,1+0,01  0,7+0,04 1,6+0,3 0,2+0,03  0,6+0,07
Controle ND 0,2+0,01 ND 0,4+0,01 ND ND
LR +G 0,2+0,03  0,3£0,01  0,3+0,03 0,6+0,1 ND ND
+ G +Etj00 0,2+0,02  0,1+0,01  0,3+0,03 1,2+0,1 ND 1,0+0,05

Notas: ES: lodo oriundo de reator UASB tratando esgoto sanitario; EC: Lodo granular oriundo de reator UASB
tratando efluente de cervejaria; LR: liquido ruminal de caprino; +G: in6éculo mais glicerol (5 g/L); +G +Etq:
indculo mais glicerol (5 g/L) mais etanol (100 mM); C2, C3, C4, C6 e C8 correspondem aos acidos acético,

propidnico, n-butitico, n-caproico e n-caprilico, respectivamente; 1,3-PPD: 1,3-propanediol.

O glicerol pode ser usado para a producdo de 1,3-propanodiol (1,3-PPD) (BIEBL et
al., 1999). Para todos os indculos testados, houve produ¢do de 1,3-PPD, que ¢ formado pela
via redutora, onde o glicerol sofre desidratagdo, gerando 3-hidroxipropionaldeido, pela
enzima glicerol desidrogenase, que, por sua vez, ¢ convertido a 1,3-PPD, por meio da 1,3-

propanodiol oxidoredutase (BIEBL et al., 1999).
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A maior produ¢do de AGCMs foi obtido com lodo EC, alcangando 1,6 g C6/L, mas
apenas tracos de acido n-caprilico (C8) (0,2 g/L). Comportamento semelhante foi observado
por Grootscholten et al. (2013a), que relataram um aumento na concentracdo de C6 de 1,8
para 2,8 g/L ap6s adi¢do de etanol. A Figura 6.1 mostra a concentragcdo de C6 e C8 ao final
dos 14 dias de fermentacdo de glicerol pelos diferentes indculos testados, com e sem adi¢ao

de etanol.

Figura 6.1 — Concentragdo de acido caproico (C6) e acido caprilico (C8) ao final dos 14 dias

de fermentacdo de glicerol pelos diferentes inodculos testados, com e sem adi¢@o de etanol.
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No presente experimento, o liquido ruminal (LR) foi o unico inoculo capaz de
produzir acido n-caproico a partir de glicerol sem adi¢do de etanol, alcangcando 0,6 g/L. No
entanto, se considerar que o frasco controle, sem matéria organica adicionada, produziu
0,4 g/L, € possivel assumir que a producao liquida de C6 a partir de glicerol ¢ muito baixa
(0,2 g/L). A comunidade microbiana presente no liquido ruminal ¢ naturalmente capaz de
produzir acido n-caproico. Isso deve a elevada densidade populacional de Clostridium
kluyveri no liquido ruminal (WEIMER; STEVENSON, 2012). Essa espécie ¢ conhecida como
uma das poucas espécies capazes de converter eficientemente C2 e C4 em C6 e C8
(WEIMER; STEVENSON, 2012). Outros organismos, como Eubacterium pyruvativorans,

uma bactéria anaerdbia ndo-sacarolitica, fermentadora de aminoacidos, presente no liquido
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ruminal, também pode ter contribuido para formar caproato. E. pyruvativorans ¢ uma espécie
de micro-organismo com propriedades metabolicas analogas as do C. kluyveri (WALLACE et

al., 2003).

A formacgdo de C6 tem sido postulada como uma fermentacido secundaria da producao
bioldgica de hidrogénio (DING; TAN; WANG, 2010). De acordo com esses investigadores,
durante o processo de digestdo anaerdbia, quando os micro-organismos metanogénicos sao
severamente inibidos, as bactérias acidogénicas produtoras de H, sdo favorecidas para
converter carboidratos em H,, acidos carboxilicos de cadeia curta e alcoois. Ainda de acordo
com Ding, Tan e Wang (2010), quando em condi¢des ligeiramente acidas, como observado no
final dos ensaios em batelada, Clostridium sacaroliticos tendem a facilitar a producdo de
alcool e acidos através da solventogénese. Esses metabdlitos favoreceram a sintese de 4cido
n-caproico. Kenealy, Cao e Weimer (1995), utilizando co-culturas de C. kluyveri e espécies
celuloliticas de rumen, relataram producdo de 4cido n-caproico de 4,6 g/L a partir de etanol e
celulose. Steinbusch et al. (2011) mostraram que culturas mistas alimentadas em batelada
foram capazes de produzir 8,17 g acido caproico (C6)/L e 0,32 g acido caprilico (C8)/L, em
pH de 5,5. Grootscholten et al. (2013a) relataram concentragdo mais elevada de AGCM, com
11,1 g C6/L e 0,9 g C8/L, utilizando etanol e acetato como substrato, entretanto em pH 7,0. E
possivel que tenha havido um erro analitico nos experimentos de Steinbusch et al. (2011),
pois as concentracdes de C6 encontradas por esses pesquisadores foram bastante superiores ao
valor inibitério, que ¢ de 0,8-0,9 g/ para pH éacido (=5,5) (GE et al., 2015; WEIMER;
NERDAHL; BRANDL, 2015).

O cloroférmio provou ser muito eficaz em inibir a atividade metanogénica uma vez
que a quantidade de metano detectado no biogas foi muito baixa, equivalente a apenas 0,1-
0,2% da DQO recuperada. Ning et al. (2012) demonstraram que a adi¢ao de 0,05% (v/v) de
cloroférmio ¢ capaz de inibir seletivamente as archaeas metanogénicas. O mecanismo de
inibicdo pelo cloroféormio ocorre pela supressdo da metil-coenzima M redutase presente
apenas nas archaeas metanogénicas (HU; CHEN, 2007). Além disso, o cloroférmio pode se
ligar aos corrinoides livres (forma anédloga e ativa da vitamina B12) na célula microbiana,
reduzindo as concentracdes destes e bloqueando o funcionamento dessas enzimas (HU;
CHEN, 2007). Em todos os testes, os principais componentes do biogas foram H, e CO,. A
baixa produgdo de H, (menos de 16 mL) também ja era esperada, pois as reacdes de producao
de caproato sdo predominantemente reagdes de solventogénese, diminuindo o rendimento de

H, (DING; TAN; WANG, 2010).
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6.3.2 Bioaumentag¢do com C. acetobutylicum

O lodo EC foi o indculo que produziu a maior quantidade de 4cido n-caproico dentre
os demais inoculos testados. Em decorréncia disso, foram conduzidos testes utilizando lodo
EC como indculo bioaumentado com C. acetobutylicum. Além disso, a concentragdo de
etanol foi aumentada para 200 mM com vista a aumentar a produ¢do de acido n-caproico.
C. acetobutylicum ATCC 824 foi escolhido devido a sua capacidade para crescer em uma
variedade de carboidratos, fazendo com que a fermentacdo de muitos residuos industriais e

agricolas seja possivel (EZEJI; BLASCHEK, 2008; QURESHI et al., 2006).

Por exemplo, Ezeji e Blaschek (2008) relataram que, durante a fermentagdo de
diversos agucares (glicose, manose, arabinose e xilose) por clostridios solventogénicos,
incluindo C. acetobutylicum 824, os principais produtos obtidos foram butanol, acetona e
etanol. Como clostridios solventogénicos, C. acetobutylicum 824 converte aglicares a acetato,
butirato e H,, para gerar energia para além da ATP glicolitica (LEHMANN; LUTKE-
EVERSLOH, 2011). Ainda de acordo com os ultimos autores, isso ocorre principalmente na
fase de crescimento exponencial. De acordo com Monot, Engasser e Petitdemange (1984), a
producgdo de C2 e C4 por C. acetobutylicum ¢é potencializada em pH 6,0. De fato, com base
em resultados obtidos por Dams et al. (2016), observou-se que, na faixa de pH 5,5-6,5, os
principais produtos formados durante a fermentagao de glicerol (concentragao variando de 5 a
20 g/L) com C. acetobutylicum 824 foram os acidos acético e butirico. Na rota metabdlica
fermentativa oxidativa por espécies de Clostridium, o glicerol ¢ convertido para formiato,
etanol, butirato de acetato através do piruvato (KUBIAK et al., 2012). Estudos mostraram que
o acido n-caproico pode ser formado a partir de etanol e acetato ou etanol e butirato (DING;
TAN; WANG, 2010). De acordo com Spirito et al. (2014), a formacao de 4acido n-caproico a
partir de etanol requer acido n-butirico, que pode ser formado indiretamente a partir de acetato
e etanol. Assim, através da adi¢do de C. acetobutylicum 824 a uma cultura mista alimentada
glicerol, espera-se um aumento da producdo de C6. C. acetobutylicum 824 ¢é capaz de
produzir acido acético, acido butirico e etanol, como demonstrado por Girbal et al. (1995),
dependendo das condigdes nutricionais. De fato, o C. acetobutylicum 824 contém a enzima
butirato quinase, de atividade especifica elevada (HARTMANIS, 1987), que catalisa a
formacdo de butirato a partir de butiril fosfato com concomitante fosforilagdo de ADP
(HARTMANIS; GATENBECK, 1984). No entanto, 0 mecanismo que envolve a transferase
CoA para a formagdo de butirato pela C. acetobutylicum 824 difere daquele realizado pela C.

kluyveri. As enzimas fosfotransbutirilase e butirato quinase estdo envolvidos na produ¢do de
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butirato a partir de butiril-CoA por C. acetobutylicum 824 (ANDERSCH; BAHL;
GOTTSCHALK, 1983; HARTMANIS; GATENBECK, 1984).

Como ja fora mencionado, C. kluyveri ¢ o produtor mais conhecido de n-caproico
(HU; DU; XU, 2015; KENEALY; CAO; WEIMER, 1995), e algumas similaridades
filogenéticas foram encontradas entre esse micro-organismo e outras espécies de Clostridium.
Sohling e Gottschalk (1996) relataram uma andlise molecular em que semelhangas
significativas de proteinas hidrogenases foram encontradas entre cepas de C. kluyveri e outros

Clostridium, incluindo C. acetobutylicum 824.

A Tabela 6.3 mostra os resultados dos testes com bioaumentagdo para as duas
concentragdes de etanol (100 e 200 mM). Usando 100 mM de etanol, a bioaumentacao
melhorou a produgdo dos AGCM. Nesse cenario, o alongamento da cadeia ocorreu e
potencializou a sintese de acidos caproico e caprilico, alcangando concentracdes de 3,8 e
1,7 g/L, respectivamente. A bioaumentagdo ¢ um fendmeno complexo que envolve diferentes
rotas metabolicas de diferentes micro-organismos que agem em sinergismo e, portanto, dificil
de ser estudado e elucidado. Entretanto, considerando que C. acetobutylicum 824 nao possui
metabolismo para o alongamento de cadeia (DAMS et al., 2016), ¢ provavel que o aumento
da producao de C6 e C8 tenha ocorrido por espécies presentes no proprio lodo EC, enquanto
que a influéncia da bioaumentacdo se restringiu em aumentar a eficiéncia na producdo dos

precursores do alongamento de cadeia (4acido acético, acido butirico e etanol).

Tabela 6.3 — Concentracdo de metabolitos formados apds 14 dias de fermentagdo de glicerol
por lodo granular oriundo de reator anaerdbio tratando efluente de cervejaria (EC)
bioaumentado com C. acetobutylicum ATCC 824 e adicdo de etanol em concentragdes de 100

e 200 mM.

Concentracio de metabdlitos (g/L) [Et]
Tratamento
C2 C3 C4 Cé6 C8 1,3-PPD (g/L)
G +Ca +Et;o ND 0,4+0,05  0,5+0,04 3,8+0,10 1,7+0,05 2,0+0,10 2,3
G +Ca +Ety 0,2+0,00  0,5+0,00  2,3+0,46  3,8+0,30 ND 1,6+0,10 3,7

Notas: G +Ca +Et;gp: indculo mais glicerol (5 g/L) mais bioaumentagdo com C. acetobutylicum ATCC 824 mais
etanol (100 mM); G +Ca +Ety: in6culo mais glicerol (5 g/L) mais bioaumentacdo com C. acetobutylicum
ATCC 824 mais etanol (200 mM); C2, C3, C4, C6 e C8 correspondem aos acidos acético, propidnico, n-butitico,

n-caproico e n-caprilico, respectivamente; 1,3-PPD: 1,3-propanediol; [Et]: concentragdo final de etanol.
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Além de aumentar a producdo de acidos carboxilicos e 1,3-PPD, a bioaumentacao
pode contribuir para melhorar o desempenho dos reatores em termos praticos. Estudos
comprovam que a cultura pura utilizada para bioaumentacdo permaneceu ativa durante a
operacdo de um CSTR alimentado com caldo de cana para producdo de H,, mesmo em
condi¢des ndo estéreis (PATTRA et al., 2011). Resultados semelhantes foram encontrados por
Weimer, Nerdahl e Brandl (2015), que observaram que uma cultura ruminal mista
bioaumentada com C. kluyveri potencializou o alongamento de cadeia a partir de biomassa
celuldsica (talos de alfafa) suplementada com etanol. Os autores relataram um aumento de 9,5

para 26,4 g C4/L e de 10,4 para 15,2 g C6/L quando C. kluyveri foi adicionado ao meio.

Nao houve produ¢ao de acido n-caprilico (C8) quando a concentragdo de etanol foi
aumentada de 100 para 200 mM, mas foi observada uma acumulagdo de &cido butirico e
etanol (Tabela 6.3). Algumas razdes podem explicar o por qué de o alongamento da cadeia
ndo ter prosseguido: 1) a toxicidade causada pelos metabdlitos formados em excesso durante a
fermentacdo primdria de glicerol (GAVALA; ANGELIDAKI; AHRING, 2003); ii) toxicidade
pelo proprio 4cido n-caproico, uma vez que a concentracdo C6 obtida (3,8 g/L) foi muito
superior aquela considerada toxica em pH acido (=5,5) (800-870 mg/L) (GE et al., 2015;
WEIMER; NERDAHL; BRANDL, 2015), como foi o caso do cenario com 200 mM de etanol
(G +Ca +Ety), que ficou com pH 4,5 ao final do experimento, enquanto que o cenario com

100 mM de etanol (G +Ca +Et;() ficou com pH final em torno de 6,5.

De acordo com Steinbusch et al. (2011), a producdo de &cidos carboxilicos ¢
dependente do pH. Esses autores relataram baixa ou nenhuma produgdo de C6 e C8 em
reatores operados com pH de 5,5. No entanto, a concentracdo desses acidos aumentou para
8,27 e 0,32 g/L, respectivamente, ao trabalhar com pH igual a 7. Isso pode ter acontecido
porque, em pH baixo, os 4cidos ndo dissociados apolares penetram na parede celular a um pH
baixo, liberando prétons no interior das células, com maior pH interno (GINKEL; SUNG;
LAY, 2001). No presente estudo, o teste durou apenas 14 dias e, no final desse periodo, o pH
manteve-se proximo a 6,5 quando 100 mM de etanol foi usado como doador de elétrons,
permitindo que o alongamento da cadeia continuasse. Por outro lado, quando a concentragdo
de etanol foi mais elevada (200 mM), o pH caiu para cerca de 4,5. Nessa situacdo, nenhum

acido n-caprilico foi produzido.

A Tabela 6.4 mostra os resultados do balango de massa ¢ seletividade de AGCM

(percentual do substrato inicial convertido em C6 e C8) para os testes com e sem
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bioaumenta¢do, usando in6éculo EC, com 100 e 200 mM de etanol. De acordo com os
resultados, o balanco de massa variou entre 80% e 143%. Os valores de DQO recuperada
muito diferentes de 100% podem ser atribuidos a variagdo da taxa de crescimento celular,
acumulacdo de matéria organica na forma de biopolimeros intracelulares, perdas por
evaporacdo de metabolitos (especialmente alcoois e dcidos graxos volateis), gases dissolvidos
(que nao foi contabilizado) e imprecisdo analitica de alguns métodos utilizados. A Tabela 6.4
também mostra que a maior seletividade de AGCM foi de 80% e foi alcancada pelo in6culo
EC bioaumentado com C. acetobutylicum, quando foi alimentado com glicerol e 100 mM de

etanol.

6.3.3 Anadlises de DGGE

A Figura 6.2 mostra o perfil da DGGE das amostras de lodo EC antes e ao final dos
tratamentos. Pelo menos 20 bandas de DGGE detectaveis foram observadas para o inoculo
EC (Amostra 1) e apresentou uma riqueza média de 16 (Tabela 6.5). Quando o apenas glicerol
(Amostra 2) ou glicerol mais etanol (Amostra 3) foram adicionados, algumas bandas
aumentaram sua intensidade (a exemplo das bandas f, g, 4, i e j). Entretanto, a diversidade
permaneceu praticamente a mesma (entre 2,2 e 2,6), em relacdo ao indéculo (Amostra 1). Isso
indica que ###. Quando o lodo EC foi bioaumentado com C. acetobutylicum (Amostra 4),
apareceram novas populacdes dominantes (a, b, ¢, d e, principalmente, a banda e) enquanto a
Rr diminuiu de 32 para menos de 10. Isso sugere que C. acetobutylicum foi capaz de se

adaptar bem ao ambiente e, mais do que isso, permaneceu no microbioma.

Os valores de Fo apresentados na Tabela 6.5 indicam que as comunidades presentes
em todos os tratamentos alcangaram uma boa funcionalidade e estabilidade em termos de
composi¢do de espécies, pois ndo houveram grandes variagdes desta varidvel (permaneceu
entre 37 e 48). Isso mostra que os diferentes tratamentos aplicados aos biorreatores exerceram
uma pressdo seletiva na comunidade microbiana, com alta capacidade de adaptagdo as
mudangas no ambiente e preservando sua funcionalidade. Isso sugere que o organismo
adicionado, C. acetobutylicum, juntamente com outras espécies de micro-organismos,
dominaram a comunidade e desempenharam uma fung¢do mais eficiente na sintese dos
precursores da formacao de acido caproico. De forma semelhante, Yi et al. (2016) relataram
que o filo Firmicutes, entre os quais Clostridium spp., tornou-se o género predominante em

um lodo granular pré-tratado apos fermentacao de agua residudria sintética a base de glicose.
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A dominancia de C. acetobutylicum pode ser observada pela intensidade da banda e na Figura

6.2, possivelmente referente a essa espécie bacteriana.

Figura 6.2 — Perfil da DGGE das amostras de lodo granular proveniente de estagdo de

tratamento de efluente de cervejaria EC antes e ao final dos tratamentos.

j=— -

Notas:

Amostra 1: indculo antes dos tratamentos; Amostra2: lodo EC mais glicerol (5 g/L);
Amostra 3: lodo EC mais glicerol (5 g/L) mais etanol 100 mM; Amostra 4: lodo EC mais
glicerol (5 g/L) mais etanol 100 mM mais Clostridium acetobutylicum 824 (10% v/v); a seta
vermelha sinaliza o que parece ser a banda relativa a cultura utilizada para bioaumentacgao

(C. acetobutylicum).

Os resultados deste experimento sugerem que C. acetobutylicum foi resistente ao
tratamento quimico, o que ja era esperado, ja que, na concentragao de 0,05%, o cloroféormio ¢
um inibidor seletivo de archaeas metanogénicas (NING et al., 2012), permitindo a

sobrevivéncia dos demais grupos de micro-organismos. Por outro lado, a riqueza de archaeas
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nos tratamento aplicados diminuiu substancialmente de valor em relagdo ao indculo (Tabela
6.5), indicando que essa populagdo foi reduzida consideravelmente, resultado da adi¢dao de

cloroférmio ao meio, um composto inibidor seletivo as archaeas metanogénicas.

Tabela 6.5 — Organizacao funcional (Fo), indice de riqueza de Shannon (Rr) e diversidade da
comunidade microbiana depois de 14 dias de fermentagdo de glicerol em experimentos em
batelada com lodo granular proveniente de estacdo de tratamento de efluente de cervejaria

(EC) como inoculo.

Bacteria Archaea
Tratamentos
Rr Fo Diversidade Rr Fo Diversidade
EC (in6culo) 16 40 2,2 10 40 2,0
EC+G 14 48 2,3 7 69 1,4
EC+G+Etjgo 32 37 2,6 5 45 1,2
EC+G+Et100+Ca 6 46 1,7 5 35 2,0
EC+G+Etyp+Ca 9 38 2,0 5 37 1,8

EC: lodo de in6culo proveniente de estagdo de tratamento de efluente de cervejaria; +G: mais glicerol (5 g/L);

+Et;00: mais etanol 100 mM; +Etypy: mais etanol 200 mM; +Ca: mais C. acetobutylicum ATCC 824 (10% v/v).

6.4 Conclusoes

Neste trabalho, a fonte de inoculo, bioaumentagdo e concentragdo de etanol foram
utilizados como variaveis para estudar a produgdo de 4cidos graxos de cadeia média a partir
de glicerol residual. Os resultados obtidos indicaram que lodo granular proveniente de reator
UASB tratando efluente de cervejaria bioaumentado com Clostridium acetobutylicum 824
possui a maior capacidade de produzir acidos n-caproico (C6) e n-caprilico (C8), desde que a
concentragdo de glicerol residual e etanol sejam de 5 g/L. e 100 mM, respectivamente. Nestas
condi¢des, foi possivel produzir 3,8 g C6/L e 1,7 gC8/L. As comunidades bacterianas
alcangaram estabilidade e uma boa funcionalidade em termos de composi¢ao de espécies,

mostrando que a populacdo de Clostridium acetobutylicum 824 se adaptou e dominou o meio.



Tabela 6.4 — Balango de massa e seletividade de acidos graxos de cadeia média (AGCM) a partir da DQO inicial e final, usando lodo granular

tratando efluente de cervejaria (EC) como indculo, com e sem bioaumentagao, com e sem adig¢do de etanol (100 e 200 mM).

Massa Massa de DQO convertida (gCOD) Percentual
Seletividade
inicial de de DQO
Tratamentos 1,3- recuperada de AGCM *
substrato C2 C3 C4 Cé6 C8 Et H, CH,4 recuperada
PPD (%)
(gCOD) (%)
G+Etyg0 3,14 0,00 0,03 0,25 0,71 0,10 0,20 1,18 0,02 0,00 79% 26%
G+Etpt+Ca 3,14 0,00 0,12 0,18 1,68 0,83 0,67 0,97 0,02 0,00 143% 80%
G+EtytCa 5,05 0,04 0,15 0,84 1,68 0,00 0,54 1,54 0,01 0,00 95% 33%
Notas:

G+Et)go: indculo mais glicerol (5 g/L) mais etanol 100 mM

G+EtgotCa: indculo mais glicerol (5 g/L) mais etanol 100 mM mais C. acetobutylicum ATCC 824 (10% v/v)
G+EtygtCa: indculo mais glicerol (5 g/L) mais etanol 200 mM mais C. acetobutylicum ATCC 824 (10% v/v)

C2, C3, C4, C6 e C8: acidos acético, propidnico, n-butirico, n-caproico e n-caprilico, respectivamente; 1,3-PPD: 1,3-propanodiol; Et: Etanol

. . ~ m +m ~ y . . e . , o e e
* calculado a partir da seguinte equacao: % %100, onde ‘mcs’ € ‘mcg’ sd0 as massa dos acidos n-caproico e n-caprilico, respectivamente; e ‘my’ ¢ a massa inicial de

0

substrato (glicerol e etanol); tudo em termos de DQO (g COD).

8¢1
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7 DISCUSSAO FINAL

Os resultados alcancados no experimento do Capitulo 3 mostrou a necessidade de se
aplicar uma estratégia de inibicdo da metanogénese para potencializar o rendimento de H, a
partir de glicerol residual. Logo, ao dar partida em um reator anaerdbio produtor de H,
utilizando cultura mista como indculo, recomenda-se aplicar cloroférmio a 0,05% (v/v) no
afluente para inibir a atividade de archaeas metanogénicas consumidoras de H,. Ainda de
acordo com o Capitulo 3, dentre as culturas mistas mais apropriadas para inocular um reator
produtor de H,, destacam-se o lodo proveniente de estacdo de tratamento de esgoto sanitario e

liquido ruminal extraido do organismo de caprinos.

No Capitulo 4 foi avaliado o efeito da relagdo substrato/micro-organismo (So/Xo) na
producgdo de H, a partir de glicerol residual. Os resultados desse experimento mostraram que
existe um limite da concentracdao de substrato em relacdo & massa microbiana. Essa conclusao
se baseia no fato de que o rendimento de H, aumentou a medida em que se utilizou maiores

valores de So/Xo, no entanto, acima de 10 kgDQO/kgSTV, o rendimento diminui.

O experimento de fluxo continuo, relatado no Capitulo 4, mostrou que um sistema de
duas fases (produ¢do de H, e CH4 em série) € capaz de gerar cerca de 30% a mais de energia
que um sistema Unico de producdo de CHi, com base na mesma quantidade de glicerol
residual gerada por uma industria de biodiesel. Além disso, a primeira alternativa também ¢
superior quando se deseja comparar o potencial energético por volume de reator. Enquanto
um sistema de duas gera 233 MJ/m’aior.d, um sistema produziria apenas 94 MJ/m’eator.d.
Apesar disso, os resultados encontrados no presente trabalho permitem afirmar que a
producgdo de hidrogénio a partir de glicerol residual ndo ¢ atrativa, pois os rendimentos de H;
alcancados sdo considerados baixos em comparagdo com rendimentos alcancados a partir de
outras fontes de matéria organica (glicose, por exemplo). Por outro lado, o glicerol residual se
mostrou com bastante potencial em sintetizar outros produtos de valor agregado, dentre eles o
acido caproico. Isso foi comprovado através dos resultados expostos no Capitulo S desta tese.
Dentre os cendrios testados, a maior producdo de é4cido caproico (C6), 3,8 g/L, aconteceu
quando lodo granular proveniente de estacdo de tratamento de efluente de cervejaria foi
bioaumentado com Clostridium acetobutylicum e alimentado com glicerol residual a 5 g/L e
etanol a 100 mM. Nessas condi¢cdes, também  foi  possivel  produzir

1,7 g acido caprilico (C8)/L. Entretanto, ao elevar a concentragdo de etanol para 200 mM, nao
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houve produ¢do de C8, mostrando que o alongamento de cadeia de C6—>C8 ficou

comprometido em concentragdes acima de 100 mM de etanol.
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