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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo principavaliacdo do regime operacional semi-
continuo para a producdo de hidrogénio e acidasograolateis, utilizando glicerol como
substrato e in6culo misto. Em um teste prelimimarbatelada, foi avaliado o potencial de
producédo de hidrogénio deste substrato, comparemmosacarose, utilizando inéculo natural
e direto. Foram verificados resultados satisfaghricom parametros de desempenho
semelhantes e até superiores aos obtidos com sacgumndo utilizada a inoculacao direta.
Sendo assim, dois reatores semi-continuos foramadpe durante 132 dias, empregando
biomassa suspensa, e glicerol nas concentrac6&® de50 g/L. O in6culo empregado foi
oriundo de reator anaerébio, submetido a trataméntoico. Para comparacéo dos resultados
dos reatores semi-continuos, outros dois reatorasnfoperados de forma continua, durante
62 dias, sob as mesmas condi¢gbes j& descritasoepel presenca de meio suporte para
aderéncia da biomassa. O tempo de detencédo hardeitado foi 1 d em ambos os regimes
operacionais propostos, sendo e o tempo de deteetdlar dos reatores semi-continuos de
1,5 d. Os indicadores de desempenho avaliados fefam@ncia de conversdo do substrato,
volume, produtividade e rendimento de hidrogénemlzomo distribuicdo méssica de &cidos
graxos volateis e grau de acidificacdo. Tambénvéoificada a diversidade microbiana nos
reatores semi-continuos e continuos. Os princg@dos graxos formados nos reatores semi-
continuos foram acético e butirico, e nos continpagpiénico. No inicio do experimento, foi
verificada elevada producéo de biogas e hidrogdosoreatores semi-continuos, com queda
dos valores no decorrer do teste, sendo mais pcaadano reator com maior concentragao
afluente de glicerol. Ja os reatores continuosjedesinicio do teste, apresentaram baixa
producdo de gas, 0 que consequentemente resultdaigiesimos valores de rendimento e
produtividade de hidrogénio. Os reatores semi-nop8 apresentaram satisfatoria
produtividade volumétrica quando a menor conceétrage glicerol foi empregada,
alcancando o valor madximo de 2928 mb/lHd, e baixo rendimento, em torno de 0,1 mol
H>/mol glicerol. Foi possivel associar a elevada pgad hidrogénio e acidos graxos volateis
nos reatores semi-continuos com o gémarierobacter Ja a baixa producéo foi vinculada ao
género Clostridium Nos reatores continuos, foi verificada a inflinda familia

VeillonellaceadPectinatu$, que séo produtores de acido propibnico.

Palavras-chave:Reator semi-continuo. Glicerol. Acidos graxos \agitHidrogénio.



ABSTRACT

The purpose of the present work was to evaluateeh@-continuous operational regime for
production of hydrogen and volatile fatty acids,ngsglycerol as substrate and mixed
inoculum. The hydrogen production potential frorcgrol was evaluated by a preliminary
batch test using natural and direct inoculum, ahd tesults were compared with sucrose.
Satisfactory hydrogen production results from gigtewere observed when direct
inoculation was used, with similar and even bettelues when compared to sucrose. Two
semi-continuous reactors were operated, during #a®s, with suspended biomass and
glycerol at concentrations of 10 and 50 g/L. Theculum was from an anaerobic reactor,
submitted to thermal treatment. Two other reacteese operated continuously for 62 days as
a comparison for the results of the semi-continucesctors. The same conditions were
applied, except for the presence of support medmmbiomass adherence. The hydraulic
detention time tested was 1 d in both operatingnneg, and the semi-continuous reactors cell
detention time was 1.5 d. The evaluated performamdieators were substrate conversion
efficiency, volume and hydrogen yield, as well assrdistribution of volatile fatty acids and
acidification degree. Microbial diversity was alsevaluated in semi-continuous and
continuous reactors. The main fatty acids formedewacetic and butyric in the semi-
continuous, and propionic in the continuous reastdrhere was a high production of biogas
and hydrogen in the semi-continuous reactors athibginning of the experiment, with rates
dropping during the test, mainly in the reactor lwhigher affluent glycerol concentration.
The continuous reactors presented low gas prodadtiom the beginning of the test, which
resulted in extremely low values of hydrogen yi&lde semi-continuous reactors presented
satisfactory volumetric productivity when the lotvesncentration of glycerol was used,
reaching a maximum value of 2928 mL H2/L.d, and yoesid, around 0.1 mol H2 / mol
glycerol. It was possible to associate the highdoiction of hydrogen and volatile fatty acids
in the semi-continuous reactors with the genus fBbtecter. The low hydrogen production
was related to the genus Clostridium. The contisuoeiactors were influenced by the

presence of Veillonellaceae (Pectinatus) familyiclvlare propionic acid producers.

Key-words: Semi continuous reactor. Glycerol. Volatile fattyds. Hydrogen.
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1 INTRODUCAO

A energia é essencial para o desenvolvimento eciondensocial. Entretanto, grande
parte da energia € atualmente consumida e prodwdbaformas que n&o poderiam ser
sustentadas em longo prg®OHR et al, 2015; REN, 2016).

Diversas fontes de geracdo de biocombustiveis i@manplamente pesquisadas, e
entre as quais a tecnologia envolvendo a utilizag@obiohidrogénio parece vantajosa
(WANG & WAN, 2009; HALLENBECK, 2009; ROSSI et al,021; MAINTINGUER,
HATANAKA & OLIVEIRA, 2015; ARIMI et al, 2015, SARMAet al, 2015).

O hidrogénio (H) gera somente agua quando utilizado em uma célatambustivel.
Isso ocorre porque a molécula de o é quimicamente ligada a atomos de carbonor e p
isso, ndo contribui para as emissdes de dioxidoadeono (CQ) na atmosfera. Além disso,
pode ser produzido biologicamente a partir de foné@ovaveis, como biomassa e efluentes
de aguas residuarias industriais (DEMIREL et al,QIN et al, 2012; SARMA et al, 2015).

A producdo bioldgica de Hé uma alternativa viavel para os métodos atuais de
producdo do gas hidrogénio, caracterizados por déanam elevados insumos energeéticos
(DAS & VEZIROGLU, 2001). Dentre os processos déssria fermentacdo € a mais atraente
(DAS & VEZIROGLU, 2001; LEE et al, 2010) e promissdDEMIRBAS, 2009). Conforme
Wang & Wan (2009) e Saratale, Saratale & Chang3paambém ¢é vidvel para utilizagdo
em larga escala, pois produz Ebntinuamente, mesmo sem requerimento de iluminaga
grande variedade de fontes de carbono podem $eaddis como substrato, como efluentes e
residuos. Além disso, também produz metabdlitoes@é, como 0s acidos graxos volateis e
1,3-propanodiol (LEE et al, 2001; SELEMBO et alp20BOSIO, 2014; NAZARETH, 2015;
ROSSI et al, 2015).

A producdo de Kl via fermentagdo pode ser influenciada por varasrés como
indculo, concentracdo de substrato, tipo de reséonperatura, pH, nutrientes (WANG &
WAN, 2009), tempo de detencdo hidraulico (ARIMI af 2015) e celular (LEE, LI &
NOIKE, 2010). Aléem de otimizar o projeto do reatdr, necessario conhecimento da
comunidade microbiana responsavel pela producdodidegénio, a fim de revelar os fatores
gue influenciam a eficiéncia e a estabilidade aperal. A partir deste conhecimento é
possivel o desenvolvimento de estratégias parallaoriee do desempenho de operacdo de
reatores (HUNG et al, 2007).
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Os principais critérios para a selecdo do substpdm producdo de -Hs&o
disponibilidade, custo e biodegradabilidade (KAPDAN KARGI, 2006). O efluente
caracterizado como glicerol tem origem na produd@diodiesel, biocombustivel que tem
apresentado demandas de consumo crescente. Eioiretaa producdo industrial acarreta
elevado acumulo de rejeitos ricos em glicerol nestio em 10% do volume total de biodiesel
produzido (FRANCO, 2011). Sendo assim, os grangesdentes de glicerol que sao gerados
requerem novas utilizacbes a serem identificada®\INNIINGUER, HATANAKA E
OLIVEIRA, 2015).0 emprego da fermentacdo anaerobia, para a conveesda substancia
em produtos de maior valor, pode representar utagoromissora para alcancar a viabilidade
econdmica na industria de biocombustiveis (VARRGNE!, 2013).

A presente pesquisa buscou avaliar a operacao czeriinua de reatores para a
producdo de b utilizando o glicerol bruto oriundo da producéo llediesel. O regime
operacional semi-continuo foi pouco descrito pasta dinalidade, e nenhum trabalho foi
relatado pela literatura utilizando glicerol comobstrato e in6culo misto. Além deste
modelo, reatores continuos também foram operadfis) de realizar uma comparacédo dos
resultados de ambos os regimes operacionais. Sessilm, foi possivel verificar a relacao
destes modelos operacionais com a diversidade Ibigcra, formacdo de &cidos graxos
volateis e, principalmente, producao de hidrogénio.

O presente trabalho esta disposto em 6 capitul@apgtulo 2 aborda o objetivo geral
e os especificos. O Capitulo 3 apresenta o refterorico acerca das questdes pertinentes
ao tema proposto. No Capitulo 4 estdo descritasedsdologias aplicadas na realizacdo do
estudo. No Capitulo 5 estdo apresentados os mdgslta a discussdo. No Capitulo 6 é
apresentada a conclusao, com os resultados maiBcsitivos da presente pesquisa. Por fim,

no Capitulo 7, algumas recomendacdes para trabfhoss sdo propostas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de hidrogénio por fermentacéaesadbia empregando o regime
operacional semi-continuo, utilizando glicerol brabmo substrato organico e indculo misto

de microrganismos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o potencial de producéo de hidrogéniocel@s graxos volateis a partir da
utilizacdo de glicerol bruto e sacarose como satmsrorganicos, inoculacao direta e natural
em ensaios em batelada e comparar os resultaddesbt

- Comparar o efeito dos regimes operacionais semtiftuo, com biomassa suspensa,
e continuo, com biomassa aderida, de reatores@magrbem como as suas interferéncias na
estabilidade de producéo de hidrogénio e acidosgreolateis;

- Identificar a influéncia da concentracdo inicte glicerol, de 10 e 50 g/L, na
operagdo semi-continua e continua de reatoresaga@ducdo de hidrogénio e 4cidos graxos
volateis;

- Avaliar a diversidade microbiana nos reatoresi@mtinuos e continuos, e associar

0S géneros dos microrganismos com a producao degiicio e de acidos graxos volateis.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Panorama energético atual

A energia é um dos bens de consumo fundamentaisgaaantir a qualidade de vida
das sociedades modernas. E utilizada para geranindigdo, movimentar maquinas e
equipamentos, promover a comunicacao. Da enemiagia dependem a producéo industrial,
locomocédo, seguranca, conforto e varios outrogdatassociados a qualidade de vida da

populacao.

Depois da revolugdo industrial, no final do séc¥Mlll, e especialmente durante o
século XX, o impacto da atividade humana sobre @onanbiente tornou-se muito
significativo. O aumento da populacdo e do consyressoal, principalmente nos paises
desenvolvidos, originou problemas ambientais, s@ndode parte destes relacionados com a
exploragdo e utilizagdo da energia. A solucao degtasse é o grande desafio deste inicio de
século para pesquisadores, ambientalistas, goveorganizacfes nao-governamentais e

comunidades de todo o mundo.

De acordo com a Rede Mundial de Politicas de EadRginovaveis (REN, 2016) e
Mohr et al (2015), no ano de 2015, mais de 80%rddygao de energia global foi baseada
em fontes ndo renovaveis. Estas, em sua granderimas@io oriundas da queima de
combustiveis fosseis, como carvao e petroleo. Adléanpossibilidade de esgotamento destes
recursos minerais, destaca-se também a problematidaental causada pela combustao
destes elementos, principalmente quando relaciodaadaudancas climaticas. Desta reacao
sado formados gases, como 6xidos de carbonq)(@® nitrogénio (N&), de enxofre (SQ), e
hidrocarbonetos (Elx) (DAS & VEZIROGLU, 2001; CHEN, 2006; MAINTINGUER,
HATANAKA & OLIVEIRA, 2015). Poluicdo, chuva acidegfeito estufa e destruicdo da
fauna e flora sdo algumas das conseqiiéncias dacdib de combustiveis fosseis.

Conforme a Agéncia Internacional de Energia (IEB1&), havera um aumento de
30% na demanda mundial por energia no ano de 20d€ljma-se que centenas de milhdes de
pessoas nao contardo com os servicos basicos dpaerzesta forma, 0 aumento da procura
mundial por energia, a diminuicdo dos depdsitos) bemo os impactos ambientais oriundos
da utilizacdo de combustiveis fosseis, exige adpsc fontes de energia alternativas (ARIMI
et al, 2015, MOHR et al, 2015).
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Conforme o Balanco Energético Nacional (BEN) de620jue tem o ano de 2015
como ano base, realizado pela Empresa de Pesquésgéiica (EPE) em parceria com o
Ministério de Minas e Energia (MME), as energiasoséveis correspondem a 41,2% da
matriz nacional brasileira, como pode ser visudlizaa Figura 1. Estes valores estdo muito
acima da média mundial, que em 2013 era de 13%, dmeno dos paises membros da

Organizacgao para a Cooperacéao e DesenvolvimentwoEtoo (OCDE), com apenas 9,4%.

0 20 40 60 80 100
%

m Renovaveis mNa&ao renovaveis

Figura 1: Participacéo de energias renovaveis riazegergética brasileira.

Fonte: Adaptado de BEN (2016)

Ainda de acordo com BEN (2016), entre as energiaevaveis estdo a biomassa de
cana (16,9%), hidraulica (11,4%), lenha e carvageta (8,2%), lixivia e outras fontes
renovaveis (4,7%). Ja entre as ndo renovaveis, iar rparcela corresponde ao petréleo e
derivados (37,3%), gas natural (13,7%), carvao rair(®,9%), uranio (1,3%) e outras fontes

ndo renovaveis (0,6%).

Segundo o Plano Decenal de Expansdo de Energia)(PDEno de 2024, a matriz
energética renovavel do Brasil aumentara considérente, devido a diversidade e a
disponibilidade dos recursos naturais, que podemceavertidos em combustiveis ou
empregados na geracdo de energia. Em relacdo @asriiustiveis, ressalta-se o biodiesel,
com um aumento de 4,3 bilhdes de litros em 2018 p#& bilhdes de litros em 2024 (MME,
2015).
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3.2 Energias renovaveis, biocombustiveis e hidrogén

As fontes de energia renovaveis sao aquelas eroquexursos naturais utilizados séo
capazes de se regenerar, ou seja, sdo consid@radgstaveis e ndo prejudicam a natureza.
Exemplos de fontes renovaveis incluem a energex,salenergia edlica, a energia hidrica, as
células a combustivel e os biocombustiveis (SANBISOTHE, 2008).

Nos ultimos anos, esforcos tém sido dedicados ainmmeacdo da producdo de
biocombustiveis, economicamente competitivos com @®mbustiveis fosseis
(HALLENBECK & GHOSH, 2009; WILLQUIST et al, 2010, ®DRIGUES, 2011).
Biocombustiveis sdo produzidos a partir de fon@m®vaveis, como biomassa e produtos
agricolas como cana-de-agUcar e plantas oleagieogasiura animal (PETROBRAS, 2016).
A utilizacdo destes diminui a dependéncia do petradinelhora a qualidade ambiental e reduz
a quantidade de emissdes produzidas pelas atigdadaanas (MOHAMMADSHIRAZI et
al, 2014).

Nessa busca, a escolha da matéria-prima € de lgeretogupacao. Os biocombustiveis
de primeira geracdo séo produzidos a partir detrsibs ricos em carboidratos. A utilizacéo
destes substratos tem gerado discusséo, a redpetussibilidade de competicdo da producéo
de energia com o consumo humano, e por isso, taapeecos elevados destes substratos.
Sendo assim, as pesquisas tém sido desenvolvidasppaducdo de biocombustiveis de
segunda geracdo, assim denominados por utilizangipstratos nao-comestiveis como
matéria-prima e, como exemplos, pode-se citar a$dues e efluentes domésticos e
industriais (WILLQUIST et al, 2010; RODRIGUES, 20KRIMI et al, 2015).

Uma variedade de biocombustiveis tem sido amplamgesquisada, e a tecnologia
envolvendo a utilizacdo de biohidrogénio parecetajasa (WANG & WAN, 2009;
HALLENBECK, 2009; ROSSI et al, 2011; MAINTINGUER,ATANAKA & OLIVEIRA,
2015; ARIMI et al, 2015, SARMA et al, 2015). O bidiogénio gera somente agua durante
sua combustdo. Isso ocorre porgue a molécula ded@édio ndo é quimicamente ligada a
atomos de carbono, e por isso, ndo contribui paearassoes de didéxido de carbono fDta
atmosfera. Além disso, pode ser produzido biolog@m@e a partir de fontes renovaveis,
como biomassa e efluentes de aguas residuériastiiaisi (DEMIREL et al, 2010; LIN et al,
2012; SARMA et al, 2015).
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O contetdo energético do hidrogénio também juatifec sua utilizagdo. Possui
rendimento superior a qualquer hidrocarboneto,acdec122 kJ/g, ou seja, hidrogénio possui
conteudo de energia 2,75 vezes superior (KAPDAN ZRIGI, 2006; HAFEZ et al, 2009,
ROSSI et al, 2011, ARIMI et al, 2015). Assim, orbgénio é considerado uma promissora

fonte de energia limpa com alto contetdo energético

No entanto, o hidrogénio ndo é um combustivel mitm@ois ndo sdo encontradas na
natureza fontes com quantidades expressivas dasseng estado puro. Esta quase sempre
associado a outros elementos quimicos, e paraadldi € necessario extrai-lo de sua fonte de
origem, que normalmente implica no gasto de ceu@ntidade de energia (MME, 2005;
CGEE, 2010; DINCER & ACAR, 2015).

Na Figura 2 sdo mostradas as fontes primarias emgian processos de producao e
usos do hidrogénio. Os métodos convencionais ddupém do gas hidrogénio sédo reforma do
vapor de metano e de outros hidrocarbonetos, ckidparcial ndo-catalitica de combustiveis
fésseis. Esses métodos com processos intensivenatgia requerem altas temperaturas,
superiores a 850°C (KAPDAN & KARGI, 2006). De acordom Dincer & Acar (2015),
cerca de 50% da demanda global de hidrogénio édideerpelo gas natural, 30% é
proveniente da reforma do petroleo, 18% da gase#iic do carvdo, 3,9% por eletrélise de
agua e 0,1% de outras fontes

PROCESSO PARA

FONTES PRIMARIAS PRODUCAO DE H, Usos ATIVIDADES SUPORTE

Hidroelétricas Veiculos a Integracio dispositivos
PCH combustio interna

Eclica Integracio sistemas
Solar Fotovoltaica Energia - - Geracio de
Elétrica eletricidade Armazenamento,

Nuclear transporte, distribuicao
Turboderagores
Geracao de calor Seguranca

Solar Térmica Células a Codigos padroes
Calor - combustivel
Nuclear
Biomassa Liquidos '
Etanol, 6leos, bagaco - Gases '
Portateis Moveis Estacionarias

Fosseis .. . L. _
Eletroeletronicos Veicular Energia elétrica e co-geragio
¥, gasolinn, carvio | [P B | Guscincacio | e e

Figura 2: Rotas de producéo e utilizacdo do hidrmgéomo vetor energético

Fonte: Adaptado de Centro de Gestao e Estudogétstras (CGEE, 2010).
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A producéo biologica de hidrogénio é uma altermatiiavel para os métodos acima
citados, pois em sua maior parte € operada em tatupe e pressdo ambiente, requerendo
menor consumo de energia. Estes processos namsoncem menos energia como também
abrem uma nova oportunidade para a utilizacdo deyenrenovavel, cuja fonte € inesgotavel
(DAS & VEZIROGLU, 2001).

Assim, surge o termo biohidrogénio, que se refeoe hadrogénio produzido
biologicamente, utilizando materiais organicos rfaesilizados e biodegradaveis como
substrato (DEMIRBAS, 2009). Entre os processosobiobs de producédo de hidrogénio,
pode-se citar a biofotdlise direta e indireta, fetmentacdo e fermentacdo (DAS &
VEZIROGLU, 2001; LEVIN et al, 2004; DEMIRBAS, 2009VILLQUIST et al, 2010,
ARIMI et al, 2015).

Dentre os processos descritos, a fermentacéo ésaatreente (DAS & VEZIROGLU,
2001; LEE et al, 2010) e promissora (DEMIRBAS, 20@onforme Wang & Wan (2009) e
Saratale, Saratale & Chang (2013), também € vigasd utilizacdo em larga escala, pois
produz hidrogénio continuamente, mesmo sem ilundimag grande variedade de fontes de
carbono podem ser utilizadas como substrato, cdlmentes e residuos. Além disso, também
produz metabdlitos valiosos, como os acidos graxdéteis e 1,3-propanodiol (LEE et al,
2001; SELEMBO et al, 2009; BOSIO, 2014; NAZARETH15; ROSSI et al, 2012).

3.3 Digestao Anaerodbia

A digestdo anaerdbia é considerada um ecossistemgual diversos grupos de
microrganismos atuam de forma interativa na co@erda matéria organica complexa até
produtos finais, como metano (QHCQO, sulfeto de hidrogénio @#%$), H, agua e amonia,
além de novas células bacterianas. E subdivididavaras rotas metabdlicas, com a
participagdo de varios grupos microbianos, cada goan diferentes comportamentos
fisiolégicos, como mostrado na Figura 3 e descrigdeguir (LETTINGA et al, 1996).
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Compostos organicos complexos
(carboidratos, proteinas, lipidios)

acteria fermentativa

J Hidrolise

L

Monossacarideos, Acidos orginicos de
aminoacidos cadeia longa, alcoois | )

Acidogeénese
(bactéria fermentativa)

Acidos organicos volateis
(propionico, butirico, isovalético, etc.)
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(bactéria acetogénica)
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v Acetogénicas produtoras de hidrogenio v
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JAcetugénicas consumidoras de hidrogénio

Metanogeénese
(organismos metanogenicos)

CH, + CO,
Metanogénicas consumidoras

de lidéoginio Metanogenicas acetoclasticas

Figura 3: Representacdo esquematica da decompodgdoaterial organico por digestdo

anaerobia.

Fonte: adaptado de Lettinga et al96)9

Etapa 1: Hidrdlise. A primeira fase da digestdo anaerdbia consisteidralise do material
particulado complexo a material dissolvido, sendgsim capazes de penetrar as membranas
celulares de bactérias fermentativas. Esta converséalizada gracas a acdo de exoenzimas

excretadas por bactérias hidroliticas;

Etapa 2 Acidogénese.Os produtos da hidrélise sdo novamente convertosprodutos
soluveis em agua, principalmente pequenas cadeiasidos graxos volateis (AGV), alcodis,
CO; e H. E realizada por um grande e diverso grupo deéhastfermentativas. Usualmente,
sdo do grupo clostridia, que compreende organisamasrdbios que foram esporos, capazes

de sobreviver em condicbes ambientais adversas.
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Etapa 3: AcetogéneseEsta etapa € a ligacdo entre a degradacéo de stoasmliveis em
agua e formacdo de metano. Os produtos finais dabmiesmo microbiano sdo convertidos
em cadeias pequenas de acidos graxos volateist@cet e CQ. Esta conversdo so ocorre
em baixas concentracfes dg Bue é produzido durante a acetogénese como sliprdor
isso as bactérias acetogénicas vivem em simbioge ao bactérias metanogénicas, que
utilizam o K para a formagdo de metano. O acetato e o fGMhados sdo 0s principais

elementos para as bactérias formadoras de metano;

Etapa 4: MetanogéneseA formacdo de metano é a Ultima etapa no procedssdigestao
anaerdbia. As bactérias metanogénicaghead pertencem ao grupo de organismos mais
antigos conhecidos. Sdo anaerdbias estritas.

Além do hidrogénio produzido pela etapa acidogédealigestdo anaerobia, 0os seus
subprodutos, AGV, podem ser utilizados como forgecarbono para processos de remocéao
biolégica de nutrientes devido a sua facil bioddgbdidade (UCISIK & HENZE, 2008).
Bactérias heterotroficas responséveis pela remdeduwitrientes utilizam a fonte de carbono
disponivel presente no meio reacional. Em relacavtragénio, o substrato nitrificado é
deficiente em carbono orgéanico, o que pode linotgrocesso de desnitrificacado bioldgica.
Assim, fontes de carbono devem ser adicionadase@m para promover a desnitrificagdo. Em
relacdo a fésforo, uma fonte de carbono facilmdritalegradavel é necesséria para a
realizacdo da etapa de armazenamento de foésfdnanmr das células (OBAJA et al, 2005).

Wang et al (2008) citam que o acetato € a fonteadeono utilizada para aprimorar a
remocao biolégica de fésforo, promovendo desempeoitiasto e estavel. Van Loosdrecht et
al (1997) citam que as bactérias atuantes na dusate fésforo podem utilizar AGV, e
realizar o seu armazenamento intracelular, comehgdroxi-butiratos. Oehmen et al (2007)
comentam que sistemas de lodo ativado envolvem diveasa gama de outros substratos,
além de acetato, como propionato, butirato, vadezadutros AGV, que podem estar presentes
em efluentes reais. A vantagem desta operagaostenmincipalmente na reducéo do custo
operacional relacionado a necessidade de aquidigdontes de carbono exdgenas (OBAJA
et al, 2005). Fontes exdgenas de carbono, comaanoiepodentontribuir com até 70% do

custo total de operacdo e manutencédo de uma EstacBatamento de Efluentes (ETE).
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3.4 Glicerol

Os principais critérios para a selecdo do substsdio disponibilidade, custo e
biodegradabilidade (KAPDAN & KARGI, 2006). Além deia composi¢ao, para atender os
requisitos de sustentabilidade, a matéria orgadea ser produzida a partir de recursos
renovaveis, possuir concentracdo suficiente pae agorra a conversdo da mesma por
fermentacdo, requeira um pré-tratamento minimaleatdaixo custo (HAWKES et al, 2002).
Glicose e sacarose sédo 0s substratos mais utifizado pesquisas para producdo de
hidrogénio (WANG & WAN, 2009). Sendo assim, estudwmspregando outros substratos

organicos precisam ser desenvolvidos.

O Brasil foi um dos primeiros paises da Américaraaa produzir biocombustiveis,
como etanol e biodiesel. Em 2005 foi aprovada gémdia da utilizacdo de combustivel
composto por uma combinacéo de diesel e biodiest,ultimo em propor¢des de 2, 5 e 20%
a serem aplicados em 2007, 2013 e 2020, respeantartMONCAYO BRAVO et al, 2015).

Sendo assim, o Brasil € um dos maiores produto@nsumidores de biodiesel no
mundo (MAINTINGUER, HATANAKA & OLIVEIRA, 2015; RODRIGUES, 2016). No
Pais, hd 50 plantas autorizadas pela Agéncia Nacido Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), para producao de biodiesaliespondendo a uma capacidade total
autorizada de 20480 ¥dia. Além das citadas, existem ainda 5 plantabiodiesel a serem
construidas ou em fase de aumento de producdod@Q@anmmesmas entrarem em operacao, a
capacidade total de producéo de biodiesel autaiaacthentara 2972%dia, o que representa
um acréscimo de mais de 14% na capacidade atud,(20L6).

No processo de transesterificacdo para obtencdodeesel (Figura 4) sédo utilizados
Oleos vegetais, ou gorduras animais, alcoois, cetaool ou metanol, e um catalisador
alcalino, como o hidréxido de soédio. Nesta reagéqrincipal subproduto resultante é
glicerol, estimado em 10% do volume total de bisdiegproduzido (SARMA et al, 2012,
VASCONCELOS, 2012, SELEMBO et al, 2009, ROSSI etall 2, PEITER et al, 2016). O
glicerol oriundo da reacdo contém inUmeras impwéaia como quantidade variada de agua,

residuos de catalisadores, metanol, entre outEEQUENEL, 2013).
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| Oleos vegetais e/ou gorduras animais |

Hidréxido de sodio

Destilagio

Figura 4: Representacéo da producao de biodiekeppmcesso de transesterificacéo.

Fonte: adaptado de Sarma et al (2012).

O glicerol puro pode ser utilizado em indUstriastdss, quimicas, farmacéutica e
alimenticia (VASCONCELOS, 2012; ROSSI et al, 2012Fontudo, o uso comercial da
glicerina esta condicionado ao seu grau de purgzal ou maior do que 95%. Para alcancar
estes valores, o glicerol bruto, cuja composicadianésta mostrada na Tabela 1, precisa ser
submetido a processos de purificagcdo, 0 que aasaetustos demasiadamente elevados.
Sendo assim, os grandes excedentes de glicer@agugerados requerem novas utilizacoes a
serem identificadas (MAINTINGUER, HATANAKA OLIVEIRA, 2015). O emprego da
fermentacdo anaerdbia, para a conversado destasailasem produtos de maior valor, pode
representar uma rota promissora para alcancar ldlidéale econdmica na industria de
biocombustiveis (VARRONE et al, 2013).

Tabela 1: Composicdo média do glicerol bruto (peEre@d em massa) de plantas de biodiesel

brasileiras

Composicéo Percentual em massa (%)

Glicerol 80,0 (min)
Agua 10,0 (max)
Metanol 1,0 (méx)
Cloreto de sédio 10,0 (max)

Fonte: Adaptado de Luque & Melero (2012).
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O (glicerol pode ser consumido por microrganismos processos anaerobios
fermentativos para geracdo de subprodutos commle(@hO et al, 2005; SAKAI &
YAGISHITA, 2007, ROSSI et al, 2012), 1,3-propanéd®ELEMBO et al, 2009; ROSSI et
al, 2012), acidos organicos (NAZARETH, 2015) £ (MEMUDO et al, 2008; REIS, 2010;
MANGAYIL, KARP & SANTALA, 2012; MARU et al, 2013; BRMA et al, 2013;
SEIFERT et al, 2009/JONCAYO BRAVO et al, 2015; LO et al, 2013; SARMA al, 2015;
VARRONE et al, 2013;ZAHEDI et al, 2016; DE OLIVEIRA FABER & FERREIRA-
LEITAO, 2016; RODRIGUES, 2016). O 1,3-propanedioldp ser utilizado em aplicacbes
industriais como polimeros, cosméticos, alimentsalventes e produtos farmacéuticos
(ROSSI et al, 2012). O etanol tem sido utilizadoim@dstria farmacéutica, produtos de
limpeza e de higiene (MAINTINGUER, HATANAKA& OLIVEIRA, 2015).

3.5 Producéao de hidrogénio utilizando glicerol comsubstrato organico

O processo de producédo de biohidrogénio pode peesentado pela simples reacéo
guimica (DEMIRBAS, 2009):

2H* +2e - H, 1)

As bactérias fermentativas produtoras de hidroggadem ser selecionadas de fontes
naturais, como solo ou lodo anaerobio. A produgibidrogénio por fermentacéo € realizada

por um grande grupo de bactérias fermentativas ([RBAS, 2009).

De acordo com Rossi et al (2012), as reacbes nis@bopropostas para a
fermentacdo de glicerol podem seguir duas pogddoiés (Figura 5). A primeira, rota
oxidativa, o glicerol & convertido a dihidroxiacefopela enzima glicerol dehidrogenase
(dhaD), e subsequentemente fosforilada pela ademdsfosfato (ATP), na presenca de
dihidroxiacetona quinase (dhaK). A dihidroxiacetéh& submetida a glicolise para formar
piruvato. Drodzdzynska, Leja & Czaczyk (2011) citgme o piruvato formado pode ser

convertido em diferentes produtos, como acidosrocga latico, acético, butirico, G@ H.
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Figura 5. Representacdo esquematica do metaboltonglicerol durante a fermentacéo

anaerodbia

Fonte: adaptado de Drodzdzynska, Leja & Czaczyk1p@ Sarma et al (2012).

Na segunda rota, o glicerol é reduzido a 3-hidmmpmnaldeido pela enzima glicerol
dehidratase (dhaB), sendo posteriormente conveptilauma enzima agrupada a NAP#&
1,3-propanodiol (1,3-PD) e excretado das célulaturgéo fisiologica da transformacéao de
glicerol em 1,3-PD € provavelmente devido a nedasg& de oxidacdo das formas reduzidas
equivalentes, NAD, para ser utilizada em rotas produtoras de energiadas da degradacéo
do glicerol (ROSSI et al, 2012).

Segundo Sarma et al (2012), o glicerol pode severtido em H quando ocorre a
formacao de &cidos acético (Equacgédo 2) e butikqudcdo 3), butanol (Equacgéo 4) e etanol
(Equacéo 5). Contudo, o seu rendimento dependeodgasicdo dos produtos finais.
Conforme Nazareth (2015), a producdo de 1,3-PD g&&mu 6) consome 1 mol de t¢

quando o &cido propidnico (Equacgéo 7) é produzidd, ndo é formado.

C3HgO3 + H,0 — CH;COOH + CO, + 3H, (2

~——— —
Acido acético
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2C3Hg03 »  C,Hg0, +2C0, + 4H, (8
Acido butirico

2C3HgO3 — C4H,00 + 2C0, + 2H, + H,0 ¥

Butanol
C3HgO3 — C,Hg0 + CO, + H, 43
Etanol
2C3HgO3+ H, - CH;COOH + H,0 6
1,3—-PD

Acido propidnico

A geracéo de kpela fermentacdo é acompanhada pela formacéo diesamiganicos.
Quando os subprodutos formados sdo os acidos @a&twtirico, h4 uma alta producéo de
hidrogénio, o que néo é visualizado quando a reagidgida para a formacgéo de alcoois e
1,3-PD, que diminuem a producéo de hidrogénio.dimtto, conforme Srikanth et al (2009),

a aculacao de acidos diminui o pH do sistema emib producdo deH

De acordo com Yu & Fang (2001), o grau de acidgicarelaciona a DQO dos AGV
produzidos durante a fermentacdo com a DQO do rstbsnserido. Ainda conforme os

autores, este parametro permite avaliar a efia@émeium reator acidogénico.

3.6 Fatores interferentes na producéo de hidrogénio

A producéo de klvia fermentagdo € um processo complexo, influelociaor varios
fatores como indculo, concentracdo de substrgio,de reator, temperatura, pH, nutrientes
(WANG & WAN, 2009), tempo de detencao hidraulicoRIMI et al, 2015) e celular (LEE,
LI & NOIKE, 2010).

3.6.1 In6culo

A biomassa produtora de hidrogénio pode ser puran@mia. As culturas puras
crescem em substratos definidos, para melhor exanais fatores limitantes e efeitos de
manipulacdes genéticas (WILLQUIST et al, 2010; ZHAMLt al, 2006). Utilizando culturas
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puras, os produtos de fermentacdo podem ser catd®lpela escolha do microrganismo
especifico. Entretanto, se utilizadas culturas anjsas rotas metabdlicas sdo controladas
atraveés de parametros do bioprocesso (HALLENBE@R92.

A comunidade mista € menos suscetivel as alteragidmsentais devido a maior
compexidade de suas atividades hidroliticas (HALBERK & GOSH, 2009). Além disso,
do ponto de vista da engenharia, a producdo dedédio por culturas mistas € a mais
adequada, pois oferece baixo custo, facil contre@lepossibilidade de utilizacdo de
subprodutos organicos como substrato, por ndo sieerede ambiente estéril (FANG et al,
2006; ROSSI et al, 2011).

A maioria dos estudos utilizando culturas purasapgaoducado de hidrogénio por
fermentacdo, utilizando glicerol como substratcadargo, € operada em batelada (NGO, KIM
& SIM, 2011; SAKAI & YAGISHITA, 2007; KIVISTO, SANTALA & KARP, 2010;
BERNAL et al, 2013). Assim, é desejavel a utilizack residuos ou efluentes, domésticos e
industriais, e também, se possivel, operacdo agmtijmois se torna adequada e viavel para
utilizacdo em larga escala. Cumpridos os requigitiaglos, poder-se-ia aliar a minimizagao
da problematica da geracdo de residuos e efluecdes a producdo de energia
(HALLENBECK & GOSH, 2009; WANG & WAN, 2009).

Para garantir a producdo de Huando sdo utilizadas culturas mistas, é necassari
etapa prévia de tratamento da biomassa antes mierfeacdo propriamente dita (LIN et al,
2012). De acordo com Lettinga et al (1996), na sty anaerdbia, durante a formacéo de
acidos acético e propidnico, ha grande quantidadebdcausando a diminuigdo do pH do
meio. Entretanto, o Hpode ser consumido pelos organismos metanogémjaesytilizam o
H2 e CQ para produzir CH

No pré-tratamento da biomassa, as bactérias fomagadie esporos, como a espécie
Clostridium, que € identificada como a principal espécie pradutte hidrogénio durante a
fermentacdo (HUNG et al, 2007), permanece viagaehsj consumidoras de hidrogénio, como
as arqueas metanogénicas, sdo suprimidas. Estémmdrdaos podem ser térmico
(KAWAGOSHI et al, 2005; HAWKES et al, 2002; ANGENHNMNet al, 2004), acido, alcalino
ou quimico (CHEONG & HANSEN, 2006; KOSKINEN et aD06; WANG & WAN, 2009).

Rossi et al (2011) testaram 5 métodos de pré-teattn(acido, base, choque térmico,
calor seco e dessecacdo, congelamento e descoerg&ddme lodo anaerdbio, proveniente de

reator UASB, a fim de avaliar a sua aplicabilidpdea selecdo de bactérias produtoras de
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hidrogénio, utilizando glicerol como substrato aeniga. Os resultados mostraram que as
taxas de degradacéo do substrato eram maioregremde 65%, nos lodos pré-tratados com
calor seco e dessecacao, bem como com choquea¢rummparados com a amostra controle.
A percentagem maxima de Ho biogas foi de 34,19%, na biomassa tratada @on seco e

dessecacéao.

De S& (2011) também testou os tratamentos térmlicaljno e &cido para impulsionar
a producédo de #H Conforme a autora, o tratamento térmico foi osT@iomissor para a
producéo de k em virtude do maior rendimento obtido. Sendonases resultados da autora

corroboram os encontrados no trabalho citado amnbeente.

3.6.2 Concentracao de substrato

Elevadas concentracdes de substrato podem favoaeeéiciéncia de producdo de
hidrogénio. Entretanto, o préprio substrato ou osdptos formados podem ter efeito
inibitério, quando ultrapassado o limite ideal dwga organica volumétrica (WANG &
WAN, 2009; SIVAGURUNATHAN et al, 2016).

E comum expressar a concentracdo de substrataadflisob a forma de carga
organica volumétrica (COV), que relaciona a quaaté matéria organica por unidade de
volume do reator, em dado periodo de tempo. Qsesbtimos de COV dependem de varios
fatores, como pH, tipo e concentracdo do subs&ato indculo, temperatura e tipo de reator
(ARIMI et al, 2015). Desta forma, ndo ha um valomé universal de COV para a producao
de hidrogénio (SIVAGURUNATHAN et al, 2016).

Seifert et al (2009) verificaram que o aumento @acentracdo inicial de glicerol de 5
a 10 g/L (base DQO) pode acarretar duplicacéo dmedo de hidrogénio, de 0,345 a 0,636 L
H2/L, enquanto que numa concentragdo de 30 g/L hikstgdo da producéo € de 0,715 L
H2/L. A comparacao dos resultados obtidos mostraocauemento da concentragéo de glicerol
acima de 30 g/L nao afeta o sistema, se considerddtal de hidrogénio produzido. Como
exemplo, os autores citam que o consumo de glieanolm meio contendo 30 ou 60 g/L € 0
mesmo e igual a 17 g/L, o que indica que a conaedr inicial de glicerol ndo é fator

limitante para a producéo de.H

Sarma et al (2013) testaram diferentes concentsag@deglicerol brutol,5; 5; 10; 15 e
20 g/L), a fim dedeterminar o maximo potencial de producdo de h&hmag na auséncia de

nutrientes, utilizando como indculo cepaktdgerobacter aerogend¢RRL B-407. Os ensaios
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foram realizados em pequenos reatores, operadbsitadaComo resultado, foi observado
gue, na maior concentracao inicial de glicerol iatiada, aproximadamente 40% do glicerol
nao foi utilizado pelos microrganismos. A produgd@xima de2022,5 mL H/L foi
encontrada quando utilizada a concentracdo delL1@®Bghdo assim, 0s autores consideraram

a concentracdo otima de 10 g/L de glicerol brutcsemestudo.

Costa et al (2011) investigaram o potencial delpgéo de hidrogénio, em batelada,
utilizando glicerol bruto como substratoKéebsiella pneumonia®&Lb01 como indculo. A
maxima producao, de 45% de Ho biogas e 98% de degradacgéo de glicerol, faingada

utilizando meio nutricional otimizado, com 30 g/licgrol, temperatura de 39°C e pH 9.

Reungsang, Sittijunda & O-Thong (2013) operaram reator UASB, empregando
como in6culoEnterobacter aerogeneATCC 13048 imobilizado e glicerol bruto como
substrato organico para avaliagdo da producdo ded@nio. Foram testadas as cargas
organicas de 25; 37,5; 50; 62,5 e 75¢/L.d, com T@&H24 h. A maior porcentagem
encontrada de Hno biogas, de 24,2%, e a maior produtividade, ,darnol H/L.h, foram

obtidas utilizando a concentracao de glicerol dg/&0

3.6.3 Tempo de detencéo hidraulico

O tempo de detencao hidraulico (TDH) descreve @temédio para uma molécula de
substrato passar por todos o0s estagios do reagoryotbme conhecido, antes de ser
descarregado. Este € o periodo de tempo durantelouma unidade de substrato interage
com 0s microrganismos presentes no bioreator marseguir a conversao necessaria. O TDH
é influenciado por varios fatores, como a velooda® reacdo, que depende do tipo e
concentracdo do substrato, concentracdo e compodgdbiomassa ativa, bem como da
temperatura (ARIMI et al, 2015).

O TDH é um dos principais fatores que afetam o rdps@eho de fermentacdo em
operacgdo continua. Os menores TDH modificam o pad&ermentacao, pois inibem a acéo
das bactérias metanogénicas que requerem mais fgan@arescer, em comparacdo com as
bactérias acidogénicas. Além da vantagem de maaximiztapa acidogénica, o0 menor TDH
também auxilia a reduzir os custos de investimentoperacdo. Em contrapartida, como
desvantagem, se associa o0 menor TDH a reduc¢adlidagdo do substrato pelas bactérias,
fato que afeta a eficiéncia global do processo (MWIAD et al, 2011)
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Gallardo et al (2014) testaram TDH de 24, 20, 18,3%h, para avaliar a producao de
1,3-PDO em reator anaerdbio de leito de lodo geanakpandido, inoculado com lodo
anaerobio de ETE, utilizando glicerol bruto combsirtato organico. O maximo rendimento
de 1,3-PDO (0,52 mol/mol) e produtividade (57 gjlfatam alcancados nos TDH de 12 e 3
h, respectivamente. Contudo, @ féi detectado somente no TDH igual a 24 h. Osrasto
ressaltam que a producao de 1,3-PDQ pd$suem rotas competitivas.

Ja no trabalho de Ferreira (2014) foi operado umoreanaerébio de leito fluidizado,
utilizando concentracéo fixa de glicerol bruto colmate carbonacea de 5 g/L, temperatura de
55°C, variando o TDH entre 14 a 1 h e lodo de EBE@ indculo, para avaliagdo da
producdo de hidrogénio. Os resultados mostraram aquendimento de hidrogénio foi
semelhante entre os TDH de 14 a 2 h (1,2 e 1,4Hpahol glicerol), apresentando maior
valor no TDH de 1 h, alcangando o valor de 3 mgirtél glicerol. J& a producéo volumétrica
de B aumentou com a diminui¢cdo do TDH, tendo seu valdakimo de 1508,7 mL/h.L no
menor TDH aplicado.

Existe uma discordéncia em relacdo ao TDH o6tima penmentacao, inclusive para o
mesmo tipo de reator. A possivel causa pode sacioglada ao inoculo e ao substrato
empregados (WANG & WAN, 2009). Sendo assim, naarhaonsenso na literatura sobre o
melhor TDH para producdo de hidrogénio utilizandicegol como substrato organico. A
producdo biolégica de hidrogénio a partir de gbteempregando operacdo semi-continua
com biomassa mista ainda nao foi estudada. Parrisseexperimentos realizados no presente

trabalho, optou-se por fixar o TDH de 24 h.

3.6.4 Tempo de detencéo celular

Conforme Metcalf & Eddy (2014), o tempo de detencélular (TDC), ou idade do
lodo, € o periodo de tempo em que a biomassa peomam um processo de tratamento de
efluentes com crescimento em suspensdo. Em gesatjada complexidade de remoc¢éo da
biomassa de material suporte, este parametro néotélado em um sistema de crescimento

aderido.

O TDC determina a eficiéncia de utilizacdo do salbst populacdo microbiana e rotas
metabdlicas. Na produc¢éo de hidrogénio via fermatageralmente se assume que elevados
TDC acarretam crescimento de microrganismos cortags de b incluindo bactérias

metanogénicas, e competidores pelo substrato, esrbactérias acidogénicas nao produtoras
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de R (KIM, HAN & SHIN, 2008; XIONG et al, 2012; LEE «dl, 2010). Mesmo sendo um
parametro importante, ha na literatura poucos linabaque relatam o seu controle para
producéo de K

No estudo de Lin & Jo (2003), em que foi utilizadator operado em bateladas
sequenciais e sacarose como substrato organica gacalucédo de hidrogénio, o controle do
TDC néo foi empregado. De acordo com os autorbgraassa, presente na forma suspensa,
foi removida durante a operacdo do sistema somamévés da perda de sdlidos, ndo
decantaveis, na sedimentacéo. O principal parardetomntrole foi o TDH, que variou de 4 a
12 h.

Segundo Chen (2006), os elevados TDC mantidos atorreperado em bateladas
sequenciais, para manutencdo de elevadas condéadrde biomassa, podem favorecer o
desenvolvimento de microrganismos consumidores wodénio, como as bactérias

metanogénicas.

Lee, Li & Noike (2010) verificaram em seu trabaliuee o rendimento dezxt€ afetado
significativamente por elevados TDC. Foi avaliado liorreator operado de forma continua,
em que foram testadas as idades de lodo de 2;,%;e120 d, com glicose como substrato
organico e condi¢cdo mesofilica, de 35°C + 0.5. Ghoreendimento de & igual a 1,19 mol
H2/mol glicose, foi observado na idade do lodo igudld, e a maior taxa de producgao, de 5,8
L Ho/L.d, foi obtido com TDC igual a 12,5 d. Além dissodecaimento no rendimento de H
observado em elevados TDC, devido a baixa relagdsotidos suspensos volateis/solidos
suspensos totais (SSV/SST), bem como pelas elevedasentracoes de substancias
poliméricas extracelulares. Ainda conforme os agtoelevados TDfazem com que se tenha
pouco substrato disponivel por concentracdo miar@hifavorecendo a concorréncia entre os
microrganismos, incluindo bactérias produtoras @ pré@dutoras de + O emprego da idade
do lodo adequada aumenta a producéo ge l degradagdo do substrato, superando as

restricbes operacionais que envolvem o carreantEntelulas.

Trevisan (2010), empregando efluente da suino@ltamo substrato, avaliou os
TDC de 2,5; 1,7 e 1,4 d, com TDH de 24 h, na praduwe H. Como resultado, verificou-se
gue a maior concentracdo de hidrogénio e a menmweotracdo de metano foram obtidas
quando o TDC foi de 1,4 d. Contudo, neste TDC, raog&io global de DQO e SVT foi
prejudicada. Conforme a autora, a utilizacdo do TE&E€vado, de 2,5 d, propiciou o

desenvolvimento de microrganismos consumidoresdiedénio, como 0s metanogénicos.
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3.6.5 Tipo de reator

As condigdes intrinsecas de cada tipo de reatbzado interferem na formagéo de
produtos finais de processos fermentativos. Comemelo, pode-se citar variagdo de
transferéncia de massa e de calor, que possuidceldgreta com o0 crescimento e
desenvolvimento de microrganismos (REIS, 2010; NREAH, 2015)

A maioria dos estudos de producdo de hidrogéniderimentativa é conduzida em
batelada, devido a sua simplicidade de operacdongote. Fermentacdo conduzida por
operacdo em batelada tem se mostrado mais adepgasdastudos iniciais de otimizacéao de
reacdes (HALLENBECK & GOSH, 2009). Contudo, opees;@m larga escala requerem
outras formas de operacdo (WANG & WAN, 2009). Ramcessos industriais serem viaveis,
precisam operar em modo continuo, ou pelo menosj-gmtinuo (HALLENBECK &
GOSH, 2009). Reatores de alta taxa tém sido ulitiggoara a producao de hidrogénio, que se
diferenciam pelo crescimento e sustentacdo da Ismemapodendo ser de crescimento
suspenso, aderido ou imobilizado (REIS, 2010), mpaem ser operados de forma continua

ou semi-continua.

Em sistemas continuos, procura-se estabeleceruxm ¢ontinuo de liquido, tanto de
alimentacdo como de saida, através do reator. daaracao semi-continua, a alimentacéo e a

saida do material fermentado ocorre de forma irtente (BORZANI, 2001).
3.6.5.1 Reatores continuos

Processos continuos para producdo fermentativaddegbnio podem ser divididos
em dois grupos, em funcdo da técnica de controlebidenassa ativa nos reatores,
denominados suspensos ou imobilizados. Em procedsosrescimento suspenso, 0S
microrganismos sao mantidos em suspensao liquidangtodos de mistura apropriados
(METCALF & EDDY, 2015). Nesta categoria, destacaesgeator continuo de mistura
completa. Sistemas com biomassa suspensa permigimmiransferéncia de massa entre os
microrganismos e substrato. Entretanto, tem ddi@dé em manter uma quantidade suficiente
de bactérias produtoras de hidrogénio no bioresibrelevadas vazdes ou baixos tempos de
detencéo hidraulico, resultando no carreamentocéiagas para fora do sistema (LIN et al,
2006).

J& no crescimento aderido, o biofilme constituid® rdicrorganismos, material
particulado e polimeros extracelulares se adembee® material suporte de enchimento, que
pode ser plastico, pedra ou outro material (METCALEDDY, 2015). A imobilizacdo da
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biomassa permite a manutencdo de elevadas corg@edrde células, acarretando maiores
taxas de producdo dexHEntretanto, a retencdo e consequente acumuldogésbsdo os
principais problemas destes sistemas (KUMAR & D2@)1; KIM et al, 2006).

O reator continuo de mistura complet@entinuous stirred tank reactdiCSTR), é
bastante utilizado para producao de hidrogénio (MBAet al, 2007; CHEN & LIN, 2003;
LEE et al, 2007; HAWKES et al, 2007; DAVILA-VAZQUEZt al, 2009; LUO et al, 2010;
SEENGENYOUNG, O-THONG, PRASERTSAN, 2014; ALGAPANI al, 2016). Possui
facil operacédo e fornece bom contato entre o safiose biomassa, através de uma mistura
vigorosa (SEENGENYOUNG, O-THONG, PRASERTSAN, 2014).

Em um CSTR convencional, a biomassa é suspenseimliguido reacional, que é
constantemente agitado, possuindo a mesma compagigio efluente (WANG & WAN,
2009). Se o TDC é igual ao TDH, ocorre o arrastbidmassa em TDH baixo. Devido a sua
estrutura intrinseca, este modelo de reator é azcale manter altos niveis de biomassa
fermentativa para a produgcéo de hidrogénio (YUleR@02; ARIMI et al, 2015). Sendo
assim, a utilizacao de células imobilizadas é ultesrativa para o CSTR convencional, pois
além de permitir a manutencédo de elevada concéwotrde biomassa, também possibilita a
operagcdo com TDH baixo sem o arraste de biomasgdN®V& WAN, 2009). Kim, Han &
Shin (2008) citam que a retencédo de biomassa rbgres tornou o TDC independente do

TDH, o que contribuiu para uma elevada producad.dem CSTR.

Temudo et al (2008) buscaram comparar os produiosdms da fermentacdo de
glicerol e glicose, utilizando dois CSTR operadas garalelo, sob as mesmas condicdes,
utilizando cultura mista e pH 8. Os reatores foraamtidos a temperatura de 30 + 1°C e
alimentados com uma taxa de diluicdo de 0,32Fvram testadas diferentes concentracées
afluente de ambos os substratos de 4, 10, 1522008.. Como resultado, foi verificado que
o glicerol pode ser convertido por microrganisnaigendo certa estabilidade em relacédo aos
produtos finais, sem o requerimento de ambientériesOs rendimentos maximos de
hidrogénio encontrados foram de 0,17 e 0,05 melmbl, para glicose e glicerol,

respectivamente, na menor concentracao de subtdstaola.

Lo et al (2013) testaram glicerol bruto para a pgdd de hidrogénio utilizando as
cepas bacterianaSlostridium butyricum Clostridium pasteurianunme Klebsiella sp., em
CSTR. Entre as cepas testadaspasteurianunmostrou a maior eficiéncia na producdo de

hidrogénio, sob as condicbes otimas de temperater&5 °C, pH 7,0 e concentracdo de
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glicerol de 10 g/L. A taxa de producdo volumétreeao rendimento de hidrogénio foram
166,0 £ 8,7 mL/L.h e 0,77 + 0,05 mobAhol glicerol, respectivamente.

3.6.5.2 Reator semi-continuo

O processo fermentativo recebe a denominacdo decsatnuo quando, uma vez
colocados no reator o meio de fermentacdo e o iop@s operacbes que se seguem
obedecem a seguinte ordem (BORZANI, 2001):

* Operagcdo 1. Aguarda-se o tempo decorrido entreinaeaiacdo e o término da
fermentacdao;

* Operacdo 2: Retirada de uma fracdo do conteudeatory mantendo-se o restante de
mosto fermentado;

* Operacado 3: Adicao do volume de alimento ao reigioal ao que foi removido na

etapa 2.

Conforme Borzani (2001), o alimento adicionado paracdo 3 encontra no reator as
células microbianas existentes no meio fermentagongle foi mantido. Em outras palavras,
o meio fermentado ndo retirado do fermentador reaaggio 2 serve de in6culo ao meio de
fermentacdo adicionado na operacdo 3. Reinicigegse modo, a sequéncia de operacdes

acima descrita, que sera repetida enquanto naehqueda da produtividade no processo.

Sendo assim, o processo operado sob a forma saiifimga ocorre em Sucessivos
ciclos, que compreendem 3 etapas essenciais: aigien reacdo e esvaziamento. Ou seja,
decorrido o tempo de reacao pré-determinado, ufgaath do liquido fermentado é retirado
do reator (30 a 60%, por exemplo), que é alimentaolamente com o mesmo volume
removido. Esta € uma técnica distinta, na qual @sidutida a ideia da operacdo por choques
de carga de substrato, o que pode ser interessantgeterminadas situacdes (BORZANI,
2001). Além disso, conforme Sarma et al (2015)racesso semi-continuo é proposto no

intuito de aumentar a producao cumulativa d@ét volume de substrato inserido.

Nos reatores anaerébios de bateladas sequenci@isaerobic Sequencing Batch
Reactor (AnSBR), € acrescentada uma etapa adicional denseth¢cdo, quando utilizada
biomassa suspensa, antes do esvaziamento, conuit@ idé aumentar a concentracdo da
biomassa. Sendo assim, as etapas subsequentedirséotagdo, reacdo, decantacdo e
esvaziamento (WU et al, 2009; LIN & JO, 2003; LAINZD16).

De acordo com Chen (2006), em AnSBR, apenas a Bsansuspensa presente no
sobrenadante, que nédo foi passivel de sediment&agscartada. Sendo assim, o TDC é
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sempre maior do que o TDH, o que pode favoreceeserd/olvimento de microrganismos

consumidores det£m condi¢des neutras.

Manssouri et al (2013) e Moncayo Bravo et al (20d&)jzaram em seus estudos
reatores operados em bateladas sequenciais coimbipiara producéo de hidrogénio. Como
a biomassa foi aderida a um meio suporte, os aut@e empregaram a etapa de decantacgéao,
prevista quando utilizado biomassa suspensa. ensasfoi denominado reator anaerébio de
bateladas sequenciais com biofilme Anaerobic Sequencing Batch Biofilm Reactor
(AnSBBR). Conforme Bezerra et al (2011), a util&agle um material suporte inerte em

AnSBBR aumenta a retencéo da biomassa e elimiteppa de sedimentacéo.

Desta forma, fica claro que o conceito de bateladgsienciais, conforme descrito na
literatura, tem por objetivo a concentracdo de bissa nos reatores, seja por meio da
decantacdo ou pela adesdo da mesma em meio siEnt assim, neste trabalho, se optou
por utilizar o termo Reator Semi-Continuo (RSC)apse distinguir da operacdo de AnSBR.
Os testes foram realizados empregando alimentag@vaziamento intermitente, como em
reatores sequenciais. Contudo, foi utilizada bieaasispensa e descarte do meio fermentado

sem a etapa prévia de decantacéo.

Poucos trabalhos foram realizados empregando aagqeroriginal de RSC para
producéo de hidrogénio. Segundo Hawkes et al (2@0R)yma de alimentacdo semi-continua
foi utilizada por apenas alguns pesquisadores ealsetaboratorial e forneceram resultados
nao satisfatorios, porém os motivos ndao foram rades. Ja Valdez-Vazquez al (2005)
encontraram rendimentos de hidrogénio consideradosmoderados a elevados utilizando
RSC, em comparagdo com sistemas em batelada, n@da@ando a citagdo anterior. Os
autores testararfracdo organica de residuos organicos domésticoseseala laboratorial,

encontrando rendimento maximo de 360 migHsTV.

Hamilton et al (2010) empregaram um biorreator (812 operado de forma semi-
continua para avaliar a taxa de dilui¢ad)(fquociente da relacdo entre vazdo e volume) na
producdo de hidrogénio, utilizando glicose comossalo, e a cep&itrobacter freundi
CWBI952 como indculo. Otimos resultados de taxapdeducdo de hidrogénio foram
encontrados, com valor maximo de 33,2 mi/Lkth, e rendimento de 0,83 molzkhol

glicose, quando operado de forma semi-continua,womtaxa de diluicdo de 0.012.h

Sarma et al (2015) tiveram como objetivo desenvalve sistema de baixo custo para

producdo de hidrogénio. Como indculo, foi utilizanldtura pura dé&nterobacter aerogenes
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NRRL B-407, e o sistema foi operado de forma semiioua, apenas com glicerol bruto e
agua, sem a insercdo dos nutrientes. Estes sdoalnoente utilizados em estudos de
producéo de hidrogénio, mas segundo os autoresyg@uscusto elevado. Acido e base foram
utilizados para controle do pH em 6, e TDH de 120Clmo resultados, os autores
demonstraram que o glicerol bruto, diluido em &dgstilada, pode ser utilizado como Unico
componente para ser utilizado em um sistema deobaisto. Os melhores resultados
encontrados foram 5,18 LoH, sendo equivalente a 210 mmob/H quando utilizada a

concentracdo de alimentacéo de 30 g/L.

3.6.6 pH

O pH também pode estimular os microrganismos angécam a producdo maxima de
hidrogénio. Alguns grupos especificos de bactésrmspH especifico, ajudam a manter o
reator nas condi¢fes adequadas de producdo dgéndvadurante a operacao. A faixa de pH
Otima para bactérias metanogénicas € entre 6,05 enquanto que, para bactérias
acetogénicas, o pH ideal € abaixo de 6,0. Assifaixa de pH entre 5,5 e 6,0 € ideal para
evitar o crescimento de bactérias metanogénicashecidas por serem consumidoras do
hidrogénio produzido no sistema (MOHAN, 2008).

Na literatura sdo encontradas algumas divergéeamselacdo a melhor faixa de pH,
na tentativa de maximizar a producdo de hidrogéAistores mostram que a maxima
producédo de biohidrogénio é alcancada em condieétray pH 7,0 (DAVILA-VAZQUEZ et
al, 2008; LIU & SHEN, 2004; LEE et al, 2006; RO%%kl, 2011). Lin et al (2006) atingiram
relativa estabilidade por 250 dias em reatorespgeagdo continua com agitacdo, em pH 6.8,
sem deteccdo de metano. Ja Costa et al (20113metate a condigéo 6tima para producao de
H> € em pH 9. Entretanto, outros estudos mostram ma&xroducdo entre pH 5,0 e 6,0
(BABU, MOHAN & SARMA, 2009; VAN GINKEL & SUNG, 200}, com a vantagem de
gue pH moderadamente acido pode inibir a metansgééiima etapa da digestdo anaerdébia,
aumentando, assim a producao de H

Fang et al (2006) testaram pH iniciais erdty@ e 7,0 para encontrar a melhor condicao
de producao de hidrogénio, esistemas em batelada. O pH 6timo foi de 4,5, sena@smo
valor de pH obtido ao final de cada reacdo em &ddelindependente do pH inicial. A
acidificacdo do meio reacional ocorre devido a pgadgd de acidos organicos, que diminuem a

capacidade tamponante do meio.
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Mangayil Karp & Santala (2012) testaram os pH 5; 6; 6,5;6/8 e temperaturas de
25 a 46°C para avaliar a melhor condicdo de pramagdhidrogénio, empregando glicerol
como substrato organico e reatores operados enadateAs condicdes otimas de cultivo
encontradas em pH 6,5, a 40 °C, alcancando valoéesmos de 1,1 + 0,1 mol ol

glicerol.
3.6.7 Temperatura

As reacbes de fermentacdo podem operar em condmp@ssfilicas (25-40°C),
termofilica (40-65°C), termofilica extrema (65-8)Cou hipertermofilica (>80°C)
(DAVILA-VAZQUEZ et al, 2008).

Valdez-Vazquez et al (2005) estudaram a producaidiegénio em reatores semi-
continuos, testando condi¢cdes mesofilicas e telioadi Encontraram que a producdo
volumétrica de hidrogénio foi 60% maior em condi¢éomofilica do que mesofilica. Os
autores sugerem que a maior producao de hidrogé@wie ser associada a temperatura 6tima
da enzima hidrogenase presente@ostridia termofilica

Lee et al (2006) citam que o efeito da temperatatse o desempenho de fermentacao
de hidrogénio pode apresentar duas divergénciasle®acdo da temperatura auxilia no
aumento das taxas de reacao, tais como a ativateageoducdo de hidrogénio, de acordo com
0s principios da cinética da reacdo. No entantgunahs enzimas e proteinas essenciais
associadas ao crescimento celular ou producdo di®gé@nio podem ser inativadas ou
desnaturadas quando a temperatura é muito eled&d®|( et al, 2015). Além disso, Davila
Vazquez et al(2008) acrescentam que outra desvantagem da c¢diizalo processo
termofilico é o aumento dos custos de energiaidimrneste trabalho, os experimentos foram

realizados na faixa mesofilica.

3.6.8 Nutrientes

A producao de biohidrogénio requer uma determirtpdmtidade de micronutrientes
essenciais para o0 metabolismo bacteriano (LIN & LAX005). Dentre todos o0s
micronutrientes, o ferro se destaca por possuirdgramportancia na reacao, ja que a enzima
hidrogenase, principal responséavel pela producabidi®génio e presente nos organismos
anaerobios, oxida a ferrodoxina reduzida para miodhidrogénio molecular. Desta maneira,
a adicdo externa de ferro € requerida para a péodde hidrogénio (KAPDAN & KARGI,
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2006), ja que limitacdo de ferro pode resultar @maatividade desta enzima (HAWKES et
al, 2002).

Lin & Lay (2005) examinaram o efeito de nutrientesniveis de concentracao
diferentes na producéo de hidrogénio, a partimddises de produtividade e taxa de producéo
de hidrogénio. Magnésio, sédio, zinco e ferro d@mentos tracos necessarios para a sintese
de varios microrganismos anaerobios. Eles s&oioe@tos com cofator enzimatico das
bactérias, processos de transporte de dehidroger@sstudo mostrou que o magnésio foi o
metal traco que rapidamente afetou a producéo dtfedénio, a partir de sua variacdo nas
reacfes. Assim, além do magnésio, 0os autores saggue o controle da concentracdo de
ferro em suplementos nutricionais também é imptetgara a eficiéncia da producdo de
hidrogénio. A partir dos ensaios, as concentragdesdas que resultaram na maior

produtividade e taxa de producéo de hidrogénimestacritas na Tabela 2.

Tabela 2: Formulagéo de nutrientes para obtencamadar produtividade de hidrogénio e

taxa de producéo de hidrogénio.

Concentracdo para Concentragdo para

Nutrientes maior rendimento  maior produtividade
(mg/L) (mg/L)
Cloreto de magnésio hexahidratado 40 40
(MgCl2.6H20)
Cloreto de cobalto hexahidratado 01 05
(CoCl26H20) ’ ’
Cloreto de calcio bihidratado 10 1000
(CaCl2.2H20)
Cloreto de niquel Hexahidratado o5 01
(NiCI2.6H20) ’ ’
Cloreto de manganés hexahidratadc o5 o5
(MnCl 2.6H20) ’ ’
lodeto de potassio (KI) 12,5 0,5
Cloreto de aménio (NH.CI) 50 50
Cloreto de sédio (NaCl) 1000 10
Cloreto de zinco (ZnCk) 0,1 0,5
Sulfato ferroso heptahidratado 1 5
(FeSQ..7H20)
Sulfato de manganés tetrahidratado 25 05
(MnS04.4H20) ' ’
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Sulfato de cobre pentahidratado 5 5
(CuS0O4.5H20)
Molibdato de sédio bihidratado 01 0.1
(Na2M004.2H20) ' ’

Fonte: Lin & Lay (2005).

Na Tabela 3 estdo mostrados alguns trabalhos ger@rth como objetivo a producéo

de H, condicdes operacionais empregadas, bem como tadsgsl encontrados.



Tabela 3: Revisdo da literatura relacionada azatjfio de glicerol como fonte de matéria organiaes produgéo de hidrogénio

Autores

In6culo

Tipo
Reator

)

de

Reator anaerébio de leito fluidizado

Melhor

Maior

concentracdo de producao
glicerol ou COV

de H.

Maior rendimento
molar

Moncayo Bravo et al o 3e4dh 3,4e5¢g/L 1512 mL | 21,1 mols H/kg DQO
(2015) Lodo anaerdbio AnSBBR Hy/L.d
Mangayil, Karp & ) 72h 0,5,1,25,35¢e€ 1,1 mol H/mol
Santala (2012) Lodo ativado Batelada gL
. . Thermotoga 56 h 5g/L 1,28 mol H/mol
Ngo, Kim & Sim (2011) neapolitanaDSM 4359 Batelada
Selembo et al (2009) Mistura de solos Batelada 3g/L 0,31mol Ha/mol
Sakai & Yagishita (2007)| Enterobacter aerogene Batelada | Até 60 h 9,9e14,8¢/L 0,77 mol H/mol
Seifert et al (2009) Lodo anaerdébio Batelada 10 g/L 0,41 mol kmol
Kivistd, Santala & Karp Halanaerobium Batelada 2.5l 1,21 mol H/mol
(2010) saccharolyticum
Liu et al (2013) Solos Batelada 79/l 0,65 mol H/mol
10 h 0,05 mol H/mol
Temudo et al (2008) Cultura anaedbia mistt CSTR 2
Rodrigues (2016) Lodo anaerobio ETE Batelada 20 g/L 2,21 mols Emol
Nazareth (2015) Lodo anaerdébio RALF® gash ol 31?_’% i
De S& (2011) Lodo anaerdbio de ETE  Batelada 10 g/L 0,80 mol ki mol
Bernal et al (2013) Clostridiumspp Batelada | 72 horas 50 g/L 0,19 mol H/mol
Lodo ativado 15 g/L 2960 mL 0,66 mol H/mol
Varrone et al (2013) enriquecido Batelada Ho/L.d
Seifert et al (2009) Cultura mista CSTR 6 10 g/L 0,41 mol H/mol
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3.7 Microrganismos responsaveis pela producéo de Hidgénio

As bactérias capazes de produzir hidrogénio est@septes em ambientes naturais,
como solo e lodo de processos de tratamento denédlsi (FANG et al, 2006; WANG & WAN,
2009), ou através da fermentacdo natural do stwbstrganico a ser utilizado (LEITE et al,
2008; PEIXOTO et al, 2011). Sendo assim, estesriast@odem ser utilizados como inéculo

Os microrganismos envolvidos na producédo de hidiog&odem ser classificados em 4
grupos: anaerébios estritos, anaerébios faculgtigerdbios e fototroficos. Como exemplos,
algas verdes, cianobactérias, bactérias fototfieafermentativas (DEMIRBAS, 2009;
HALLENBECK, 2009; MAINTINGUER, HATANAKA & OLIVEIRA, 2015). Bactérias dos
géneroEnterobacterLactobacillus Clostridium (LEVIN, PITT & LOVE, 2004; ROSSI et al,
2012),Klebsiella e Citrobactesdo capazes de fermentar glicerol (ROSSI et aR)20

Os principais organismos envolvidos na conversawahiologica do glicerol a 1,3-PD
saoKlebsiella pneumoniaHOMANN et al,1990; SOLOMON et al, 1994; ROSShEt2012),
Citrobacter freundii(HOMANN et al,1990; BOENIGK, BOWIEN & GOTTSCHALK1993;
DROZDZYNSKA et al, 2014)Clostridium butyricum(ABBAD-ANDALOUSSI et al, 1996;
FORSBERG, 1987) dnterobacter agglomeranBARBIRATO et al, 1995). Alguns dos
organismos citados também s&o conhecidos devidpatitlade de producéo de H

De acordo com Solomon et al (1994) e Sakai & Yag@s{2007), em condi¢des
anaerobiasKlebsiella pneumoniaé capaz de converter glicerol. Além do 1,3-PD,b&m é
possivel obter como produtos os acidos acéticogisigo, latico e formico, COe H.
Chookaew, O-Thong & Prasertsan (2014) testaranpalkepneumoniad’ R17 para avaliacao
da producéo de HVerificou-se que a mesma produz ¢m uma faixa ampla de temperatura
(30 — 50 °C), pH inicial (4,0 — 9,0) e concentragi® glicerol bruto (20 — 100 g/L). As
condicBes 6timas encontradas foram em temperatud®C, pH inicial de 8,0 e concentracao
de glicerol de 20 g/L. A produgdo méxima cumulatieatd foi 27,7 mmol H/L, e rendimento
de 0,25 mol K/mol glicerol.

Segundo Sarma et al (2012), o microrganismo maiade para producéo de hidrogénio
utilizando glicerol bruto como substratde@terobactor aerogeneg&stepossui habilidade em
produzir B (ITO et al, 2005SAKAI & YAGISHITA, 2007; SARMA et al, 2013). Além a
H>, este organismo também pode produzir etanol, tace2e8-butanediol, 1,3-PD, lactato, e

succinato, quando utilizados diversos carboidratmsio substratos orgénicos. A partir do
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glicerol, produz predominantemente, HCO; e etanol RACHMAN et al 1997;SAKAI &
YAGISHITA, 2007). Ito et al. (2005) investigaram a producédo de hidnig a partir de
glicerol, utilizandoE. aerogene$iU-101como inéculo. Foi encontrado rendimento mméxde
80 mmol/L.h.

Espécies deClostridium sdo conhecidas pela sua habilidade em produzdosci
organicos, como butirico e acético, bem comdIHO et al, 2005). Dentre essas, destacam-se
as espécief€lostridium pasteurianumClostridium butyricum Clostridium acetobutylicune
Clostridium beijerinkii, conhecidas por serem as maiores produtoras de gRiig
relacionadas & maior producdo de acetato e butitadta espéci€lostridium propionicume
um produtor fraco, relacionado a maior producaprdpionato em meios reacionais (LEVIN,
PITT & LOVE, 2004). Bernal et al (2013) isolaram &8pas nativas d€lostridium spp de
solos da Colémbia para avaliacdo do potencial d@elypdo de bl a partir de glicerol, na
concentracdo de 50 g/L. Os autores verificaram @pessivel a producdo de Mtilizando
cepas naturais d€lostridium destacando &lostridium spIBUN 18S, que obteve a maior
producdo, alcancando o valor maximo de 11,59 mmgL tlpds 18h de fermentacéo,

utilizando reator em batelada.

Mangayil, Karp & Santala (2012) avaliaram o potahdia conversdo de glicerol bruto
em H, empregando lodo ativado em testes operados eetatdat A producdo de -Hoi
associada com a fermentacdo via &cido acético ieidoytformando etanol como um dos
produtos finais. A andlise da comunidade microbigelou que o consorcio enriquecido é
composto, predominantemente, de espécies Giiestridium (Clostridium sporogenes

Clostridium subterminale Clostridium sp).

Pachapur et al (2015) testaram a possibilidadeedkzacdo de uma co-cultura para
producéo de Ka partir de glicerol bruto, utilizandénterobacter aerogendsRRL B-407 e
Clostridium butyricunNRRL B-41122. Foi verificado que a co-cultura teswem incremento
da producédo de Hlalcancando o valor maximo de 19.46 + 0.95 mmdl HNas monoculturas,
os valores encontrados foram de 15.64 = 0.47 mmftkl, idaraE. aerogene® 17.44 + 0.38

mmol H/L paraC. butyricum

Métodos de analise microbianos tais como a reagdoca&deira da polimerase —
Polymerase Chain ReactiofPCR) e eletroforese em gel com gradiente de tlesgdo -
Denaturing Gradient Gel Electrophoresi®GGE) tém sido utilizados para determinar a
estrutura das comunidades de culturas mistas (W&A&N®BAN, 2009). O sequenciamento de

genes do rRNA16S de bactériadrgueasextraidas diretamente das amostras tem se mostrado
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como eficiente ferramenta para caracterizar umasam@OLIVEIRA, 2013). Desta forma, é
possivel determinar as espécies dominantes dusapr®ducdo de hidrogénio fermentativo
(PATTRA et al, 2011). Estas analises também podanutizadas para detectar mudancas na
estrutura da comunidade de culturas mistas (WAN®/AN, 2009), podendo ser devida a
modificacdes de condi¢cdes operacionais (LIN et2806) ou caracteristicas do substrato
organico utilizado (DIAZ et al, 2006).

Os bioreatores e outros sistemas projetados ofarecpossibilidade de controle, em
termos de estudo de processos, acompanhando &mossisem larga escala. No entanto, a
estabilidade destes sistemas é baseada quasanrgete em termos de processos e funcgdes,
nao considerando, em muitas vezes, a comunidadebidna (BRIONES & RASKIN, 2003).
Os digestores anaerobios séo operados como “caigtes”, geralmente ndo considerando 0s
processos que ocorrem em nivel de microrganismasimA 0s reatores sao projetados
utilizando-se critérios empiricos para seu projetgue pode acarretar subdimensionamentos
ou instabilidade operacional (O'FLAHERTY et al, B)0

Por isso, fazem-se necessarias abordagens em arigethé reatores para identificacao
dos microrganismos em fermentadores. Desta mareirpossivel determinar como a
diversidade comunidades microbianas contribui para estabilidade dos processos
fermentativos, principalmente relacionada a produtgib (BRIONES & RASKIN, 2003).

7

Assim, além de otimizar o projeto do reator, é Bs&g8o0 0 conhecimento da
comunidade microbiana existente, responsavel peldupao de H a fim de revelar os fatores
gue influenciam a eficiéncia e a estabilidade aperal. A partir deste conhecimento, é

possivel o desenvolvimento de estratégias pardteormedo desempenho (HUNG et al, 2007).

3.8 Outras consideracdes

Conforme mostrado pela literatura, o glicerol brptale conter diversas impurezas que
podem acarretar a inibicdo de processos biologiesdo assim, no presente trabalho, se optou
por realizar um teste preliminar em batelada, paediacdo da producao de kBl &cidos graxos
volateis utilizando este substrato. Para comparagG@omesmas condi¢cdes também foram

testadas empregando sacarose como fonte de carbono.
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Verificou-se que a temperatura, pH, TDH, TDC, conicegdo de substrato, nutrientes,
configuracéo de reatores e pré-tratamento da bgarnasdem interferir na producéo de ik
fermentativa. Sendo assim, buscou-se selecionamealbores condicbes encontradas, na
tentativa de aprimorar a producéao de Na presente pesquisa, foram utilizadas duasetifes

configuragdes operacionais de fermentadores, c@saritb a seguir:

* Reatores com operacdo semi-continua: dois reatgéaados, empregando

biomassa suspensa;

 Reatores com alimentacdo continua: dois reatorésdag, empregando

biomassa aderida;

Ha poucos trabalhos na literatura relatando operaggmi-continua de reatores
anaerobios para a producdo de Bendo assim, como ja foram realizados diversizaknos
empregando os tipos classicos de reatores, ebadhoatem como objetivo a avaliagdo de um
modelo distinto para producdo de hidrogénio. Omegioperacional continuo também foi

avaliado, e a comparacgao dos resultados de amlsasd@igdes foi realizada.

Por ndo haver demais trabalhos empregando o mogel@acional semi-continuo para
producgéo de Ha partir de glicerol bruto e in6culo misto, o Thdi fixado em 24h, para ambos
0os modelos operacionais. J& o TDC utilizado pardrole dos reatores semi-continuos foi de

1,5 d, préximo do ideal encontrado por Trevisarl(®0de 1,4 d.

N&o ha um consenso na literatura em relacdo as®toncentracdes de glicerol bruto
para a producéo dexte acidos graxos volateis. Sendo assim, optou-satji@aar as melhores
concentragOes descritas por Sarma et al (2013uadRang, Sittijjunda & O-Thong (2013), de

10 e 50 g/L, respectivamente.

A producdo de K e &cidos graxos volateis também pode ser avakddwés da
diversidade microbiana. Desta forma, foi possietdaionar as modificacdes na estrutura da
comunidade microbiana em cada configuracdo proposta 0s demais parametros de

desempenho, definindo-se, assim, a melhor condigémacional.
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4 MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada no LaboratorioDésenvolvimento Tecnoldgico
(LADETEC) do Instituto de Pesquisas Hidraulicasutaversidade Federal do Rio Grande do
Sul (PH/UFRGS). Foram utilizados os equipamentpsoeedimentos experimentais descritos

a sequir.

4.1 Equipamentos

4.1.1 Reatores em batelada

Para a realizacdo dos testes em batelada foramadtis frascos de reacdo, com

agitacao constante e temperatura controlada. @nssesta mostrado na Figura 6.

Figura 6: Sistema utilizado para a realizacdo @sses em batelada (a) Frasco de reacéo,
mandmetro e seringa para alivio de pressédo e (p ae acrilico para manutencdo da
temperatura e agitacdo constantes.

Fonte: a autora

Conforme Figura 6a, cada reator consistiu de frdsceeacao (volume total de 500 mL

e volume util de 450 mL), mandmetro, para iderdif@o da ocorréncia da producdo de gas
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pelo deslocamento da coluna d’'agua, e seringa gdadpara a retirada diaria do biogas
produzido com consequente alivio da pressdo naidntelo mandmetro. Portanto, a
guantificacdo do volume de biogas gerado nos remfor realizada manualmente.

O equipamento utilizado, com capacidade para &t#sBos de reacdo, consiste em uma
caixa de acrilico, com termostato para manuteng@dethperatura constante, e sistema de
agitacdo, como mostrado na Figura 6b. Os reatamesupm um septo de silicone, o que

permitiu a coleta de biogas gerado no decorreeske t

4.1.2 Reatores de mistura completa com biomasgserga e operados de forma semi-

continua

Para a realizacdo deste experimento, utilizou-$& f@omentadores (New Brunswick
Fermenter, BioFlo 110), cada um com volume totaf el e volume til de 5 L, conforme a

Figura 7.

Figura 7: Fermentadores operados de forma semirtant(a) Medidores de vazao de gas; (b)
Bombas de alimentacé&o; (c) Bombas de retiradaldergé; (d) Sistema de aquecimento dos

reatores.

Fonte: a autora

A mistura dos reatores foi mantida constante nacidhde de 250 rpm, e a medicdo da

vazao de gas produzido foi realizada pelos medsddee gas MilliGascounter®, da marca
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Ritter, modelo MGC-1. O biogas foi coletado atradéssepto existente na parte superior do

reator, utilizando-se uma seringa.

A insercdao de alimento e retirada do efluente fealizada através de bombas
Masterflex® Easy Load modelo 7518-10. A alimentag&escarte do liquido dos reatores se

deu na vazao maxima das bombas.

Para o aquecimento dos reatores e a manutencémgaratura escolhida para trabalho,
foi utilizado um barrilhete em PVC, com volume de[2 Dentro do mesmo, foram inseridos
uma serpentina para aquecimento da agua, um disposiutomatico para controle da
temperatura e uma bomba de recirculacdo. O béarilfee completamente preenchido com
agua e a serpentina foi acionada até alcancarxa €tk temperatura escolhida. A agua foi
encaminhada para as camisas de aquecimento dosesaendo recirculada para manutencao

da temperatura.

4.1.3 Reatores agitados, com biomassa aderida eadpe em sistema de alimentacao

continua

Para execucédo deste experimento, utilizou-serdat®res de aco inox, cada um com
volume total de 28,3 L e volume Uutil de 20,0 L, fmvme Figura 8. Além dos reatores, também
€ possivel observar na Figura abaixo os acessdtiizados para realizacdo do experimento,
como tanques de de estocagem de substrato, medlidereazdo de gas, bombas dosadoras

para insercao de alimento e sistema de agitacdanizeco.
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Figura 8: Fermentadores em paralelo operados deafeontinua. (a) Medidores de vazédo de
gas; (b) Sistema de mistura mecanizada; (c) Tangaresalimentacao; (d) Ponto de retirada do

efluente; (e) Bombas dosadoras para alimentacacedtses.

Fonte: a autora

A agitacdo dos reatores foi mantida constante fecidade de 250 rpm. A medicéo da

vazao de gas produzido foi realizada pelo medidagases Hemon® HM 02.

Para a operacdo do sistema continuo, empregoueseassa aderida. Os detalhes

internos dos reatores podem ser visualizados nad8y
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Figura 9: Reator utilizado nos testes com alimétazpntinua. (a) Cesto metalico; (b) Septo
para coleta do biogés, (c) Cinta de aquecimenjoQ(dicio para extravasamento natural do
efluente, (e) Eixo central de agitacéo e (f) V&wvphra esvaziamento e limpeza do reator.

Fonte: a autora

A temperatura foi mantida através da utilizacaccitas de aquecimento, conforme
Figura 9(c), e dispositivo de controle automati&@inta era acionada até atingir a temperatura

escolhida para trabalho, sendo posteriormentegaeisli

Foi utilizado um cesto metélico interno, como pedevisualizado na Figura 9(a), para
a separacao fisica do meio suporte e do eixo dacagi Desta forma, evitou-se o contato do
sistema de mistura mecénica com o material sup@&ea evitar desprendimento dos

microrganismos aderidos.

O biogas foi coletado no septo existente na papersor do reator, utilizando-se uma

seringa.

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Temperatura e pH inicial

A temperatura de todos os testes foi mantida xa faiesofilica, em 35£€.
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O pH inicial foi mantido em torno de 5,5-6,0, de@o com Mohan (2008), para evitar
o0 crescimento de bactérias metanogénicas. Naoeftlizado o ajuste de pH durante a

fermentacédo, em todas os experimentos realizado&reme Lo et al (2013).

4.2.2 Agua residuéria

O glicerol empregado nos experimentos deste trabfdh oriundo da industria de

biodiesel Oleoplan S/A, localizada no municipiovigandpolis.
A sacarose utilizada nos experimentos em batetadadcucar cristal (comercial).

Nos testes em batelada, foram testadas as cong@grde 1,5; 3; 4,5 e 6 g/L, de ambos
0s substratos. J& na operacao dos sistemas setimucsne continuos, foram utilizados apenas
glicerol nas concentracdes de 10 e 50 g/L, confonme¢hores resultados encontrados nos
trabalhos de Sarma et al (2013) e Reungsandu8daj & O-Thong (2013).

4.2.3 Tempo de detencéo hidraulico

O TDH nos ensaios em batelada, realizados nostestdatelada, variou de 10 a 25 h,

em funcéo do tempo requerido para consumo do swbstela biomassa empregada.

Ja nos experimentos empregando o0s reatores setfingms e continuos, o TDH foi
fixado em 1 d. Nos reatores semi-continuos, corsidse o TDH o tempo transcorrido entre
cada alimentacao.

4.2.4 Tempo de detencéo celular

Este parametro foi controlado somente nos reasam@s-continuos. Foi definido o TDC
de 1,5 d, valor préximo do ideal proposto no trabale Trevisan (2010), igual a 1,4 d. De
acordo com Metcalf & Eddy (2015), a vazdo de deeqawde ser calculada conforme Equacao
8.

0 - (8)
descarte — TDC
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Em que:
V: volume do reator
Quescarte Vazao de descarte.

Desta forma, foi estabelecida a remoc¢éao de 3,3 in€lio reacional dos reatores semi-
continuos (66%). Os 1,7 L (34%) restantes do caluteld reator foram mantidos para garantir

a inoculacao.

4.2.5 In6culo, material suporte e procedimentordebilizacédo

Nos testes em batelada, foram testadas as inoeslagiural e direta. A inoculacao
natural foi realizada conforme descrito por Leitelg2008) e Peixoto et al (2011), para cada
substrato organico utilizado, em dois recipienietirdos. Foram utilizados dois recipientes de
10 L, e em um foi acrescentado sacarose e no gliberol, ambos com concentracdo de 10
g/L, sem a adicdo de nutrientes. Os recipienteanfotolocados em banho termostatizado a

30°C e mantidos em repouso durante sete dias,glemotdo a fermentacéo natural.

A inoculacao direta, por sua vez, baseou-se naagdo de biomassa proveniente de
lodo granular de reator UASB de estacdo de tratamele efluentes de empresa de
processamento de soja. Antes de ser utilizado rpsrienentos, 0os microrganismos foram
submetidos a etapa de tratamento térmico, depmitRossi et al (2011). O lodo foi aquecido a
100°C durante 15 min em chapa aquecedora e a tataperfoi verificada utilizando-se

termoémetro.

Nas operacdes semi-continua e continua foram eagseca inoculacdo direta, com a

biomassa suspensa e aderida em a&alsrespectivamente.

O material suporte utilizado para imobilizacdo dentassa na etapa 3, de operacéo
continua, foram anéBall de polipropileno. Cada unidade possui dimensfek,Blem x 1,5

cm e indice de vazios de 95% (Figura 10).
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Figura 6: AnéidPall utilizados na etapa 3

Fonte: a autora

A inoculacdo dos anéis foi realizada conforme natmyla adaptada descrita por Zaiat
et al (1994), Flores (2009) e El Manssouri (2012%.anéis foram imersos por 2 h em 2 L de
in6culo previamente tratado. O excedente de lodordtrado e o material suporte com

biomassa foi introduzido no reator dentro do cesttalico, descrito no item 4.2.3.

4.2.6 Meio Nutricional

O meio nutricional utilizado foi baseado em estudadizados por Lin & Lay (2005). A

composicao de cada nutriente esta descrita nad dbel

Tabela 4: Formulac¢édo nutricional para producéoideénio via fermentativa.

Nutrientes (mg/L) |

MgCl,.6H,0 40
CoCl>.6H20 0,5
CaCl,.2H;0 1000
NiCl,.6H,O 0,1
MnCl ,.6H.0 2,5
Kl 0,5
NH,CI 50
NacCl 10
ZnCl 2 0,5
FeSQ.7HO 5
MnS0O.4.4H,0 0,5
CuS04.5H0 5
Na:M004.2H,0 0,1

Fonte: Lin & Lay (2005).
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Além dos nutrientes descritos na tabela acimaadmscentada fonte de fosforo, fosfato
dipotassio (KHPQy) na concentracéo de 125 mg/L, conforme descritisppesmos autores.

Em todas as etapas foi utilizada a solu¢ao nutrdidescrita acima.

4.2.7 Analises para monitoramento dos reatores

A periodicidade das amostragens e realizacdo ddses nas 3 etapas experimentais

podem ser visualizadas na Tabela 5.

Tabela 5: Periodicidade das amostragens realizaztagxperimentos propostos.

Analise Reatore Reatore Reatore
e paleladad e O O O O
Cromatografia gasosa intervalos de 2h diariamente diariamente
Medigao vazdo do intervalos de 5-30 min diariamente diariamente

biogas

Soélidos totais volateis ao final do teste semanalmente Semanalmente

ao inicio e
ao final do teste

Solidos totais volateis
do material suporte

DQO ao inicio e ao final do testqd 3 vezes por semana 3 vezes por semana

Glicerol residual

ao final do teste

3 vezes por semana

3 vezes por semana

Sacarose residual

ao final do teste

pH

ao inicio e ao final do test¢

b

3 vezes por semang

3 vezes por semana

Coleta para analise da
diversidade microbiana

quinzenalmente

quinzenalmente

AGV

ao final do teste

3 vezes por semang

3 vezesepmana

Fonte: a autora

4.2.7.1 Andlise da qualidade do biogas produzido

A qualidade do biogas gerado foi verificada utitida-se cromatégrafo gasoso Dani GC
1000 com detector de condutividade térmica (TCDjokina Molecular Sieve 80/100. As
condicbes cromatograficas descritas por Morimot@lef2004) sdo: temperatura do injetor
50°C; temperatura do detector 50°C; temperatureolima 40°C; gas Hélio para arraste, com

fluxo de 25 mL/min e amostra injetada com volumé. aheL.
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4.2.7.2 Andlise dos Acidos Graxos Volateis

A analise das concentracfes dos acidos graxoseiofai realizada por cromatografia
gasosa, utilizando cromatégrafo gasoso Dani GC 100 detector de ionizagcdo de chama
(FID) e coluna capilar Nukol™ Supelco® (30m x 0.2 0.2um). O método empregado
foi adaptado de Cuetos et al (2010): temperaturangdor e detector de 220°C e 250°C,
respectivamente. A temperatura do forno foi de @B@°C, empregando duas rampas: 60°C
até 170°C, a 10°C/min; 170°C a 180°C, a 50°C/min.

O gas de arraste utilizado foi hélio, com fluxo dalL/min e o volume da amostra
injetada de 1uL. As amostras submetidas a cronmeftagoram filtradas em filtro de fibra de
vidro, de porosidade 0,45um, e armazenadas sopemrefcao, utilizando-se &cido férmico para

preservacgao.
4.2.7.3 Analises fisicas e quimicas

A fim de caracterizar o afluente e efluente dosnémtadores, foram realizadas as
seguintes analisd$sicas e quimicas, tanto do afluente como doeef dos reatores: demanda
quimica de oxigénio (DQO), pH e sdlidos volatetai(SVT).

As analises descritas acima foram realizadas del@acom oSandard Methods for the
Examination of WastewatéAPHA, 2012), conforme metodologias descritas abela 6.

Tabela 6: Metodologias empregadas para a realiziggianalises fisicas e quimicas.

Parametro Método conforme APHA (2012)

Método gravimétrico 2540-E

DQO Método titulométrico de refluxo fechado 5220 C

pH Método eletrométrico 4500+HB

Fonte: a autora

Para a caracterizacéo inicial do glicerol, alénadalise de DQO, também foi realizado
o teor de cinzas, conforme descrito por Lopes ef2@l4), e a proporcdo de glicerol. A
primeira analise é baseada na calcinacdo da amasi®0°C, e determinacédo do indice por
gravimetria. Ja a segunda foi gentilmente realizaoldnstituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (ICTA/UFRGS), utilizando cromatografo HELShimadzu (Shimadzu Corp.,
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Japan), com detectoefractive indexRID-10A. As fases estacionaria e movel foram calun
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) (Bio-Rad, USA) e sgio 0,005 mol/L KSQ; a 0,8

mL/min, respectivamente. A temperatura da colunadotrolada a 65°C.

Nos reatores continuos (etapa 3) foi realizadadisende SVT do liquido reacional,
semanalmente, e do meio suporte, no inicio e &b dia experimento, para acompanhamento
do desenvolvimento da biomassa. No inicio foi zaitio material suporte logo apds a
inoculacéo. No fim, primeiro drenou-se o liquidordator para que 1,0 L deste material fosse
coletado. As amostras do inicio e do fim foram sefithlas a lavagem, utilizando agua
deionizada, seguidas de agitacdo manual vigorosaubm falcon para desprendimento da
biomassa. Esta mistura (dgua deionizada e biomassacaminhada as etapas subsequentes

da analise de SVT, conforme metodologia ja descrita

Ja as andlises de glicerol e sacarose residuah foegeadas nas metodologias descritas
por Englis & Wollerman (1952) e Dubois et al (195&)laptada por Chow & Landh&ausser
(2004), respectivamente.

As amostras submetidas a todos os ensaios dedorims filtradas em filtro de fibra de

vidro, de porosidade 0,45 pm, e imediatamente psacas.
4.2.7.4 Analise de glicerol residual

A técnica é baseada na deteccdo da modificacdmrmlecausada pela oxidacdo de
compostos de cromo (dicromato de potassio.€ri0;), devido a presenca de glicerol, por
meétodo espectrofotométrico (ENGLIS & WOLLERMAN, 195

Em um frasco com tampa, foi acrescentado 3,2 mhamdastra, 12 mL de solucéo de
K2Cr207 e 10 mL de acido sulftrico concentrado$dy). Depois de tampar, o recipiente foi
encaminhado ao banho-maria, com agua fervente(Qaori Transcorrido o tempo, retirou-se

o frasco do banho e deixou-se esfriar até alcdrggperatura ambiente.

Apos, o liquido foi transferido para um baldo voéirito e avolumado a 100 mL. A
leitura em espectrofotdmetro foi realizada em comgnto de onda de 587 nm. Neste trabalho,
foi utilizado Espectrofotometro UV/VIS UV-1600 Pii@ols.

4.2.7.5 Analise de sacarose residual

De acordo com Dubois et al (1956), a presenca deasgs acarreta coloracao
alaranjada ou amarelada em fenol £@&; concentrado. Sendo assim, o método fenol-acido
sulfarico é utilizado para determinar a concenwadg@ aclcares presentes em amostras.
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O método empregado € de Dubois et al (1956) adapgtad Chow & Landh&éusser
(2004). Em frasco com tampa, foi inserido 0,5 mlLadestra e 1 mL de solugéo fenol 2%. O
H>SOQy concentrado, no volume de 2,5 mL, foi rapidameérgerido para promover a coloragao.
O frasco foi encaminhado ao banho-maria a 30°G@anin.

A leitura em espectrofotdmetro foi realizada no pamento de onda de 490 nm,
utilizando o mesmo equipamento de espectrofotoandéscrito no item anterior.

4.2.8 Avaliacao da diversidade microbiana

A verificacdo dos organismos dominantes foi redbzaas etapas 2 e 3, para que uma
analise comparativa fosse realizada. As amosttatadas para esta finalidade foram colocadas
em frascos falcon de 50 mL, previamente esteritigagin autoclave. Na etapa 2, foi coletada
uma parcela do liquido removido dos reatores dagae3, liquido e anéis, estes ultimos sendo
removidos nas etapas subsequentes de processam@isca coleta, os tubos foram colocados
em freezer a -20°C.

De todas as amostras disponiveis que foram coketqdmzenalmente nos reatores
semi-continuos, optou-se por sequenciar duas dereatbr: uma com a melhor e outra com o
pior resultado na producdo de,Hanto pelo volume produzido, como pela porcemtage
encontrada no biogas. Sendo assim, deste modocapwbforam sequenciadas 4 amostras, 2
correspondentes ao RSC1 e 2 ao RSC2. Ja nos amstiapenas 2 amostras foram

sequenciadas para analise, uma do RC1 outra do RC2.

A avaliacdo da diversidade microbiana presentereat®res foi realizada em parceria
com o Laboratdrio de Genética do Centro UniveiigitdiNIVATES e o Centro de Exceléncia
em Pesquisa e Inovacdo em Petrdleo, Recursos NineréArmazenamento de Carbono
(CEPAC), localizado na Pontificia Universidade Tesd(PUC), em Porto Alegre.

4.2.8.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme metodaoglescrita porKrsek e
Wellington @999), com as modificagdes propostas Poares et a2006), que recomenda a

limpeza do DNA com sucessivas lavagens com feotwreférmio.

O liquido contido nos tubos falcon foi transferido eppendorf de 3 mL, para
centrifugacéo a 10.000 rpm por 10 min. O processoepetido (10 vezes) para obtencao de

consideravel quantidade de pellet.
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O pellet obtido foi ressuspendido em 8 mL de sauwdé Crombach, sendo adicionado
0,1 g de lisozima. Esta mistura foi incubada pdiC3por 3 h, e decorrido este periodo, foi
adicionado 165QL de acetato de potassio 8M (6EDOK) e incubado a temperatura ambiente

por 10 min.

Apébs, a mistura foi centrifugada a 10000 rpm pon, e o sobrenadante foi coletado,
e adicionado 4950L de solucdo PEG 50% NaCl 1 M, sendo incubado toga 1 h. Apoés,

foi novamente centrifugado a 10.000 rpm por 20 mia,sobrenadante foi descartado.

O pellet foi ressuspendido em 7pD de TE2 e transferido para microtubo de 1,5 mL,
em que foi adicionado 1 volume de fenol:cloroférriagitado vigorosamente. O liquido foi
centrifugado a 5000 rpm por 5 min, sendo postereotm retirada a fase aquosa, transferido
para outro microtubo estéril. Estas duas Ultimapast foram repetidas 2 vezes, utilizando

cloroformio.

O DNA foi precipitado com 0,6 volume de isopropagelado, e mantido no freezer
over night Transcorrido o tempo requerido, centrifugou-s&2800 rpm por 20 min e 0

sobrenadante foi descartado.

O pellet foi lavado com 50QL de etanol 70% e centrifugado a 12000 rpm por ’®. mi
Apds, o etanol foi descartado e o pellet foi seoo p h a 35°C, que foi posteriormente
ressuspendido em 30 de TE2. A fim de avaliar a eficiéncia da extrag@goDNA, 2uL da
solucéo foi verificada em gel de agarose 0,8%

4.2.8.2 Reacao em cadeia da polimerase

Para caracterizar as comunidades microbianas peesas amostras, fragmentos do
gene ribossomal 16S foram amplificados utilizandmligonucleotideos iniciadores F515 (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3) e R806 (5-GGACTACVSGGGTAT®BAT-3),

conforme metodologia descrita por Bagesl (2011).

O PCR foi realizado em reacdes deai25cada qual contendo | (concentracao de
15uM) dos oligonucleotideos inciadores, 10 de 5Prime Hot MasterMiXEppendorf-5Prime
Inc.) e ulL de DNA de comunidade gendmica como molde. Osmpet®s dos 35 ciclos
subsequentes foram 95°C por 30 s, 50°C por 1 n#fC por 1 min, depois de uma

desnaturacao inicial de 95°C por 3 min.
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4.2.8.3 Sequenciamento

Os fragmentos gerados por PCR foram submetidos egoieaciamento de alto
desempenho utilizando-se um sequenciador P®N Torrent (Life Technologies). A
construcdo das bibliotecas foi realizada comitdon Plus Fragment Libraryutilizado para
amplicons curtos{ 350 pb), a partir de uma quantidade de 100 ngaldup de PCR de cada
amplificacdo. O sequenciamento foi realizado emahip 316, utilizando-se &it lon PGM

Sequencin@00 v2, seguindo as recomendacdes do fabricante.

Para a comparacao global de diferencas signifasitentre as comunidades avaliadas,
as sequéncias foram agrupadas em unidades taxa@aoperacionais (OTUs), utilizando o
programa UPARSE (EDGAR, 2013). As sequéncias reptavas (a mais longa sequéncia de
cada grupo com similaridade superior a 95%) foratectonadas e editadas manualmente
utilizando o programa Mega 5.1 (KUMAR, TAMURA & NEPR004). O mesmo programa
também foi empregado para obtencdo de sequéndagneias no GenBank, e as analises
filogenéticas serdo realizadas utilizando uma agmeoh baseada em distancia, utilizando o
programa Mega 5.1, e também analises de infer&ayasiana, pelo programa BEAST 1.7.5
(DRUMMOND & RAMBAUT, 2007).

A classificagdo taxonOmica das sequéncias obtidasafaliada por diferentes
ferramentas de bioinformatica. ApOs eliminar segigncurtas e de ma qualidade com auxilio
do softwarePrinseq(SCHMIEDER & EDWARDS, 2011), os metagenomas foraraligados
na ferramentaMG-RAST (MEYER et al, 2008), em que foi possivelasdificar
taxonomicamente a comunidade. Os niveis de idelgidas sequéncias geradas em relacéo
aos bancos de dados foram de 80% para os nivdisndgi@io e filo, 90% para o nivel de classe,
ordem e familia, 95% para género e 99% para esp@d@NG et al, 2006).

4.2.8.4 Analise dos resultados de diversidade riana

Os resultados foram submetidos ao teste SIMPERzada para os 4 diferentes niveis
taxondmicos (filo, classe, familia e género) queemheinou as familias que mais contribuiram

na variabilidade genética das amostras.

Apos o teste SIMPER, realizou-se o Agrupamentodtiigrico, que permitiu avaliar a
variabilidade genética entre as amostras. Os esdttambém foram relacionados com os
parametros AGV (acidos acético, propionico e bedjtiproducdo de biogas e ka Analise de
Correlagcdo Candnica (CCA), realizado no progransa3®a
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4.2.9 Fundamentos tedricos

Neste item sdo apresentadas as formulas utilizeal@savaliacdo do desempenho dos
reatores utilizados nos experimentos realizados3nempas propostas, conforme Li & Fang
(2007), Flores (2009), EI Manssouri (2012).

4.2.9.1 Eficiéncia de conversao de substrato

A eficiéncia de remocao de substrato afluenteweente, sob a forma glicerol e sacarose
residual, bem como remocéao de DQO, permite a detagdo do quanto do substrato incial foi

convertido a outros subprodutos. A mesma é calautadforme a Equacéo 9.

Substratog s ente — SUbStratogfiyente 9)

Eficiéncia(%) = 100

Substratogfiyente

4.2.9.2 Carga organica volumétrica

A carga organica volumétrica (COV) é a carga deénmtorganica, calculada pelo
produto da DQQente € a vazédo (Q), pelo volume do util (V) do reatgpQO/L.d ou
gDQO/L.h), podendo ser calculada utilizando a Egaakp.

DQOafluente- Q (10)

cov =
%4

4.2.9.3 Rendimento

O rendimento molar € a relacdo do numero de moldde&oduzidos pelo nimero de
mols de substrato removido (mob/khol substratemovidg. ESte calculo permite determinar o
guanto do substrato inserido foi convertido g ha forma de mol, conforme descrito na

Equacéo 11.

mol H, produzidos (11)

mol substrato,emovido

Rendimento molar =
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4.2.9.4 Produtividade

A produtividade volumétrica desHpor massa de matéria organica removida (Equacéao
12) relaciona o volume de:xHVH,) pela massa de matéria organica removida, em uwho da
periodo do tempo (mL #HDQQCemovd ou ML H/gDQQemovh), em que V representa o
volume do reator. A partir de sua determinacgéoegmd estimar o volume de; roduzido
pela quantidade de substrato removido, na forr@Q@®, em um dado volume de reator.

VHz (12)

Produtividade volumétrica de H, por massa de DQO,emovida = —————
DQOTEmOV' V

A produtividade volumétrica é o volume de ptoduzido por volume de reator em um
dado periodo de tempo (t), expresso em relLld ou mL H/L.h, mostrada na Equagéo 13. A
produtividade volumétrica relaciona o volume deprbduzido em um dado tempo de reacao,

conforme o volume do reator.

VHz (13)
.t

Produtividade volumétrica =

A produtividade molar especifica € o quociente dmero de mols de Horoduzidos
pela biomassa do reator, medida sob a forma de &’Wlum dado periodo (mobid SVT.h ou
mol H)/gSVT.d), de acordo com a Equacgdo 14. A partir do ealculo, determina-se a
producéo de B em mol, pela biomassa existente no reator, esgaelao tempo de reacao.

_ MH, (14)

Produtividade molar especifica =

A produtividade volumétrica especifica é a relagétre o volume de Hproduzidos
pela massa de SVT, em um dado periodo (g BVT.h ou mL H/g SVT.d), como mostra a
Equacdo 15. Bem como no item anterior, a prodwokd volumétrica especifica também

relaciona a atividade da biomassa na producédodeskh determinada em volume.

Ve, (15)

Produtividade volumétrica especifica = g SVT
(T' V).t
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4.2.9.5 Grau de Acidificacao

De acordo com Bengtsson et al (2008), o grau d#éfiaeicdo (GA) relaciona o quanto
do substrato inicial inserido foi convertido em AGSbb a forma g DQO/g DQO, o mesmo &
calculado convertendo individualmente cada AGV @lanhes de DQO, obtendo-se a DQO de
AGV (DQOagcv). Destes, é feito um somatério, que é divididaad@QO afluente, conforme

Equacéo 16.

_ 2DQOyev (16)

GA =
D Q Oafluente

Os célculos dos indicadores de desempenho dogesateem como elaboracdo dos
graficos deBoxplot e demais dados estatisticos foram realizadogando-se o programa
Excel®.

Os parametros de avaliacdo de desempenho calcutexlgsesente trabalho foram
escolhidos de acordo com os apresentados nasnafséibliograficas, em cada condicao
metodoldgica proposta. Foi considerada a dispod#ule e a quantidade de dados apresentados
na literatura, para que a posterior comparacae fpsssivel de ser realizada. Contudo, alguns
valores mostrados pela literatura foram convertigasa que os mesmos fossem confrontados

com os resultados encontrados.

4.2.10 Descricao dos experimentos

As unidades experimentais utilizadas foram divididan 3 etapas, como mostra a
Figura 11. A etapa 1 consistiu na realizacdo desemmpregando reatores de mistura completa
e de biomassa suspensa operados em batelada.gda2etaram operados os reatores semi-
continuos, com mistura completa com biomassa ssapenna etapa 3 0s reatores continuos,

com mistura completa e biomassa aderida.
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‘ Reatores em batelada ‘ ‘ Reatores semi-continuos ‘ ‘ Reatores continuos ‘

[ ToH TDclz %2024 | — TDH 1d

i l v v
Biomassa Glicerol
‘ Substrato ‘ ‘ Inoculagéo ‘ suspensa

Figura 11: Experimentos realizados no presentalinab

Biomassa
aderida

\_*

Sem controle
de TDC

‘ 50 g/l ‘ ‘ TDC 1 4d ‘

Sacarose

Glicerol

Fonte: a autora

4.2.10.1 Etapa 1: Reatores em batelada

Nos experimentos referentes a Etapa 1, foram testadsacarose e o glicerol como
substratos organicos, e inoculacdo natural e difidC e TDH entre 20 a 24h. Como o
objetivo do teste foi a verificacdo da possibilidade utilizacdo do glicerol como substrato
organico, e comparar os resultados obtidos conraseafez-se apenas um teste para cada
condig&o proposta.

A montagem dos experimentos da etapa 1 se deuéstde insercdo de biomassa,
substrato e meio nutricional em cada frasco dedeagpnforme proporcdes pré-determinadas.
As concentragfes de indculo empregadas, direttueahaforam medidas sob a forma de SVT,
de 1; 2 e 3 g/L. Ja as concentracdes de substnam f1,5; 3,0; 4,5 e 6,0 g/L (base DQO). A
partir da combinacdo entre biomassa e matéria mayarl0 relacbes de alimento e
microrganismos (A/M) foram avaliadas: 0,5; 0,79);11,125; 1,5; 2,0; 2,25; 3,0; 4,5 e 6,0;
forma sob a qual os resultados foram expressofroa a Tabela 7.
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Tabela 7: Relagdes A/M obtidas a partir das comagdés de substrato e inoculo utilizados.

Relagbes A/M
SVT (g/L)

1 2 3
15 | 1,5 075 | 05
-
> K 3 15 1
B 45 | 45 225 | 15
(@]
6 6 3 2

Fonte: a autora

A primeira coleta do gas para analise do teor glioHealizada decorridas 2 horas do
inicio de cada teste, sendo obedecido o mesmovahbede tempo para 0 monitoramento
subsequente. O término do experimento se deu quangerificada a diminuicdo no volume

de biogas produzido.
4.2.10.2 Etapa 2: Reatores semi-continuos

Para operacdo dos reatores semi-continuos, dermbwsinRSC1 e RSC2, foram
mantidas as mesmas caracteristicas operacionasiomdas ao inéculo, manutencdo da
biomassa suspensa, TDH, TDC, pH e temperatura.ridgZ entre oS mesmos se deu pela
concentracéo de glicerol adicionada, de 10 e 50egiRSC1 e RSC2, respectivamente.

A operacao semi-continua seguiu a seguinte ordemq clescrito por Borzani (2001):

1) O TDH de operacdo dos reatores foi de 1 d. Apds gstiodo, foi removido o
volume de 3,3 L, com agitacdo acionada,
2) Insercao de alimento, composto de glicerol e meioigional, no mesmo volume
removido;
3) Fermentacédo, obedecendo o TDH pré-estabelecidp (1 d
No inicio da operagdo, os fermentadores foram iados a partir da inser¢cdo da
biomassa pré-tratada (item 4.3.5). TranscorridtDél de 1 d, a mangueira do medidor de
vazao era desconectada, e 3,3 L do meio fermemrtadeemovido, sem desligar o sistema de
agitacdo, através das bombas coectadas aos fedmessaForam mantidos 1,7 L de meio

fermentado, e desta forma, foi possivel manter € pboposto de 1,5 d. Em seguida, 3,3 L da
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mistura de meio nutricional e glicerol, na concagdio pré-definida, foi inserida no reator,
também utilizando as bombas ja descritas, acoptaadmvamente o medidor de vazao.

A alimentacao e descarte do liquido dos reatoreesena vazdo maxima das bombas,
contabilizando um periodo total de cerca de 10 togipara ambos os processos. Os reatores

semi-continuos foram operados durante 132 dias.
4.2.10.3 Etapa 3: Reatores continuos

Como descrito no item anterior, nos reatores caonfinl e 2 (RC1 e RC2) também
foram mantidos os mesmos parametros operacionaiglginidos, relacionados ao indculo
direto, manutencéo da biomassa aderida, TDH depHd temperatura. A variagdo entre os
mesmos se deu pela concentracdo de glicerol adaaprde 10 e 50 g/L, em RC1 e RC2,
respectivamente. Devido a utilizacdo de inoculagderida, ndo foi realizado o controle do
TDC.

A alimentacdo dos reatores foi realizada por bomd@sadoras (Watson Marlow,
modelo 101U), com a vazao ajustada para atendddhb dstabelecido. A saida do efluente
ocorreu por extravasamento natural, na altura sporedente ao volume atil maximo utilizado

no reator.

Nesta etapa, optou-se por utilizar biomassa adgrada nao ter arraste da mesma,
conforme descrito por Wang & Wan (2009). A metod@oempregada para a inser¢cdo do
material suporte seguiu a descrita por El Manss(@@12), a partir da utilizagdo de cesto
metalico, conforme mostrado na Figura 9. Foi imkeraproximadamente 8 L de material
suporte dentro do cesto metalico de cada reattre @sssaltar que o material suporte utilizado
continha 95% de indice de vazios, indicando quepsesenca pouco interferiu no contetdo de

liquido efetivo no interior do reator.

Os reatores continuos foram operados durante 62 dia
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A caracterizacdo fisica e quimica do glicerol, hdsena avaliagdo da DQO, pH,
porcentagem de glicerol e do teor de cinzas fdiza#a como atividade inicial dos estudos
experimentais, em que também foi avaliada a coregt de SVT do inéculo. Os valores dos
parametros de caracterizacao do glicerol e do &m@d@rdbio podem ser visualizados na Tabela
8.

Tabela 8: Caracterizacao do glicerol e do inéctilzado nos experimentos.

Lodo Anaerdbhio

Sdlidos totais (mg/L) 58.206
Solidos volateis totais (mg/L) 15.872
Sdlidos fixos totais (mg/L) 42.333
DQO (g/L) 1.057

% Teor de cinzas 3,2

% Glicerol 80,1

pH 6,1

Fonte: a autora.

5.1 Etapa 1: Reatores em batelada

Os testes em batelada foram realizados a fim diéceero potencial de producéo de H
e AGV com o glicerol bruto disponivel para a remj@o dos testes. Para isso, também foi

utilizada a sacarose como substrato para comparagdocomo a inoculacao direta e natural.
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5.1.1 Conversao de substrato e matéria organica

Na Tabela 9 podem ser visualizados os valores ide€mfia de conversdo (%) de
glicerol e sacarose, bem como a remocao de DQOn(¥%)testes com inoculacédo direta e

natural, conforme cada relacdo A/M proposta:

Tabela 9: Eficiéncias de conversédo de gliceroloarsse e remocao de DQO, em cada relacdo

A/M proposta na Etapa 1, empregando inoculacadcedé@atural.

Converséao de substrato (%)

Conversao matéria organica (DQO) (%)

Inoculacao direta | Inoculacdo natural | Inoculacéo direta | Inoculacdo natural

AM Glicerol | Sacarosg Glicero| SacarogeGlicerol | Sacaroseg Glicero] Sacarode
0,5 100,0 100,0 100,0 78,1 20,2 25,4 12,1 10,2
0,75 100,0 100,0 96,7 69,1 25,1 22,6 13, 22,0

1,0 100,0 100,0 69,1 67,1 15,0 21,2 14,8 12,3
1,125 100,0 100,0 66,9 59,2 22,4 22,4 12,3 14.%

15 100,0 100,0 63,0 61,1 22,1 25,6 15,9 11,3

2,0 100,0 95,5 55,3 44,9 16,2 30,2 18,9 9,6
2,25 77,5 100,0 56,4 31,2 30,3 28,6 21,6 9,8

3,0 69,7 100,0 44,9 28,5 32,3 32,0 14,1 10,2
4,5 46,0 100,0 42,3 22,0 26,2 37,2 16,3 11,4
6,0 28,2 100,0 22,7 10,0 31,1 36,6 10,2 9,2

Fonte: a autora.

Verificam-se diferentes valores de conversao, tantaelacdo aos substratos utilizados,
bem como quanto a forma de inoculac&o. Na inocaldg&ta, a sacarose foi consumida quase
em sua totalidade, com valores acima de 95%. Ji&er@ apresentou conversdo completa até
a relacdo A/M= 2, e valores acima deste, acarmtgerda de eficiéncia, alcancando o valor
mais baixo de 28,2% em A/M= 6,0. A sacarose é coemtienutilizada como modelo de reacéao,
devido a sua facil degradabilidade (DAS & VEZIROGI2008, WANG & WAN, 2009).

Na inoculacdo natural, o glicerol apresentou ma@mrsumo do que a sacarose, com
valores que variaram de 100 a 22,7%, e 78 a 10%pectivamente.

Em relacdo a remocao de DQO, verifica-se que axreslpara inoculacdo direta sao
maiores do que na inoculacdo natural. Na prim@sayalores sao entre 15 e 21,2%, e na
dltima, entre 9,2 e 22%. Espera-se que os valeegmocdo de DQO sejam baixos, pois 0s

mesmos representam somente a fracdo da matériaicagafluente que é captada para
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formacdo de C®e biomassa. Uma grande parcela € apenas convertidaos intermediarios
(LOVATO et al, 2015).

5.1.2 Producéo de hidrogénio

A producéo de Hfoi avaliada utilizando-se 3 parametros: proddtdie volumeétrica de
H> por massa de DQO removida (MmL/¢DQGCemovidad), produtividade volumétrica (mL
H2/L.h) e produtividade molar especifica (mal/¢dSVT.h). Os mesmos foram escolhidos por
serem 0s mais apresentados pela literatura reEt@gpossibilitando a comparacéo e discussao
dos resultados obtidos.

O Gréfico 1 mostra os valores obtidos de produdid@lvolumétrica de Hoor massa de
matéria organica removida nos testes. Verificais® @ maiores produtividades podem ser
observadas nas relacdes A/M de 1,125 para gliee2®25 para sacarose e, com valores de e 75

e 68 mL H/g DQQemovida respectivamente, ambos com inoculagéo direta.

Gréfico 1: Produtividade volumétrica de Hor massa de matéria organica removida obtida
utilizando glicerol e sacarose como substrato acgarcom inoculacao direta e natural, nas

relacbes A/M propostas.
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m Glicerol - |nocula§ao direta ] Gllcerol inoculagéo natural
m Sacarose - inoculacao direta Sacarose - inoculagé@o natural

Fonte: a autora.

Para comparacao dos valores obtidos, verificouadéaratura trabalhos que realizaram
testes em batelada. Trevisan (2010) testou a atleithidrogénica especifica de lodo anaerdbio
pré-tratado. Para otimizagdo do teste, foram atks diferentalacdes A/M, entre 16 e 0,13,
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de glicose como substrato, e faixas de pH de 59);860 e 6,5. A autora encontrou a maior
produtividade de 38 mL #y DQO, quando utilizada a relacédo A/M 3,2, e ptbde

Ja Selembo et al (2009) realizaram testes em Hatglara avaliar a producdo de H
utilizando glicose, glicerol puro e bruto como dwdt®s organicos e indéculo misto, todos na
relacdo A/M de 3. Como resultados, para glicerobpibruto foram encontrados 71 e 43 mL
Ho/g DQO, respectivamente, e 160 mk/¢HDQO para a glicose. Os autores justificaram a
menor produtividade do glicerol bruto pela presashgampurezas, que podem inibir a atuacéo

microbiana.

As produtividades encontradas sé&o superiores ammeados nos autores supracitados,
inclusive para glicerol bruto. Contudo, o mesmo séwerifica quando analisados os dados do
trabalho realizado por Chen et al (2006). Nestajyiea, foi conduzida uma avaliagdo da
cinética de crescimento de bactérias produtords.dempregando sacarose, leite desnatado e

residuo de alimentos. A fermentacao ocorreu emdattecom lodo anaerdbio como indculo.

Conforme os autores supracitados, a producdo méaaenib ocorreu quando foram
utilizadas as relacbes A/M de 3,0 de sacarose, @ ,[ite desnatado e 10,8 de residuo de
alimentos. Os valores maximos de produtividade gedt massa de DQO removida foram
234,119 e 101 ml #ig DQO, respectivamente.

Fernandes et al (2010), empregando relacdo A/Mealbi@massa oriunda de reatores de
leito fixo para a producdo de;Hestaram o efluente doméstico, vinhaca, glicershcarose
para avaliar a produgéo de,Htm batelada. O géas foi produzido em todos o®wifhs, com
produtividades de 200 mL o) DQO, para efluente domeéstico, 579 mk/HDQO para
vinhacga, 200 mL klg DQO para glicerol e 270 mLotg DQO para sacarose.

Acredita-se que as elevadas produtividades voliraétpor massa de DQO removida
obtidas pelos ultimos autores citados sejam deaiddilizacdo de in6culo oriundo de reator
empregado para producdo de Bendo assim, a biomassa ja estava estabeleaicdlaratada

para esta finalidade.

Ressalta-se que a produtividade volumétrica poisande DQO removida relaciona o
volume de H produzido por massa de DQO removida, ou seja,amtquda matéria organica
inserida foi efetivamente convertida e transformedatb. Sendo assim, considerou-se este
parametro o mais relevante para avaliacdo dostaessl obtidos. Mesmo néo realizando etapa
prévia de aclimatacdo da biomassa com os substraliaados, considerou-se a produtividade

satisfatéria, principalmente do glicerol, quandmparado com os resultados da literatura.
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Os valores de produtividade volumétrica obtidos tesses podem ser visualizados no
Gréfico 2. Destacam-se as relagbes A/M= 1, patarsse, e 1,125, para glicerol, ambos com
cerca de 18 mL kL.h. No menor e maior valor de A/M utilizados, @ %, ndo foi constatada

produtividade quando utilizado sacarose e gliceesipectivamente.

Gréfico 2: Produtividade volumétrica de has relacdes A/M propostas, com inoculacao direta

e natural, glicerol e sacarose como fonte carb@nace

20
18
16

= e
N A

Produtividade volumétrica
(mL H,/L.h)
[EEN
o

8
6
4
2
0
0,75 1,125 2,25
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Fonte: a autora.

No estudo realizado por Logan et al (2002), foiliada a producao de-mpregando
respirdbmetros anaerobios (batelada), com os stbstgiicose, sacarose e amido de batata, na
relacdo A/M de 1,25, e melaco de cana, na rela¢ibdé 0,16. Nos testes, foi empregado solo
pré-tratado como indculo. Como resultados, foramidab as produtividades volumétricas de
4,25; 4,45; 3,06 e 4,55 mLoH..h, respectivamente.

Seifert et al (2009) testaram glicerol e lodo aébier pré-tratado, ambos em diferentes
concentragbes para avaliar a producédo deAs produtividades volumétricas encontradas
foram de 3,83, em A/M de 0,43, e 7,06 mi/lkh, em A/M de 0,86. Os autores ainda citam
gue em A/M de 2,58, a produtividade se estabidtsncando 7,94 mL4A.h.

Sarma et al (2013), empregando glicerol bruto esteseem batelada, utilizando a cepa
Enterobacter aerogenddRRL B407, sem adicdo de nutrientes, encontrargrodutividade

maxima de 12,04 mL #_.h, utilizando a concentracdo de substrato dg/lLO
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Com estas informacgdes, verifica-se que a prod@iedvolumétrica obtida no presente
trabalho é coerente a literatura. Os valores eratbod sSdo maiores do que 0s mostrados,

inclusive quando empregada cultura pura, utilizagld®rol ou outros substratos.

Contudo, Ginkel, Sung & Lay (2001) obtiveram magokalores do que os relatados
neste trabalho. Os autores avaliaram o efeito dagZo de pH (4,5 a 7,5) e concentracédo de
sacarose (1,5 a 44,8 g DQO/L) na producao gdePHra formacgéo do inéculo misto, os autores
utilizaram uma mistura de solos, submetida ao rratdo térmico. Foi determinada a
produtividade volumétrica maxima de 74,7 mi/lkh, utilizando pH de 5,5 e concentragéo de
substrato de 7,5 g/L.

Os valores dos parametros rendimento e produtigidatlmeétrica foram influenciados
pela relacdo A/M utilizada, em ambos os substratiigados. Para glicerol, menores valores
de A/M, entre 1 e 1,5, destacando-se a relacadblhdstraram-se satisfatorios. Ja para

sacarose, 0s melhores resultados estdo em umarfaigampla, entre 1 e 6.

No trabalho realizado por Sarma et al (2015), aaiido glicerol bruto, foi observado
que a producao de:Hvia fermentativa, pode sofrer inibicdo pelo stdist Os autores
constataram que, quando elevadas concentracdediceeolgestavam presentes, menores
rendimentos de Hforam obtidos. O glicerol bruto possui impurezaano metanol e sabao,
gue em elevadas concentragdes podem inibir o areatd microbiano (CHI et al, 2007). Por
isso, devido & maior concentracdo do glicerol neorigquido, a partir da relacdo A/M= 2,25,
os valores de rendimento e produtividade volumegteadem a diminuir. Fato este corroborado
pela eficiéncia de conversao de glicerol, mostraald abela 8. A partir desta mesma relacéo,

nao ocorre a conversdo completa do substrato, cammoe nas menores relacdes testadas.

A diminuicéo da producéo de gés devido ao excesssulbstrato também é verificada
guando utilizada a sacarose. De acordo com Ga$kiadas & Ahring (2006) e Lo et al
(2008), ocorre maior producdo de> lHom o aumento de concentragdo de carboidratos.
Contudo, h4 um limite em que o metabolismo bacterié@ alterado, passando a produzir
alcoois, 0 que acarreta diminuicdo da producédo geddm os valores de rendimento e
produtividade volumétrica obtidos, acredita-se gsie limite seja a partir da relacdo A/M de 3.
Desta forma, ao contrario do glicerol, em que ocesgo de substrato pode inibir a atividade
microbiana, maiores concentracdes de sacaroseefssrara formacéo de outros subprodutos,

ao invés de H
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J& nas menores relagbes A/M, de 0,5 e 0,75, forlasereados baixos valores dos
parametros analisados, podendo ser decorrenteuyasr rdzGes principais. A primeira € pelo
excesso de lodo presente, e a segunda, devidoxa tancentracdo de matéria organica. A
maior concentracdo de biomassa pode dificultanm@sferéncia do substrato (MONTEGGIA,
1997; TREVISAN, 2010), tornando o mesmo limitantgpo processo fermentativo. Além
disso, conforme Seifert et al (2009) e Phowan &\atai (2014), elevadas concentracdes de
biomassa podem causar efeito adverso, pois prétiuzido pode ser consumido para formar
outros subprodutos, o que influencia diretamenteendimento da fermentacdo. Ja a matéria
organica em escassez nao fornece energia sufigardgeativar o metabolismo microbiano até

formacgao dos produtos de interesse.

Cabe destacar que a produtividade volumétricamataro volume de KHproduzido por
volume de reator, em um tempo de reacdo estabeléd&hdo assim, 0 mesmo nao relaciona o
substrato afluente, nem a capacidade de conversdanedmo pela biomassa e por isso, foi

considerado um resultado auxiliar para comparaggwesente trabalho.

No Grafico 3 pode ser visualizada a produtividademétrica especifica dos testes. Os
maiores valores, de aproximadamente 13 mid/g&VT.h, foram obtidos em ambos os

substratos utilizados.

Gréfico 3: Produtividade volumétrica especifica redacbes A/M propostas, utilizando glicerol

e sacarose como substrato.
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Fonte: a autora.
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Diferente do rendimento e produgdo volumétricaradptividade especifica mostrou
valores crescentes nas menores A/M, alcancandoximmé&m 3, para sacarose e glicerol.
Sendo assim, quanto maior a relacdo A/M, ha méistsato do que biomassa no meio, ou seja,
ha a maior captacdo de matéria organica por manismo, ja que ndo ha competicdo por
alimento, que seria decorrente caso o substrase flasitante (menores A/M). Contudo, na
maior relacdo A/M testada, igual a 6,0, o efeitgoEsenca do substrato pode inibir a captacao

do mesmo pelos microrganismos, ou entdo formaosyirodutos, como ja foi descrito.

Zhang, Liu & Fang (2003) avaliaram o efeito do gkD(a 9,0) e concentracdo de amido
(4,6 a 36,6 g/L) na producdo de Em condi¢cbes termofilicas (temperatura de 55 ZC).
produtividade volumétrica especifica maxima obtifta de 15,2mL H/g SVS.h, na
concentracdo de 4,6 g/L e pH 7.

Khanal et al (2004) conduziram diversos testes ateldda para avaliar o efeito do pH
(4,5 a 6,5) na producao de,Hitilizando sacarose como substrato, na concéarde 6 g/L.
Os autores verificaram o maior valor de produtigdlarolumétrica especifica de 9 ml/#l
SVS.h, no pH de 5,5.

Fernandes et al (2010), citados anteriormente, éamhvaliaram a produtividade
especifica de Hem efluente domeéstico, vinhaga, glicerol e saeares A/M de 1. Os valores
obtidos, com biomassa medida em soélidos volatepensos (SVS), foram 22,25 mL/#l
SVS.h para efluente doméstico, 86,81 nllgHEVS.h para vinhaca, 31,30 mkL/glSVS.h para
glicerol e 67,25 mL BHg SVS.h para sacarose.

Alguns valores obtidos no presente trabalho sdoomsnou maiores do que o0s
encontrados na literatura. Este fato pode ser d&gerdas condicbes experimentais utilizadas,
origem e pré-tratamento do inéculo, bem como certticas dos substratos. Em relacdo a
produtividade volumétrica especifica, acredita+se ambém haja diferenca devido a unidade
de medida de biomassa. Nos trabalhos supracitémiostilizado como referéncia de célculo
SVS, e no presente trabalho, SVT.

O tipo de biomassa utilizada nos testes influenaidermentac¢do. Nos trés parametros
relacionados com a producdo de, Merificou-se que resultados satisfatorios fordstidos
guando foi utilizada a inoculacdo direta. A inogdla natural, por sua vez, ndo se destacou por
apresentar boa producédo de. KQuando o substrato utilizado foi o glicerol, fmioduzido
biogas e H, em menor quantidade da constatada na inoculdaggta.dO mesmo nao ocorreu

guando a sacarose foi empregada. Nestes ensawws po nenhum biogas foi detectado.
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Acredita-se que isso ocorreu devido aos tipos dgamsmos dominantes presentes,

responsaveis pela conversao dos substratos.

O consorcio microbiano produtor de plode ser obtido de varias fontes, desde solos e
lodos de ETE (AKUTSU et al, 2009; LI & FANG, 200De acordo com Selembo et al (2009)
e Chookaew, O-Thong & Prasertsan (2014), microsgaos da espéciKlebsiella e
Enterobacterséo predominantes em testes para producgao,dguéd utilizam glicerol como
substrato organico. Ja espéciesQlestridium (SELEMBO et al, 2009) sdo as dominantes
guando empregados carboidratos, como glicose @osacaConforme Wang & Wan (2009),
espécies do génefdlostridiumsao anaerdbias estritas e formadoras de endosspoiguanto
gueEnterobacter Klebsiellasdo anaerdbias facultativas.

Desta forma, a fermentacdo de sacarose sera baudidaguando lodo anaerdbio for
empregado, 0 que pode ter acarretado a ndo prodiecdmogas, quando utilizado indculo
natural. Ja a conversdo de glicerol apresenta nfioiéncia quando lodo anaerdbio é
utilizado, verificado na eficiéncia de conversao saibbstrato, jA mostrado na Tabela 8, mas

também pode ser fermentado quando utilizada a iag@o natural.

Substratos com elevados teores de matéria orgéémcaum elevado potencial para
serem utilizados na producéo dg Ma fermentativa. A natureza do substrato deteanai rota
metabdlica e o rendimento dos produtos finais dadatacdo (ARIMI et al, 2015).

Sendo assim, mesmo que haja a presenca de impume@zgiserol bruto, os resultados
de producdo de gas obtidos neste trabalho, avaligmmcipalmente sob a forma de
produtividade volumétrica por massa de substratmvedo, sdo satisfatorios, proximos ou até

superiores do que os verificados com sacarosenaasias condicbes empregadas.

5.1.3. Producéao de acidos graxos volateis

Para a avaliacdo da producdo de AGV nos experimenisas informacdes sao de
grande valia. A primeira € a distribuicdo méssipee mostra a proporcado dos AGV presentes,
apos a fermentacdo. JA a segunda é o grau deicagidd, que relaciona a conversédo do
substrato a AGVs, em equivalente de DQO.

A distribuicdo percentual massica obtida nos erpantios esta mostrada no Grafico 4.
Foram avaliados os principais &cidos produzidoarttera fermentacéo de glicerol e sacarose,

nas inoculacgoes direta e natural.
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Gréfico 4: Distribuicdo percentual méssica dos A@Wduzidos, conforme cada relacdo A/M
proposta, em fungéo do tipo de indculo e de sulostitdlizados.
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Fonte: a autora.

Como pode ser visualizado no Grafico 4, dentre @¥ Avaliados, o &cido acético foi o
predominante na fermentacao de glicerol e sacasade) algumas excecdes. Na inoculagéo
direta, com glicerol como substrato, apenas ngdel&/M 2 a proporcao de acido acético foi
de 44%. Nas demais relacbes, este acido estevenpFesm no minimo de 58% do total de
AGV gerados. Ja quando a sacarose foi empregad#/Ende 1,5 e 2, o percentual deste
acido foi de 46 e 40%, respectivamente. Nas derakigbes, esta proporcédo foi acima de 50%.

Na inoculacao natural, verifica-se teor de acidétiac acima de 54%, e em algumas
situacdes, correspondendo a 99% do contelido depx€dénte.

Os maiores produtos da producgéo de hidrogénioeviadntacdo de carboidratos sdo os
acidos acético, butirico e propionico (KAPDAN & KAR, 2006). De acordo com Khanal et al
(2004), as reacdes de fermentacdo de sacarosa pavducado de Hsdo descritas na Equacéo
17, com a formacédo de acido acético, e na Equagacoin a formacado de acido butirico. Ja a
formacao de acido propibnico esta mostrada na Bgui@, conforme descrito por Foglia et al
(2011).
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CioHyy 011 + 5H,0 > ACH;COOH + 4CO, + 8H, (17)

Acido acético

Cy2H,,04, + H,0 — 2CH;CH,CH,COOH + 4CO0, + 4H, (18)

Acido butirico

3Cy,Hy504, = 4CH3CH,COOH + 2CH;COOH + 2C0, + 2H,0 (19)

Acido propidnico

Como pode ser observado, a rota metabdlica de gdiodde acido acético e butirico,
utilizando sacarose como substrato, estd assoeiaglavadas producbes de, Hbu seja, o
rendimento tedrico é de 8 e 4 mols de para cada mol de sacarose empregado,
respectivamente. Ja a conversao a acido propiddicdibera H.

Ja em relagéo ao glicerol, a estequiometria dado#@im de subprodutos da fermentagéo
foi mostrada nas Equagbes 2 a 6, no Referenciaticbedeste trabalho. Destacam-se as
Equacbes 2 e 3, na qual foram confrontadas a p#ioddps acidos acético e butirico,
subprodutos com o maior rendimento dg Hara cada mol de glicerol, 3 mols de 340
formados, concomitante a producdo de acetato, @< de H, para butirato.

Nos resultados mostrados, mesmo nhas situacées eno gacido acético ndo foi
predomindante, a mistura de acetato e butirato @ fiquido sempre foi prevalente. Sendo
assim, quando analisada a propor¢cao dos AGV formadta pode ser associada a producéo de
Ho.

O grau de acidificacao calculado, em funcéo da ME® AGV produzidos, pode ser
visualizado no Grafico 5. Visualiza-se o maior valo grau de acidificacao, de 90%, quando
utilizada a sacarose como substrato organico eliag@o direta, nas relacbes A/M 1,125 e 2.

O maior grau de acidificagdo encontrado, utilizandglicerol como substrato foi de
aproximadamente 80%, na inoculacao direta, e 882naculacdo natural. Com este inéculo
também foi verificada a acidificacdo da sacarasangando 32% na relacao A/M de 0,75.

Como pode ver visualizado no Grafico 5, salvo algsinrexcecdes, a utilizacdo da
sacarose como substrato resultou em maiores vattmegrau de acidificagdo. Quando o
glicerol é empregado na fermentacdo, além dos AGNfos produtos podem ser formados,
como etanol (ITO et al, 2005; SAKAI & YAGISHITA, 20, ROSSI et al, 2012) e 1,3-
propanediol (SELEMBO et al, 2009; ROSSI et al, 20i#mbém associados a producao de H

como mostrado nas Equacodes 4 a 6.



79

Gréfico 5: Grau de acidificacdo dos experimentosbatelada, utilizando glicerol e sacarose
como substrato e inoculagéo direta e natural, efa cgacao A/M proposta.
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Fonte: a autora.

Bengtsson et al (2008) avaliaram a etapa de amag#io utilizando reatores em batelada
e efluentes industriais, soro de queijo e efluertéabrica de papel e celulose. O maior grau de
acidificacao encontrado foi de 67%, quando empmregadsoro de queijo como substrato

organico, na relacdo A/M de 4,5.

A acidificacao foi maior nas relagcbes A/M entre 6,53, e menor em 4,5 e 6. Estes
resultados corroboram os encontrados por Yu & F&@01). Neste trabalho, foram
conduzidos experimentos a fim de verificar o efdigodiferentes concentragdes de efluente de
laticinios, de 2 a 30 g/L, sob a forma de DQO. sras supracitados perceberam que, quando
utilizada a menor a concentracao de substratd,,2oggrau de acidificacdo alcancou seu valor
méaximo, igual a 0,6, e houve pouca formacédo deo&@c€ontudo, quando a DQO do substrato
aumentou, este parametro decaiu, até atingir o mexior, de aproximadamente 0,3, quando
utilizada a DQO de 30 g/L. Ao mesmo tempo, elevadacentracdes de alcoois produzidos no
meio reacional foram detectadas. Sendo assim, Ywa&g (2001) concluiram que os acidos
acético e butirico, bem como oz,Hsdo convertidos a alcoois, em altos teores deériaat

organica.

A partir da analise dos AGV produzidos, percebepse o glicerol bruto testado foi
convertido a acidos acético e butirico, alcancaacidificacdo satisfatoria, porém em geral
inferior a obtida com sacarose. Tanto para a m&aule H como de AGV, verificou-se que
relagcbes A/M iguais ou maiores do que 4,5, paredesm batelada, ndo sdo recomendadas.
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Acredita-se que, acima destes valores, a biomassemnie sofre influéncia das impurezas
contidas no glicerol, que podem até inibir o desérimento microbiano.

De uma forma geral, os resultados obtidos na praretapa deste trabalho mostraram
gue o glicerol bruto disponivel para a realizacés t@stes possui potencial para a producéo de
H. e acidos graxos volateis, apresentando desempenieihante e até superior ao obtido com
a sacarose. Contudo, verificou-se que a maior aetdracao de glicerol inserida contribuiu
para diminuir a eficiéncia do processo, medida aolbbrma de conversdo de substrato,
produtividade por massa de substrato convertidamtrica e especifica, bem como producéo
de AGV. Sendo assim, depois dessa andlise prelimaisaetapas 2 e 3 deste trabalho foram
realizadas utilizando glicerol como substrato org@n

5.2. Etapa 2 e 3: Reatores semi-continuos e contasu

Neste item, optou-se pela apresentacdo dos ressil@adliscussdo em conjunto das
etapas 2 e 3, no intuito de comparacdo, mesmo gustentacdo da biomassa dos dois sistemas
fosse distinta. Os reatores semi-continuos foraemamms utilizando biomassa suspensa, e por
isso o controle do TDC de 1,5 d foi realizado. dé meatores continuos, a biomassa empregada
foi aderida a um meio suporte, para que nao faaseada juntamente com o efluente. Por isto,
neste modelo operacional ndo houve controle do TTabe ressaltar que os demais parametros
operacionais, como TDH de 1 d, substrato adiciormdmas concentracdes, indculo e pré-
tratamento, meio nutricional, temperatura e pH iahidoram os mesmos em ambas as

condigoes.

Esta comparagéao foi realizada pois ndo foram erexos na literatura outros trabalhos
relatando a operacdo semi-continua, utilizandaeglice indculo misto. Além dos resultados
dos reatores continuos, também se buscou na b#li@gesultados de experimentos realizados
empregando outros modelos operacionais, comuméhtados para a producao de,kpara a
discussédo. Sendo assim, foi avaliado o desempgdra@onal do regime semi-continuo.

Foram operados dois reatores em cada etapa. P 2tavaliou-se a operacdo semi-
continua (RSC1 e RSC2), durante 132 dias. Ja pa 8taos reatores foram operados de forma
continua (RC1 e RC2) no tempo de 62 dias.
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As concentragdes de glicerol afluente fixadas, @e B0 g/L, foram empregadas nos
dois modelos operacionais. Isto consequentementiifiotm a carga orgénica volumétrica

(COV) aplicada, conforme Tabela 10.

Tabela 10: Concentragdo e carga organica voluraédacionada nos reatores 1 e 2, operados

de forma semi-continua e continua.

Concentracéo glicerol cov

(g/L) (g/L.d)
Semi-continuo 1 10 7 0,29
Semi-continuo 2 50 30 1,25
Continuo 1 10 10 0,41
Continuo 2 50 50 2,08

Fonte: a autora

A apresentacdo dos resultados foi dividida em peh@® fisicos e quimicos, em
relacdo ao volume de-hbroduzido, rendimento molar, produtividade volumncéte especifica;

e por fim, na diversidade microbiana.

5.2.1 Parametros fisicos e quimicos
5.2.1.1 Conversao de glicerol e remocéo de DQO

A conversao do glicerol e remocdo de DQO, durantperacdo dos reatores semi-
continuos, pode ser visualizada no Grafico 6. Bedeetar que, salvo excecdes, a faixa mais
abrangente de converséo de glicerol € de 30-704eenocdo de DQO encontrada foi abaixo

de 37%, em ambos 0s reatores.



82

Gréfico 6: Converséo de glicerol e remoc¢édo de DQf@mte o periodo de realizacdo do teste,

nos reatores semi-continuos 1 e 2.
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Fonte: a autora

Ja quando analisada a conversao de glicerol remsstontinuo, no Grafico 7, percebe-
a faixa de variacdo de 20-70%, no reator 1 e 10-60%. A remocéo de DQO atingiu valor

maximo de 32% e 49,3% nos reatores 1 e 2, respattivte.

Gréfico 7: Converséo de glicerol e remocao de D@®reatores continuos 1 e 2, no decorrer

do periodo experimental.
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Os dados de conversdo de glicerol residual dos dmsnes operacionais foram
tratados sob a formBoxplot mostrados no Grafico 8, para andlise compardidgavalores de

mediana, quartis superior e inferior.

Grafico 8: Boxplot dos dados de conversdo de glicerol (%) nos reatseeni-continuos e

continuos 1 e 2.
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Fonte: a autora

Em relacdo a operacdo semi-continua, verifica-geoqreator 1 apresenta mediana de
50%, e no reator 2, 24%. Ja nos continuos, 0 RGiupanediana de 55% e o RC2 de 38%.
Assim, se percebe que quanto menor a concentrdit@nta, e consequentemente a COV

aplicada, maior foi a converséo do glicerol.

Conforme trabalhos encontrados na literatura, em fgu utilizado glicerol como
substrato organico e sistema de operacdo contiauidica-se que os resultados encontrados

sdo coerentes.

Reungsang, Sittijunda & O-Thong (2013) avaliaraatae UASB para producédo de H
a partir de glicerol, puro e bruto, utilizanBaterobacter aerogeneSTCC 13048 imobilizada.
Foram avaliadas as COV de 25; 37,5; 50; 62,5 €178,ge para glicerol puro 37,5; 50 e 62,5
g/L.d, no TDH de 24h. A conversao maxima encomtrqdando utilizado o glicerol puro foi
de 99,3%, utilizando a menor COV. J& em relacagl@erol bruto, 99,6%, na COV de 50
g/L.d.
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Lo et al (2013) testaram um CSTR para avaliacordducao de Hutilizando glicerol
puro e bruto como substrato orgéanico, e a patridium pasteurianun€H4 como indculo.
As condicbes empregadas foram: temperatura de 35D8 de 12 h, sem controle de pH, e
concentracdo de glicerol, puro e bruto, de 10 g/lconversdo média de glicerol puro foi de
99,3%, o bruto de 97,4%.

A conversdo de glicerol poderia ser relacionadd €. Segundo Kim, Han & Shin
(2008), baixos valores de TDC podem reduzir a&ificia de conversédo do substrato e retencao
de biomassa ativa. Contudo, a partir da analiserdbslhos apresentados, acredita-se que 0s
elevados valores de converséo de glicerol mostnaelos referidos autores, sejam associados a
composi¢éo do substrato utilizado, e ndo devidai@mmetencdo de biomassa.

No trabalho de Lo et al (2013) é empregado CSTR isawbilizacdo microbiana. Por
isso, é provavel que ocorra o arraste de céluleanthia operacdo do reator, o que também
impede o acumulo de microrganismos. Mesmo assirautmses relataram eficiéncia média de

conversao de glicerol bruto de 97,4%.

Outra possibilidade pode ser relacionada com ostitoimtes presentes no substrato
utilizado. Moncayo Bravo et al (2015) citam quamapurezas do glicerol bruto podem exercer

efeito negativo na producéo de,HHem como dificultar o crescimento da biomassa.

Desta forma, acredita-se que 0os menores valoresrdersao podem ser relacionados
as impurezas presentes no glicerol empregado semeetrabalho, e ndo devido ao controle de
TDC utilizado, de 1,5 d. Isto tambéem explica o nmrepercentual de conversédo de glicerol
verificado quando aplicada a maior COV, ja que tuanaior a carga, maior o conteudo de
inibidores adicionados ao sistema. Esta constategdobora os valores de conversao obtidos
no teste preliminar em batelada, realizado na etateste trabalho e descrito no item 5.1.

Ja Ferreira (2014) avaliou o efeito do TDH (1 a)lém reator anaerdbio de leito
fluidizado (RALF), com glicerol bruto na concentiiacde 5 g/L. O inéculo foi oriundo de
reator UASB, e o sistema operou a temperatura de. ¥5omo resultados de eficiéncia de
conversédo do substrato, a autora verificou a meifieriéncia de conversdo do substrato de
55,4% no TDH de 10h, e menor eficiéncia, de 16%mneaor TDH testado.

Como foi verificada pouca variabilidade dos regsidgseade remocédo de DQO, nao foi
realizada a andlise dos dados empregan®@oxplot apenas valor médio e seu respectivo
desvio padréo, valores maximos e minimos, confonostrado na Tabela 11.
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Tabela 11: Valores médios, maximos e minimos deo¢ém de DQO encontrados durante a

operacao dos reatores semi-continuos e continuos.

Semi-continuo 1 Semi-continuo 2 Continuo 1 | Continuo 2
Média (%) 24,3+7,1 24,6 £ 6,4 216+6,9 37,577
Maximo (%) 36,7 36,3 32,3 49,3
Minimo (%) 10,2 10,9 8,5 19,7

Fonte: a autora

Em relacdo a remocédo de DQO, Lovato et al (201facigue a mesma representa
apenas a parcela de €@resente no biogas e a absorcdo de carbono pmizassa para
formacdo de novas células. Sendo assim, valoresnadecdo de DQO obtidos nas etapas 2 e 3
nao sao elevados, pois grande parte do gliceretidsnao € removido, pois 0 mesmo € apenas

convertido a compostos intermediarios, como AG¥ais e 1,3-PD.

Os autores supracitados relataram remoc¢ao de DQ@naa@e 38% e minima de 17%,
valores proximos dos encontrados quando analisasiogatores semi-continuos e no reator
continuo 1. J4 o reator continuo 2 apresentou emlonaximos de 50%, proximos dos

encontrados por Junior, Etchebehere & Zaiat (2015).
5.2.1.2 Concentracao de biomassa

Para acompanhamento do desenvolvimento de biomasseeatores, analises de SVT
do meio reacional foram realizadas semanalments.rdatores continuos, a determinacédo de

SVT no material suporte foi realizada no inicicodfiaal do teste.

Nos testes em batelada realizados neste trabahbcou-se que relacdes F/M maiores
do que 4,5 podem inibir a atividade microbiana. tGda, como em reatores semi-continuos e
continuos ocorre o crescimento da biomassa, ogtqaes inocular ambos os reatores semi-

continuos com SVT de 2,5 g/L.

Os valores encontrados deste parametro nos reaeneiscontinuos no decorrer do
experimento podem ser vistos no Gréafico 9. Veriieao aumento da concentracdo de
biomassa nos reatores semi-continuos. No RSCln@eetacdo de SVT se manteve estavel
durante todo o periodo operacional em torno de/lL0Jg no RSC2, de 60 a 70 g/L, até o 80°

dia, e apos isso, aumentou até alcancar o maxiniop®dkimo a 90 g/L
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Gréfico 9: Concentracdo de SVT dos reatores sentifamos e continuos no decorrer dos

experimentos.
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J& nos reatores continuos, além do monitoramemarsd do teor de SVT do meio
liquido, também foi avaliado este pardmetro encéelaao material suporte, no inicio e no fim
do periodo experimental, para acompanhamento dsciorento celular aderido. Estes

resultados sdo mostrados no Grafico 10.

Gréfico 10: Concentracdo de SVT dos reatores asoéimo meio liquido no decorrer do

experimento e do meio suporte, no inicio e ao filwaleste.
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Nos reatores continuos, € possivel observar SVineio liquido em torno de 10 g/L,
no reator 1, e 50 g/L, no reator 2. Em relacdo ricentracdo no meio suporte, também foi
constatado incremento de biomassa. No inicio daag@e, os SVT do suporte dos dois
reatores foram em torno de 0,6 mg SVT/g suportefildala operacéo, foi verificado 45,1 mg
SVT/g suporte no RC1 e 62,1 mg SVT/g suporte no.RC2

Moncayo Bravo et al (2015) testaram AnSBBR paradpzo H utilizando glicerol
bruto, na concentracdo de 5 g/L, e TDH de 4h, coto lanaerdbio pré-tratado aderido em
polietileno de baixa densidade. A concentracao\de é&rcontrada no meio liquido foi de 1630

mg/L, e no meio suporte foi de 32 mg SVT/g suporte.

Lo et al (2013) avaliaram o desempenho de CSTRadupao de Hutilizando glicerol
puro e bruto como substrato organico, na conceidrale 10 g/L e a cep@lostridium
pasteurianumCH4 como inoculo, no TDH de 12h. A concentracdlolag determinada por
massa seca, foi de 0,79 g/L, quando o glicerol fuiratilizado. Ja para o bruto, este valor foi
de 0,60 g/L.

Utilizando reator UASB, Reungsang, Sittjunda & @ehg (2013) empregaram
Enterobacter aerogengsTCC 13048 imobilizada nos granulos para produgiétde TDH de
24h. Os autores utilizaram glicerol puro e bruteeeficaram maior concentracdo de biomassa,
medida por SVS, de 3,3 e 2,2 g SVS/L, respectivéenea COV de 50 g/L.d.

Desta forma, verifica-se que a concentracdo de dsean encontrada nos reatores
avaliados neste estudo foi bastante elevada, quesiparado as descritas pela literatura. E
possivel afirmar que o controle do TDC nos reatgegai-continuos ndo acarretou perda de

lodo, e consequentemente, ndo interferiu na praddea.

Além disso, ressalta-se que os reatores continoognbam concentracbes de SVT
consideraveis no liquido e no meio suporte. Aléssali em ambas as condi¢des, nota-se que
nos reatores alimentados com maior concentracagliderol afluente, a concentracdo de

biomassa foi mais elevada.

De acordo com Barros et al (2010), a formacao didrnies é afetada por varios fatores
externos, incluindo a composicao e a concentragéa@dichentacéo, a velocidade de escoamento
da fase liquida (tensdo de cisalhamento), a comgga de particulas, as colisbes entre
particula-particula e entre particulas e pared&snAlisso, a natureza e as concentracdes dos
substratos podem afetar o crescimento e a comjpoda;aiofiime.
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Ainda conforme os autores supracitados, em elevaatgss de substrato, a acumulagao
de biofilme é mais elevada. A presenca de excesscathono disponivel e limitagbes em
outros nutrientes (como nitrogénio, potassio oufatoy pode favorecer a producédo de
substancias poliméricas celulares, ao invés dedcdim de células, o que consequentemente

afeta a concentragdo de biomassa ativa.

Acredita-se que o excesso de células em reatorasbémmassa aderida pode afetar
negativamente o seu desempenho. Segundo trabahpad® por Peixoto et al (2011) foi
verificado que, com a reducdo de espacos vaziosaterial suporte, causada pelo excesso de
biomassa presente, foram obtidos niveis de &@na de 90% no biogas. Além disso, também
foi constatado aumento da concentragdo de &ciduigmico e inibicdo da producdo de,H

possivelmente causada por mudancas nas rotas niedaliips microrganismos.
5.2.1.3 pH

Os dados de pH obtidos durante o monitoramentaehisres semi-continuos podem
ser visualizados no Gréfico 11. Observa-se quedawvddores deste parametro depois da

primeira semana de operacao.

Gréfico 11: pH verificado durante a operacdo dagores semi-continuos 1 e 2, durante

periodo experimental.
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O pH do RSC1 manteve-se na faixa de 4,0 a 4,2 &® alia. Apés este periodo, foi
observada discreta queda do valor, obtendo va#draiso de 4,0 até o final do teste. Ja 0 RSC2
apresentou pH de 3,6 a 3,9 durante todo o expetimen
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Nos reatores continuos, o valor de pH apresentmdajwdurante a sua operacao,
conforme mostrado no Gréfico 12. J& na primeiraas&nno reator 2 foi constatado pH abaixo

de 4. No reator 1, esta condicdo foi alcancada apégunda semana.

Gréfico 12: pH medido nos reatores continuos he @ecorrer do teste.
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Ressalta-se que apés 15 dias de operacdo, o péatto continuo 2 foi de 3,5, e até o
final do experimento, este parametro se mantivaligu menor do que o valor descrito. Ja no

RC1, esta mesma situacéo foi verificada apos 30 dia

Como né&o foi verificada grande variabilidade desuttados, para o pH nao foi
realizada a analise sob a formaBixplot apenas valor médio e seu respectivo desvio padrao
valores maximos e minimos, conforme mostrado n&l@al?. Os valores maximos foram 4,48
e 4,44, nos reatores semi-continuos 1 e 2 respestivte. JA nos continuos 0s maximos
encontrados foram de 4,97 no RC1 e 4,45 no RCRS8I01, o valor minimo de pH foi de 3,71
e no RSC2, 3,64. O valor minimo do pH no RC1 ®B¢B0 e no RC2 igual a 3,16.

Tabela 12: Valores médios, maximos e minimos deepébntrados durante a operacdo dos

reatores semi-continuos e continuos.

Semi-continuo 1 Semi-continuo 2  Continuo 1 | Continuo 2
Média 3,98 £0,13 3,81+0,17 3,77 £ 0,49 3,53+0,26
Maximo 4,48 4,44 4,97 4,45
Minimo 3,71 3,64 3,30 3,16

Fonte: a autora
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Ainda conforme a Tabela 12, verifica-se que o vat@dio de pH no reator semi-
continuo 1 foi 3,98 + 0,13, e no reator semi-cargi@ de 3,81 + 0,17. No reator continuo 1, o
valor médio foi de 3,77 £ 0,49, e no reator corti@ule 3,53 + 0,26.

Conforme Arimi et al (2015), o pH da fermentacéong dos fatores que influencia o
rendimento energético e crescimento da biomassa.pasametro também esta relacionado as
rotas de degradacdo que determinam os acidos igokgsociados ao processo. Ren et al
(2007) citam que, em operacao continua, os prodotoswdos sdo dependentes do pH do meio
reacional. Em pH maior do que 6 e menor do queo$ frodutos preferenciais formados séo

acido propibnico e etanol, respectivamente. Jadmdmutirico é formado em pH de 5,5.

De acordo com De Sa, Cammarota & Ferreira-Leit@d42 o pH 6timo em termos de
produgéo de KHse encontra na faixa de 5 a 7. Ginkel & Sung (R@Khanal et al (2004)

também relacionam os melhores rendimentos de pfiodigste gas em torno de 5,5.

Corroborando os autores supracitados, Silva-lllated (2015) citam em seu trabalho
qgue o melhor pH para producdo concomitante gle Etanol € de 5,5. Os autores testaram o0s

pH entre 5,5 a 6,5, utilizando glicerol como sudtstrlodo anaerébio como inéculo e CSTR.

No entanto, Lo et al (2013) relatam elevada prodwg#H em CSTR sem o controle
de pH, seja no inicio ou durante a operacao domeabi utilizado glicerol puro e bruto como
substrato organico, e a cepbostridium pasteurianur@H4 como inéculo.

Neste trabalho, para determinacéo do pH étimo paducéo de b seria necessario a
conducdo de testes em batelada preliminares, tiestdifierentes faixas de pH. Apos isso,
durante a operacdo de reatores continuos, o mamémto e o0 controle deste parametro

durante o processo fermentativo deveria ser caestan

Como o objetivo foi avaliar o potencial de producioh a partir da operagcao semi-
continua, e continua para comparacao, optou-sesgother a melhor faixa inicial descrita pela
literatura, de 5,5 a 6. Durante a operacdo dosnesgtfoi verificado o pH inicial, afluente aos
reatores e, caso necessario, realizar-se-ia @ajdehtudo, como a mistura do meio nutricional

e glicerol ja resultava na faixa de pH escolhidapabalho, o ajuste nao foi realizado.

Em geral, duas constatacdes relacionadas ao phhdexeressaltadas. A primeira é que
foi observada queda dos seus valores nos reatp@E®mdms com menor concentracao de
substrato (RSC1 e RC1) ap6s determinado periodoe(@D dias, respectivamente). Nos
reatores com maior concentragcédo de substrato (RIB22), os menores valores de pH foram

alcancados em menor tempo, préximo a 15 dias.
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J& a segunda constatacdo esta relacionada aodealpH com a concentracdo de
substrato inserida. Quando utilizada maior cone€éty de glicerol, menor foi o pH observado.

Segundo Sarma et al (2013), as concentracfesaajlempregadas tém interferéncia
direta no pH do meio reacional. Na auséncia deefoatbonacea disponivel em excesso, 0s
acidos produzidos sdo consumidos, evitando a quwdaca do pH. Ja em maiores
concentracbes de glicerol afluente, a formagédoum® produtos finais € favorecida, o que

também resulta no menor rendimento de H

Desta forma, ressalta-se que o menor valor de pd¢ @detar o processo, ja que,
conforme Zhang et al (2007), a atividade da hidnage, enzima que catalisa a producéo gde H
€ inibida. J&4 Reis (2010) cita que a queda no péke pacarretar desequilibrio no balancgo

fisiologico da célula dos microrganismos, devidqmeaetracdo de acidos na membrana celular.

No presente trabalho, ainda com interferéncia esgltados, o controle do pH durante a
fermentacdo nédo foi realizado. O mesmo implicanfaaestrutura basica indisponivel, como
automacao para a sua medicdo, bem como a inseecacidb e base, sem comprometer o

volume dutil de trabalho.
5.2.1.4 Acidos graxos volateis

A comparacéo dos regimes operacionais testado®lagéo aos seus desempenhos na
producdo de Htambém foi realizada analisando-se os AGV prodigzich partir da sua
distribuicdo massica (%), bem como pelo grau delifa@cdo. Este dltimo relaciona as

concentracdes de AGV produzida e de substratoraluambos sob a forma de DQO.

A distribuicdo massica dos AGV, relacionada contp @ncontrada durante o periodo
experimental do reator semi-continuo 1 pode seralisgada no Grafico 13. Comparando o pH
com a presenca dos AGV, percebe-se que ndo h&@oetdara entre os parametros, ja que a

composicao dos acidos ndo segue uma tendénciadaefin
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Gréfico 13: Distribuicdo massica dos acidos grasadéteis durante o monitoramento do

reator semi- continuo 1, relacionada com o pH.
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A partir da andlise do Gréafico 13 mostrado acinegifica-se predominancia dos acidos
acético e butirico durante o experimento, exceparéir do 100° dia de operacdo, com maior
proporcao de acido propidnico. O Grafico 14 moatdastribuicdo massica dos AGV durante a

operacao do reator semi-continuo 2.

Grafico 14: Distribuicdo massica dos acidos grasaateis durante o0 monitoramento do reator

semi-continuo 2, relacionada com o pH.
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Observa-se que o &cido predominante durante agdwedo reator semi-continuo 2 foi
0 acético, seguido pelo butirico, e por ultimo,ropgdnico. Bem como no grafico anterior, a
distribuicdo massica de AGV do RSC2 ndo apresemia tendéncia da proporcédo de acidos

encontrada conforme o pH.

A distribuicdo massica dos AGV detectados no maait@nto do reator continuo 1 esta

mostrada no Gréfico 15.

Grafico 15: Distribuicdo massica dos acidos grasaateis durante o0 monitoramento do reator

continuo 1, relacionada com o pH.
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No RC1, percebe-se predominancia de acido promdsieguido de butirico. O acido
aceético foi encontrado em menor proporgédo das aasoahalisadas deste reator. Ao contrario
dos reatores semi-continuos, verificou-se tendé@eigueda do pH quando houve modificacao
no teor dos AGV, de butirico para propiénico, sentis pronunciada a partir do 20° dia de
operacao. Isto pode ser um indicativo de modificaigirota metabolica ou da composicéo dos

microrganismos presentes.

No Gréfico 16 estd mostrada a distribuicdo masdms AGV presentes no reator

continuo 2, durante o periodo de operacgéao.
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Gréfico 16: DistribuicAo massica dos acidos grasadéteis durante o monitoramento do reator

continuo 2, relacionada com o pH.
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O Grafico acima mostra que, durante a operacao @a, ® acido propibdnico foi
predominante durante todo o periodo do teste. Onsiegacido mais encontrado foi o acético, e
por fim, o butirico. Também se percebe o menorrvddéopH quando o acido propiénico esta

presente em maior propor¢ao, como foi verificad&Rad.

Como mencionado no Referencial Tedrico deste thabal producdo maxima teodrica €
relacionada a formacao de acido acético (3 melsiél glicerol), seguido de acido butirico (2
mols H/mol glicerol), butanol (2 mols #mol glicerol) e etanol (1 mol #mol glicerol). Cabe
ressaltar que a producéo de acido propiénico &€D,3&0 gera H

Sendo assim, a partir da analise das proporcoes@vsencontradas, duas condicdes
distintas sao identificadas. Nos reatores semiicoas, em que os acidos majoritarios sao o
aceético e butirico, em ambas concentracdes dedlimstadas (10 e 50 g/L), a formacédo de H

é favorecida.

Ja nos reatores continuos, os primeiros 20 diaspgeacdo do RC1 puderam ser
relacionados a producgéo de, l¢ apos este periodo, devido ao maior teor de darinpidnico
observado, menor producéo deste gas foi esperadeesmo néo foi verificado no RC2, em
que houve predominancia deste &cido durante to@sperimento. Assim, ja foi possivel

predizer a ndo geracao de. H

O grau de acidificacdo no regime semi-continuo peefevisualizado no Grafico 17.
Percebe-se grande variacdo dos valores correspesdsm reator 1, desde 0,05 até 1,18. J4 o

reator 2 obteve valores abaixo de 0,3 em todo iog@operacional.
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Gréfico 17: Grau de acidificacdo verificado duraetemonitoramento dos reatores semi-
continuos 1 e 2.
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O Gréfico 17 acima mostra a parcela do gliceralaafte convertida & AGV. E possivel
verificar que a maior acidificacdo ocorre no redtoem que € aplicada a menor concentracao e
COV. J& no reator 2, a elevada concentracdo derglicesultou em menor conversao do
glicerol em &cidos.

Nos reatores continuos, o grau de acidificacdemuate 0,06 a 1,01 no RC1, e abaixo

de 0,4 no RC2, ao longo do experimento, como pedeisualizado no Grafico 18.

Grafico 18: Grau de acidificagdo verificado duraotemonitoramento dos reatores

continuos 1 e 2.
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A constatacdo realizada para os reatores semircmsti em relacdo a concentragdo
glicerol afluente e acidificacédo, também é vélidaapos reatores continuos. A maior producao

de acidos nos reatores continuos esta relacionagar concentracdo de glicerol afluente.

Para melhor avaliagcdo dos resultados, devido adgraariacdo dos mesmos, optou-se
por realizar o Gréafico 19, d@oxplot comparativo dos dois reatores e o0s dois regimes

operacionais testados.

Grafico 19: Boxplot dos dados de grau de acidificacdo dos reatores-cegrninuos e

continuos.
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A partir da analise da distribuicdo dos dados solormma deBoxplot € possivel
observar a grande variacdo dos resultados referaotgyrau de acidificacdo no reator semi-
continuo 1. A este reator também € atribuida a madidificacdo (referente aos acidos
analisados) com mediana de 45%, e quartil supeeo88%. Ja no reator semi-continuo 2,

verifica-se mediana de aproximadamente 10%, eibsapierior de 15%.

Em relagdo aos reatores continuos, também seceerfie no reator 1, em que foi
inserida a menor concentragéo de glicerol, apresemiior acidificacdo. As medianas sao de
25% e 17%, respectivamente para RC1 e RC2. Jaanssgsuperiores foram de 35% e 18%.

O grau de acidificacdo obtido por Lo et al (201&)G,44, utilizando glicerol puro e
0,54, utilizando glicerol bruto. Os autores availmrCSTR para producao de,Hitilizando a
cepaClostridium pasteurianun€H4 como indculo e ambos 0s substratos na coraé@arde

10 g/L. Ja a proporcao dos produtos majoritarrasoltrados, quando empregado o glicerol
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bruto, foi 1,3-PD e butanol, cada qual na proporgéo23,5% da concentracéo afluente de
glicerol. Ja em relacdo aos AGV, o mais abundamite facido butirico, correspondendo a

16,6%, latico em 14,9% e o acético, com 4,1%.

Reungsang, Sittijunda & O-Thong (2013), utilizanB8oterobacter aerogeneATCC
13048 imobilizada como in6culo em reator UASB, C@\erado com de 37,5; 50 e 62,5 g/L
verificaram maior producéo de 1,3-PD e etanol c@mualutos finais, a partir da fermentacéo
do glicerol bruto. Foi constatado que a maior profo de 1,3-PD foi obtida ha menor COV, e
ja etanol, na carga intermediaria. Em relacdo em®a produzidos, a proporcao dos acidos em
relacdo a DQO afluente nas respectivas cargas fdeah®,2; 11,8 e 12,8%. Na maior e menor
carga, os acidos propiénico e butirico foram m&ans, respectivamente.

Em AnSBBR, empregado por Moncayo Bravo et al (2Q#sn avaliar a producao de
H> com glicerol bruto como substrato e lodo anaerg@bimo in6culo, na COV de 12,8 g/L.d,
foi verificada predominancia de &acido acético, espondendo a 42% dos intermediarios
formados. Em seguida, foram encontrados &cido fnagm (23%), etanol (22%) e acido
butirico (4%).

No trabalho de Sarma et al (2015), a producdo sentinua de H foi testada
empregando glicerol bruto e o in6culinterobacter aerogeneSlRRL B-407. Os autores
realizaram duas bateladas, de 40 e 64h, utilizghderol bruto nas concentra¢gdes de 60 e 120
g/L, respectivamente. Na primeira batelada, os raahpos foram acetona (4,9 mg/L), butanol
(10,61 mg/L) e o composto predominante, etanol ,(BLihg/L). Na segunda batelada, também
encontraram acetona (3,43 mg/L) e butanol (4,61L)ngbntudo, maior quantidade de etanol
(599,22 mg/L) foi produzida. Os autores ainda aimmque a concentracdo de substrato € o
parametro que determina a quantidade e o tipo tkrniediarios durante a producgéo

fermentativa de b pois pode alterar o balanco redox do meio.

Desta forma, percebe-se que quando o glicerol lzagto como substrato, outros
intermediarios sdo formados, além dos acidos atalssno presente trabalho. Infelizmente, os
mesmos ndo puderam ser avaliados devido a faltasfi@estrutura do laboratério onde a

pesquisa foi realizada.

Foi possivel verificar que a maior producédo de @gidsta relacionada com a menor
concentracdo afluente de glicerol aplicada. Condor@hookaew, O-Thong & Prasertsan
(2014), quando o glicerol esta presente em exchssmaior tendéncia de formacao de 1,3-PD
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do que H. Sendo assim, os produtos que induzem a produg@mmitante de k| como o0s
AGYV avaliados, nédo séo gerados.

Jitrwung & Yargeau (2015) avaliaram a producdo deekHetanol, utilizando CSTR,
glicerol bruto eEnterobacter aerogenesomo inoculo. Foi verificado que o aumento da
concentracdo de glicerol reduz a sua conversaataesn concentracdes elevadas de biomassa
e de intermediarios como 1,3-PD e 1-propanol, ereizabaixo rendimento de.H seus

produtos relacionados. Os autores sugerem queosswa devido a inibicdo causada pelo

substrato ou entdo pelos efeitos negativos caugedos constituintes do glicerol bruto.

Sendo assim, de acordo com 0s autores supracitdaas,possibilidades podem estar
relacionadas aos valores de acidificacdo observatilbsa é a producdo de outros
intermediarios, como o 1,3-PD e alcoois, princigaiie quando a maior concentracdo de
glicerol foi utilizada. A outra é devido a inibicgausada pelas impurezas presentes no glicerol,

bem como constatado no item anterior, referentsaarsdo do substrato.

Mesmo com a formacdo de outros intermediérios,ideresse que os valores do grau
de acidificacédo obtidos no reator semi-continu@d satisfatorios, quando comparados com 0s

valores citados na literatura.

5.2.2 Volume de H

Os resultados referentes ao volume maximo gerbldduzido diariamente, nos reatores
semi-continuos 1 e 2, podem ser visualizados ndidB8r20. Os valores obtidos dos dois
primeiros dias foram elevados, e por isso ndo posenvisualizados na escala utilizada do
Gréfico. No primeiro dia de operacdo, no RSC1 fmistatada a producdo de 11,7 L e no
RSC2, de 14,6 L. J4 no segundo dia, RSC1 de 6 B&E& com 9,5 L.

A partir da analise do Grafico 20 também pode-sgedar que, além dos valores
relatados, nos primeiros 60 dias de operacao faiicadlo maior volume de He apds este
periodo, tendéncia de diminuicdo, em ambos osremat®ercebe-se maior producdo denbl
RSC1, alimentado com a menor concentracéo de gljarante todo o periodo operacional.
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Gréfico 20: Volume (L) maximo deaproduzido diariamente durante a operacdo dosresato
semi-continuos 1 e 2.
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J& a producéo dehhos reatores continuos esta mostrada no GréficA pioducéo de
H> maxima foi de 907 mL no RC1 e 765 mL no RC2. Qarea ndo apresentou producgdo de

gas a partir do 25° dia e no reator 2 a partir3fadia de operacéo.

Gréfico 21: Producéo decHiaria durante a operacao dos reatores contineda 1
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Fonte: a autora

O grafico acima também mostra maior producdo dendireator 1, alimentado com

menor concentracdo de glicerol. Edxplot mostrado no Grafico 2Zpi realizado a fim de
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comparar os valores entre quartis e medianas absres, conforme os regimes operacionais

propostos.

Grafico 22:Boxplotdos resultados de volume de bbtidos durante a operacdo dos reatores

semi-continuos e continuos.
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Percebe-se que houve grande variacdo dos valoresiudee de H obtidos no RSC1,
com mediana de 1,75 L e em RSC2, de 0,7 L. O dusarperior, referente aos 25% dos
resultados com valores mais elevados, foi 3 L, (R8&L1, e 1,2 para RSC2. J4 o quartil
inferior, correspondente a 25% dos dados com memnaleres, € 0,8 L para RSC1 e 0,3 L para
RSC2. Os resultados do volume dg poduzido nos reatores continuos, como foram Baixo
nao aparecem ridoxplotacima.

Ja a proporcdo deoHo biogas no reator semi-continuo 1 pode ser Nisua no
Grafico 23. Nos dois primeiros dias de operacgmraentagem de +ho biogas produzido foi

superior a 90%, e apresentou decréscimo nos diaeguentes.
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Gréfico 23: Proporcao dextho biogas durante a operacao do fermentador samtiircio 1.
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A propor¢do de Bno biogas produzido durante a operacdo do reatoi-sontinuo 2
estd mostrada no Grafico 24. O reator 2 tambémsapteu valores de porcentagem de H
acima de 90% nos dois primeiros dias, bem comdicemlio no RSC1. Tanto os volumes como
as porcentagens deldbtidos nos primeiros dias de operagdo em ambaogaisres semi-
continuos foram considerados demasiadamente elevgdando comparados com os obtidos
na literatura. Sendo assim, recomenda-se que um @gverimento seja realizado a fim de

valida-los.

Gréfico 24: Proporcdo deoHho biogads gerado durante a operacdo do fermentstor-

continuo 2.
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E possivel verificar, a partir da observacio do&fiGrs 23 e 24, a menor producéo,

tanto de biogas como de,Hho fermentador semi-continuo 2. Também se obsend€ncia de

queda de producdao, tanto de biogas, como-d®Hlecorrer do teste, em ambos reatores.

O Gréfico 25 mostra a proporcdo de #urante a operagéo do reator continuo 1. E

possivel verificar que a porcentagem maxima enadatideste gas é de 17%, no 7° dia de

operacgdo. Apés o 20° dia, sdo encontrados valbeescde 2%, até o final do teste.

Gréfico 25: Proporgao deziderado no reator continuo 1, durante o experimento

12 18
16

10
— 14
=
2 8 12
o 10
(0] 6 =)
° 8 X
(O]
e 4 6
3 4
2 2 - - ,

XxX X XK x X
Koy X X X
0 XX XX X X X xxXX xx 0
NN N A G AR S I A A
mBiogds mH, X%H, Periodo do teste (d)

Fonte: a autora

A proporcdo de bk no reator continuo 2 pode ser visualizada no Grafié. O

percentual maximo encontrado foi de 10,8%, no dia.°A partir do 17° dia, os valores foram

inferiores a 4%.

Gréfico 26: Proporcao dezierado no reator continuo 2, no decorrer do teste.
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Nos Graficos 25 e 26 foram verificados teores denlds sem volume registrado deste
gas. E importante ressaltar que a deteccdo.darHambos os reatores continuos foi realizada
pela andlise cromatografica, contudo, ndo houvamelsuficiente de gas para que o mesmo
fosse contabilizado pelos medidores de vazéao emagosg

Também foi elaborado GraficBoxplot (Grafico 27) para analise dos dados de
porcentagem de Hno biogas produzido pelos reatores, ja que housadg variagdo dos
mesmos. Verifica-se que a mediana no RSC1 é 46%#m eRSC2 38%. Ja nos reatores

continuos, os valores da mediana e dos quartisisupdnferior encontram-se abaixo de 5%.

Grafico 27:Boxplotdos valores de porcentagem dentd biogas dos reatores semi-continuos e

continuos.
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O Gréfico 27 acima também permite visualizar o tijusuperior, de 69% para RSC1 e
48% para RSC2. J4 como quartil inferior, 31% em R8Q9% para RSC2.

Para comparacdo dos resultados obtidos durante esagdip dos dois regimes
operacionais empregados, foram avaliadas pesquisasmpregaram glicerol como substrato
organico em processos continuos, utilizando oscip@is modelos de reatores descritos na
literatura.

Ferreira (2014) avaliou o efeito do TDH (1 a 14im) eeator anaerdbio de leito
fluidizado (RALF), com glicerol bruto na concentiiacde 5 g/L. O inéculo foi oriundo de
reator UASB, e o sistema operou a temperatura @& 5A porcentagem dezHo biogas em
funcdo do TDH se manteve em cerca de 60% em taltengpos testados, obtendo 0 minimo
de 50%, no TDH de 10h e maximo de 70% no TDH de 1h.
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Nazareth (2015) avaliou a produgéo dectbutros metabalitos, utilizando glicerol bruto
como fonte carbonacea, também empregando RALF @ dedreator UASB como indculo,
operados com TDH de 0,5 a 8h. Conforme a autopgreentual maximo obtido foi atingido
no TDH de 0,5h, de 81,2%.

Lo et al (2013) testaram um CSTR para avaliacdordducao de Hutilizando glicerol
puro e bruto como substrato orgéanico, e a patridium pasteurianunCH4 como indculo.
As condicbes empregadas foram: temperatura de 35D8 de 12 h, sem controle de pH, e
concentracdo de glicerol, puro e bruto, de 10 @uando o glicerol puro foi utilizado, a

porcentagem média delHo biogas foi de 78,3%, e o bruto 72,7%.

J& no trabalho de Chookaew, O-Thong & Praserts@a4{2foi operado um reator
UASB com a cep&lebsiella sp TR17, na temperatura de°@ pH de 8,0e TDHde 2a 12 he
concentracéo de glicerol de 10 a 30 g/L. Os autegficaram que, no TDH de 4h, o aumento
da concentracdo de glicerol de 10, 20 a 30 g/L a@@sentou diferenca significativa no
conteudo de kKno biogas, com valores de 42, 46 e 43%, respectite.

Reungsang, Sittijunda & O-Thong (2013) utilizaraeator UASB para producédo de H
a partir de glicerol, puro e bruto, utilizanBaterobacter aerogeneSTCC 13048 imobilizada.
Foram avaliadas as COV de 25; 37,5; 50; 62,5 €l78.gSegundo os autores, a melhor COV
aplicada foi de 50 g/L.d, alcangcando porcentagenxime de H no biogas de 37,1%,
utilizando glicerol puro, e 24,2% para glicerol toru

Lovato et al (2015) testaram AnSBBR para produziraHpartir de glicerol puro,
aplicando COV de 7,7 a 17,1 g DQO/L.d, a partivaaacdo da concentracao afluente (3,4 e 5
g/L) e periodo de ciclo (3 e 4 h). Também foi métio glicerol bruto, apenas na concentracéo
de 5 g/L e TDH de 3h, resultando em COV de 17,10 .d. Verificaram que o aumento da
concentracdo afluente de glicerol puro e diminug@dempo de ciclo favoreceu a producéo de

H>, obtendo a maior porcentagem de 68%, quando a TQOWVg/L.d foi utilizada.

Os valores de porcentagem dedbtidos no presente trabalho variaram de 10 a@®%
ambos os reatores, e a média encontrada durarfreoreento, RSC1 com 48,8% e RSC2 com

39,2%, esta de acordo com os descritos pela literatonforme autores supracitados.

Além do volume e porcentagem de o biogas, também foram calculados o
rendimento molar, bem como a produtividade voluiteéte especifica, para avaliacdo dos

resultados obtidos. Os mesmos sdo apresentadgsaia se
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5.2.3. Rendimento molar

O rendimento molar (mol #mol glicerolemovidg Verificado durante a operacdo dos

reatores semi-continuos pode ser visualizada nficG1Z8.

Gréfico 28: Rendimento molar obtido durante a opfwalos fermentadores operados de forma
semi-continua, nas concentracdes de 10 e 50 g/L.
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A partir da analise do Grafico 28, pode-se visaalizs maiores valores de rendimento
molar no primeiro dia de operacgéo, de 3,58 e 0,8% irp/mol de glicerol, no RSC1 e RSC2,
respectivamente. Ja no decorrer do experimentoyehgrande variagdo dos valores em RSC1,
alcancando maximo de 0,52 e minimo de 0,09 mbl glicerol. J& em RSC2, exceto nos
primeiros dias, os demais rendimentos foram ab@éx0,05 mol k¥mol glicerol.

No primeiro dia de operacdo, foi constatado rendtmemaior do que o maximo
tedrico, que € 3 mols Jnol glicerol, na producdo de acido acético. Istme ter sido
decorrente das impurezas contidas no glicerol boatoforme relatado por Sarma et al (2015).

O rendimento molar obtido durante a operacéo datenes continuos esta mostrado no
Gréfico 29.
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Gréfico 29: Rendimento molar obtido durante a opfwalos fermentadores operados de forma

continua, nas concentracdes de glicerol de 10g#L50
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Fonte: a autora

Verifica-se que o rendimento em ambos os reataiesbfixo de 0,007 mol #mol de
glicerol durante todo o periodo experimental. Aligeddos resultados de rendimento molar
comparativa dos regimes operacionais testados pedeealizada pelo Grafico 30, na qual
mostra a distribuicdo dos mesmos sob a form8alplot O Grafico mostra os valores da

mediana de 0,25 e menor que 0,05 mgirtel glicerol, para RSC1 e RSC2, respectivamente.

Gréfico 30:Boxplot dos resultados obtidos de rendimento molar dosnesa operados de

forma semi-continua e continua.
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O Grafico acima também mostra os quartis dos @ndt observados nos reatores

semi-continuos. No RSC1, os valores dos quartiersupe inferior foram 0,31 e 0,18,
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respectivamente. Ja no RSC2, os mesmos estdo atw05 mol kmol glicerol. Os baixos

valores de rendimento dos reatores continuos rére@gram no gréfico.

Ferreira (2014), avaliou o efeito do TDH (1 a 14eh) RALF, operado na temperatura
termofilica e alimentado com glicerol bruto na aamcacéo de 5 g/L, com indculo oriundo de
reator UASB. Os resultados mostraram que o rendor@ermaneceu constante entre os TDH
de 14h a 2h (1,2 e 1,4 mobhol glicerol) e no TDH de 1h o rendimento foi nra{ mols

Hz/mol glicerol).

Os autores Lo et al (2013), citados no topico @mteavaliaram a producédo de> H
utilizando glicerol puro e bruto, na concentragcd@ 1 g/L, em CSTR, utilizando a cepa
Clostridium pasteurianumCH4 como in6culo. Quando o glicerol puro foi atiido, o
rendimento maximo foi de 0,50 mob/hol glicerol. Ja quando o glicerol bruto foi wddo,

este valor aumentou para 0,77 melrhbl glicerol.

Silva-lllanes et al (2015) avaliaram o efeito daiagho de pH (5,5 a 6,5) e TDH (8 a
12h) no potencial de producdo de, ldmpregando CSTR, indculo oriundo de lodo ativado
glicerol bruto como substrato. O maior rendimemte,0,41 mol H¥mol glicerol foi obtido
guando utilizado pH de 5,5 e TDH de 12 h.

Jitrwung & Yargeau (2015) empregaram CSTR, glicebouto e Enterobacter
aerogenesATCC 35029 como in6culo para producdo de AMlém de pH e velocidade de
agitacdo, parametros como concentracdo de substratzdo de reciclo foram otimizados.
Como resultado, foi verificado rendimento de 0,86l t>/mol glicerol, na agitacdo de 500
rom, pH 6,4, glicerol bruto na concentracdo de Ifl5e 33% de reciclo (que favorece a
diluicdo do afluente e retorno da biomassa) e aiagéio na vazao de 0,44 mL/min. Os autores
ressaltam que, nestas condi¢fes, o0 reator permaast@el durante 7 dias.

Os maiores valores obtido por Reungsang, SittijuRd@-Thong (2013), em reator
UASB com glicerol, puro e bruto, na COV de 50 g/Ludilizando Enterobacter aerogenes
ATCC 13048 imobilizada, foram de 0,41 mal/iol glicerol quando utilizado glicerol puro, e

0,32 mol H/mol glicerol, para glicerol bruto.

Ja os resultados de Lovato et al (2015), utilizaAd&BBR e glicerol puro e bruto,
mostraram valor maximo de 1,19 mal/idol para glicerol puro, na concentracao de 4 g/te

0,1 mol H/mol glicerol, quando utilizada a forma bruta, vacentracdo de 5 g/L.

A partir da andlise dos trabalhos descritos pééaiatiura, verifica-se que a faixa dos

rendimentos obtidos a partir de operacéo continp@stante ampla, variando de 0,1 a 3,0 mol
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Ho/mol glicerol. Mesmo assim, considera-se que oglineentos obtidos neste trabalho,
utilizando reatores semi-continuos, séo inferiaes valores citados na bibliografia, ainda

considerando o TDH empregado de 24 h.

O baixo rendimento de Hpode ser atribuido a duas razdes principais. megra foi

devido a concentracdo de substrato utilizadaegansla, ao TDH empregado.

Conforme os valores da literatura mostrados acitdayjma tendéncia de obtencéo de
maiores rendimentos quando menores concentracdgicdeol sdo utilizadas. Nas maiores
concentracdes de glicerol, os resultados desanaokteratura sdo proximos dos encontrados

neste trabalho.

Como ja citados, Chookaew, O-Thong & Prasertsabh4p6itam que, quando o glicerol
estd presente em excesso, ha maior tendéncia dedao de 1,3-PD do quex.HEsta
constatacdo vem ao encontro dos resultados debtdho, ja que o rendimento de, liquando
utilizada a maior concentracao de glicerol, de &Q @i inferior ao obtido quando empregado
10 g/L.

De Oliveira Faber & Ferreira-Leitdo (2016) testaraliferentes concentracbes de
glicerina e verificaram que o maximo rendimento Hlefoi observado quando utilizada a
menor concentragdo de substrato. Ademais, foi atatgt que o aumento na concentracdo de
glicerina acarretou diminuicdo do rendimento de Ette efeito foi também relatado por Ito et
al. (2005), Temudo et al. (2008) e Lo et al. (2013)

Ja a ultima possivel justificativa do baixo rendmeeobtido pode ser relacionada ao
TDH empregado. Chookaew, O-Thong & Prasertsan (2814hang et al (2003) verificaram
gue baixos valores de TDH favorecem a producdo daoms concentracbes de etanol,
aumentando a producao de.HDe acordo com Silva, Mack & Contiero (2009), aaro
metabdlica oxidativa para a producéo de etanolt@noli como pode ser visualizada na Figura
12, concorre com a rota acidogénica. Sendo assitrandp o consumo do substrato €

direcionado para a formacgéo de alcoois, a proddedgas é consequentemente reduzida.
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NADH, NAD*
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Figura 7: Rotas metabdlicas, oxidativa e redutiafermentacao de glicerol.

Fonte: Adaptado de Pachapur et al (2015).

Sarma et al (2015) relataram o emprego do modehd-aentinuo para producéo de H
e do inéculoEnterobacter aerogeneSRRL B-407. Foram realizadas duas bateladas, de 40
64h, utilizando glicerol bruto nas concentracbes6@ee 120 g/L, respectivamente. Os
rendimentos obtidos foram de 4,06 e 4,19 molgmdl glicerol. Contudo, os autores
associaram os elevados valores a outros compastgsagiem estar presentes no glicerol bruto,

como sabéo e acidos graxos.

Além do citado, ndo ha na literatura mais trabaletstando a operacédo semi-continua,
utilizando glicerol como substrato organico, o qdiiculta a analise comparativa dos

resultados.

Desta forma, os resultados das pesquisas realiztdas momento, bem como 0s
obtidos neste trabalho indicam que o rendimenta sétado tanto pela concentracdo de
glicerol como pelo TDH. Nos reatores semi-continesses dois fatores parecem contribuir em
conjunto para o direcionamento da rota metabdlipaducao de intermediarios que diminuem

ou consomem ndo somente g khagambém os AGV formados, ja relatados anteriormente.
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5.2.4. Produtividade volumétrica

A produtividade volumétrica (mL 4#.d) obtida durante a operacdo dos fermentadores
semi-continuos pode ser visualizada no GraficoV&tifica-se variacdo nos resultados, com

tendéncia de diminuicdo dos valores, ao final dtete

Gréfico 31: Produtividade volumétrica dos reatosemi-continuos durante o experimento

realizado.
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Os valores maximos deste parametro foram encorgrad@rimeiro dia de operacgéo,
iguais a 2340 mL kL.d no RSC1 e 2928 mL4L no RSC2. Além destes, 0os maiores valores
foram de 907,2 e 671,9 mL-H.d, obtidos no RSC1 e RSC2 respectivamente, minsnos,
de 50,8, no RSC1, e 0,0 mlo/H.d, no RSC2.

A produtividade volumétrica dos reatores continests apresentada no Gréfico 32. O
méaximo encontrado, de 45,3 ml/Hd foi no RC1. J& no reator 2, este valor foi3@3 mL
Ho/L.d.
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Gréafico 32: Produtividade volumétrica dos reata®stinuos no decorrer do teste.
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Ressalta-se 0s baixos valores de produtividadenénactos durante a operacdo dos
reatores continuos. Apés 15 dias de operacédo,adab$ervada produtividade no RC2 e, no
RC2, apos 25 dias.

Para melhor avaliacdo da produtividade volumétramyido a grande variacdo dos
resultados, estes dados também foram calculados &wina deBoxplot mostrado no Grafico

33, que permite verificar a sua distribuicdo nassdrondi¢cdes operacionais propostas.

Grafico 33:Boxplotda produtividade volumétrica dos reatores semitoans e continuos.
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A distribuicdo dos dados sob a formaRtxplot mostra valores de mediana no RSC1
de 350 e no RSC2 de 130 mk/Hd. Ja os quartis maximos foram 610 e 220, emuril80 e
80 mL HJ/L.d, em RSC1l e RSC2 respectivamente. Como houweapgrodutividade
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volumétrica nos reatores continuos, abaixo de 45H#L.d, 0s mesmos ndo aparecem no

gréfico devido a escala empregada.

Ito et al (2005) empregaram um reator de leito ,fismculado comEnterobacter
aerogenegiU-101, com TDH de 10h, para avaliar a producéaséigetilizando glicerol puro e
bruto como fonte carbonacea. A produtividade méxioia36439 mL H/L.h para glicerol
bruto e 46272 mL HL.h para glicerol puro. Como justificativa a menorodutividade
verificada empregando glicerol bruto, os autorésr&m a presenca de sais, que podem ter

apresentado efeito inibidor.

Os autores Reungsang, Sittijunda & O-Thong (204.8)jtpdos, utilizaram reator UASB
para producédo de JHa partir de glicerol, puro e bruto, utilizandmterobacter aerogenes
ATCC 13048 imobilizadaA melhor produtividade volumétrica, tanto para gla puro como
bruto, foi obtido na COV de 50 g/L.d. Com o glidgnaro, o maximo valor obtido foi de 4824,
e com o bruto, de 3333 mLxH.d.

Lo et al (2013), ja citados anteriormente, testanamCSTR para avaliacdo da producao
de H utilizando glicerol puro e bruto como substratgéamico, ambos na concentragdo de
10 g/L, e a cep&lostridium pasteurianunCH4 como inéculo. Quando o glicerol puro foi
utilizado, a produtividade maxima foi de 2472 mk/lth. JA4 quando o glicerol bruto foi
utilizado, a produtividade aumentou para 3984 miLld. Ressalta-se que o reator foi operado
cerca de 10 dias.

Chookaew, O-Thong & Prasertsan (2014) operaranoné®ASB comKlebsiella sp
TR17, na temperatura de4f) TDH de 2 a 12 h e concentracéo de glicerol da 30 g/L. A
produtividade volumétrica méxima, no valor de 588% HJ/L.d, foi encontrada quando
empregada a concentragao de 30 g/L.

Sarma et al (2015), empregando o modelo semi-aompara producao dextd indculo
Enterobacter aerogeneSBlRRL B-407, realizaram duas bateladas, de 40 e 6Gdlzando
glicerol bruto nas concentracdes de 60 e 120 g4dpeactivamente. Na primeira batelada (60
g/L) a producdo acumulada de tdi de 14,41 L, que corresponde a 4,8041HJ4& na segunda
(120 g/L), a producdo acumulada defbi de 15,55 L, ou, conforme os autores, 5,182l H
Como estratégia de operacéo, ainda foi borbulhamlogénio gasoso (N para diminuir a
pressao parcial de;Hjue, conforme os autores, pode apresentar efdvErso no rendimento
de H.
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Analisando os valores da literatura de produtividedlumétrica, dois itens importantes
precisam ser ressaltados. O primeiro € que oslh@baitados avaliam a producédo de H
utilizando como inéculo culturas puras. JA o seguti@pico € em relacdo aos valores
apresentados, que sdo 0s maximos encontrados. Sessilm, buscou-se trabalhos que
empregaram culturas mistas, utilizando gliceroltdomomo substrato, em sistemas continuos

para comparagao.

Nazareth (2015), utilizando lodo anaerobio préattatcomo indculo, também testou
diferentes COV em RALF, e glicerol bruto como stddst para avaliar a producéo de. A
autora empregou COV de 240, 487 e 1092 g/L.d, evebmaior produtividade volumétrica,
igual a 316 mL HL.d, na carga intermediaria.

Ja Moncayo Bravo et al (2015) empregaram AnSBBR: pagliar a producéo dexH
utilizando efluente sintético com glicerol puro amsubstrato, e lodo anaerébio como inéculo.
Foram testados diferentes valores de COV, de IfhZag/L.d, a partir da variagdo do TDH em
3 e 4 h, e aDQO afluente em 3, 4 e 5 g/L. Dedaxaom os autores, nao foi encontrada
relacdo clara entre a COV aplicada e a producabl.deContudo, ressaltaram que a maior
producgéo volumeétrica, igual a 1512 mk/Hd, foi obtida na COV de 12,9 g DQO/L.d.

Lovato et al (2015) também utilizaram AnSBBR e @lat puro para producgédo de,H
aplicando COV de 7,7 a 17,1 g DQO/L.d. O glicemitb foi utilizado apenas na concentracéo
de 5 g/L e TDH de 3h, resultando em COV de 17,1QO0..d. A produtividade maxima
obtida foi de 2258 mL HL.d quando utilizado glicerol puro e COV aplicatal17,1 g/L.d. Na

condicao testada com glicerol bruto, o valor maxenocontrado foi 217 mL #L.d.

Ferreira (2014) empregou RALF para producédo de udlizando glicerol como
substrato. Foram testados os valores de TDH dd4haem temperatura de 55°C. A menor
produtividade volumétrica, igual a 2460 ml/Hd foi obtida no valor de TDH de 14h, e a
maior de 36208 mL pL.d no valor de TDH de 1h. De acordo com a auteste valor foi

decorrente da maior COV aplicada.

A partir da avaliagdo de trabalhos que utilizaramtucas mistas, exceto o Ultimo
apresentado que utilizou condicao termofilica, fisarise que os dados deste trabalho sao
semelhantes e até superiores aos citados, mesmnmulaquailizado glicerol puro, ou seja,
ausente de impurezas. Destaca-se o0 valor maxinentado quando utilizado RALF, que é

menor do que a mediana do fermentador semi-confinuo
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5.2.5. Produtividade volumétrica especifica

Os resultados referentes a produtividade volunaéaspecifica (mL HgSVT.d) podem
ser visualizados no Gréfico 34. O RSC1 apresentximo de 172 mL bWigSVT.d, decorridos
30 dias do inicio do experimento, e minimo de 16|1H./gSVT.d, no 104° dia. No RSC2
foram verificados em todo o periodo do experimematores abaixo de 20 mLHSVT.d.

Grafico 34: Produtividade volumeétrica especificdid# nos reatores operados sob a forma

semi-continua.
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Fonte: a autora

Ja a produtividade volumétrica dos reatores coosirestd mostrada no Gréfico 35.
Como pode ser visualizado, esta configuracdo ojegralctambém nao apresentou bons
resultados para este parametro, com valor maximg,8lenL H/gSVT.d, no RC1. Apés o
méaximo obtido no RC1 e em todo o monitoramentoizadb no RC2, ndo foi observada

produtividade durante o experimento.
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Grafico 35: Produtividade volumétrica especifica deatores continuos, durante o periodo

operacional.

3,5
3

= N
o Nw;

Produtividade volumétrica
-

especifica (mL EHgSVT.d)

o
[

O & 8- &- & 7Y &- o

6 13 20 27 34 41 48 55 62
—e—Continuo 1 —e—Continuo 2 Periodo do teste (d)

Fonte: a autora

Bem como nos outros parametros, os dados de pvathde volumétrica especifica
também foram analisados sob a formaBaplot como pode ser visto no Grafico 36. Os
valores de mediana, quartil superior e inferioR®C1 séo, respectivamente, 65, 130 e 30 mL
Ho/gSVT.d. Ja no RSC2, estes apresentaram valoresat®10 mL H/gSVT.d.

Gréfico 36: Produtividade volumétrica especifica deatores operados de forma semi-continua

e continua.
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Fonte: a autora

Os resultados referentes aos reatores continunbgia devido a escala utilizada para
elaboracdo do grafico, ndo sdo contemplados nicgrdflais uma vez, verifica-se 0s baixos
valores obtidos no fermentador 2, que operou commiOV aplicada.
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De acordo com Moncayo Bravo et al (2015), a prettldde volumétrica especifica
maxima encontrada foi de 443 mbLJ/gl SVT.d, na COV de 12,9 g DQO/L.d. Os autores
empregaram AnSBBR para avaliar a producgéo gatitizando efluente sintético com glicerol
puro como substrato, lodo anaerébio imobilizadoéetratado como indculo.

Condic¢des semelhantes ao trabalho supracitado ftastadas por Lovato et al (2015).
Neste ultimo, a maxima produtividade volumétricpeesfica foi de 889 mL kg SVT.d com
glicerol puro na COV de 13,3 g DQO/L.d. J& quandglicerol bruto foi testado, o valor
maximo foi de 13,44 mL WgSVT.d, na COV de 17,1 g DQO/L.d.

Reungsang, Sittjunda & O-Thong (2013) utilizaraeator UASB alimentado com
glicerol puro e bruto &nterobacter aerogeneATCC 13048 imobilizada como inéculo. O
valor maximo de produtividade volumétrica espeaiffoi de 1827 mL blg SVS.d, com
glicerol bruto como substrato na COV de 37,5 g/la@lquando o glicerol puro foi utilizado, o
maximo foi de 1451 mL bklg SVS.d.

Os valores encontrados na literatura de produtidaolumétrica especifica de Hao
muito superiores aos verificados no presente tnabd&ode-se verificar que a operagdo semi-
continua foi capaz de reter uma elevada quantidadbiomassa, 0 que consequentemente
reduziu os valores deste parametro. Ja na opetigsgioeatores continuos, 0s baixos valores
obtidos, ou nulos, ocorreram tanto pela baixa pradule gas, mas também pelo acimulo de
SVT.

5.2.6. Diversidade microbiana

Além dos parametros fisicos e quimicos e produedgad, a diversidade microbiana, a
nivel de género, também foi avaliada nos regimesamjpnais testados.

Nos reatores semi-continuos, duas amostras foralisaas em cada reator, uma
associada a elevada e outra a baixa producdo dengasicio e no final do experimento,
respectivamente. Como foi apresentado no Gréaficad@@em 5.2.2, percebe-se que é possivel
realizar diferenciar estas duas condi¢cdes a padeti70° dia de operacdo. Sendo assim, as
amostras analisadas, relacionadas a boa produgam €oletadas no 26° dia, e a ma producéo,
no 111° dia.

J& nos reatores continuos, como ndo foram verdgdwbns resultados em relacdo a
producédo de b optou-se por analisar somente uma amostra dereatta, decorridos 41 dias

do inicio do experimento.
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Primeiramente, foi realizado o agrupamento hieiémdos organismos presentes em

cada modelo experimental avaliado. O mesmo esté&anosno Grafico 37.

Grafico 37: Agrupamento hierarquico classico baseath abundancia relativa dos

microrganismos presentes em cada reator.

Distancia

¢
L3

(=) 4 4~ 2 s
o 4 o L] O o 4 o L] N
| | | |

RC1

RC2

—— RSCI1 fim

— RSC2 fim

I— RSC2 inicio

I_ RSCI 1nicio

Fonte: a autora

O agrupamento mostra que € possivel associar asidisde genética do periodo
operacional semi-continuo, bem como entre os med#doreatores testados. A variabilidade
genética foi maior no semi-continuo durante periddmperacao (inicio e fim) de ambos os
reatores. Ou seja, no inicio da operacdo foramngramos microrganismos semelhantes em
ambos os reatores (independente da concentracéal oeé glicerol). Ja no fim, também foram
semelhantes entre si, mas diferentes da amos#tadalno inicio do teste.

Ja nos reatores continuos, 0s microrganismos eadost foram diferentes dos
verificados na operacdo semi-continua, independamtperiodo avaliado, o que contribuiu

pela maior variabilidade genética constatada.

Sendo assim, o agrupamento revelou dois gruposinaipo, relacionado aos reatores
semi-continuos, em que é associada a geracao,décidos acético e butirico. O segundo

grupo, em gue se encontram os reatores continelasjianam a producéo de acido propiénico
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e baixa ou nula producdo de.H\s poucas similaridades entre os dois gruposircoam a
influéncia da forma de operacéo na sele¢cdo do®rganismos.

As diversidades microbianas encontradas nos esgtbaseadas na abundancia relativa,
sdo mostradas a seguir. No Grafico 38 pode-selidaua condi¢cdo do reator semi-continuo 1,
no inicio e no fim do experimento, em que sao amtaslas as familias e, entre paréntesis, 0s

géneros dos microrganismos.

Grafico 38: Diversidade microbiana, baseada na ddnpia relativa dos microrganismos,

encontrada no reator semi-continuo 1, no inicio 8m da operacéo
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Fonte: a autora

Pode-se visualizar que a familinterobacteriaceadoi predominante no inicio da
operacgao do reator semi-continuo 1, correspondai@®2% dos microrganismos encontrados,
divididos em género desconhecido (41,9%iterobacter(46,5%), Erwinia (0,55%), outros
(0,15%)e Citrobacter(0,12%). A familiaClostridiaceaefoi a segunda mais encontrada, sendo
4% dos organismos, nos géne@sstridium(2,1%) e desconhecido (1,9%).

Ja no final do experimento do RSC1, verificou-saifitacdo na abundancia relativa.
A Familia Clostridiaceaefoi a predominante, correspondendo a 62,6%, em igugpoorcao
entre 0os género€lostridium e desconhecido (31,3%). A familinterobacteriaceagassou
para o segundo lugar, representando 33,1% dos isngasy divididos emEnterobacter
(17,2%), desconhecido (15,6%lfEewinia (0,34%).
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O Gréafico 39 mostra a diversidade microbiana veada no reator semi-continuo 2, no

inicio e no final do experimento.

Grafico 39: Diversidade microbiana, baseada na ddnpia relativa dos microrganismos,

encontrada no reator semi-continuo 2, no inicio #m da operacéo.
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Fonte: a autora

O mesmo comportamento visualizado no RSC1 tambénefdicado no RSC2, tanto
no inicio como no fim do experimento. No inicio, familia Enterobacteriaceaefoi
predominante, correspondendo a 92,8% dos micr@ges encontrados, em que 0S géneros
majoritarios também forar&nterobacter(49%) e desconhecido (42,7), seguidos pavinia
(0,77%), outros (0,16%) @itrobacter(0,15%).

No final, a familiaClostridiaceaefoi a mais abundante, com 53% dos organismos
presentes, com o0s génerddostridium (26,6%) e desconhecido (26,4%). A familia
Enterobacteriaceaefoi a segunda mais encontrada (40,2%), divididass rgéneros
Enterobacter (20,5%) e desconhecido (19,4%)Eewinia (0,36%). Também se verificou
microrganismos da familideillonellaceagdo génerdialister (0,2%), e maior quantidade de
Shewanellacea,77%).

Reungsang, Sittjunda & O-Thong (2013) avaliaranpraducdo de Hem UASB
inoculado comEnterobacter aerogeneATCC 13048 imobilizada em gréanulos de lodo pré-

tratados, utilizando glicerol como substrato. Fesariada a presenca deste organismo a
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producdo de B mas também bactérias do fikirmicutes como Clostridium Bacillus e
Dialister. Conforme os autores, estes grupos bacterianagslagonam com a deteccao de

acidos propionico, acético, latico e butirico.

Ja Mangayil, Karp & Santala (2012) utilizaram lodtivado enriquecido, a partir de
consecutivas aclimatagdes, para produziraHpartir de glicerol bruto, na concentracao de 1
g/L, pH 6,5 e temperatura de 40°C. A caracterizagilecular revelou que o consorcio

microbiano utilizado apresenta@dostridiumcomo género dominante.

Lo et al (2013) investigaram o potencial de produgé H de Clostridium butyricum
Clostridium pasteurianume Klebsiella sp. Dentre o0s microrganismosClostridium
pasteurianunCH4 exibiu os melhores resultados.

Neste trabalho, as familias que mais contribuirama @ variabilidade genética dos
microrganismos nos reatores semi-continuos fordemtarobacteriaceae aClostridiaceae,
predominantes no inicio e no final do experimengspectivamente. Em relagdo a presenca
destes organismos, também foi possivel associaroadicdes de melhor (inicio) e pior

producéo de H(fim).

Véarios pesquisadores ja confirmaram o potencial género Enterobacter,
principalmente da espédinterobacter aerogengmra a conversao de glicerol bruto a(HO
et al, 2005; YAZDANI & GONZALEZ, 2007 SAKAI & YAGISHITA, 2007; SEIFERT et al,
2009; MARQUES et al, 200REUNGSANG, SITTIJUNDA & O-THONG, 2013; JITRWUNG
& YARGEAU, 2015; SARMA et al, 2015). A maioria agenta avancos empregando esta

espécie em culturas puras.

A fermentacdo de glicerol pd&nterobacterresulta em 1,3-PD e &cido acético. Além
dos citados, outros intermediarios como acidosdaé férmico, bem como etanol também
podem ser obtidos (AMARAL et al, 2009). Ja quandalpresenca delostridium o principal
produto € o 1,3-PD (BARBIRATO et al, 1998), e bularseguido de etanol (BIEBL, 2001),
enquanto que a producao de acidos organicesdininuem (AKUTSU et al, 2009).

De S4, Cammarota & Ferreira-Leitdo (2014) citam gukesvantagem na utilizacédo de
culturas mistas no processo fermentativo de pradwd@ B é associada a presenca de
microrganismos consumidores deste gas, tais comatérims metanogénicas e
homoacetogénicas. A realizacdo do pré-tratamentmidé previne a ocorréncia da
metanogénese, contudo, ndo inibe o consumo@elids bactérias homoacetogénicas.
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As bactérias homoacetogénicas utilizam,@QH para produzir 4cido acético (NI et al,
2011; RODRIGUES et al, 2016), conforme mostrad&gaacéo 20. Algumas delas pertencem
ao génercClostridium que tém como caracteristica a sobrevivéncia emdicdes extremas,
como as requeridas nos pré-tratamentos de biom@sgsmplos sdo &lostridium aceticume
ClostridiumthermoautotrophicuniDE SA, CAMMAROTA & FERREIRA-LEITAO, 2014).

2HCO; + 4H, + H* - CH3C00™ + H,0 (20)

Desta forma, foi clara a modificagdo da abundardaa comunidade microbiana
produtora de kIno inicio e no fim do experimento. Foi possivalogsar a elevada producéo de
H2 e &cidos graxos volateis, no inicio da operac&aeatores semi-continuos, independente da
concentracdo glicerol afluente, com o génErderobacter J4 a queda da producdo dg H
verificada ao final do teste, pode ser vinculadg@&weroClostridium

A diversidade microbiana verificada nos reatorestiooos esta mostrada no Grafico
40. Como ja mencionado, para este modelo de rdatam analisadas duas amostras, uma de

cada reator.

Grafico 40: Diversidade microbiana, baseada na ddnoia relativa dos microrganismos,

encontrada durante a operagéo dos reatores contirne@.
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Como mostrado no Grafico 40, foi possivel verificama elevada diversidade
microbiana nos reatores continuos. No reator tedgminéancia foi da familigeillonellaceae
com o génerdPectinatus correspondendo a 54,7% dos organismos. Em sedugdo de
abundéancia relativa destacou-se a familaterobacteriaceae(género Enterobacter e
desconhecido), com 22,1% e, em terceifgetobacteraceae(outro, desconhecido e
Gluconobactey, com 8,94%. A familiaClostriaceae(género desconhecido @lostridium
apareceu em quarto lugar, com 2,11%. Outras faand@moBurkholderiaceadSalinisporae
Burkholderig, SphingomonadaceaeRuminococcaceammbém estiveram presentes, mas em
pequenas proporgoes.

Ja no reator 2, também foi verificada elevada didade microbiana, mas com
guantidades relativas distintas do reator 1. A @madancia foi da famili&nterobacteriacege
com o génerdenterobactercorrespondendo a 27,1%, desconhecido 25,7%, oQ0t@io,
Erwinia 0,26% e Citrobacter 0,14%. A segunda maior familia em abundancia foi a
Veillonellaceagcom o géner®ectinatus representando 30,1% dos organismos e, em terceiro
Acetobacteraceaéoutro, desconhecido @luconobactey, com 8,73%. O restante, em menor
proporcao, foi referente as familiBsirkholderiaceagSalinisporg e Sphingomonadaceaé

familia Clostriaceaendo foi encontrada neste reator.

Nos reatores continuos, a diversidade microbiaté re$acionada com 3 principais
familias que saoVeillonellaceae (Pectinatuy, Acetobacteraceadoutro, desconhecido e
Gluconobacter e Enterobacteriaceagdesconhecido, outro&krwinia e Citrobactel). Cabe
ressaltar que as duas primeiras familias citadasfo@&m encontradas nos reatores semi-

continuos.

Janior, Etchebehere & Zaiat (2015) avaliaram a pgéd de H empregando vinhaga
em reator anaerobio ascendente de leito fixo. Faestados como material suporte argila
expandida, ceramica porosa, carvao e polietiiendba@iga densidade. Os reatores foram
operados com TDH de 24h, COV de 36,2 g DQO/L.dtengperatura de 25 °C. Verificou-se
gue 0s meios suportes utilizados selecionam difesgropulagdes microbianas.

Ainda conforme os autores, também foi realizaddisnda diversidade microbiana no
inicio e no fim do experimento, relacionados a a&flev e a baixa producdo dey, H
respectivamente. Como resultados, foi verificade gquembros da familid/eillonellaceae
foram dominantes (60,7%) durante a elevada produwgoH. Organismos do género
Pectinatusestiveram presentes no inicio, com abundancisivelde 54,1%, e no fim, decaiu

para 3.1%. Ja a baixa producdo deald final do teste foi associada ao aumento dalitami
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Burkholderiaceadde 22,5 a 69,2%). Segundo os autores, membrts fd@silia ndo produzem
H2 e séo eficientes na mineralizacdo de matéria @m@a&ob condi¢cdes aerdbicas. Sendo assim,
a sua deteccdo foi associada a condicdes micrdaE®f que inibiram a atuacdo de

organismos estritamente anaerobios.

Conforme Tholozan, Membré & Grivet (1997), os pipais intermediarios da
fermentacdo de aclUcares por membros do gé&tertinatusé H, acidos acético e propidnico.
Devido a este ultimo produto, sdo considerados nisgeos de baixo rendimento de> H
(CASTELLO et al, 2009, XAFENIAS, ANUNOBI & MAPELLI2015).

No estudo realizado por Dennis et al (2013), fetado um sistema bioeletroquimico
para producdo de Hutilizando glicerol como substrato e lodo anaeyétdmo indculo. O
principal objetivo foi avaliar a relacdo da diveesie microbiana com os intermediarios
formados. Verificou-se que a populacéo eterobacteriaceadCitrobactel) teve relacéo
positiva com a formacéo de 1,3-PD e etanoVdiflonellaceagPectinatu$ foi correlacionado

com a producao de &cido propidnico.

Ja as bactérias da familia produtora de acidocacétcetobacteraceaedos géneros
como Gluconobacter Acetobacter e Gluconacetobactppdem produzir acido glicérico e
fosfato de dihidroxiacetona a partir de gliceroLfMEIDA, FAVARO & QUIRINO, 2012). As
mesmas também sdo capazes de oxidar etanol a &ci#tco em condigcbes aerdbias
(STASIAK & BLAZEJAK, 2009).

A partir da andlise dos dados encontrados naatitex, verifica-se que a familia
VeillonellaceagPectinatu$, organismos abundantes nos reatores continuasigaimente no
RC1, séo relacionados a producao de acido progipaique corrobora os resultados de AGV,
ja discutidos. Foi constatada condi¢cdo microadcafitos reatores continuos devido a presenca
de Burkholderiaceae, conforme descritos por Junior, Etchebehere & Zd2@15), e
AcetobacteraceaeAcredita-se que, mesmo em abundancia relativaianfexr 10%, estes

organismos indicam a presenca de condi¢des nadafaie de producédo deH

Para comparar os principais parametros fisicosiiemiqos avaliados e diversidade
microbiana com a producdo de,Hoi realizada a analise de correlagcdo candnisando a

identificacdo e quantificacdo de sua associacdnesma esta apresentada no Grafico 41.
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Gréfico 41: Analise de correlagdo canfnica entrenimsorganismos encontrados nos reatores,

parametros fisicos e quimicos, volume de biogadredénio.
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Percebe-se neste grafico a proximidade da coreelag@re as varidveis. Os
microrganismos, bem como 0s parametros no int@uoproximos ao circulo em vermelho
destacado, estdo associados a producao .dédBéin como, quanto mais distantes, menos
relacionados com a producédo deste gas.

Sendo assim, se verifica que o0s microrganismos faaslias Enterobacteriacege
Clostridiaceae Veilonellaceae(génerosDialister e desconhecido) sdo relacionadas com a
producdo de B bem como a producédo de acidos acético e butigiam,maior pH do meio
reacional. As condig¢@es iniciais dos reatores sgmitinuos 1 e 2 possuem maior proximidade

da producéo de +Ho que as finais.

Ja os organismos das familiBsirkholderiaceae, AcetobacteraceaéeVeilonellaceae
(Pectinatu, além da formacéo de acido propidnico, ndo esté@lacionados com a producao

de H. Nesta situacdo, se enquadraram os reatores wositine 2.
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5.2.7. Reator semi-continuo vs. continuo

Neste trabalho, foi possivel verificar que os restsemi-continuos apresentaram bons
resultados de produtividade volumétrica, mas baisesdimentos de # Ja4 os reatores

continuos, em todos os parametros de avaliacamodeg#o de gas, nao foram satisfatorios.

Os elevados valores de produtividade volumétriceoetnados nos reatores semi-
continuos podem ser associados ao seu modelo dacapeque, segundo Borzani (2001), é
baseado em choque de carga. De acordo com Aqui@betnicharo (2005), em condi¢des de
choque de carga orgénica e/ou hidraulica, ha a@iehellH no biogas. Nestas situacdes, 0s
microrganismos produtores dez,Hque apresentam rapido crescimento, produzem mais
hidrogénio, pois ha excesso de fonte de carbon@addedo com os autores, a acumulagédo de
hidrogénio ocorre devido a limitagdes de transfeigéde H dos microrganismos produtores
para os consumidores. Sendo assim, nesta confégyragetapa acidogénica é favorecida, em

detrimento da metanogénica.

Os baixos valores de rendimento podem ser atrisuédoconcentragfes de glicerol
utilizadas (10 e 50 g/L) e ao TDH empregado (2Bie)acordo com Ito et al (2005), Temudo et
al (2008) e Lo et al (2013) e De Oliveira Faber &rreira-Leitdo (2016), o aumento na

concentracéo de glicerol acarreta diminuicdo ddirsento de H

Ja Zhang et al (2003) e Chookaew, O-Thong & Preaert2014) ressaltam que baixos
TDH favorecem a producao de menores concentragbetadol, o0 que aumenta a producgéo de
Ho. Arimi et al (2015) citam que baixos TDH séo caigipara aumentar o rendimento deeH
eliminar competidores. Ferreira (2014) verificouega diminuicdo do TDH, de 14 a 1h,

incrementou ndo somente o rendimento, mas tamh@odatividade volumétrica deoH

Contudo, foi clara a mudanca na rota metabdlicaodganismos presentes nos reatores
semi-continuos, no inicio e no final da operacéaun, e foi observada elevada e baixa
producao de gas, respectivamente. Essa modifiqgaad®ter 3 razdes principais, que sao o pH,

a composicao da comunidade microbiana e 0 acuneuilmpurezas.

Verificou-se que o pH do meio liquido, no reatomseontinuo 1 apresentou queda,
atingindo valores abaixo de 4,0 a partir do 50° dBaoperacéo. Ja o reator semi-continuo 2
apresentou pH abaixo de 3,8 a partir do 15° dia.pdsde ter favorecido a formacao de outros
intermediarios, e seu consequente acumulo podecggretado diminuicdo da producéo de H
Segundo Khanal et al (2004), o pH pode diminuirapc¢ao de ble causar a modificagcado na

populacado microbiana.
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Nos RSC1 e RSC2 foi similar a modificacdo na comtaté predominante no inicio e
ao final do teste. A elevada producdo de fdi relacionada a abundancia da familia
EnterobacteriaceaégénerosEnterobacter desconheciddgrwinia, outros eCitrobacter). Por
outro lado, a baixa producdo foi associada a farnfllostridiaceae(génerosClostridium e

desconhecido).

De acordo com estudos que utilizargdhostridia e glicerol como substrato, foi
verificada maior producdo de 1,3-PD, enquanto agger de acidos volateis e diminuiu
(GRUPE & GOTTSCHALK, 1992; VASCONCELOS, GIRBAL & S@TAILLE, 1994;
AKUTSU et al, 2009).

Além disso, como citado anteriormente, de acordo Bbet al (2011) e Rodrigues et al
(2016), algumas bactérias homoacetogénicas utiliZ&ne H para produzir acido acético.
Lima & Zaiat (2012) e De Sa, Cammarota & Ferreiggtdo (2014) citam que algumas delas
pertencem ao génef@ostridium e resistem ao pré-tratamento a que a biomassangesida.
Sendo assim, esta constatagdo corrobora os resuli@dmenor producédo de gas verificada ao
final do experimento, principalmente no RSC2, era fiu verificada maior proporcao de acido
acético em relacdo aos AGV analisados. Entretacbopo a avaliacdo da diversidade
microbiana foi realizada a nivel de género, e rdegpécie, este fato ndo foi comprovado.

O dltimo item que pode estar associado com a reddgdproducdo ded£ o acumulo
de impurezas do glicerol. A mediana de conversagliderol no RSC1 foi de 60% e no RSC2
de 40%, sendo assim, uma parcela ndo foi convernda mantida no meio liquido. Mesmo
gue tenha sido removido parte do meio liquido memdimento da condicdo operacional
inicial proposta, acredita-se que a constante ecdragggio destas substancias também colaborou
para este resultado.

Ainda em relacdo aos reatores semi-continuos, tami@ verificado que a
concentracéo inicial de glicerol interferiu nosulesdos. Em todos os parametros de producao
de H avaliados, o desempenho do RSC1, em que foi dwséf g/L de glicerol, foi maior do
gue o RSC2, alimentado com 50 g/L. Isto pode dacimado com o pH e formacé&o de outros

produtos intermediarios, além dos AGV analisados.

Conforme Sarma et al (2013), em maiores concerdgsage glicerol afluente, a
formacdo de outros produtos finais é favorecideque também contribui para o menor
rendimento de K Quando o glicerol esta presente em menores @oE®r os acidos
produzidos sdo consumidos, ja que ha ausénciante ¢arbonacea disponivel em excesso, o

gue também evita a queda brusca do pH. Além disacordo com Chookaew, O-Thong &
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Prasertsan (2014), quando o glicerol esta presentexcesso, ha maior tendéncia de formacao
de 1,3-PD do que HSendo assim, os produtos que induzem a produrdmmitante de F

como os AGV avaliados, ndo sao gerados.

Desta forma, considera-se a maior concentracadickray favoreceu a formacao de
outros produtos finais, o que também explica o0 megau de acidificacdo obtido. Cabe
ressaltar que o grau de acidificacdo relaciona @©DOi@s AGV gerados (acidos acético,
propidnico e butirico) com a DQO de alimentacdo.RELC2, este valor esteve proximo de 0,2
em todo o periodo operacional, ou seja, apenasd20&imento foi convertido a AGV, contra
a mediana de cerca de 45% do RC1.

No presente trabalho, os reatores continuos naesemtaram bom desempenho de
producédo de K Segundo Arimi et al (2015), os reatores CSTR stsiveis a variagdo nas
condi¢cbes de pH, temperatura e TDH. Os autoresmaesbaltam que este modelo operacional
apresenta limitacdo em relacdo a retencao de bganpsncipalmente quando baixos TDH s&o
empregados. Por isso, neste trabalho optou poregaprmodelo de CSTR modificado,
utilizando material suporte para aderéncia dosarganismos. Mesmo assim, esta alteracao

nao foi suficiente para alcancar resultados sédbistes.

A ineficiéncia dos reatores continuos pode estsocada a 4 motivos principais: pH,
direcionamento da rota metabdlica para a formaegaacatio propidnico e outros intermediarios

nao relacionados com a producao deddtimulo de SVT e condi¢cdes microaerdfilicas.

O pH apresentou constante queda até alcancar odeal®,5, apos 30 e 17 dias apés o
inicio da operacdo no RC1 e RC2, respectivamentgjeocoincide com o periodo em sdo
cessadas a producdo de gaselH acordo com o grau de acidificacdo encontrgdesantou
mediana de 0,25 em RC1 e 0,17 em RC2. Verificaiseagenas uma pequena parcela da DQO
inicial foi convertida a AGV. Sendo assim, isto par relacionado com a formacao de outros

subprodutos, além dos AGV analisados.

Ressalta-se que o pH exerce influéncia sobre osrniediarios. Produtos de
fermentacdo reduzidos, como &lcoois, representamad liberado sob a forma de gés. Os
produtos formados pelo mesmo microrganismo variaraardo com as condicbes ambientais
(MAINTINGUER, HATANAKA & OLIVEIRA, 2015), como o pH Sarma et al (2015) citam
que o decréscimo do pH devido a acumulagédo de cdbims é um dos principais desafios
encontrados na converséao de glicerol em H
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A partir da andlise da diversidade microbiana remares continuos, se verificou a
influéncia da familiaveillonellaceagPectinatu}. Conforme Castellé et al (2009), Dennis et al
(2013) e Xafenias, Anunobi & Mapelli (2015), membralo géneroPectinatus sao
considerados organismos de baixo rendimento ddedido a producdo de acido propibnico.
Esta verificacdo corroborou a maior proporcdo ddoapropibnico, em relacdo aos outros
AGV encontrados nos reatores continuos.

Além do acido propidnico, também se acredita queéham sido gerados outros
intermediarios. Como foram utilizadas as mesmasanacdes de glicerol dos reatores semi-
continuos (10 e 50 ¢g/L), a elas sdo associadas rmmmrendimento de &l bem como a
formacao de outros produtos, como alcoois e 1,3-PD.

Verificou-se elevadas concentracdes de SVT, tantmeio liquido, como aprisionadas
no meio suporte. Contudo, acredita-se que ao ideéser benéfico, este acumulo diminuiu a
producéo de K Qureshi et al (2005) comentam que as substapoiaséricas extracelulares
(EPS) séo responsaveis pela funcionalidade e ideetg dos biofilmes, devido as suas forcas

coesivas.

De acordo com Barros et al (2010), a acumulacadididme é mais elevada em
elevadas cargas de substrato. A presenca de exdesaobono disponivel favorece a producao
de EPS ao invés de formacgdo de células, o que quaiseemente afeta a concentracdo de
biomassa ativa. Além disso, os autores também dameque a proporcao de EPS pode variar

em torno de 50 a 90% da matéria organica encontrada

Kumar & Das (2001) e Kim et al (2006) comentam uos gbrincipais problemas
relacionados aos sistemas imobilizados é a retededuogas. Além da acumulacdo de gés,
Peixoto et al (2011) constataram niveis de @f@ma de 90% no biogas, devido a reducao de

espacos vazios no material suporte, causada pedsgxde biomassa.

Sendo assim, segundo 0s autores supracitadosjtacgedjue os elevados valores de
SVT encontrados ndo necessariamente estavam akspoéidiomassa ativa, mas sim a EPS. O
seu acumulo nos intersticios do meio suporte pagéen o biogas e néo favorer a producéo de
Ho.

Por isso, uma das estratégias sugeridas por Arideeah (2015) e Perna et al (2013)
para assegurar estabilidade de producdo deni sistema continuo é a remocédo regular de
biomassa do reator para evitar acumulo. Esta meemstatacdo € valida para este trabalho, j&
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qgue a retencado de lodo no sistema continuo pacdkognuir e inibir a producdo dezHo que
nao foi verificado nos reatores semi-continuosgemfoi realizado controle de TDC.

Por fim, a andlise de diversidade revelou a preselas familiaBurkholderiaceaees
Acetobacteraceaee ambas foram associadas a presenca de oxig&nprimeira familia
também foi encontrada por Junior, Etchebehere &tZE015), e relacionada associada a
condicdes microaerofilicas. Desta forma, acreditagsle estes organismos indicaram a
presenca de condigbes ndo favoraveis de producdd,,dmmesmo em abundancia relativa

inferior a 10%.

A mesma consideracao feita nos semi-continuosioelada a concentragéo inicial de
glicerol nos reatores pode ser realizada para ofintms. Em geral, o reator com menor
concentracdo de substrato apresentou melhoregackssil Entretanto, como 0s mesmos néao

apresentaram estabilidade durante a operacaaasttacao ndo pode ser comprovada.

E importante destacar que o mau desempenho dosagabntinuos também possa ser
decorrente do acumulo de impurezas contidas nerglicDevido a caracteristica de operacéo
dos semi-continuos, em que 60% do contetudo dorriateetirado e 40% mantido, a taxa de
diluicdo (quociente da vaz&do aplicada pelo volureerghtor) verificada foi 0,6d J& nos
continuos, este valor foi igual a 1,0".dPor isso, acredita-se que o colapso dos reatores

continuos se deu em menos tempo.

5.3 Consideracoes finais

O presente trabalho foi realizado em trés etapgstirAeira, empregando reatores em
batelada, verificou-se que a utilizagdo de glicemo substrato organico foi promissora,
obtendo-se valores de produtividade depbximos dos encontrados quando a sacarose foi
utilizada. Contudo, elevadas concentracfes dergligmdem apresentar efeito inibitorio na
producédo de K possivelmente devido a presenca de impurezaglasmieste substrato.

A segunda etapa foi realizada a fim de avaliarginmte de operacdo semi-continuo na
producédo de b utilizando lodo anaerobio pré-tratado suspensoark verificados resultados
satisfatérios em relagcdo a produtividade volumétriguando comparados com os valores
encontrados na literatura. Contudo, a principahvaesgem observada deste modelo foi o
baixo rendimento de H Os principais AGV formados, nas concentracbetades, foram

acidos acético e butirico.
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Por fim, a terceira etapa teve como objetivo testatores continuos, com biomassa
pré-tratada aderida para producdo dg phra comparacdo com o0s resultados dos semi-
continuos. Os continuos ndo apresentaram resulsatiséatorios de producao de ém todos
0s parametros avaliados. O principal acido encdatrtbi o propidnico, em ambas as
concentracOes de substrato utilizadas.

Sendo assim, foi possivel verificar que o modeleragional semi-continuo é de
simples operacédo, e requer dispositivo para retica meio reacional, sem a necessidade de
etapa adicional de decantacdo, que é necessariAn&BR, ou a utilizacdo de biomassa
aderida, como em AnSBBR.

Foram obtidos elevados valores de volume e porgentade H nos primeiros dias de
operacdo, que interferiram diretamente na prodidgde volumétrica. Contudo, para os
mesmos serem validados, recomenda-se que o acoampanto de novas partidas dos reatores

semi-continuos seja realizado.

Na Tabela 13, os resultados deste trabalho forarnardados com valores encontrados
na literatura, em que foram utilizados outros maoslebperacionais. Vale destacar que a
avaliacdo da produtividade volumétrica foi baseada valores maximos deste parametro
apresentados pela literatura. Em geral, as pesgmsestradas nao informam a duragédo dos
experimentos continuos, e se informam, os mesnmdbastante reduzidos, o que impede a

comparacao da produtividade em longos periodosojpsiais.

Os trabalhos de Ito et al (2005), Chookaew, O-Th&nBrasertsan (2014), Lo et al
(2013) e Reungsang, Sittijunda & O-Thong (2013ylestacam pelas elevadas produtividades
volumétricas de KHencontradas, com CSTR e UASB. Cabe ressaltar gjpesyuisas citadas

empregaram culturas puras de microrganismos.

No trabalho de Ferreira (2014), em que foi utilz&ALF e lodo misto, foi relatada
produtividade volumétrica maxima de 36208 mi/LH, valor muito superior dos maximos
encontrados neste trabalho. Acredita-se que o mesmaeu devido a condi¢do termofilica
(55°C), bem como o baixo TDH empregado. Além d@metro citado, destaca-se também o

elevado rendimento obtido, de 3 mols melrkbl glicerol bruto.

E possivel verificar que nos trabalhos de Moncagy® et al (2015) e Lovato et al
(2015), em que foram empregados AnSBBR e indculstapias maiores produtividades
volumétricas, quando utilizado glicerol bruto, forde 200 e 217 mL #1_.d, respectivamente.
Estes valores sdo inferiores aos encontrados nsemiee trabalho, quando utilizada a

concentracdo de 10 g/L.
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O trabalho Sarma et al (2015) relatou 0 empreganodelo semi-continuo para a
producédo de Hutilizando glicerol como substrato organico. Osoeeg encontraram elevados
valores, tanto de produtividade como de rendime@®.mesmos podem ser decorrentes de
alguns controles aplicados durante a operacéo atorreAlém do emprego de cultura pura,
também foi realizado o controle do pH e borbulhamee nitrogénio gasoso (para diminuir a
pressao parcial de2Hdurante o processo fermentativo.

De acordo com os trabalhos mostrados que utilizaghcerol como substrato em
sistemas continuos, verificou-se elevados rendiosend produtividades volumétricos
empregando culturas puras e sistemas termofilicostudo, como citado por Maintinguer,
Hatanaka & Oliveria (2015), culturas puras ndo espntam situacdes reais, por exemplo, a
utilizacdo de efluente industrial. Para manuterd@aepa escolhida, € necessaria etapa prévia
de esterilizacdo do substrato, 0 que representausto adicional, bem como o uso de altas
temperaturas que podem inviabilizar o processotafesma, o desenvolvimento de pesquisas,
otimizando os parametros para maior eficiénciardduygdo de B} empregando culturas mistas

e ambientes mesofilicos € de suma importancia.

Uma das possibilidades para melhorar o rendimente cheste modelo operacional é a
otimizacdo do TDH. Este parametro foi arbitrariateedscolhido neste trabalho, ja que nao
havia na literatura informacBes a respeito da gderasemi-continua. Além do TDH, as
concentracbes de glicerol empregadas também poderfiavorecido a formacdo de outros
intermediarios, que ndo os AGV relacionados comodygdo de bl Sendo assim, acredita-se
gue um melhor desempenho pode ser obtido a paréivaliacdo de outros valores de ambos os

parametros.

Conforme Gavala, Skiadas & Ahring (2006), ha unmalémcia distinta entre eficiéncia
técnica e econdmica de producao de Alprimeira € baseada no rendimento e a segurda, n
produtividade volumétrica. Este paralelo pode satizado para o modelo semi-continuo, de
acordo com os resultados obtidos no presente lrab8kndo assim, este modelo operacional
apresentou promissora eficiéncia econémica. Contadeficiéncia técnica também deve ser

aprimorada.



Tabela 13: Comparacao dos resultados encontradaibliegrafia utilizando glicerol (puro e bruto)mo substrato em sistemas continuos,

com os dados obtidos neste trabalho.

Autores

In6culo

Tipo de
Reator

TDH e

temperatura

Concentragao
de glicerol ou

COoVv

Maior producéo de Hz

Maior rendimento
molar

)

Moncayo Bravo et o 4 h 1512 mL H/L.d (puro) -
al (2015) Lodo anaerdbio AnSBBR 30°C 5¢g/L 200 mL H/L.d (bruto) Nao informado
Continuo
Enterobacter aerogenes . 10 h 46272 mL H/L.d (puro) 1,12 mol H/mol
Ito et al. (2005) HU-101 CO;E((')G”O 37°C 10gL 36439 mL H/L.d (bruto) (bruto)
Temudo et al R 10 h - :
(2008) Cultura anaerdbia mistg CSTR 30°C N&o informado 0,05 mol/mol glicerol
Nazareth (2015) | -°9° a”aa(‘jeerﬁg(')o de ETE  pALF 83"3‘095 h 5 g/L 316,3 mL/L.d No informadd
Chookaew, O- .
Thong & ﬁff;'eggssﬁégiiéﬂic UASB 4‘(‘)% 30 g/L 5835 mL H/L.d No informado
Prasertsan (2014) ¢ 7
. 0,50 mol H/mol (puro)
Clostridium 12 h 2474 mL H/L.d (puro)
Lo etal (2013) pasteurianunCH4 CSTR 35°C 10 g/L 3984 mL H/L.d (bruto) 0,77 (g]r?JltS/mOI
Si?ﬁ?uunn dg;zng’_ Enterobacter aerogenes UASB 24 h 50 g/L.d 4824 mL H/L.d (puro) 0’4%) rgg Iml—f)llm rijllré?)llm)
Thong (2013) ATCC 13048 37°C 3333 mL H/L.d (bruto) (bruto)
1,19 mol H/mol (puro)
Lovato et al s 3edh 4 g/L (puro) 2258 mL H/L.d (puro)
(2015) Lodo anaerobio ANSBBR| “300c | 5giL (bruto) | 217 mL H/L.d (bruto) 0,10 (g‘r‘;'tgl mol
Enterobacter aerogeney  Semi- 40e 64 h 4800 e 5180 mL bkIL.d (60 4,06 e 4,19 mols
Sl € gl (200, NRRL B-407 continuo Nao e r2Vei e 120 g/L, H>/mol glicerol (60 e
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informado respectivamente) 120 g/L,
respectivamente)
Jitrwung & Enterobacter aerogenes 152 h ~ 0,86 mol H/mol
Yargeau (2015) ATCC 35029 CSTR 37°C 18,5g/L N&o informado glicerol
: 12 h
S"Va'('gggg)s sl Lodo ativado CSTR N0 10 g/L N0 informado 0’4&: g‘rgl' ﬁ’l:‘;‘g'
informado 9
. - 1h 3 mols mol H/mol
Ferreira (2014) Lodo anaerdbio RALF 550C 5¢g/L 36208 mL H/L.d glicerol bruto
Continuo ,
» com 24h Abaixo de 45 mL HL.d | /\baixo de 0,007 mol
Este trabalho Lodo anaerébio biomassa 350C 10 g/L (ambas as concentracdes H2/mol glicerol (ambas
. 9% as concentragdes)
aderida
Méximo de 3,58 e 0,24
Méaximo de 2340 e 2928| mols H/mol glicerol e
" Semi- 24 h mL Ho/L.d e mediana de| mediana de 0,25 e 0,01
Este trabalho Lodo anaerobio continuo 35°C 1050 gL 350 e 130 mL HL.d (10 e | mol Ho/mol glicerol (10
50 g/L, respectivamente) e 50 g/L,
respectivamente)

Fonte: a autora
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5 CONCLUSAO

O glicerol apresentou resultados satisfatorios tesses em batelada realizados na
primeira etapa deste trabalho. Verificou-se quedefitiéncia de conversao do glicerol quando
maiores relacdes A/M foram empregadas. Os AGV pnéakntes foram os acidos acético e
butirico, alcancando grau de acidificacdo de at%.8B8s produtividades volumétricas por
massa de DQO removida, volumétrica e especifiarfqroximas e até superiores as obtidas

com sacarose.

Os reatores semi-continuos foram operados utilzasdconcentragfes de 10 e 50 g/L
de glicerol durante 132 dias. Verificou-se maidiciencia de conversdo de substrato e
melhores resultados de producdo de gas e estalilida reator alimentado com a menor
concentracdo de substrato, mas com tendéncia dauil@o ao longo do experimento. Em

ambas as concentracdes, os AGV predominantes facatito e butirico.

A maior concentragdo de glicerol favoreceu o deeato brusco dos valores da
producado de gas, bem como diminuicdo do grau diffiaacdo. Acredita-se que a utilizacdo da
maior concentracao afluente pode ter favorecidarradcao de outros produtos intermediarios,
além dos AGV. Os rendimentos maximos foram de %58,24 mols Kmol glicerol, e
produtividade volumétrica de 2340 e 2928 ml/LHd, no reator com 10 e 50 g/L,
respectivamente. Contudo, a mediana do rendimemto,ambos reatores ao decorrer do
experimento foi de 0,25 e 0,01 molg/tdol glicerol e a mediana da produtividade volumétr
de 350 e 130 mL #L.d;

Os reatores continuos foram operados durante 62rtha concentracdes de 10 e 50 g/L
de glicerol. Contudo, ndo foram verificados regldt satisfatorios de produgédo de. H
Constatou-se elevadas concentracbes de SVT, tantoem liquido, como aprisionadas no
meio suporte, mas acredita-se que o0s SVT encostratm material suporte nao
necessariamente estavam associados a biomassa atigae podem ter interferido no
desempenho dos reatores. O pH dos reatores costipuesentou constante queda até alcancar
o valor de 3,5, mais pronunciada na maior conceftraafluente, quando foi cessada a

producgéo de gas eHEm ambos os reatores continuos, o AGV predongranb propidnico.

Nos dois reatores semi-continuos, a modificacdmonaunidade predominante no inicio
e ao final do teste foi semelhante. A elevada pyadue H foi relacionada & abundéancia da

familia Enterobacteriaceae (géneros Enterobacter desconhecido, Erwinia, outros e
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Citrobacte. Por outro lado, a baixa producao foi associatiarélia Clostridiaceae(géneros
Clostridiume desconhecido).

A diversidade microbiana nos reatores continuostnmosa influéncia da familia
Veillonellaceae(Pectinatu3, organismos de baixo rendimento de devido a producédo de
acido propiodnico. Esta verificacdo corroborou aangroporcdo de &cido propibnico, em
relagdo aos outros AGV encontrados neste modeloacipeal. Além da familia citada,
também foi encontrada, em proporcdo menor do q@e d#® abundancia relativa, a presenca
das familiaBBurkholderiaceaee Acetobacteracegeambas associadas a presenca de oxigénio.
Sendo assim, acredita-se que estes organismosaratica presenca de condicées nao
favoraveis de producéo de.H
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7 RECOMENDAGCOES

Para a realizacédo de trabalhos futuros com reasemscontinuos visando a producao

de hidrogénio, utilizando glicerol como substrain@ulo misto pré-tratado, recomenda-se:

» Realizar novas partidas dos reatores semi-corgjrmara comprovacéo dos elevados
valores de volume e porcentagem deoHtidos nos primeiros dias de operagao, bem
como encontrar a justificativa de sua ocorréncia,

« Avaliar diferentes TDH, menores do que 24 h, méatera de melhorar o rendimento
de producéo de #1

» Monitorar a concentragdo de alcoois e 1,3-PD deraroperacdo dos reatores, além
dos parametros de monitoramento empregados nediellto, para a avaliacdo e
identificacdo de possiveis modificacbes de rotasalmddicas dos microrganismos
presentes;

e Controlar o pH na faixa entre 5 a 6, durante @gsso fermentativo, no intuito de
minimizar a formacao de subprodutos néo relaciomadm a producédo deH

» Testar diferentes concentracbes de substrato, igantificar a melhor faixa a ser
inserida nos reatores semi-continuos e maximizaroglucdo de bk bem como
minimizar o efeito inibitério das impurezas considw glicerol;

* Realizar o pré-tratamento do glicerol, no intuite diminuir a concentracdo de

substancias inibitérias ao processo bioldgico.
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