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RESUMO

A producdo de biodiesel levou ao aumento do coproduto gerado desse processo, o glicerol
bruto, que devido ao seu excesso, tem ganhado interesse nas transformacgdes biotecnolégicas
visando a formacdo de produtos com valor agregado, sendo H, de maior interesse. Este estudo
avaliou o potencial da bioconversao do glicerol bruto, proveniente da producédo de biodiesel a
partir de 6leo de cozinha usado, a hidrogénio por meio de consorcios de bactérias anaerdbias
fermentativas. O glicerol bruto foi submetido ao pre-tratamento acido (pH 3,0, HCI 1,0M)
para converter sabdes sollveis, considerados inibitdrios ao crescimento microbiano, a &cidos
graxos insoluveis. Consoércios bacterianos provenientes de estacdo de tratamento de agua
residual industrial (1) e sanitéria (11 e I11), além da cultura pura Enterobacter sp. (inéculo 1V)
foram utilizados como indculos e reativados em meio de cultivo, pH 7,0, a 37°C por 7 dias,
sob condicOes anaerdbias. Para a obtencdo de consorcios bacterianos produtores de Hy, o pré-
tratamento nos indculos I, Il e Il foi realizado por meio do choque térmico (100°C por 15
minutos) com posterior enriquecimento por dilui¢des seriais em meio PYG modificado e pH
5,5. Bacilos Gram positivos e formadores de enddsporos foram predominantes. Os consércios
enriquecidos que apresentaram melhores desempenhos quanto a geragdo de Ha, (1) e (1),
foram utilizados para as realizagdes de ensaios, em batelada, em propor¢des crescentes de
glicerol bruto pré-tratado. Nos ensaios de geracdo de H,, 20% do meio reacional era composto
pelos indculos (1) e (I1), separadamente, em meio PYG modificado, mantidos a 37°C, pH
inicial 5,5, headspace de N, (100%) sob as seguintes condicdes: (a) 10 g DQO L™ de glicerol
bruto pré-tratado e 10 g DQO L™ de glicerina; (b) 4 g DQO L™ de glicerina e 16 g DQO L™
de glicerol bruto pré-tratado e (c) 20 g DQO L™ de glicerol bruto pré-tratado. Os rendimentos
de H, foram de 2,21, 1,63, 0,83, 1,05, 0,57 e 0,31 mol H, mol™ glicerol, respectivamente para
Ensaio (I)-a (envolvendo o indculo (1) sob a condicéo a), Ensaio (I)-b, Ensaio (I)-c, Ensaio
(IN)-a (envolvendo o indculo (1) sob a condicdo a), Ensaio (I1)-b e Ensaio (II)-c, com o
consumo de glicerol de 26,9%, 45,8%, 56,2%, 31,7%, 59,0% e 91,0% para 0s respectivos
ensaios citados. Foi detectado principalmente etanol em maior concentracdo em todos o0s
ensaios envolvendo o indculo (1), bem como para o inéculo (I1) envolvendo os ensaios (I1)-a e
b, e &cido butirico em maior concentracdo no ensaio (I1)-c. Por meio da analise de biologia
molecular, a abundéancia relativa da ordem Clostridiales para o inoculo (1) e (Il) foi,
respectivamente, 91,81% e 94,70%, bem como de representantes da familia
Peptostreptococcaceae com alta abundéncia relativa para ambos os indculos, de 85,29% e
70,26% para indculo (1) e (1) respectivamente. Foi realizado um ensaio comparativo com
cultura pura Enterobacter sp. com 20 g DQO L™ de glicerol bruto pré-tratado e o rendimento
obtido foi de 0,13 mol H, mol™ glicerol. Além disso, a cultura pura mostrou-se ser mais
sensivel nos ensaios de geracdo de hidrogénio devido a presencga de contaminantes no glicerol
bruto. Os resultados de geracdo de H, envolvendo consoércios foram eficientes do ponto de
vista em que foram atingidos rendimentos equivalentes, ou até mesmo superiores, aos
reportados por outros trabalhos, mostrando que é possivel obter hidrogénio por meio do
glicerol bruto proveniente de transesterificagdo do 6leo de cozinha usado.

Palavras-chaves: Bioprodugdo de Hidrogénio. Consércio Microbiano. Enterobacter sp.
Fermentacéo. Glicerol bruto. Oleo de Cozinha Usado.



ABSTRACT

The biodiesel production has led to increase co-product generated in this process, the crude
glycerol, which due to its excess, has gained interest in the biotechnological transformations
for aimed at formation of value-added products, considering H, the most interest bioproduct.
This study evaluated the potential of bioconversion of crude glycerol from the biodiesel
production from used cooking oil, to generate hydrogen through consortia of fermentative
anaerobic bacteria. The crude glycerol has been subjected to the acid pretreatment (pH 3.0,
1.0M HCI) to convert soluble soaps, considered inhibitory to microbial growth, to insoluble
fatty acids. Consortia from sewage treatment of industrial waste (I) and sanitary waste (11 and
I11), and the pure culture Enterobacter sp. (inoculum V) were used as inocula and reactivated
in growth medium, pH 7.0, at 37°C for 7 days, under anaerobic conditions. To obtain H,-
producing bacterial consortia, pretreatment in inocula I, Il and 11l was carried through the
thermal shock (100°C for 15 minutes) with subsequent enrichment by serial dilutions in
modified PYG and pH 5.5. Gram positive bacillis and spores-forming were predominant. The
enriched consortia that showed better performances for the H, generation, (1) and (1), were
used for the assays, in batch mode, varying concentrations in increasing proportions of the
crude glycerol pretreated. In the H, generation assays, 20% of the reaction medium was
composed of inoculum (I) and (11) separately in modified PYG medium, kept at 37 ° C, initial
pH 5.5, headspace N, (100%) under the following conditions: (a) 10 g COD L™ crude
glycerol pretreated and 10 g COD L™ glycerine; (b) 4 g COD L™ of glycerin and 16 g COD L
! crude glycerol pretreated and (c) 20 g COD L™ crude glycerol pretreated. H, yields were
2.21, 1.63, 0.83, 1.05, 0.57 and 0.31 mol H, mol™ glycerol, respectively, for the Assay (I)-a
(involving the inoculum (1) under the condition a), Assay (1) -b, Assay (I)-c, Assay (ll)-a
(involving the inoculum (I1) under the condition a), Assay (I1) -b Assay (I1)-c with glycerol
consumption of 26.9%, 45.8%, 56.2%, 31.7%, 59.0% and 91.0% for the respective assays
cited. Ethanol was mainly detected in a higher concentration in all assays involving the
inoculum (1), as well as for the inoculum (I1) involving the assays (I1)-a and b, and butyric
acid in higher concentrations in the assay (Il)-c. Through molecular biology, the relative
abundance of the Clostridiales order for the inoculum (I) and (1) were, respectively, 91.81%
and 94.70% as well as the Peptostreptococcaceae family showed high relative abundance for
both inocula of 85.29% and 70.26% for inoculum (1) and (I1) respectively. A comparative
assay with a pure culture Enterobacter sp., with 20 g COD L™ crude glycerol pretreated and
the yield obtained was 0.13 mol H, mol™ glycerol was performed. In addition, the pure
culture was shown to be more sensitive to hydrogen generation assays due to the presence of
contaminants in the crude glycerol. The results of generation of H, evolving consortia were
efficient from the point of view that equivalent yields have been achieved, or even superior, to
those reported by other studies showing that it is possible to obtain hydrogen by crude
glycerol from cooking oil transesterification used.

Keywords: Hydrogen Bioproduction. Microbial Consortium. Enterobacter sp. Fermentation.
Crude Glycerol. Used cooking oil.
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1 INTRODUCAO

O maior destaque no setor de energia e meio ambiente € a fonte de energia
“amigavel”. A demanda atual da energia global ¢ basicamente dependente das reservas de
combustiveis fosseis, sendo recursos finitos que ja estdo chegando ao esgotamento. A
diminuicdo dos fornecimentos mundiais de petrdleo e a instabilidade de seu mercado mundial
provocaram a elevacdo do preco, tanto para combustiveis fésseis, quanto para seus derivados.
Além disso, o mundo enfrenta problemas gravissimos decorrente da polui¢do gerada pela
queima desses combustiveis fosseis. A comunidade cientifica tem aceitado amplamente o fato
de que o aumento dos niveis de CO, devido aos recursos fosseis esta impactando no efeito
estufa e aquecimento global. Assim, diferentes maneiras de se obter energia por meio de
fontes limpas e recursos renovaveis estdo sendo desenvolvidas. Estas razdes ecoldgicas e
econdmicas promovem o interesse da conversdo de biomassa em biocombustiveis, como o
biodiesel, que esta sendo gerado no mundo todo (GHIMIRE et al., 2015; LEE et al., 2015).

O Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnoldgico de Biodiesel,
PROBIODIESEL, promove o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do biodiesel, visando
sua entrada no mercado brasileiro com insercdo na matriz energética em funcdo de substituir
gradativamente o 6leo diesel de origem fdssil. Este programa foi instituido pela Portaria do
Ministério da Ciéncia e Tecnologia n° 702, de 30 de outubro de 2002 (BRASIL, 2002). A
realizacdo imediata da mistura de biodiesel ao diesel foi instituida pelo Programa Nacional de
Producédo e Uso de Biodiesel (BRASIL, 2015). Esta mistura teve inicio com a adicdo de 2%
(B2) em 2008, passando a adi¢des sucessivas até se chegar aos 10%, conforme a nova lei n°
13.263 de 23 de marco de 2016 (BRASIL, 2016). A continua elevacdo do percentual de
adicdo do biodiesel ao 6leo diesel demonstra o sucesso do PNPB.

O Brasil esta entre 0os maiores produtores e consumidores de biodiesel no mundo, com
producdo mensal, em abril de 2016, de 323.158 m*® (AGENCIA NACIONAL DO
PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2016) gerando assim 32.316 m® de
glicerol, pois, durante a producdo do biodiesel por meio da transesterificagdo, um grande
volume de glicerol é gerado como coproduto, sendo 10 Kg glicerol para cada 100 kg de
biodiesel produzido (SARMA et al., 2012).

Para a producéo de biodiesel, convencionalmente emprega-se triglicerideos, tais como
Oleos vegetais virgens e gorduras animais que sdo misturados em reatores com metanol
juntamente com catalisadores de hidréxido de sédio (SARMA et al., 2012). O custo requerido

para as matérias-primas é o maior problema de comercializacdo do biodiesel, onde cerca de
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70-95% do custo total de sua producdo é dependente do custo das matérias-primas
empregadas. A utilizagdo de 6leo de cozinha usado como matéria-prima reduz os custos de
producdo do biodiesel para 60-70% (GUPTA et al., 2015).

Pesquisas no Instituto de Biotecnologia (Ibiotec) do curso de Engenharia de Energias
Renovaveis da Uniara (Centro Universitario de Araraquara- SP) levaram a construcdo da
planta piloto de produgdo de biodiesel a partir de 6leo de cozinha usado, coletado de
residéncias, escolas municipais e estabelecimentos comerciais da cidade de Araraquara-SP. O
biodiesel gerado nesta unidade ja abastece os caminhdes da Cooperativa de Reciclagem
Acécia (Cooperativa de Catadores de Materiais Reciclaveis) de Araraquara (SP), numa
proporcdo de 50% de diesel comum e 50% do biodiesel, caminhdes estes que fazem a coleta
de materiais reciclaveis e do proprio 6leo de cozinha usado para a producdo do biodiesel.
Além de reutilizarem este residuo para a producdo do biocombustivel, j& é avaliada a reducéo
de custos com combustivel de 50%. Para uma entrada de 80 litros de 6leo de cozinha usado
(matéria-prima) no processo desenvolvido na planta piloto do Ibiotec sdo gerados,
aproximadamente, 15 litros de glicerol bruto. A presenca de &cidos graxos livres neste 6leo de
cozinha usado geram, no final da reacdo de transesterificacdo, produtos saponificados quando
na presenca do catalisador basico. Estes produtos, assim como boa parte do catalisador e do
excesso de alcool, ficam misturados e acumulam-se no glicerol bruto (SEQUINEL, 2013).

Com a geragdo de glicerol elevada e a dificuldade em ser usado por industrias
farmacéuticas e alimenticias como matéria-prima, devido aos processos de purificacdo serem
onerosos, sua comercializacdo se torna inviavel aumentando assim seus estoques (SARMA et
al., 2012). Além do que, sua disposi¢cdo no meio ambiente sem o tratamento adequado, pode
causar problemas de intoxicacdo, formacao de espumas, mau cheiro, dentre outros (VIANA,
2011). Portanto, surge a necessidade de se encontrar caminhos viaveis e alternativos para o
glicerol bruto a fim de se manter a sustentabilidade econémica e ambiental da producéo de
biodiesel.

Alternativamente, o glicerol bruto pode ser usado como substrato para a bioconversao
de produtos com valor agregado. O que tem ganhado a atencdo de muitos pesquisadores é a
producdo de gas hidrogénio por meio da digestao anaerdbia do glicerol bruto (SARMA et al.,
2013a; SARMA et al., 2013b; SELEMBO, et al., 2009; REUNGSANG et al., 2013; KIVISTO
et al.,, 2010; MANGAYIL et al., 2012; CHOOKAEW et al., 2015), sendo uma alternativa
promissora a aplicacéo deste biogds como energia limpa.

A ampla utilizacdo de H, pode se tornar um dos possiveis caminhos para o

desenvolvimento de energia no futuro. Previsbes, em longo prazo, do desenvolvimento
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mundial de energia mostram que a producgéo e o consumo de energia do hidrogénio em 2050-
2100 podem exceder o nivel atual por dezenas ou mesmo centenas de vezes (MARCHENKO;
SOLOMIN, 2015).

A quantidade de energia produzida durante a combustdo do hidrogénio por unidade de
peso é maior do que a liberacdo por qualquer outro combustivel como metano, gasolina e
outros. Especificamente, a quantidade de energia liberada durante a reacdo de combustéo do
hidrogénio é cerca de 2,5 vezes do poder de combustdo de um hidrocarboneto. A principal
vantagem do hidrogénio como combustivel é a auséncia das emissdes de CO,, bem como as
emissdes de outros poluentes, além de gerar somente como subproduto a agua (MARBAN;
VALDES-SOLIS, 2007; SANTOS; SANTOS, 2005).

A producdo bioldgica de hidrogénio vem se desenvolvendo como uma grande area
promissora para a geracao deste biogas. Tem ganhado destaque os processos de obtencéo de
hidrogénio por via microbiana, utilizando culturas mistas com substratos ndo esterilizados,
uma vez que estes processos sao mais praticos e robustos do que os que utilizam culturas
puras bem definidas, além do que promove o reaproveitamento de materiais residuais,
diminuindo assim a quantidade de subprodutos armazenados nas industrias (SA et al., 2014).

A producdo bioldgica de hidrogénio por fermentacdo na auséncia de luz compartilha
muitas caracteristicas em comum com a metanogénese. Culturas mistas tipicamente
anaerobias podem ndo produzir hidrogénio uma vez que este é rapidamente consumido pelas
arquéias metanogénicas. Entretanto, o0 caminho mais efetivo para se aumentar a producéo de
hidrogénio em culturas mistas anaerébias € restringir a metanogénese permitindo que o
hidrogénio se torne um produto final da rota metabdlica. Sendo assim, pré-tratamentos em
indculos para obtencdo de consdrcios de bactérias anaerdbias tém sido usados como forma de
selecionar grupos especificos de bactérias (ROSSI et al, 2011).

Além disso, alguns problemas também podem ser encontrados durante a digestdo
anaerobia do glicerol bruto, como inibicdo do consorcio anaerdbio causado por impurezas
presentes como sais, metanol, sabdo, sendo este ultimo, o majoritario presente no glicerol
bruto. A remogdo de sabBes contidos no glicerol bruto pode se dar pelo ajuste do pH a
condicGes acidas, convertendo-os a acidos graxos insoltveis (SARMA et al., 2012).

Nesse sentido, foi utilizado nesse estudo o glicerol bruto, proveniente da planta piloto
do processo de transesterificacdo do Oleo de cozinha usado, em reatores anaerdbios em
batelada visando a geracdo de gés hidrogénio, por meio da fermentacdo de culturas mistas
pré-tratadas, além de ter sido feito um comparativo com cultura pura Enterobacter sp. Foi

realizada a caracterizacdo deste glicerol bruto e posterior aplicacdo em reatores anaerébios em
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batelada em proporcdes crescentes de glicerol bruto até que se atingisse 100% deste com
consequente geracdo de Hy, assim como a identificacdo dos consorcios bacterianos presentes

por técnicas de Biologia molecular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel no mundo e no Brasil

Os primeiros relatos de uso de dleo vegetal como combustivel para possiveis
aplicacBes comerciais foram em 1978 nos Estados Unidos. Metil ésteres passaram a ser
produzidos a partir da colza, na Alemanha e na Austria, se estabelecendo neste ultimo pais,
uma pequena planta piloto de producdo de biodiesel em 1985. A producdo comercial de
biodiesel passou a existir mais tarde, em 1990 na Europa (ANWAR et al., 2016).

A primeira referéncia no Brasil do uso de 6leos vegetais como combustivel aconteceu
em 1920, onde muitas universidades comecaram a investir na pesquisa referente ao uso destes
0leos que passaram a ser misturados com o diesel do petréleo como combustivel. Em 1973, a
crise do petréleo foi impactante na economia mundial, levando a intensificacdo das pesquisas
com o uso de combustiveis renovaveis, com o lancamento dos programas Proalcool e
Probiodiesel a fim de se superar a crise (BERGAMANN et al., 2013).

Em 1980, o programa Pro-Oleo, Plano de Producdo de Oleos Vegetais para Fins
Energéticos, foi criado pelo Conselho Nacional de Energia (CNE), cujo objetivo principal
deste estudo foi substituir parcialmente o diesel do petréleo por uma mistura de 6leos vegetais
de até 30% em volume. Assim, o Governo promoveu a pesquisa tecnoldgica que poderia
tornar a producdo possivel em vaérias regiGes do pais. Em 1981, os estudos foram focados no
6leo de soja, seguido pela colza, girassol em 1982 e dendé em 1986. Em 1985 provou-se
tecnicamente que os Oleos vegetais eram substitutos adequados para o 6leo diesel, sendo
obtida neste mesmo ano, a primeira patente brasileira de obtencdo de biodiesel (CESAR et al.,
2010).

A reducéo dos precos do barril do petroleo, que comegou em 1986, levou estes estudos
a perder a importancia e o Pro-Oleo foi abandonado. O Governo reiniciou os investimentos no
biodiesel nos anos seguintes, devido as mudancas climéaticas com o aguecimento global e com
0 aumento dos precos do barril do petréleo. Embora ndo s6 aplicados para o biodiesel, a lei n°
9.991/2000 pbde ser vista como um estimulo para o desenvolvimento desta cadeia. De acordo
com esta lei, 1% da receita operacional liquida das empresas de operacdo, 2% das empresas
de transmissdo e 0,75% das empresas de distribui¢do de energia no pais, deveria ser investido
em pesquisa e desenvolvimento do setor elétrico nacional. Da mesma forma, o Programa de

Incentivo as Fontes Alternativas de Energia Elétrica (Proinfa), criado pela lei n® 10.438/2002
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(e revisado pela lei n° 10.762/2003) visou encontrar solucBes regionais vidveis para o uso de
fontes renovaveis de energia (CESAR et al., 2010).

Em 2002, com a diretiva n°702, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) instituiu
a Rede de Investigacdo e Desenvolvimento Tecnoldgico (Probiodiesel), destinada a promover
o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do biodiesel proveniente de ésteres etilicos de
6leos vegetais puros e/ou residuais (BRASIL, 2002). Em 2003, por meio do decreto n°
07/02/2003, uma comissdo ministerial coordenada pela Casa Civil foi criada para definir a
base para o Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), que foram divididos
em trés pilares da sustentabilidade: social, econdmica e ambiental. O relatdrio considerou que
o biodiesel deveria ser imediatamente introduzido na matriz energética brasileira, embora seu
uso ndo devesse ser obrigatorio. Além disso, o programa PNPB néo devia estabelecer rotas ou
matérias-primas para a producéo de biodiesel, considerando ainda que a sua producao devesse
ser usada como uma ferramenta para proporcionar inclusdo social e promover o
desenvolvimento social e econdmico nas regides menos desenvolvidas do pais. A a¢do mais
importante do PNPB foi a aprovacdo da lei n° 11.097/2005, que estabeleceu a sua adicéo de
2% no Oleo diesel produzido no Brasil, em 2008. Desde entdo, a producdo de biodiesel
atendeu essa demanda e o setor vem se desenvolvendo rapidamente (CESAR et al., 2010).

No ano de 2007, a producdo ultrapassou 400.000 m® e em 2008 atingiu 1161.202 m®.
A lei n © 11.097/2005, que estabeleceu uma adicéo obrigatoria de 2% de biodiesel ao diesel
mineral (B2) foi um fator importante para promover esse crescimento, gerando uma demanda
estimada em 800 milhdes litros de biodiesel por ano. A resolucdo n° 2 do Conselho Nacional
de Politica Energética (CNPE), publicado em mar¢o de 2008, estabeleceu a obrigatoriedade
da adicdo de 3% de biodiesel no dleo diesel (B3), com inicio em julho de 2008 e em maio de
2009 foi estabelecida a adigdo obrigatoria B4 no inicio de julho de 2009. O primeiro
incremento obrigatorio de 1% na mistura, B3, representou um aumento de cerca de 200
milhdes de litros no ano de 2008 superando 1 bilhdo de litros, que promoveu um
desenvolvimento mais rapido do segmento elevando as expectativas dos setores produtivos. A
meta de adi¢cdo de 5% de biodiesel (B5) para o diesel comum, prevista somente para 2013, foi
atingida em 2010, gerando uma demanda de cerca de dois bilhdes de litros de biodiesel por
ano (CESAR et al., 2010).

Em 2010, o Brasil se tornou o segundo maior produtor de biodiesel no mundo com
uma producdo de 2,4 milhdes m* ficando atras da Alemanha, o maior produtor de biodiesel
em 2010 com uma producéo de 2,8 milhdes m®. Em 2011, apesar do aumento na producéo de

biodiesel do Brasil para 2,6 milhdes m?, esta foi superada pelos Estados Unidos, que produziu
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3,7 milhdes de m* e Argentina, que produziu 2,7 milhdes de m® de biodiesel. A Alemanha
manteve a produgdo em 2,8 milhdes m*. No ranking mundial, o Brasil esta entre os maiores
produtores e isto é resultado dos investimentos realizados em pesquisa e producdo de
biodiesel devido ao programa governamental (BERGAMANN et al., 2013).

A Lei n° 13.033, de 24 de setembro de 2014 disp6s sobre a adi¢do obrigatoria de
biodiesel ao 6leo diesel comercializado com o consumidor final, ficando estabelecidos os
seguintes percentuais de adicdo obrigatoria de biodiesel ao 6leo diesel, medidos em volume,
em qualquer parte do territério nacional: 6% a partir de 1° de julho de 2014 e 7% a partir de
1° de novembro de 2014 (BRASIL, 2014).

Em 23 de margo de 2016, a nova lei n° 13.263 alterou a lei n° 13.033, passando a
vigorar as seguintes modificacdes sobre os percentuais de adicdo obrigatoria, em volume, de
biodiesel ao 6leo diesel: 8% em até doze meses apds a data de promulgacéo desta Lei; 9% em
até vinte e quatro meses ap6s a data de promulgacdo desta Lei e 10% em até trinta e seis
meses apOs a data de promulgacdo desta Lei (BRASIL, 2016). A continua elevacdo do
percentual de adicdo do biodiesel ao éleo diesel demonstra o sucesso do PNPB.

O setor brasileiro de producdo de biodiesel prevé um investimento de R$ 28 bilhGes
para 2020, atingindo um consumo interno de 3,1 milhdes de toneladas de combustivel. Além
disso, espera-se que a substituicdo de diesel por biodiesel atinja 20% no final da década.
Globalmente, a perspectiva para 2020 também é bastante promissora, dada a estimativa de
producdo de 41,9 bilhdes de litros de biodiesel, com os Estados Unidos, Brasil e india
representando cerca de 75% deste montante (CREMONEZ et al., 2015).

Segundo as previsdes, a producdo e consumo de biodiesel no Brasil evoluem em taxa
linear principalmente devido ao aumento da demanda do combustivel e ao consequente
aumento da frota veicular brasileira e a perspectiva de elevacdo da mistura de biodiesel/diesel
nos anos seguintes (CREMONEZ et al., 2015).

Apesar dos aumentos da mistura de biodiesel/diesel para os anos seguintes, em algumas
capitais nacionais, a B20 (20% de biodiesel com 80% de diesel convencional) ja é uma
realidade. Em Sédo Paulo, por exemplo, a chamada EcoFrota tem mais de 3070 6nibus usando
B20. Em Curitiba, capital do Paran4, a frota de transporte publico utiliza biodiesel desde 2009
e em 2011 foi lancado um Onibus chamado MegaBRT sendo abastecido com 100% de
biodiesel (CREMONEZ et al., 2015).

De acordo com Pinto e colaboradores (2005), os futuros desafios relacionados a
obtencdo do biodiesel devem envolver o desenvolvimento de novos processos de

transesterificacdo com a possibilidade de reducdo dos coprodutos e custos com a separacgao e
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purificacdo do biodiesel, incluindo politicas subsidiérias de base para financiar o cultivo de
oleaginosas, garantindo o preco, infraestrutura, logistica de transporte, segmento de
tecnologia, ressaltando a investigacdo para 0s novos usos do glicerol, coproduto deste
processo (PINTO et al., 2005).

2.2 Obtencéo do biodiesel de forma convencional

Os combustiveis fdosseis sdo a maior fonte de energia, correspondendo a cerca de 80%
da demanda da energia global. Entretanto, suas reservas tém chegado ao esgotamento, além
de que sua combustdo provoca impactos negativos no aquecimento global. Tal situacdo
mobilizou uma rapida busca por fontes alternativas de energia em todo mundo. Os
biocombustiveis tem se tornado uma fonte de energia renovavel podendo substituir os
combustiveis fosseis. O biodiesel é, portanto, um dos biocombustiveis mais investigados
(SARMA et al., 2012), apresentando redugdes significativas das emissdes de CO, durante sua
combustdo quando comparado aos combustiveis fosseis comumente usados (ANWAR et al.,
2016).

A palavra "Biodiesel” foi definido pela American Society for Testing and Materials
(ASTM) como um mono-alquil éster de acidos graxos ou éster (m)etilico de acido graxo
derivado a partir de matérias-primas renovaveis, tais como os 6leos vegetais. O termo "bio"
indica a origem bioldgica de biodiesel, em contraste com o diesel convencional. O biodiesel é
um liquido com uma coloracdo amarelo claro ou escuro. Tem um ponto de ebuli¢do superior a
200°C e um ponto de inflamagdo entre 145-175°C (YAAKOB et al., 2013). Além disso, ele
oferece varias vantagens, incluindo renovabilidade, biodegradabilidade, toxicidade
insignificante, ambientalmente amigavel quanto as emissdes durante a combustdo, maior
eficiéncia de combustdo, maior nimero de cetano, maior ponto de fulgor, contém 10-11% de
oxigénio em peso e melhor lubrificacdo. O conteddo de energia e as propriedades fisico-
quimicas do biodiesel sdo quase semelhantes ao combustivel diesel convencional e por isso,
pode ser usado por si s6 ou misturado com diesel convencional nos motores de ignicéo-
compressdo convencionais existentes sem grandes modificagdes (FAROOQ et al., 2013).

Os 06leos naturais possuem uma viscosidade de 10 a 17 vezes maior do que o diesel de
petréleo e por isso a sua utilizacdo da forma bruta como combustivel provoca danos nos
motores. A fim de se reduzir a viscosidade, é necessario que o Gleo vegetal bruto seja
convertido em biodiesel por meio de um processo de esterificacdo ou transesterificagcdo
(BERGMANN et al., 2013).
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Para a obtencdo de biodiesel, convencionalmente empregam-se triglicerideos (6leos
vegetais virgens ou gorduras animais) e alcool (metanol ou etanol) na presenca de um
catalisador (hidroxido de sodio) (Fig. 2.1), onde a mistura é agitada e aquecida até a
temperatura de ebulicdo do metanol. Quando a agitacdo para, ocorre uma separacdo da
mistura em duas fases, sendo a fase superior correspondendo a metil éster de &cidos graxos,
que é o biodiesel, e a fase inferior corresponde ao glicerol bruto contendo metanol que néo
reagiu, sais e substancias solidas presentes nas materias-primas (Fig. 2.2). Para cada 10
volumes de biodiesel, cerca de 1 volume de glicerol bruto é gerado como residuo do processo
(SARMA et al., 2012).

Figura 2.1 - Reagdo de transesterificagdo
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Fonte: Modificado de Sarma et al. (2012).

Figura 2.2 - Representacdo esquematica da produgdo de biodiesel pelo método de transesterificagdo
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Fonte: Modificado de Maintinguer et al. (2015).
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A transesterificacdo pode ser feita na presenca de catalisadores &cidos ou basicos,
podendo ser homogéneos ou heterogéneos. O hidroxido de sodio (NaOH) é largamente usado
como catalisador homogéneo devido a sua eficiéncia e preco baixo. Quanto aos alcoois,
diferentes tipos podem ser empregados, como etanol, propanol, butanol e metanol, sendo este
ultimo o mais comumente usado nas rotas de producédo de biodiesel no Brasil e no mundo por
apresentar eficiéncia mais elevada, ocorrer em um tempo mais curto e temperatura mais baixa
(60°C) em comparacdo a outros alcoois (BERGAMANN et al., 2013).

O requerimento das matérias-primas, convencionalmente usadas no processo de
transesterificacdo, € o principal problema para a comercializagéo do biodiesel, onde cerca de
70-95% do custo total da producdo de biodiesel é dependente do custo das matérias-primas
empregadas. Os gastos com a producdo de biodiesel podem ser reduzidos em até 60 a 70%,
usando 6leo de cozinha usado como matéria-prima, que também acaba por resolver o
problema de descarte deste residuo (GUPTA et al., 2015).

2.3 Biodiesel a partir de 6leo de cozinha usado

O uso de fontes de alimento (6leo comestivel) para produzir biodiesel tem recebido
duras criticas de varias organizacfes ndo governamentais (ONGs) devido a justificativa de
que milhdes de pessoas enfrentam a fome em todo 0 mundo, 0 que ocasiona certa incoeréncia
a sua utilizacdo como combustivel. Além disso, 0 aumento resultante na demanda por 6leo
vegetal promove a devastacdo desnecessaria de florestas para sua plantacdo (YAAKOB et al.,
2013).

O uso de 6leo de cozinha usado como matéria-prima do biodiesel pode reduzir
problemas sendo que sua disposi¢do via drenagem ou aterramento sanitario pode causar
poluicdo das &guas, do solo e distirbios no ecossistema aquatico (YAAKOB et al., 2013).
Vale ressaltar a reducdo de custos durante a producéo de biodiesel usando 6leo de cozinha
usado, tendo em vista que 0 seu preco € duas a trés vezes mais barato do que o0s 0leos vegetais
virgens (KIAKALAIEH et al., 2013).

A quantidade de O6leo de cozinha usado gerada pelas casas e restaurantes estdo
aumentando rapidamente devido ao crescimento da populagéo, ocasionando no aumento do
consumo de alimentos. As fontes de 6leo de cozinha diferem por todo o mundo, sendo
lipidios a base de plantas, tais como, 6leo de milho, margarina, 6leo de coco, palma, oliva,
soja, semente de uva e canola ou proveniente de lipidios animais, tais como manteiga e 6leo

de peixe (YAAKOB et al., 2013). Considerando que os 6leos de fritura provém destas fontes
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distintas, isso faz com que se aumente a variabilidade de caracteristicas do biodiesel formado
(DIYA’UDDEEN et al., 2012).

O processo de fritura do 6leo de cozinha envolve seu aguecimento por tempo variado,
na presenca de ar em temperaturas de 160 a 200°C. Isto faz com que os Oleos sejam
degradados através de reacdes de hidrdlise, oxidacdo e craqueamento, resultando em aumento
da viscosidade e acidez, bem como associado a um odor desagradavel e uma coloragdo mais
escura (DIYA’UDDEEN et al., 2012). A quantidade de calor e 4gua aumenta a hidrdlise de
triglicerideos e o percentual de &cidos graxos livres no 6leo. A agua e o teor de &cidos graxos
livres tem uma influéncia negativa sobre a reacdo de transesterificacdo para a geragdo de
biodiesel (KIAKALAIEH et al., 2013). A presenga de agua no 6leo de cozinha usado leva a
hidrolise e altas taxas de acidos graxos livre leva a formacdo de produtos saponificados,
resultando em baixos rendimentos de biodiesel gerado (YAAKOB et al., 2013). Além deste
aspecto negativo quanto a utilizacdo de 6leo de cozinha usado na reagdo de obtencdo do
biodiesel, o sabdo formado consome parcialmente o catalisador empregado na reacdo de
transesterificacdo e a separacdo de ésteres de acidos graxos (biodiesel) e glicerol (residuo do
processo) é dificultada (KIAKALAIEH et al., 2013).

De acordo com Diya’uddeen et al.,, (2012), apesar destas limitacdes, varias
abordagens tém sido feitas a fim de se resolver o problema e um rendimento 6timo de 99,3%
foi registrado para a geracdo de biodiesel a partir de 6leo de cozinha usado.

Atualmente, a maior parte do Oleo de cozinha usado, ou é descartado ou é
comercializado para a utilizacdo como aditivos na alimentacao animal, apesar da proibi¢do da
sua utilizacdo na formulacdo de racdes. Assim, a producdo de biodiesel a partir de 6leo de
cozinha usado pode ser uma abordagem eficaz e econdmica de gerir esta fonte de energia,
proporcionando um beneficio duplo de geracdo de combustivel e protecdo do meio ambiente
(DIYA’UDDEEN et al., 2012).

O biodiesel a partir desta matéria-prima € ambientalmente aceito devido a menores
emissdes de poluentes atmosféricos, em comparagdo com diesel do petroleo, por exemplo,
monoxido de carbono, hidrocarbonetos ndo queimados, particulas em suspenséo, diéxido de
enxofre, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e fumaca foram reduzidos em intervalos de
15-60%, 21-45%, 23-63%, 50-100%, 8-40 % e 16-83%, respectivamente (DIYA’UDDEEN et
al., 2012).

Como esta matéria-prima estd prontamente disponivel, seu custo de obtencdo é
reduzido. Segundo Diya’uddeen e colaboradores (2012), 0 dleo de cozinha usado pode

potencialmente substituir o combustivel diesel em curto prazo e no longo prazo reduzir a
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dependéncia do uso de combustiveis & base de petroleo. De acordo com Yaakob e
colaboradores, (YAAKOB et al., 2013), o 6leo de cozinha usado é esperado ser 0 mais
importante na producdo futura de biodiesel do que os 6leos comestiveis e ndo-comestiveis,

devido ao baixo custo e como alternativa mais sustentavel.

2.4 Glicerol: residuo da geracao do biodiesel

Nos ultimos anos, a producdo de biodiesel aumentou consideravelmente, juntamente
com a quantidade de residuos gerados durante a producdo, o glicerol bruto (Fig. 2.3). A
Europa ainda é o maior produtor de biodiesel e o Brasil tem 0 maior aumento na taxa de
producdo nos dltimos anos em comparagdo com os Estados Unidos e Europa, isto é, de 736
m?® em 2005 para 2.670.000 m* em 2011 (GHOLAMI et al., 2014).

Figura 2.3 - Producdo mundial de biodiesel (barras) e glicerol bruto (linhas) entre 2000 e 2010
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Fonte: Modificado de Gholami (2014).

O glicerol bruto é o principal residuo da industria do biodiesel, que cresceu
rapidamente nas ultimas décadas devido as preocupacdes ambientais quanto as liberacfes de
poluentes, efeito estufa e esgotamento dos combustiveis fésseis. A expansdo da indudstria de
biodiesel tem levado a um aumento de 100% na producéo global de glicerol bruto nos dltimos

dez anos atingindo uma producdo anual total de 1,5 bilhdes de kg em 2011. Com um aumento
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tdo dréstico na producdo deste coproduto, seu preco diminuiu drasticamente de $400 por
tonelada em 2001 para menos de $100 por tonelada em 2011 (VALERIO et al., 2015).

Novo aumento da producdo de biodiesel esta previsto em muitos paises ao redor do
mundo com a associacdo a geracdo de glicerol bruto como um coproduto adicionando pressao
para um mercado ja saturado de glicerol. Em 2020, espera-se dobrar a quantidade de glicerol
bruto produzido atingindo uma produgéo global de 2,6 bilhdes de quilos (VALERIO et al.,
2015). Para cada 10 volumes de biodiesel produzido, 1 volume de glicerol é gerado como
residuo do processo (SARMA et al., 2012), conforme descrito anteriormente.

Ao contrario de glicerol puro (glicerina), o glicerol bruto contém muitas impurezas
provenientes do processo de producdo de biodiesel, sendo as principais: sabdo, metanol,
quantidade variada de agua, residuos de catalisadores, acidos graxos livres, triglicerideos que
ndo reagiram no processo de transesterificacdo, produtos intermedidrios da reacdo como
diglicerideos e monoglicerideos (VALERIO et al., 2015 e SARMA et al.,, 2012). A
quantidade de cada componente no glicerol bruto depende tanto do 6leo empregado como
matéria-prima quanto do processo utilizado para a sintese de biodiesel, sendo que teores de
glicerol abaixo dos 30% sdo bastante comuns dependendo da eficiéncia do processo de
producdo e da qualidade de separacdo de fases ao final da reacdo de transesterificacdo
(SEQUINEL, 2013).

O grande problema deste glicerol bruto proveniente da producdo do biodiesel é
justamente a sua contaminacdo com os residuos desse processo da transesterificacdo. Tendo
em vista que o foco dos produtores de biodiesel era também obter uma glicerina em grau
farmacéutico, havia a necessidade de realizacdo de pré-tratamento e purificacdo deste
coproduto por meio de uma destilacdo a pressdo reduzida e com a utilizacdo de altas
temperaturas, que eram 0s meios mais eficazes de se retirar de forma quantitativa o metanol
residual e as demais impurezas. Estes processos de purificagdo do glicerol bruto séo caros e,
portanto, suas aplicacfes em industrias de alimentos, farmacéutica e de cuidados pessoais nao
sdo economicamente vidveis (SEQUINEL, 2013; SARMA et al., 2012). Além disso, sua
disposicdo no meio ambiente sem o tratamento adequado pode causar problemas de
intoxicagédo, formacdo de espumas, mau cheiro, dentre outros (VIANA, 2011).

Sendo assim, todo este contexto fez com que varios fabricantes passassem a estocar
grandes volumes da substancia, criando um passivo ambiental em potencial. Portanto, surge a
necessidade de se encontrar caminhos viaveis e alternativos para o glicerol bruto a fim de se

manter a sustentabilidade econdémica e ambiental da producéo de biodiesel.
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Alternativamente, o glicerol bruto pode ser usado como substrato para a bioconversao
de produtos com valor agregado, onde diferentes pesquisadores tém chegado a um grande
nimero de produtos, sendo alguns deles o 1,3-propanodiol (DROZDZYNSKA et al., 2011;
METSOVITI, et al. 2012; LIU et al. 2013; PFLUGL et al., 2014), acetato e metano (ZHANG
et al., 2015), etanol (ITO et al., 2005; SUZUKI et al., 2015), &cido propiénico (ZHANG,;
YANG, 2009), acido butirico e acético (FORREST et al., 2010), acido fumarico (ZHOU et
al., 2014), acido docosahexaenoico (ETHIER et al., 2011).

Outro produto de grande interesse que tem ganhado a atencdo de muitos pesquisadores
é a producdo de gas hidrogénio por meio da digestdo anaerdbia do glicerol bruto (SARMA et
al., 2013a; SARMA et al., 2013b; SELEMBO, et al., 2009; REUNGSANG et al., 2013;
KIVISTO et al. 2010; MANGAYIL et al., 2012; CHOOKAEW et al., 2015), sendo uma
alternativa promissora a aplicacéo deste biogas como energia limpa.

O glicerol bruto gerado da producdo de biodiesel é considerado como uma boa
matéria-prima para a producdo microbiana de hidrogénio, sendo uma excelente fonte de
carbono para 0s microrganismos, porém, ha a necessidade do pré-tratamento antes da sua
utilizacdo (SARMA et al., 2012).

2.5 Géas Hidrogénio

A demanda de energia do mundo tem crescido especialmente nos paises em
desenvolvimento devido a industrializacdo e crescimento econdmico. No momento, recursos
de combustiveis fosseis como o carvdo, petrdleo bruto e fornecimento de gés natural
correspondem a quase 80% da demanda global de energia. Combustiveis a base de petroleo
estdo confinados as reservas concentradas em regides especificas do mundo. No ritmo atual
de consumo de combustiveis fosseis, as reservas estdo previstas para se esgotarem em menos
de 50 anos (HOSSEINI et al., 2016).

Quando a tecnologia de producéo de hidrogénio receber um apoio moderado ou forte,
0 uso de petroleo e carvdo caira para 40,5% e 36,7%, respectivamente em 2030. Um quinto do
CO, mundial liberado é gerado pelo setor de transportes, que responde cerca de 60% do
consumo mundial de petroleo. Por isso, a transicdo para a utilizacdo de combustiveis
alternativos de transporte, como o biodiesel, hidrogénio e etanol € vital no cenario energético
futuro do mundo (HOSSEINI et al., 2016).

Entre as alternativas de fontes de energia possiveis, o hidrogénio parece promissor

para aplicacGes de transporte devido a trés quesitos: reducédo das emissdes de gases de efeito
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estufa, seguranca energética e reducdo da poluigdo do ar local. Os avancos na tecnologia de
célula de combustivel no final dos anos 1990 e uso do hidrogénio nos motores de combustao
interna sem recorrer em grandes investimentos sdo as principais razdes por tras do crescente
interesse em hidrogénio especialmente para aplicagdo em transporte (SINGH et al., 2015).

A quantidade de energia produzida durante a combustéo do hidrogénio por unidade de
peso é maior do que a liberacdo por qualquer outro combustivel como metano, gasolina e
outros, uma vez que o hidrogénio é o elemento mais leve e ndo possui 0s pesados atomos de
carbono. E por este motivo que o hidrogénio tem sido usado intensamente nos programas
espaciais onde o peso é crucial. Especificamente, a quantidade de energia liberada durante a
reacdo de combustdo do hidrogénio é cerca de 2,5 vezes do poder de combustdo de um
hidrocarboneto (MARBAN; VALDES-SOLOMIN, 2007; SANTOS; SANTOS, 2005).

A producdo atual de hidrogénio pode ser conseguida por métodos fisico-quimicos ou
bioldgicos. A producéo bioldgica de hidrogénio a partir de substratos naturais e residuais, tais
como aguas residuais ricas em acucares, celulose, residuos sélidos urbanos, caldo de cana,
celulose do milho e papel tém sido relatados (ROSSI et al., 2011).

Formas alternativas de producdo bioldgica de H, sdo potencialmente mais atraentes
com o0 uso de residuos de biomassa ou residuos organicos baratos e abundantes como
substratos para fermentacdo. Fermentacdo na auséncia de luz para a producdo de H, tem
vantagens sobre foto-fermentacdo em termos de producdo mais réapida, técnica simples e

nenhuma exigéncia de energia luminosa (PACHAPUR et al. 2015a).

2.6 Producdo bioldgica de hidrogénio a partir do glicerol bruto

Producdo bioldgica de hidrogénio ou biohidrogénio € uma &rea nova de tecnologia de
processamento de combustivel que propde a produgdo de hidrogénio a partir de varias fontes
renovaveis. A investigacdo sobre a producdo de hidrogénio com bactérias anaerobias
comecou na década de 1980 e foi desenvolvida devido as suas caracteristicas ambientalmente
amigaveis. Bactérias fermentativas e cianobactérias sdo 0s tipos de microrganismos
envolvidos na producéo de hidrogénio (HOSSEINI et al., 2016).

A fermentacdo consiste em um processo biolégico no qual um consorcio de
microrganismos ou cultura pura promove a transformacéo de compostos organicos complexos
(carboidratos, proteinas e lipidios) em produtos mais simples, tais como acidos organicos
volateis (acidos isobutirico, propionico, acético e butirico), alcoois (etanol, butanol), H, e CO,
(SAetal., 2014).
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A degradagdo da matéria organica em ambientes anaerdbios envolve a cooperacao de
diferentes microrganismos. Quatro etapas principais sdo responsaveis por essa degradacao:
hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Figura 2.4). A etapa inicial corresponde
a hidrdlise, onde bactérias hidroliticas produzem enzimas extracelulares que promovem a
degradacdo dos materiais particulados complexos em materiais mais simples, os quais sao
permeaveis as membranas celulares das bactérias fermentativas. Durante a etapa acidogénica,
0s produtos soltveis oriundos da etapa anterior sdo metabolizados no interior das células das
bactérias, sendo convertidos em compostos mais simples, sendo eles os &cidos organicos
volateis, alcoois, CO, e H,. Na etapa seguinte, as bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela
oxidacdo dos produtos gerados na fase acidogénica em substrato apropriado (H, e acido
acetico) para as arquéias metanogénicas, onde o H, pode também ser convertido em acido
acetico pelas bactérias homoacetogénicas. A Ultima etapa do processo corresponde a presenca
das arquéias metanogénicas, que convertem o H; e o acido acético em CH, e CO,. Em funcéo
de sua afinidade pelo substrato, as arquéias metanogénicas podem ser divididas em
metanogénicas acetoclasticas (arquéias que utilizam o acido acético como substrato) e
metanogénicas hidrogenotréficas (arquéias que utilizam o hidrogénio como substrato) (SA et
al., 2014).

A rota de fermentacdo é um dos métodos de producdo de hidrogénio mais promissor,
que pode garantir o futuro da economia do hidrogénio sustentavel. Atualmente, uma série de
estudos tem sido realizada por diferentes pesquisadores sobre o conceito de "lixo zero"
(HOSSEINI et al., 2016). Uma grande vantagem da producdo fermentativa de hidrogénio é o
largo espectro de substratos aplicaveis, permitindo a possibilidade de acoplar o
aproveitamento energético de biomassa, como o glicerol bruto, a geracao de hidrogénio com o

tratamento simultaneo de materiais residuais (SARMA et al., 2012).
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Figura 2.4 - Representacdo esquematica das etapas envolvidas na fermentacéo anaerdbia
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Fonte: Modificado de Sa et al., (2014).

O glicerol € uma matéria-prima que pode ser utilizada por muitos microrganismos para
0 seu crescimento e tem sido extensivamente estudado pelo seu potencial de producgédo de
hidrogénio. O contetdo energético de glicerol puro € 19,0 MJ/kg; e para o glicerol bruto é
25,30 MJ/kg, que pode ser devido a presenca de metanol e vestigios de biodiesel. Tal
contetdo de alta energia no glicerol bruto indica seu alto potencial para ser um substrato
eficaz para a producéo de hidrogénio (SARMA et al., 2012).

Vaérios pesquisadores tem estudado o potencial de geracdo de hidrogénio a partir do
glicerol bruto oriundo da producdo de biodiesel. Selembo et al. (2009) utilizou em seus
estudos (reatores em batelada a 30°C) um glicerol bruto proveniente da producéo de biodiesel
a partir de 6leo de soja, utilizando culturas mistas para a bioconversao a hidrogénio, obtendo
como rendimento maximo 0,31 mol H, mol™ glicerol.

A pesquisa de Ngo e colaboradores (2010) foi relacionada a eficiéncia da conversdo
do glicerol bruto em biohidrogénio usando a cultura pura Thermotoga neapolitana DSM
4359. O experimento foi conduzido em um reator em batelada a 75°C obtendo como
rendimento méaximo 2,73 + 0,14 mol H, mol™ glicerol consumido.

Sarma e colaboradores (2013b) trabalharam com um glicerol bruto oriundo da

producdo de biodiesel a partir de 6leos residuais de restaurantes utilizando a cultura pura
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Enterobacter aerogenes NRRL B 407, em reatores em batelada e a 30°C, obtendo como
producio maxima acumulada de hidrogénio 116,41 + 3,72 mmol H, L.

Na pesquisa desenvolvida por Varrone e colaboradores (2013), foi utilizado lodo
ativado enriquecido, um consércio caracterizado por bactérias do género Klebsiella,
Escherichia/Shigella e Cupriavidus para a montagem dos reatores em batelada a 37°C no
estudo da bioconversdo do glicerol bruto proveniente da producdo de biodiesel a hidrogénio,
cujo rendimento maximo foi de 0,90 mol H, mol™ glicerol.

Assim, para serem determinados os rendimentos de hidrogénio gerados durante a
fermentacdo do glicerol bruto, deve-se compreender o metabolismo de decomposicéo deste

substrato, bem como as rotas desta bioconversao.

2.7 Metabolismo do glicerol

O metabolismo do glicerol e producdo de hidrogénio podem ser dados por meio de
duas rotas, a oxidativa e a redutiva, conhecida para algumas espécies produtoras de
hidrogénio como a Klebsiella, Citrobacter, Clostridium e Enterobacter (PACHAPUR et al.,
2015b; DROZDZYNSKA et al., 2011). Na rota oxidativa (Figura 2.5), o glicerol é
primeiramente convertido a dihidroxiacetona, reacdo esta catalisada pela enzima glicerol
dehidrogenase, com a geracdo de equivalentes redutores (NADH;). No proximo passo,
dihidroxiacetona € fosforilada pela enzima glicolitica dihidroxiacetona kinase. Entdo, o
produto fosforilado é metabolizado através da glicolise (DROZDZYNSKA et al., 2011 e
SARMA et al., 2012). Na rota de reducdo (Figura 2.5), o glicerol é convertido em 3-
hidroxipropionaldeido, reacdo esta catalisada pela coenzima B, dependente da glicerol
dehidratase e relacionada a diol dehidratase. A seguir, a 3-hidroxipropionaldeido é reduzido a
1,3 propanodiol e o NAD™ é regenerado pelo NADH"H"- enzima dependente 1,3 propanodiol-
oxidoredutase (DROZDZYNSKA et al., 2011). Durante a rota do metabolismo de oxidaco
(Figura 2.6), o piruvato é formado como um intermediario. O piruvato, dependendo dos
microrganismos, pode ser quebrado em varios produtos, como etanol, acido latico, &cido
acetico, acido butirico e outros (PACHAPUR et al., 2015a).
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Figura 2.5 - Rotas bioquimicas para a fermentagéo do glicerol
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Figura 2.6 - Alguns dos produtos finais da fermentacéo do glicerol por diferentes microrganismos
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Inicialmente, o piruvato é convertido a acetilcoenzima A (acetil-CoA), dioxido de
carbono e hidrogénio via reducdo da ferredoxina (Fd) catalisada pela oxidoredutase
ferredoxina piravico. A ferredoxina (Fd) reduzida é entdo oxidada pela hidrogenase que
reproduz Fd oxidada e gas hidrogénio (SARMA et al., 2012; COSTA, 2010).

O piruvato também pode ser convertido & acetil-CoA e formiato, que pode ser
convertido prontamente a hidrogénio e dioxido de carbono pelas bactérias, tais como
Escherichia coli. O acetil-CoA é convertido em &cido acético, acido butirico e etanol,
dependendo dos microrganismos presentes e das condi¢cdes ambientais. O NADH, é utilizado
na formacéo do butirato, butanol e etanol e 0 NADH, residual pode ser oxidado produzindo
hidrogénio. O ATP é gerado na formacao do &cido butirico e &cido acético a partir do acetil-
CoA (COSTA, 2010).

Na maioria das vias de bioconversdo do glicerol, o H, é gerado juntamente com 0s
diferentes metabolitos durante o metabolismo oxidativo (Eq. 2.1 - Eq. 2.4) (SARMA et al.,
2012).

C3HgO3 + H,O —» CH3COOH (acido acético) +CO, +3H,; Eqg. 2.1
2 C3HgO3 —*> C4Hg0, (acido butirico) + 2CO; + 4H, Eq. 2.2
2 C3HgO3 — C4H;00 (butanol) + 2CO; + H,0 + 2H, Eq. 2.3

C3HgO3 — C,H¢O (etanol) + CO, + H, Eq. 2.4

Cada processo metabolico de produgdo de biohidrogénio é dependente das enzimas
produtoras de hidrogénio encontradas no interior de cada microrganismo. Estas enzimas
catalisam uma reacdo redox muito simples: 2H" + 2e” < H,. Para realizar esta reacio, a
maioria das enzimas responsaveis pela geracdo de hidrogénio tem aglomerados metélicos
complexos como sitios ativos e necessitam de proteinas especiais. As trés principais enzimas
envolvidas na producdo de hidrogénio sdo nitrogenase, [NiFe]-hidrogenase e [FeFe]-
hidrogenase (MATHEWS et al., 2009).

A enzima nitrogenase reduz o nitrogénio (N,) a aménia (NHs) e é acompanhada pela
reducio obrigatoria de prétons (H") & hidrogénio (Hz). O complexo da nitrogenase consiste
em duas proteinas, sendo a primeira dinitrogenase ou MoFe-proteina e a segunda é
dinitrogenase redutase ou Fe-proteina. A reducdo de (N,) a aménia (NH3) acompanhada da
geracdo de hidrogénio requer adenosina tri-fosfato (ATP) (MATHEWS et al., 2009), de
acordo com a equacao 2.5 (KIM et al., 2011):
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N, + 8H" + 8¢ + ATP — 2NH3 + H, + 16 ADP Eq. 25

Em contraste, [NiFe] - hidrogenase funciona cerca de 15 vezes melhor do que
nitrogenase na producdo de hidrogénio e ndo necessita de ATP (MATHEWS et al., 2009).

As enzimas de producdo de hidrogénio mais eficientes sdo [FeFe]-hidrogenase, que
podem ter uma atividade 1000 vezes melhor do que nitrogenase e cerca de 10-100 vezes
melhor do que [NiFe]-hidrogenase. Estas hidrogenases consistem de uma proteina contendo
um nucleo catalitico de Fe-Fe e pode ter uma variedade de doadores e aceptores de elétrons. O
complexo [FeFe]-hidrogenase pode produzir ou consumir hidrogénio, dependendo do seu
ambiente. Todas estas trés enzimas geralmente sdo sensiveis ao oxigénio e devem ser tanto
espacialmente ou temporalmente separada deste, a fim de produzir hidrogénio a taxas étimas
(MATHEWS et al., 2009).

Assim sendo, fica claro que os produtos majoritarios da bioconversdo do glicerol bruto
sdo H; e 1,3-propanodiol (PD). No entanto, devido as seguintes razdes apresentadas abaixo, a
producdo de H, é mais apropriada do que a producdo do PD durante a bioconversdo do
glicerol bruto: (a) o glicerol tem uma grande quantidade de hidrogénio em sua estrutura (8) e
a energia contida no hidrogénio é tdo alta quanto 142,9 kJ g, o que torna seu uso como
combustivel uma forma eficiente e sustentavel; (b) ha rendimento e produtividade de PD
reduzidos durante sua geragdo quando comparado ao Hy; (c) para geracao elevada de PD, ha o
requerimento da vitamina B12, que possui custo elevado; (d) no final da bioconversdo do
glicerol bruto em PD o caldo de fermentacdo em geral contém &gua, glicerol residual,
subprodutos, tais como &cido acético, acido latico, etanol, macromoléculas tais como
proteinas e polissacarideos. Além disso, PD é conhecido por ser de natureza hidrofilica e ter
ponto de ebulicdo elevado. Por estas razdes, a purificacdo do PD a partir de um caldo de
fermentagdo é muito complexa. Existem os métodos convencionais para tal purificagdo, como
extracdo reativa, extracdo liquido-liquido, evaporacdo, destilacdo, filtragdo por membrana e
cromatografia de troca i6nica. No entanto, todos estes métodos sdo conhecidos por terem
inimeras limitacGes. Tais dificuldades de obtencdo do PD dificilmente sdo relatadas para a
producdo de H,. Assim, a bioconverséo do glicerol bruto a H, pode ser considerada como a

opcéo mais adequada para a utilizacdo da industria de biodiesel (SARMA et al., 2012).

2.8 Microrganismos envolvidos na producéo de H,
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Varias bactérias fermentativas produzem hidrogénio, sendo que este € liberado a fim
de eliminar o excesso de elétrons. As bactérias usadas nessas rotas sdo anaerobias estritas
(Clostridium sp.) e anaerobias facultativas (Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter)
(ROSSI et al., 2011).

Entre as bactérias produtoras de hidrogénio, Clostridium sp. e Enterobacter sdo as
mais amplamente estudadas. Clostridium é Gram-positiva, possui morfologia de bacilos e
formadora de enddsporos, entretanto, a Enterobacter é Gram-negativa e também apresenta
morfologia de bacilos. Para estas duas espécies, condi¢bes de pH proximas de 5,8-6,0 e
mantidas a 37° C ndo inviabilizam o seu desenvolvimento. A bactéria Thermotoga também é
estudada para a geracdo de hidrogénio, sob condic¢des termofilicas de 80° C e pH 7,0-7,4 (LI,
FANG, 2007).

Certos microrganismos podem crescer anaerobiamente em glicerol como Unica fonte
de carbono e energia e gerar hidrogénio. A habilidade desta bioconversdo ja foi relatada por
alguns autores.

Ito e colaboradores (2005) trabalharam com Enterobacter aerogenes HU-101 a fim de
se obter hidrogénio por meio da bioconversdo do glicerol bruto proveniente da usina de
producdo de biodiesel em um reator de leito fixo. Com um estudo em relagdo ao meio de
cultivo utilizado para se atingir simultaneamente a producdo maxima de hidrogénio e etanol, a
melhor condicdo foi em pH 6,8, 5 g L™ de extrato de levedura e 5 g L™ de triptona na
presenca de 1,7 g L™ de glicerol bruto, obtendo-se o rendimento de 1,12 mol H, mol™ glicerol
e 0,96 mol etanol mol™ glicerol. Neste ensaio em batelada, houve o consumo total de glicerol
bruto.

Liu & Fang, (2007) utilizaram Klebsiella pneumoniae DSM 2026 para gerar
hidrogénio a partir do glicerol bruto proveniente da producdo de biodiesel em reator em
batelada. Por meio de ferramentas estatisticas, foi encontrada uma condi¢cdo otimizada do
meio de cultivo contendo 20,4 g L™ glicerol, 5,7 g L™ KCI, 13,8 g L NH,CI, 1,5 g L™ CaCl,
e 3,0 g L™ extrato de levedura, em pH 6,5, 37°C, com rendimento de 0,53 mol H, mol™
glicerol, gerando como principal metabélito secundario o 1,3-propanodiol.

Ngo et al. (2010) relataram a eficiéncia da bioconversao do glicerol bruto, oriundo de
uma planta de producdo de biodiesel, a hidrogénio por meio do uso da bactéria
hipertermofilica Thermotoga neapolitana DSM 4359 em reatores em batelada. Com 5,0 g L™
glicerol bruto pré-tratado, 2,0 g L™ de extrato de levedura, na presenca de 0,05 M de tamp&o e
aspersdo de N, para garantir a anaerobiose, o rendimento maximo de 2,73 mol H, mol™

glicerol foi alcancado.
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Na pesquisa realizada por Lo et al. (2013) foi estudada a viabilidade do uso do glicerol
bruto proveniente da producéo de biodiesel para a geracdo de biohidrogénio utilizando sete
cepas de bactérias produtoras de hidrogénio (Clostridium butyricum, C. pasteurianum e
Klebsiella sp.) em reatores em batelada. Dentre as cepas examinadas, a que exibiu melhor
desempenho na producdo de hidrogénio foi C. pasteurianum, a 35°C, pH inicial de 7,0,
agitagdo a 200rpm e concentracio de glicerol bruto de 10 g L™. Um estudo comparativo feito
com o uso de glicerol puro e glicerol bruto comprovou que houve maior rendimento quando o
glicerol bruto foi utilizado como substrato no meio de cultivo, com rendimento de 0,77 = 0,05
mol H, mol™ glicerol.

A bactéria hipertermofilica Thermotoga maritima DSM 3109 foi usada por Maru e
colaboradores (MARU et al., 2013), para a geracdo de hidrogénio a partir do glicerol. No
sistema em batelada, o glicerol foi convertido principalmente a acetato, CO; e H,, obtendo
como rendimento maximo 2,84 mol H, mol™ glicerol, sob condices otimizadas de pH entre
7,0 e 7,5 e concentracdo de extrato de levedura de 2 g L™. Os autores verificaram que esta
espécie de bactéria foi capaz de converter o glicerol, gerando bons rendimentos de H,. Assim,
0s autores destacaram as vantagens do uso de bactérias termofilicas na realizacdo de
processos a elevadas temperaturas, baixa viscosidade, melhor mistura, menor risco de
contaminacéo, altas taxas de reacdo e sem a necessidade de resfriamento do reator.

Enterobacter aerogenes NRRL B-407 foi usada por Sarma e colaboradores, 2013,
(SARMA et al., 2013b) a fim de se estudar a bioconversdo do glicerol bruto, proveniente da
planta de producdo de biodiesel a partir de 6leos residuais de restaurantes, para a geracdo de
H, em reatores em batelada. Materiais residuais foram empregados como fonte de nitrogénio
mais barata para 0 meio de cultivo a fim de se melhorar a geragdo de H, a custo reduzido.
Assim, 10 mg L™ de ureia no meio liquido com 10 g L™ de glicerol bruto ocasionou a maxima
producdo acumulada de H, frente as outras variaveis estudadas neste mesmo trabalho, com
116,41+ 3,72 mmol H, L™ e cerca de 93% de glicerol bruto foi consumido durante esta
operagéo.

A fim de se melhorar a produgdo de hidrogénio, Jitrwung e colaboradores (2013)
otimizaram as condi¢bes do meio de cultivo para reatores em batelada utilizando o glicerol
bruto proveniente da planta de producdo de biodiesel com Enterobacter aerogenes. As
concentragdes dos sais comumente usados na composicdo do meio de cultivo foram
determinadas por métodos estatisticos. O rendimento maximo obtido deste processo foi de

0,84 mol H, mol™ glicerol.
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Chookaew e colaboradores (CHOOKAEW et al., 2014) utilizaram a cultura pura
Klebsiellasp. TR17 para a geracdo de hidrogénio, em batelada, a partir do glicerol bruto
oriundo de uma planta piloto de producéo de biodiesel. Esta espécie de microrganismo foi
imobilizada em granulos metanogénicos provenientes de reator UASB de um sistema de
tratamento de &guas residuais de frutos do mar da Tailandia, previamente esterilizados a
121°C por 30 minutos para inibir a atividade metanogénica para serem usados como suporte
para a imobilizacdo. O reator foi operado a 40°C com pH inicial 8,0 e tempo de retengdo
hidraulica de 2-12h. O maior rendimento de 44,27 mmol H, g™ glicerol foi atingido com 4
horas de operacdo e concentracdo de glicerol de 10 g L™.

No trabalho de Pachapur e colaboradores (PACHAPUR et al., 2015b), o impacto da
aspersdo do nitrogénio (N,) sobre a producdo de H, usando Enterobacter aerogenes e
Clostridium butyricum, em reatores em batelada e em meio complexo contendo 1% de
glicerol bruto foi estudada para reduzir o custo global do processo. Foi verificado neste
trabalho que na presenca de ar, variando de 5 mL a 75 mL do volume do headspace, a
producdo de hidrogénio aumentou até o méaximo de 26,14 mmol L™ gerando 1,4 g L™ de
etanol. A concentragdo de 1,3-propanodiol com borbulhamento de N, era cercade 3,0 g L™ e
diminuiu para 0,5 g L™ devido & presenca de 75 mL de ar no headspace. Esta observacio
pode ser atribuida a uma mudanca na rota do metabolismo do glicerol redutivo para o
oxidativo, aumentando assim a producdo de hidrogénio, minimizando a producdo de
metabdlitos e reducdo dos custos com o0 uso do Nj,. Outro trabalho do mesmo autor
(PACHAPUR et al., 2015a) utilizando os mesmos microrganismos (Enterobacter aerogenes e
Clostridium butyricum) em reatores em batelada incluiu o estudo do aumento da producéo de
hidrogénio com a inclusdo do bagaco de macd, que favoreceu a rota do metabolismo oxidativo
do glicerol, diminuindo a formacdo de 1,3-propanodiol, cuja maior producdo de H, foi de
26,07 + 1,57 mmol L™ com 15 g L™ de glicerol e 5 g L™ de bagaco de maca.

Kumar e colaboradores (2015) trabalharam com Bacillus thuringiensis EGUA45
imobilizada em materiais ligno-celul6sicos sob condi¢do continua, com retencdo hidraulica de
48h, mantidos a 37°C, pH 7,0 e o rendimento obtido foi de 0,393 mol H, mol ™ glicerol.

Além da utilizacdo de culturas puras para a geracdo de hidrogénio, como visto nos
trabalhos descritos acima, as culturas mistas tem ganhado destaque nos presentes estudos. Os
processos usando culturas microbianas mistas sdo mais praticos porque eles sdo mais simples
de serem operados, mais robustos, de facil controle, ndo havendo a necessidade de trabalhar
com substratos esterilizados e podem ter uma escolha mais ampla de matéria-prima a ser
utilizada (LI; FANG, 2007; SIVAGURUNATHAN et al., 2016). Além disso, a uso de
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culturas mistas para a conversdo de substratos complexos (tais como o glicerol bruto)
favorece uma maior eficiéncia do processo gracas aos possiveis beneficios sinérgicos. No
entanto, até agora, os estudos sobre as culturas mistas sdo escassos e concentrando-se
principalmente no uso de substratos sintéticos (VARRONE et al., 2012).

As culturas mistas podem ser obtidas a partir de varias fontes naturais, tais como lodo,
solos, sedimentos de lagos, fontes termais e de plantas de estacGes de tratamento. No entanto,
juntamente com os microrganismos produtores de hidrogénio, had também a presenca da
microflora consumidora deste géas, cuja /existéncia se da de forma natural no ecossistema. 1sso
pode ser suprimido por pré-tratamentos usando métodos adequados, tais como calor, acido,
base, agentes quimicos, para enriquecer a microflora produtora de hidrogénio
(SIVAGURUNATHAN et al., 2016).

2.9 Pré-tratamento de culturas mistas para a geracéo de H,

Em um sistema de culturas mistas, sob condi¢des anaerdbias, o hidrogénio produzido
pelas bactérias, tais como o Clostridium ou Enterobacter, é na maioria das vezes rapidamente
consumido por certos microrganismos. Assim, a fim de se aproveitar o hidrogénio gerado
deste sistema de culturas mistas, o lodo, por exemplo, necessita passar por um processo de
pré-tratamento para suprimir a atividade das espécies consumidoras de hidrogénio
preservando a0 mesmo tempo a atividade das bactérias geradoras deste gas (LI; FANG,
2007).

A producdo biologica de hidrogénio por fermentacdo escura compartilha muitas
caracteristicas em comum com a digestdo anaerGbia metanogénica. Culturas mistas
tipicamente anaerdbias podem n&o produzir hidrogénio uma vez que ele é rapidamente
consumido pelos microrganismos produtores de metano. Por isso, h4 a necessidade de se
restringir a metanogénese permitindo que o hidrogénio se torne o produto final do fluxo
metabolico. Assim, os métodos de pré-tratamento dos microrganismos sdo essenciais como
forma de selecionar grupos especificos de bactérias (ROSSI et al., 2011).

Bactérias produtoras de hidrogénio formadoras de endosporos, como as pertencentes
aos géneros Clostridium e Bacillus, formam enddsporos como um resultado do estresse
bacteriano quando em condi¢Bes ambientais desfavoraveis, como alta temperatura, limitacéo
de nutrientes, acidificacéo e alcalinidade, por exemplo, que séo as condi¢bes impostas durante
0s pré-tratamentos dos inoculos (ROSSI et al., 2011). A esporulagdo é um processo de

diferenciacdo, considerado um fenémeno complexo, que leva a formagdo de enddsporos
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dormentes que sdo capazes de sobreviver milhares, sendo milhGes de anos. Os enddsporos
bacterianos ndo possuem metabolismo e podem suportar uma ampla variedade de condigdes
adversas como calor, exposicao a radiacdo ultravioleta e contato com solventes, enquanto que
as espécies metanogénicas, que geram metano e consomem hidrogénio, ndo possuem tais
capacidades que acaba por prevenir o crescimento competitivo destes microrganismos. Apesar
desta dorméncia extrema, os endéporos mantém um mecanismo sensorial em alerta, o que
Ihes permite responder aos nutrientes especificos quando em condi¢des ambientais ideais para
sua reativacdo (ATRIH; FOSTER, 2002; ROSSI et al., 2011).

Varios pré-tratamentos das culturas mistas sdo encontrados na literatura. Rossi e
colaboradores (2011) desenvolveram uma pesquisa investigando a influéncia de diferentes
métodos de pré-tratamentos para a selecdo de consércios de bactérias geradoras de hidrogénio
a partir do glicerol residual da sintese de biodiesel. Os cinco tratamentos quimicos estudados
por este autor e aplicados ao consércio foram: choque térmico, no qual o lodo foi fervido a
100°C por 15 minutos; o tratamento com acido e base, por meio de um ajuste do pH a 3,0 ou
10,0 usando 1M HCI ou NaOH e mantendo este pH por 24h; o calor seco e dessecacdo foi
realizado armazenando a amostra por 2 horas em um forno de secagem a 105°C seguido por
uma dessecagdo em uma jarra de dessecacdo por 2 horas; o congelamento e o
descongelamento foi realizado pela exposicdo das amostras a -10°C por 24 horas seguido por
um descongelamento por 6 horas a 30°C. De acordo com o autor, tratamentos a quente sdo 0s
melhores métodos de serem garantidas as maiores geracdes de hidrogénio. Para Selembo et al.
(2009), o tratamento térmico é o pré-tratamento mais comum e que pode ser facilmente
empregado para a selecdo de bactérias geradoras de hidrogénio.

Além dos cuidados a serem tomados com o indculo, para que se tenham bons
rendimentos de hidrogénio gerado é importante que se realize o pré-tratamento do glicerol
bruto. Como visto, ele contém impurezas que sdo consideradas prejudiciais ao consorcio
microbiano, como os sabfes e gorduras. ApOs o pré-tratamento para a eliminacdo destes
residuos, ha a possibilidade de sua reutilizacdo para producdo de mais biodiesel por meio de
esterificacdo e transesterificacdo. Sendo assim, toda a matéria orgénica ndo glicerol que foi
separada do glicerol bruto por meio do pré-tratamento, pode voltar ao processo de obtencdo
de mais biodiesel (SANTORI et al., 2012).

2.10 Pré-tratamento do glicerol bruto
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Sabdo e metanol séo as maiores impurezas presentes no glicerol bruto e elas sdo
inibitérias ao crescimento microbiano afetando na produgdo bioldgica de hidrogénio
(SARMA et al., 2013a). O metanol pode ser removido por meio de autoclavacao, tendo em
vista que ele evapora a 65°C. Consequentemente, uma esterilizacdo processada durante 15
minutos a 121°C é capaz de remover quantidade significativa de metanol do glicerol bruto
(PYLE et al., 2008). Outro modo eficaz de remog¢do do metanol é por meio de uma destilacéo,
como foi usada no trabalho de geracdo de hidrogénio a partir do glicerol bruto de Ngo e
colaboradores (2010), no qual por meio do uso do rota evaporador a 45°C obteve-se a
remocdo de metanol do residuo utilizado.

Durante o processo de transesterificacdo por catdlise basica para a obtencdo do
biodiesel, boa parte do catalisador e do excesso de alcool acumulam-se no glicerol bruto. O
catalisador, juntamente com os acidos graxos livres, em pH neutro a basico, formam os
sabdes, que ficam misturados no glicerol bruto. A esta mistura podem ser adicionados acidos
minerais fortes como &cido sulfarico ou cloridrico de modo que o pH fique em torno de 4,6
para que os acidos graxos livres possam ser separados por decanta¢do seguida de uma
centrifugacdo a 5000 rpm, onde a fase superior corresponde aos acidos graxos livres e a fase
inferior ao glicerol (SEQUINEL, 2013). Assim, o ajuste do pH a faixa acida faz com que
sabdes sollveis se transformem a acidos graxos insoltveis (SARMA et al., 2012).

Phyle et al. (2008) encontraram um efeito negativo na produgdo do &cido
docohexanoico pela alga Schizochytrium limacinum devido a presenca de sabBes e metanol no
glicerol bruto (PHYLE et al., 2008).

Ngo e colabolaboradores (2010) observaram que quando o glicerol bruto foi
diretamente misturado com o meio de cultura, ocorreu a precipitacdo de sabdes no meio
liquido, que se verificou prejudicial para o crescimento celular (NGO et al., 2010).

A fim de se evitarem tais incidentes, o glicerol bruto deve ser conduzido a um pré-
tratamento antes de ser usado como matéria-prima para uma producdo eficaz de hidrogénio

por meio dos microrganismos responsaveis por essa geracao.
2.11 Reatores anaerobios em batelada

Uma variedade de configuragdes de biorreatores pode ser empregada para a produgéo
de hidrogénio a partir de materiais organicos baratos, incluindo o glicerol bruto proveniente
da industria de biodiesel. Eles podem ser simples garrafas de soro de tamanhos diferentes,

fermentadores em escala laboratorial, com agitagédo e controle de pH, reatores de fluxo
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ascendente, ou podem ser células bioeletroquimicas. No entanto, com base no potencial de
producdo de hidrogénio, uma configuragcdo em particular ndo pode ser considerada superior as
demais configuracdes. Observa-se que a maior parte dos experimentos é conduzida no modo
de operacdo em batelada usando uma configuracdo simplificada com a utilizacdo de frascos
de soro (SARMA et al., 2012).

Reatores em batelada s&o usados em escala laboratorial na maioria dos estudos que
tratam de fermentacdo na auséncia de luz. Tal configuracdo possui a vantagem de ser mais
simples, facilmente operado e flexivel. Isto resultou na ampla utilizacdo de reatores em
batelada para a determinacdo do potencial de geracdo de biohidrogénio a partir de substratos
organicos. No entanto, em um contexto industrial, por razBes praticas de gestdo de
armazenamento de residuos e de consideracbes de ordem econbmica, 0s bioprocessos
continuos s&o recomendados (GUO et al., 2010; SA et al., 2014).

Até o presente momento, nenhum reator de biohidrogénio em escala industrial foi
configurado, mas espera-se que o design de biorreator e a configuracdo do sistema sejam
semelhantes as usinas de biogas de metano: somente os parametros operacionais podem variar
entre estas duas aplicacdes anaerobias. Tendo em vista a vasta experiéncia adquirida em
unidades de biogas que tratam residuos organicos agricolas, especialmente na Alemanha, o
reator mais provavel para a producdo biohidrogénio seria um reator de tanque vertical,
continuamente agitado com diferentes tipos de misturadores (GUO et al., 2010).

Em alguns estudos, verificou-se que a producdo de hidrogénio em reatores em
batelada apresentavam maiores rendimentos de hidrogénio gerados do que 0s reatores em
modo continuo. Isto pode ser atribuido ao microambiente substancialmente diferente em um
reator em batelada (variaveis no tempo e consequentemente concentracdes elevadas de
substrato na parte inicial do reator em batelada) que conduz a um fluxo metabdlico diferente
do que em microambiente com concentracdo reduzida de substrato de forma constante que

acontece em reator de tanque agitado, em modo continuo (NTAIKOU et al., 2010).

2.12 Plataforma Illumina: Next-Generationg Sequencing

Anélises quantitativas e qualitativas da dinamica da comunidade microbiana com base
no gene ribossomal RNA 16S sdo importantes para o monitoramento da eficicia de
biorreatores produtores de hidrogénio e indicacdo de mudancas na sua funcdo. Portanto, é
necessario compreender melhor as relagdes entre a estrutura das comunidades microbianas e o

desempenho do processo de geracdo de hidrogénio. Até o momento, apenas alguns estudos
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sobre a composi¢cdo da comunidade microbiana produtora de H, foram pesquisados. Nestes
estudos, o sistema de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (PCR / DGGE) foi usado
principalmente para monitorar as comunidades microbianas. Hoje em dia, ©
pirosequenciamento, um método de sequenciamento de alto rendimento utilizando a
tecnologia de sequenciamento por sintese, foi introduzido na ecologia microbiana como uma
nova abordagem poderosa que é capaz de revelar a diversidade taxondmica nas comunidades
microbianas complexas em alta resolucdo em amostras ambientais (IM et al., 2012).

O pirosequanciamento foi introduzido pela primeira vez, para o campo da ecologia
microbiana, em 2006, como uma tecnologia de rendimento elevado. Uma série de estudos de
comunidades microbianas foi publicada utilizando este método em anélises com amostras de
agua do mar. Para avaliar esta nova tecnologia, varios estudos tém comparado as estruturas
das comunidades microbianas determinadas por pirosequenciamento com aquelas
desenvolvidas usando a tecnologia de biblioteca de clones bem estabelecidos. Estes estudos
tém destacado a utilidade do pirosequenciamento para analise da comunidade microbiana em
ecologia (ZHANG et al., 2011). Sanapareddy e colaboradores foram 0s primeiros a usar o
pirosequenciamento para analisar a comunidade microbiana presente em amostras de
tratamento de &guas residuais (SANAPAREDDY et al., 2009).

A plataforma de pirosequenciamento possui a habilidade de montar genomas
completos a partir da leitura de sequenciamentos curtos (ARMOUNGOM et al., 2009). O
pirosequenciamento também elimina a necessidade de clonagem, eliminando assim o
potencial das recombinacdes aberrantes no hospedeiro substituto (EDWARDS et al., 2006).
No entanto, a técnica de pirosequenciamento atualmente s6 produz comprimentos curtos de
leitura que nem sempre sdo suficientes para caracterizar, com precisdo, comunidades
microbianas, mas podem fornecer uma boa estimativa da biodiversidade da comunidade
formadora de biogas, principalmente por causa da quantidade do conjunto de dados analisados
(KROBER et al.,2009).

Quanto as tecnologias de ultima geracdo envolvendo o sequenciamento gendmico,
destaca-se a utilizagéo de plataforma Illumina. Estas tecnologias néo estdo apenas mudando as
abordagens de sequenciamento do genoma, 0s prazos e 0s custos associados, mas também
acelerando e alterando uma ampla variedade de tipos de investigacdo bioldgica. Além disso,
as plataformas estdo ajudando a abrir completamente novas areas de pesquisa biologica,
incluindo a investigacdo de genomas antigos, a caracterizagdo da diversidade ecoldgica, bem
como a identificagdo de agentes etioldgicos desconhecidos (MARDIS, 2008).
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O sequenciamento de DNA ja percorreu um longo caminho desde os dias da
cromatografia bidimensional na década de 1970. Com o advento do método da cadeia de
terminacdo de Sanger, em 1977, os cientistas adquiriram a capacidade de sequenciar o DNA
de um modo confidvel e reprodutivel. A leitura curta, técnica de sequenciamento
massivamente paralela, foi uma abordagem fundamentalmente diferente que revolucionou
capacidades de sequenciamento e langcou a "next-generation" em ciéncia gendmica
(ILLUMINA, 2016).

Para a analise gendmica pelo Illumina, uma UGnica molécula para a etapa de
amplificacdo inicia-se em uma plataforma adaptada especifica que acontece na superficie de
uma célula de fluxo (Figura 2.7). O DNA a ser sequenciado é fragmentado em fitas.
Adaptadores séo ligados no final dos fragmentos e um desses adaptadores é hibridizado em
uma célula de fluxo. Uma célula de fluxo é um dispositivo micro fabricado, de vidro, com 8
canais que permite que ocorram as “pontes” de amplificagdo dos fragmentos sobre a sua
superficie e 0 uso da enzima DNA polimerase para produzir multiplas copias de DNA ou
clusters. Cada cluster contem aproximadamente 1 milhdo de cépias do fragmento original, o
que ¢é suficiente para reportar a incorporacdo de bases para a intensidade do sinal necessaria
para a deteccdo durante o sequenciamento. O sistema Illumina utiliza a abordagem do
sequenciamento por sintese no qual todos os quatro nucleotideos sdo adicionados
simultaneamente aos canais da célula de fluxo, juntamente com a DNA polimerase, por
incorporacdo dos fragmentos e primers. ReacGes de PCR localizada sdo realizadas e cada um
dos pedacos hibridizados de DNA chegara localmente amplificado. Posteriormente, a
sequéncia de DNA € determinada pela adicdo de um primer no final das moléculas. Uma
mistura de nucleotideos modificada é adicionada. Cada uma delas carrega uma marca
fluorescente a ser anexada. Além disso, cada um tem grupos 3’OH bloqueadores que
garantem a incorporagdo de um Unico nucleotideo por vez. A célula de fluxo é colocada sob o
microscopio e quando uma luz brilha em sua fluorescéncia, uma emissdo de luz mostra qual
base foi incorporada em cada um dos clusters. O Illumina 1€ um comprimento de
aproximadamente 35 bases, mas mais de bilhdes de leituras sdo geradas por tempo. Depois de
cada imagem, o grupo 3’ é removido quimicamente para uma proxima incorporacdo pela

DNA polimerase (MARDIS, 2008).
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Figura 2.7 - Etapas do pirosequenciamento envolvendo a plataforma Illumina
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(a) Preparacdo da amostra de DNA gendmico - Fragmentos gendmicos de DNA e os adaptadores ligam-se em
ambas as extremidades dos fragmentos; (b) Fixacdo do DNA a superficie - Fragmentos de fitas simples de ligam-
se aleatoriamente na superficie interna dos canais da célula de fluxo; (c) Ponte de amplificacdo — Adicdo de
nucleotideos ndo marcados e enzimas para iniciar a ponte de amplificacdo em fase solida; (d) Desnaturagdo das
moléculas de cadeia dupla; (e) Primeiro ciclo quimico: determinar a primeira base - varios milhdes de clusters de
DNA de fita dupla séo gerados em cada canal da célula de fluxo. O primeiro ciclo de sequenciamento comeca
pela adicdo de quatro terminadores marcados reversivelmente, primers e a DNA polimerase; (f) Imagem do
primeiro ciclo quimico - Apds a excitacdo por laser, ocorre a captura da imagem pela fluorescéncia emitida a
partir de cada cluster na célula de fluxo. Registar a identidade da primeira base para cada grupo; (g) Leitura da
sequéncia de multiplos ciclos quimicos — Ciclos repetidos de sequenciamento determinam a sequéncia de bases
em um dado fragmento de uma Unica base de cada vez.

Em meados da década de 1980, grandes melhorias na tipagem bacteriana e
caracterizacdo de relagdes filogenéticas foram alcancadas, utilizando novas abordagens
moleculares com base no sequenciamento completo de genes ribossomais. Um dos tipos de
rRNA em ribossomos procarioticos é classificado como 16S que possui uma extensdo de
sequencia de 1550 nucleotideos. O gene 16S se tornou um padrdo na classificacdo taxondmica

bacteriana, porque é mais facil e rapidamente sequenciado. A sequéncia do gene 16S é
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atualmente o método mais comum usado na classificacdo microbiana como um resultado das
suas propriedades filogenéticas e a grande quantidade de sequéncias de genes 16S disponiveis
para andlise de comparacdo (ARMOUGOM et al., 2009). O gene de rRNA 16S (rRNA 16S)
contém regides que sdo altamente conservadas flanqueando sequéncias variaveis e sequéncias
de espécies especificas. Diversos estudos relataram a utilidade da tecnologia de
pirosequenciamento para tipagem bacteriana por sequenciamento da regido variavel do gene
de 16S rRNA. A tipagem envolve uma amplificacdo de acidos nucleicos utilizando primers
universais visando as sequéncias conservadas e sequenciamento da regido variavel por um dos
primers de amplificagdo (AHMADIAN et al., 2006).

No entanto, a fim de distinguir as estirpes bacterianas estreitamente relacionadas por
pirosequenciamento, leituras de comprimentos longos podem ser necessarias. Para superar a
limitacdo das leituras de comprimentos no rRNA 16S, estudos sugerem a utilizacdo de varios
grupos especificos de primers. Nesta abordagem, um conjunto de primers de
pirosequenciamento é adicionado, mas apenas um dos primers hibridiza com o molde e
funciona como iniciador do sequenciamento (AHMADIAN et al., 2006).

Devido ao comprimento de leitura da sequéncia curta gerado pela tecnologia do
pirosequenciamento e devido a pequena quantidade de variabilidade de nucleotideos no gene
16S em todo o dominio bacteriano, a montagem de toda sequéncia do gene 16S e a atribuicdo
taxondmica das espécies presentes em uma amostra microbiana mista continuam a ser um
desafio computacional. Uma estratégia de abordar este problema consiste no direcionamento
uma regido variavel especifica 16S que exibe um sinal filogenético suficiente para ser
atribuido com precisdo (ARMOUNGOM et al., 2009).

A avaliagdo da diversidade microbiana em um ambiente natural envolve dois aspectos,
gue sdo riqueza de espécies (nUmero de espécies presentes em uma amostra) e equitatividade
(distribuicdo de abundancia relativa das espécies). Para estimar a riqueza de espécies, 0s
pesquisadores amplamente dependem da atribuicdo de sequéncias 16S nos aglomerados em
Unidade Operacional Taxonémica (OTU). O critério utilizado para definir uma OTU em nivel
de espécie é a porcentagem da diferenca da sequéncia de nucleotideos; os valores de corte
variam entre 1%, 3%, 5% ou, dependendo do estudo. A diversidade total da comunidade de
um anico ambiente, ou alfa-diversidade, muitas vezes é representada por curvas de rarefacdo.
Estas curvas simulam o ndmero acumulado de OTUs capturadas como uma funcdo de
tentativa de amostragem e, por conseguinte, indica-se somente a riqueza da OTU observada
num determinado conjunto de amostras. Em contraste, os métodos ndo paramétricos,

incluindo Chaol ou ACE, séo estimadores de riqueza da alfa-diversidade global. Além disso,
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0s métodos quantitativos, tais como os indices de Shannon ou Simpson medem a
uniformidade da alfa-diversidade. No entanto, embora estes estimadores possam descrever a
diversidade da microbiota associada com um estado saudavel ou doente, eles ndo sdo
informativos da diversidade (filo) genética de uma amostra ambiental (ARMOUGOM et al.,
2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Produzir H; a partir de glicerol bruto, o coproduto da producao do biodiesel a partir de
6leos residuais, por processos fermentativos, utilizando consorcios enriquecidos provenientes

de sistemas bioldgicos de tratamento de efluentes.

3.2 Especificos

- Caracterizar o glicerol bruto;

- Obter consércios de bactérias anaerdbias produtoras de gas hidrogénio por meio de
técnicas de tratamento a quente e controle de pH;

- Enriquecer e purificar consorcios anaerobios em glicerina, obtidos apds pré-
tratamento do indculo;

- Realizar pré-tratamento do glicerol bruto para separacdo de sabdes e gorduras;

- Realizar ensaios de producdo bioldgica de gas hidrogénio com reatores anaerébios
em batelada alimentados com glicerol bruto, em quantidades crescentes, e inoculo
enriquecido;

- Analisar o crescimento bacteriano, consumos de glicerol e geracdes dos produtos
intermediarios da fermentacdo como compostos organicos volateis e Hy;

- Caracterizar o consorcio microbiano por meio de técnicas de biologia molecular;

- Calcular rendimentos da geracdo de H, durante a operacdo dos reatores anaerobios
em batelada;

- Testar capacidade de geracdo de H, com cultura pura Enterobacter sp. em reator
anaerdbio em batelada alimentado com 100% glicerol bruto e comparar com os trabalhos

presentes na literatura e ensaios envolvendo os consdrcios microbianos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Esquema operacional

As atividades realizadas, tanto para a caracterizacdo do glicerol bruto quanto para as
condicGes operacionais da fermentacdo anaerdbia, foram as seguintes: reativacéo do indculo,
pré-tratamento, enriquecimento e aumento de biomassa, montagem dos ensaios em reatores

anaerdbios em batelada, andlises fisico-quimicas e cromatogréficas (Figura 4.1).

4.2 Fonte de Carbono

Foi utilizado glicerol bruto proveniente da producdo de biodiesel por processo de
transesterificacdo, a partir de Oleos de cozinha usados, metanol e hidréxido de sodio
(catalisador), da planta piloto de Producéo de Biodiesel do Instituto de Biotecnologia (Ibiotec)

do curso de Engenharia de Energias Renovaveis da Uniara, Araraquara — SP.

4.2.1 Caracterizacdo do Glicerol Bruto

4.2.1.1 pH

Foi efetuada a leitura para a determinacdo do pH de acordo com AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (2005).

4.2.1.2 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A amostra de glicerol bruto, previamente diluida (1,25 mL), foi adicionada com 0,75
da solucdo de digestdo (dicromato de potassio e sulfato de mercurio) e 1,75 mL da solucédo de
acido sulfdrico e sulfato de prata. O tubo foi fechado e agitado por inversdo. A seguir a
amostra foi colocada em digestor de DQO (Nanocolor® VARIO C2) durante 2 horas a 150°C.
Posteriormente, realizou-se a leitura espectrofotométrica a 620 nm (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 2005).
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Figura 4.1 - Esquema operacional
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4.2.1.3 Determinacéo de glicerol

A determinacdo foi realizada por espectrofotometria, por oxidacdo do glicerol livre
com meta periodato de sodio levando a formacdo de formaldeido. Para que o formaldeido
pudesse ser quantificado, ocorreu uma segunda reacdo com duas moléculas de acetilcetona na
presenca de acetato de aménio, levando a formacéo de 3,5-diacetil 1,4-dihidrolutidina, reacéo
conhecida como reacdo de Hantzsch. A curva de calibracdo foi realizada usando glicerina
como padrdo. Para cada analise de glicerol, uma nova curva de calibracao foi realizada, tendo
em vista que 0s reagentes eram instaveis ao longo do tempo e deviam ser preparados
diariamente para as analises. Foram usados 0,5 mL de amostra previamente diluida e colocada
em tubo de 10 mL com 1,5 mL de solvente de trabalho (agua destilada com etanol 95%
misturados em volumes iguais) e 1,2 mL de solugdo de periodato de sddio (21 mg de meta
periodato de sodio + 5 mL de solucdo de acido acético 1,6M + 5 mL de solucdo de acetato de
amonio 4,0M). O tubo foi agitado por 30 segundos e a seguir adicionado 1,2 mL de solugéo
de acetilcetona (200uL de acetilcetona + 5 mL de solucdo de acido acético 1,6M + 5 mL de
solucdo de acetato de amonio 4,0M). O tubo foi mantido em banho de dgua a 70°C por 1
minuto e agitado manualmente. A seguir o tubo foi resfriado por imersdo na agua a 25°C.
Posteriormente, foi realizada a leitura espectrofotométrica das amostras a 410 nm
(BONDIOLI; BELLA, 2005).

4.2.1.4 Umidade e materiais volateis

O procedimento experimental foi realizado em estufa, com 5 gramas de amostra do
glicerol bruto colocadas em cadinhos de aluminio previamente secos em estufa e dessecador
para eliminacdo de umidade, pesados e anotadas as massas. Os cadinhos contendo as amostras
foram mantidos a 130°C por 30 minutos. A seguir, 0s mesmos foram colocados em
dessecador até que se atingisse a temperatura ambiente e pesados. O procedimento da
secagem em estufa foi repetido até que a perda de massa ndo fosse superior a 0,05% do peso
(AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY, 2009). As analises foram realizadas em triplicata
e o teor umidade e volateis foi determinado segundo a equagéo 4.1:

Umidade e volateis % = 1~ mf

x100 Eq. 4.1

mamostra
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Sendo:
mi = massa do cadinho com a amostra no inicio do ensaio, em gramas;
mf = massa do cadinho com a amostra ao final do ensaio, em gramas e

Mamostra = Massa da amostra.

4.2.1.5 Teor de agua

A determinacdo foi realizada de acordo com método Karl Fischer Volumétrico
(ASTM INTERNATIONAL, 2015).

4.2.1.6 Teor de sabao

Foi realizada por titulacdo e expressa como oleato de s6dio. Uma mistura de 60 mL de
acetona e 0,15 mL de 0,5% (m/v) de azul de bromofenol (em 95% de etanol) foi preparada e
neutralizada com solucdo de &cido cloridrico (0,01M). A solucdo foi misturada com 10
gramas de glicerol bruto e aquecida em banho de agua a 70°C por 10 minutos. A seguir, a
mistura foi titulada usando uma solucdo de &cido cloridrico (0,1M). Uma neutralizacdo
completa do sab&o presente no glicerol bruto levou a solugéo azul (pH indicador) desaparecer,
formando assim uma solucdo amarelada esverdeada. 1 mL da solugcdo de acido cloridrico
0,1M corresponde a 0,0304 gramas de oleato de sodio (NaCigH330,) (ORGANISATION
INTERNATIONALE DE LA VIGNE ET DU VIN, 2016). Assim, o teor de sabdo pode ser

determinado como segue a equacao 4.2:

V

Teor de sabdo como oleato de sodio % = ~acido ™ 0,0304>100

m

Eq. 4.2

amostra
Sendo:
Vscido = Volume do &cido, em mL, utilizado na titulagdo completa da amostra.

Mamostra = Massa da amostra de glicerol bruto, em gramas.

4.2.1.7 Metanol

As anélises cromatogréficas foram realizadas em um cromatdgrafo a gas Shimadzu,
modelo GC 2010, equipado com injetor Split/Splitless e detector de ionizagdo por chama

(FID) de alta frequéncia. O cromatografo foi acoplado a um auto amostrador modelo AOC-
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5000, configurado para amostragem liquida e headspace. Toda a estacdo de trabalho foi
controlada pelo programa GCSolution versdo 2.32. As condi¢des cromatograficas utilizadas
neste trabalho foram injetor PTV e detector FID em temperaturas de 300 °C. A programacao
de temperatura do forno foi inicialmente de 50°C por 1 min, seguido de rampa de
aguecimento a 60°C min™ até a temperatura final de 250°C, mantida por 2 min. A coluna
analitica utilizada foi DB-1MS (20 m x 0,10 mm x 0,4 um). Como gas de arraste foi utilizado
hidrogénio com velocidade linear constante de 63 cm s™ (1 mL min™) e taxa de divisdo de
fluxo (split) 1:100. As condic¢des de headspace foram 2 g de amostra (em vial de 20 mL), com
temperatura de incubacdo de 60°C por 15 min (SEQUINEL, 2013).

4.2.1.8 Teor de cinzas

Os experimentos foram realizados em duplicata, onde 30 gramas de glicerol bruto
foram pesados em um cadinho de porcelana e aquecidos no bico de Bunsen até que fosse
cessado o desprendimento de vapores ou fumaca. O cadinho foi levado a mufla por 20
minutos a 775°C até que a oxidacdo do carbono fosse completa (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2008). O teor de cinzas foi determinado segundo
a equacéo 4.3 abaixo:

. Mcf _MacvxlOO
Teor de cinzas % = M Eq. 4.3

a

Sendo:
M.t = massa do cadinho final, em gramas;
Mc, = massa do cadinho vazio, em gramas e

M, = massa da amostra, em gramas.

4.2.1.9 Matéria Organica Nao Glicerol (MONG)

Por meio desta determinacdo foi possivel quantificar a matéria organica nao glicerol,
como mono, di e triglicerideos e acidos graxos entre outros. 5 mL da amostra foram colocadas
em um baldo volumétrico de 50 mL avolumado até o menisco com agua destilada. Para que
ocorresse a separa¢do da MONG, o pH foi reduzido até aproximadamente 2 com solugdo de
HCI (20,7 mL de HCI 37% em um baldo de 500 mL com &gua destilada). Anotou-se o volume

de HCI utilizado para a acidificacdo da amostra. No tubo de centrifuga de 15 mL foi
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adicionada a amostra pura (sem diluicdo) e a quantidade de HCI para que o pH da amostra
reduza & 2. A soma da amostra e do &cido foram 10 mL (SEQUINEL, 2013). Pela equacdo 4.4
foi possivel calcular a quantidade de amostra que foi adicionada ao tubo para a realizacdo da
determinacdo do MONG, bem como quantificar o volume de acido (equacdo 4.5) inserido

junto & amostra para entdo serem submetidas a centrifugagdo por 5 minutos, a 500 rpm.

_ 50

Va Eq 4.4
5+Vie

Sendo:
V, = volume da amostra adicionada no tubo e

Vi = volume de &cido utilizado para reduzir o pH da amostra.

Vic, =10-V, Eq. 4.5
Sendo:

Vhcia = volume de acido adicionado no tubo e

V, = volume de amostra adicionado no tubo.
A porcentagem de MONG foi calculada pela equacéo 4.6:

%MONG = \\%xmo Eq. 4.6

a

Sendo:
Vs = volume separado de MONG e

V, = volume de amostra adicionado no tubo.
4.2.1.10 Determinacao da aparéncia

Procedimento realizado a temperatura ambiente, em frascos de 20 mL, com
homogeneizacdo da amostra, por método visual em ambiente bem iluminado, sem incidéncia

direta da radiagdo solar ou feixe de luz artificial (SEQUINEL, 2013).

4.2.1.11 Pré-tratamento no Glicerol Bruto
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Adicionou-se &cido cloridrico (1,0M) de forma que o pH ficasse em torno de 3,0 para
que os &cidos graxos livres pudessem ser separados por decantacdo. Centrifugou-se a 9000
rpm por 8 minutos, onde foi desprezado os acidos graxos livres formados na parte superior

dos tubos falcon e recuperado na parte inferior o glicerol bruto pré-tratado (CHI et al., 2007).

4.3 In6culos

Para a fermentacdo do glicerol bruto, foram testadas 4 fontes de inoculo, designadas
por:

Inéculo (1)- Lodo granular de reator anaerébio de fluxo ascendente UASB (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket) termofilico usado no tratamento de vinhaca, proveniente da Usina
Sdo Martinho, localizado em Pradodpolis — SP;

Indculo (11)- Lodo granular de reator anaerdbio de fluxo ascendente UASB mesofilico
usado no tratamento de esgoto sanitario, localizado em Séo José do Rio Preto — SP;

In6culo (111)- Lodo flocular mesofilico do Sistema de Lodos Ativados de tratamento
de esgoto sanitario do Distrito de Bueno de Andrada, localizado em Araraquara — SP;

Cultura pura isolada de reator UASB de tratamento de agua residuéria de cervejaria
local e depositada no Banco de dados NCBI como Enterobacter sp. (KP893397).

4.3.1 Reativacao

Os indculos 1, 11, 111 e a cultura pura foram transferidos, separadamente, para reatores
anaerdbios em batelada (100 mL) contendo 50 mL de meio PYG modificado (Tabela 4.1), em
triplicata, conforme descrito a seguir. A modificagio no meio de cultivo PYG foi a

substituicdo de glicose por glicerina nas mesmas concentragoes.

Tabela 4.1 - Composicdo do Meio de cultivo PYG modificado

Composto Quantidades (g L™)
Glicerina 10,00
Extrato de levedura 5,00
Extrato de carne 5,00

Peptona de carne 5,00
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O meio de cultivo foi preparado com a adi¢cdo dos reagentes sob fluxo de N, (100%)
no headspeace dos reatores durante 5 minutos para efetuar a troca gasosa e garantir as
condicdes de anaerobiose, em pH 7,0. Os reatores foram fechados com tampa de borracha e
lacre de aluminio e a esterilizacdo foi feita em autoclave (20 min, 120°C e 1 atm).
Posteriormente, os indculos I, Il, 1ll e a cultura pura foram adicionados aos reatores
anaerobios, separadamente, com auxilio de agulhas e seringas estéreis, em condicGes

assépticas e foram mantidos a 37°C, no escuro por 7 dias.

4.3.2 Pré-tratamento nos indculos I, 11 e 111 reativados

O processo do pré-tratamento consistiu em realizar o choque térmico, mantendo a
biomassa (inoculos 1, 11 e 111) a 100°C por 15 minutos, sob agitacdo constante, como forma de
promover a homogeneidade térmica em todo volume aquecido. A seguir, a amostra foi imersa
em banho de gelo e monitorada até que a temperatura atingisse 25°C (MAINTINGUER et al.,
2008).

4.3.3 Reativacdo dos indculos pré-tratados

Aliquotas (20% em relacdo ao volume do meio liquido) dos iné6culos I, Il e I
provenientes do pré-tratamento foram incubadas em reatores anaerdbios em batelada (100
mL) contendo 60 mL do meio de cultivo (Tabela 4.1) e 40 mL de headspace (N, 100%), em
pH 5,5 e mantidas a 37°C até o crescimento das culturas durante 72 horas. A reativacdo

celular foi monitorada por analises esporadicas de microscopia de luz comum.

4.3.4 Enriquecimento celular

O enriquecimento celular foi realizado nos inoculos I, 11 e 111 por meio da técnica de
diluicdes seriais (Figura 4.2 e Figura 4.3), realizadas diversas vezes, em meio de cultivo
(Tabela 4.1), headspace de N, (100%), pH 5,5 e mantidos a 37°C, durante 72 horas cada
purificacdo. O reator de maior diluicdo do primeiro enriquecimento foi utilizado como

precursor para a segunda etapa de enriquecimento celular.
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Figura 4.2 - Primeira etapa de enriquecimento celular dos in6culos pré-tratados (1, 11 e 111, onde 1-
headspeace e 2- indculo pré-tratado em meio de cultivo)

20% Enriguecimento celular
v v

Reatores de enriquecimento celular

Reator com in6culo
pré-tratado

Figura 4.3 - Segunda etapa de enriquecimento celular dos in6culos pré-tratados (I, 11 e 111, onde 1-
headspeace e 2- indculo pré-tratado em meio de cultivo)
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Apds 72 horas de crescimento da biomassa na segunda etapa de purificacdo, analises
esporadicas de microscopia de luz comum foram realizadas, bem como o monitoramento da
geracdo de gas hidrogénio, que foi medida por meio da cromatografia gasosa, conforme
descrito posteriormente. Para os inoculos que apresentaram maiores geraces de H, foram
utilizados nas etapas subsequentes descritas abaixo, como enriquecimento e reativacao,

prévias a sua utilizagdo nos ensaios em reatores anaerobios em batelada.
4.3.5 Enriguecimento dos inéculos purificados

Foram realizados enriquecimentos dos indculos purificados que apresentaram
atividade para a producdo de H, por meio de constante reativacdo. Sendo assim, aliquotas
(20%) dos inoculos foram incubadas em reatores anaerobios em batelada (100 mL) contendo

60 mL do meio de cultivo (Tabela 4.1), em pH 5,5 e mantidas a 37°C até o crescimento das
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culturas (72 h) com headspace de N, (100%) para garantir a anaerobiose. Apds 0
enriquecimento, a biomassa foi armazenada a -20°C com glicerina (P.A.).

4.3.6 Reativacdo da biomassa enriquecida

A reativagdo da biomassa enriquecida foi realizada com antecedéncia de 72 horas a
montagem de cada ensaio de geracdo de H,. Os indculos escolhidos por apresentarem maiores
geracOes de H, (I e II) foram reativados, separadamente, em aliquotas (20%) nos reatores
anaerobios de 500 mL, contendo 300 mL de meio de cultivo (Tabela 4.1), pH 5,5, mantidos a
37°C durante 72 horas e headspace preenchido com N, (100%). Apés esse periodo, 0s
indculos reativados foram ressuspensos em centrifuga refrigerada a 4°C, a 9000 rpm, durante
10 minutos e utilizados como biomassa nos reatores anaerdbios operados em batelada,
separadamente, conforme descrito a seguir. O mesmo procedimento de reativacdo da
biomassa foi realizado para a cultura pura, 72 horas antes da montagem do ensaio.

4.4 Ensaios de geracdo de H, em reatores anaerobios em batelada

Inicialmente, foi realizado um ensaio, em duplicata, envolvendo o in6culo (1) (20%
v/v) com o glicerol bruto sem o pré-tratamento, para a sua avaliacdo quanto a geracao de Ho.
Para isso, foi montado um ensaio contendo 10 g DQO L™ de glicerina e 10 DQO L™ de
glicerol bruto sem pré-tratamento, em meio PYG modificado (5g L™ extrato de levedura, 5g
L™ extrato de carne e 59 L™ peptona de levedura), em pH 5,5, mantidos a 37°C. As
concentragfes de H, obtidas por meio deste pré-teste foram usadas para justificar o pré-
tratamento do glicerol bruto nos ensaios de geracdo de H; subsequentes.

Os reatores anaerobios em batelada foram montados em duplicata para trés condi¢des
distintas: (a), (b) e (c). A concentracdo da fonte de carbono em cada reator foi de 20 g DQO L~
! para todos o0s ensaios. Logo, para a condicdo (a), foi inserido como fonte de carbono, 50%
de glicerol bruto pré-tratado e 50% de glicerina, o que corresponde a 10 g L™ em DQO de
glicerol bruto pré-tratado e 10 g L™ em DQO de glicerina. Assim, para a condicdo (b), foram
adicionados 4 g L em DQO (20%) de glicerina e 16 g L™ (80%) em DQO de glicerol bruto
pré-tratado e para a condicéo (c), 20 g L™ (100%) em DQO de glicerol bruto pré-tratado, sem
adicéo de glicerina.

Para cada ensaio, aliquotas de 20% (em relagdo ao volume total do meio de cultivo)

dos indculos (1) e (I1) reativados foram adicionadas, separadamente, em duplicatas de reatores
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anaerébios em batelada (1L) contendo 650 mL de meio PYG modificado (5 g L™ extrato de
levedura, 5 g L™ extrato de carne e 5 g L™ peptona de carne) em diferentes proporces de
glicerina e glicerol bruto pré-tratado, conforme descritos anteriormente, para cada uma das
trés condicdes, em pH 5,5, headspace de N, (100%) e mantidos a 37°C. Assim, 0S ensaios
foram denominados como: Ensaio (I)-a, envolvendo o indculo (1) para a condicdo (a); Ensaio
(1)-b, envolvendo o in6culo (1) para a condicdo (b); Ensaio (l1)-c, envolvendo o in6culo (1)
para a condicao (c); Ensaio (I1)-a, envolvendo o inéculo (11) para a condigéo (a); Ensaio (I1)-b,
envolvendo o indculo (1) para a condi¢édo (b) e Ensaio (I1)-c, envolvendo o indculo (1) para a
condigdo (c). Quanto ao ensaio envolvendo a cultura pura, um reator na condigdo (c) foi
montado a fim de se realizar um comparativo com os consércios microbianos trabalhados. A

tabela 4.2 sumariza as condi¢6es dos ensaios realizados.

Tabela 4.2 — Condic¢Bes dos ensaios da geracdo de H, operados em batelada a 37°C, pH 5,5
para consorcios (1) e (1) e pH 7,0 para cultura pura.

Glicerol (20 g DQO LY

Nome do Ensaio In6culo _ - i

Glicerol bruto pré-tratado Glicerina (comercial)

Ensaio (1)-a () 50% (10 g DQO L™) 50% (10 g DQO L™)

Ensaio (1)-b ) 80% (16 g DQO L™ 20% (4 g DQO L™

Ensaio (I)-c 0] 100% (20 g DQO L™) -

Ensaio (11)-a (n 50% (10 g DQO L™) 50% (10 g DQO L)

Ensaio (I1)-b () 80% (16 g DQO L™) 20% (4 gDQO L™

Ensaio (I1)-c () 100% (20 g DQO L™ -

Ensaio cultura pura  Enterobacter sp. 100% (20 g DQO L™ -

Para todos os ensaios foram monitoradas as gera¢es de H; no headspace, pressao
gasosa interna dos reatores, crescimento celular, consumo do glicerol, pH, DQO, sdlidos
totais volateis, geracdo de produtos intermediarios como compostos organicos volateis, sendo
eles os &cidos organicos e alcoois e a identificagdo da comunidade bacteriana nos inoculos (1)

e (1), conforme descritos a seguir.

4.5 Analises

4.5.1 Determinacdo do biogés no headspeace dos reatores anaerdbios
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H., N2 e CH,4 foram determinados em cromatdgrafo a gas TOGA - Transformer Oil
Gas Analyser, com um sistema acoplado com Trace GC Ultra — Thermo Gas Chromatograph
equipado com injetor split/splitless e dois detectores: detector de condutividade térmica
(TCD) e detector de ionizacdo de chama (FID). A fracdo contendo H», N, e CH, foi analisada
por coluna Rt-MSieve 5A° 30 m x 0,53mm i.d. Hidrogénio e nitrogénio foram detectados por
TCD e o CH, foi detectado pelo FID a 250°C depois de passar através do metanizador.
Quando a coluna de peneira molecular foi passada, 0 CO; foi eluido dos poros do polimero da
coluna Carboxen 1006 plot 30m x 0,53 mm i.d e detectados pelo detector de ionizacdo de
chama (FID) depois de passar atraves do metanizador. Argonio foi usado como gas de arraste
(1,5 mL min em modo splitless). O detector TCD e injetor foram ajustados a 150°C. A
programacdo do forno foi 50°C (4,5 min), taxa de aquecimento de 40°C min™ a 180 °C (1,5

min) com taxa de resfriamento de 50°C min™ a 50°C (3,15 min).
4.5.2 Anédlise de pressdo gasosa

A pressao interna dos reatores foi determinada com medidor de pressdo marca Labtrix
modelo XL28.1 (faixa -20 A a 20 MCA — Metros de coluna d’agua), tipo diferencial,
previamente a medicdo de H, por cromatografia gasosa.

4.5.3 Calculos geracéo H,

O medidor de presséo forneceu valores em metros de coluna d’agua (MCA). Sendo

assim, primeiramente obteve-se a presséo absoluta para cada medida de H; (Eq. 4.7).
Pressdo Absoluta = Pressdo manométrica + Pressdo atmosférica Eq. 4.7

Sendo que a pressdo atmosférica foi considerada a presséo em MCA do dia em que a
curva de calibracéo foi realizada.

Em seguida, com o numero de mols calculado através das curvas de calibragdo ja
realizadas, foi possivel, por meio de uma relagéo direta, calcular o numero de mols na presséo

interna do reator em 1mL (volume da seringa) (Eg. 4.8).

. ~ n? mols obtidos na curva X pressao absoluta
N° de mols ajuste de pressao = . e Eqg. 4.8
pressao da curva
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Obter o nimero de mols no headspace (Eq. 4.9).

n2mols ajuste de pressio X volume do headspace Eq. 4.9
1mL q. %

N° de mols ajustado no headspace =

Obter o0 nimero de mols de H; por litro de meio de cultivo (Eqg. 4.10).

n? mols ajuste de headspace X 1000 Eq 4. 10

N° de mols H, no headspace por litro de meio de cultivo=

volume de meio de cultivo utilizado

4.5.4 Andlise de Crescimento Celular

O crescimento celular foi monitorado pela densidade Optica a 600 nm (ODggo) € a
massa celular foi expressa como Sélidos Totais Voléteis (STV g L) de acordo com APHA
(2005) e foram calculados pelas equacdes (A) e (B), correspondendo aos inoculos (1) e (I1)
respectivamente. Foram montados reatores anaerébios (2 L) em duplicata, alimentados com
100% de glicerol bruto pré-tratado, meio PYG modificado, nas mesmas condicfes do ensaio
(c) para ambos os indculos, como volume reacional de 1,3 L, headspace de 700 mL
preenchido com gas N, e inéculo do enriquecimento celular (20%). Os reatores foram
mantidos a 37°C. A concentracéo de STV (g L™) da biomassa purificada foi proporcional &

absorbancia a 600 nm.

(A)STV = 0,0046xABSgq +0,0111 (R? = 0,9995)
(B) STV = 0,0016xABSeq +0,0121 (R? = 0,9785)

Os monitoramentos de pH, DQO e os consumos de glicerol foram realizados,
conforme descritos anteriormente na caracterizacdo do glicerol bruto (4.2.1.1; 4.2.1.2 e

4.2.1.3 respectivamente).
4.5.5 Analises microscopicas
Foram feitos exames microscopicos das amostras dos indculos utilizados nas

montagens dos reatores anaerobios atraves de coloracdo de Gram, onde, por meio desta

técnica, conseguiu-se diferenciar os microrganismos quanto as morfologias (RIBEIRO;
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SOARES, 1993). Células Gram positivas coram-se em azul-violeta e células Gram negativas,
em vermelho. As imagens foram capturadas por meio de cadmera Moticam 2000 e software
MOTIC Images Plus 2.0 em microscépio Motic AE31, com captura de imagens, com

ampliacdo de 1000X para ambos os indculos (1) e (11).

4.5.6 Determinacdo de compostos organicos no meio liquido

As andlises foram realizadas em um cromatdgrafo a gas Shimadzu, modelo GC 2010,
equipado com injetor Split/Splitless e detector de ionizacdo por chama (FID) de alta
frequéncia. O cromatografo foi acoplado a um auto amostrador modelo AOC-5000,
configurado para amostragem liquida e headspace. Toda a estacdo de trabalho foi controlada
pelo programa GCSolution versdo 2.32. As condi¢des cromatograficas utilizadas neste
trabalho foram injetor PTV e detector FID em temperaturas de 250 °C. A programacao de
temperatura do forno foi inicialmente de 45 °C por 1 min, seguido de rampa de aquecimento a
50 °C min™ até a temperatura final de 250 °C, mantida por 3 min. A coluna analitica utilizada
foi a coluna RTX-1 (30 m x 0,32 mm x 3,0 um). Como gas de arraste foi utilizado Hélio com
velocidade linear constante de 51,6 cm s (1 mL min™). O preparo da amostra foi feito
adicionando-se 1 g de NaCl em vials de headspace de 20 mL, com 2,5 mL da solugéo a ser
determinada, com 100uL de H,SO, 2M, com extracdo por headspace a 100°C por 15

minutos.

4.5.7 Determinacéo de 1,3 propanodiol no meio liquido

A andlise foi realizada no Instituto de Biociéncias UNESP — Rio Claro —
Departamento de Bioquimica - em um cromatédgrafo liquido de alto desempenho da marca
Shimadzu, série Prominence, com detector de indice de refracdo. A coluna utilizada foi a
Rezex ROA (300 x 7,8 mm) da Phenomenex, eluida com H,SO, 0,005N como fase mavel,

fluxo de 0,6 mL/min, volume de injecdo de 5 L e temperatura de 65°C.
4.5.8 Andlises de Biologia Molecular
A identificacdo dos consorcios microbianos geradores de H; (I e 11) foi realizada em

Plataforma Illumina. Tais analises compreenderam: Extracdo do DNA gendmico, Pré-

processamento e Montagem e Analise Metagendmica, conforme descrito a seguir.
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Extracdo do DNA gendmico:
O DNA gendmico total foi obtido apds a lise celular com glass beads e extracdo com

fenol-cloroférmio como descrita por Griffiths et al. (2000) com modificacdes.

Pré-processamento e montagem:

A etapa de obtencdo dos dados brutos foi feita pelo software CASAVA 1.8.2, fornecido
pela Illumina, que fez o base call dos dados brutos e os transformou em reads no formato
fastq acompanhados dos scores de qualidade phred. Os reads foram visualizados utilizando o
programa FastQC (www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/).

A filtragem dos reads de baixa qualidade, sequéncias de adaptadores e vetores foi
realizada pelo programa Seqyclean (https://bitbucket.org/izhbannikov/segyclean), utilizando
como cutoff bases com qualidade inferior a 24QScore. A base de dados de contaminantes
usada foi a Univec (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VVecScreen/UniVec.html). Apds filtragem,

reads com tamanho inferior a 65pb foram removidos.

Andlise de Sequenciamento em Larga Escala:

Para a analise de metagen6mica foi utilizada a base de dados RDP (COLE et al., 2014)
de Bacteria. O pipeline usado foi o do pacote QIIME v 1.9 (CAPORASO et al., 2010) em 3
etapas:

1) Concatenacdo dos reads paired-end.

2) Filtragem, procura e identificacdo de OTUs. Nessa etapa o programa também
realizou uma montagem de novo dos reads que ndo tiveram hit com a base de dados e
procurou hit contra todas as bases disponiveis.

3) Andlises de rarefacdo, alfa e beta diversidade. Para essas andlises foi levada em
consideracdo a profundidade de cobertura da amostra com menos reads para utilizar o
parametro -sampling_depth de forma adequada.

Os scripts do QIIME utilizados para quatro ou mais amostras foram:
pick_open_reference_otus.py; merge_otu_tables.py; biom convert; biom summarize-table;
core_diversity_analyses.py. Para até trés amostras: pick open_reference_otus.py; biom

convert; biom summarize-table; alpha_diversity.py; beta_diversity.py; alpha_rarefaction.py.

As sequencéncias foram submetidas no Centro Nacional de Informagéo

Biotecnoldgica, NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov, pelo Arquivo de Leitura de Sequéncia


https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/UniVec.html
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(SRA) numero SRP075454, sob o numero de acesso: SRX1786831 e SRX1786833,
respectivamente para indculo (1) e (I1), (Bioconversion of crude glycerol from the biodiesel
production from used cooking oil, to generate hydrogen through fermentative anaerobic

bactéria consortia). O nimero de acesso do projeto é: PRINA322194.

4.5.9 Ajuste do modelo de Gompertz aos dados experimentais dos ensaios de producao
de H,

Os dados experimentais obtidos durante os ensaios foram ajustados para os valores
médios obtidos das duplicatas dos reatores em batelada utilizando o software Statistica®
(versdo 8.0). A taxa maxima de producao de hidrogénio foi obtida por ajuste sigmoidal ndo
linear da funcdo Gompertz modificada (LAY et al., 1998a) indicada abaixo pela equacédo 4.11,
onde: P é o potencial de producéo de hidrogénio (mmol L™ cultura), Rm é a taxa méxima de
producdo de hidrogénio (mmol L™ cultura. h), A ¢ a duracio da fase lag (h) de geracéo de H, e
e vale 2,718281828.

H =P><exp{—exp{Rmpxe(/1—t)+l}} Eq. 4.11
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do Glicerol Bruto

Os valores obtidos durante a caracterizacdo do glicerol bruto (Tabela 5.1) neste
trabalho variaram com outros estudos presentes na literatura, tendo em vista que houve
diferencas quanto as matérias-primas e catalisadores empregados para 0 processo de
transesterificacdo envolvendo a sua obtencdo. De acordo com Valerio e colaboradores (2015),
a heterogeneidade da matéria-prima e o processo utilizado em cada fabrica de biodiesel
podem contribuir com a variabilidade do glicerol bruto.

Tabela 5.1 - Caracteriza¢do do glicerol bruto usado nos ensaios de geracdo bioldgica de H,

. . Teor
Gll_cerol Umldafje_ e Teor de Metanol Te_or de MONG
DQO Livre Materiais de - Cinzas
pH 1 e < Sabéo (m/m) (VIv)
(gL (m/m) Volateis Agua (m/m) (%) (m/m) (%)
(%) (%) (%) (%)
(%)
10,00  1961,33 10,41 22,75 5,84 23,38 15,84 3,04 34,57

Por se tratar de um processo envolvendo a catalise basica, a adicdo de NaOH nos
processos de fabricacdo de biodiesel gera residuos com indices elevados de basicidade. Isso é
confirmado na caracterizacdo do glicerol bruto (Tabela 5.1), cujo pH foi 10,00. Hu e
colaboradores (2012) trabalharam com a caracterizagdo de cinco amostras de glicerol bruto
proveniente das plantas de producdo de biodiesel, oriundas da transesterificacdo de dleo de
soja e Oleos vegetais residuais. A maioria dessas amostras estudadas por Hu apresentaram
valores de pH proximos a 10,00, justificado pelos autores o fato de haver residuos alcalis, tais
como NaOH ou KOH provenientes da producdo de biodiesel. Residuos desta producdo
apresentando pH 12 ja foram utilizados em outros trabalhos para a bioconversdo a H, por
comunidades microbianas (MANGAYIL, et al., 2012).

A DQO é um parametro global utilizado como indicador do conteudo orgénico de um
residuo. Causara DQO a amostra que contiver substancias organicas e/ou inorganicas
passiveis de oxidacdo pelo dicromato de potassio (K,Cr,0;) em meio &cido (AQUINO et al.,
2006). O resultado do teste fornece uma indicacdo do oxigénio requerido para a estabilizacdo
da matéria (SPERLING, 1996). A reacdo ocorre por meio da adicdo de uma solucdo de
digestdo (dicromato de potéssio e sulfato de mercdrio) com uma solugédo de acido sulfdrico e

sulfato de prata. A maioria das matérias organicas pode ser oxidada por um oxidante forte,
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entretanto, os acidos carboxilicos de cadeia linear ndo podem ser oxidados na auséncia de um
catalisador de sulfato de prata. O sulfato de prata é, portanto, adicionado aos testes da DQO
para facilitar a oxidacdo completa. Entretanto, o ion cloreto, um constituinte comum no meio
aquoso, reage com ions prata precipitando cloreto de prata e, portanto, elimina a atividade
catalitica da prata produzindo uma interferéncia negativa. Assim, o sulfato de mercurio é
adicionado para minimizar a interferéncia da reacdo (HU; GRASSO, 2005). A DQO obtida
durante a caracterizacdo do glicerol bruto no presente trabalho (Tabela 5.1), apresentou um
valor elevado (1961,33 g L™) j& que se trata de um residuo oriundo de um processo de
transesterificacdo envolvendo uma matéria-prima composta, contendo uma mistura de dleos
de cozinha usados com possiveis impurezas possuindo uma carga organica elevada. No
trabalho de Selembo e colaboradores (2009), o substrato glicerol bruto utilizado pelas culturas
mistas de microrganismos para a geracdo de H, apresentou um valor de DQO mais reduzido
(1300 mg L™ por se tratar de um coproduto da transesterificacdo do 6leo de soja, tendo uma
carga organica mais baixa do que o residuo utilizado neste trabalho.

O glicerol bruto que sai da reacdo contém impurezas tais como, quantidade variada de
agua, residuos de catalisadores, metanol, 6leo vegetal (triacilglicerdis), ésteres metilicos,
produtos intermediarios da reacdo como mono e diacilglicerdis, além de acidos graxos livres
que contribuem com um valor de DQO elevado (SEQUINEL, 2013).

Um dos parametros mais importantes para se estabelecer a qualidade do glicerol
proveniente das usinas de biodiesel € o seu teor em relacdo a massa total. O chamado “glicerol
bruto” pode conter praticamente qualquer teor de glicerol, sendo que valores abaixo dos 30%
sdo bastante comuns dependendo da eficiéncia do processo de producdo e da qualidade de
separacdo de fases ao final da reacdo de transesterificagdo (SEQUINEL, 2013). Conforme
encontrado no presente trabalho, 114,77 g L™ de glicerol corresponde a um teor de 10,41%
(m/m) em relacdo a massa total. Sarma e colaboradores (2013 b) trabalharam com glicerol
bruto, proveniente do processo de producdo do biodiesel envolvendo residuos de fabricas do
processamento de carne e gorduras usadas de restaurantes, contendo 23,63% (m/m) de
glicerol para a geracdo de H; envolvendo a cultura pura Enterobacter aerogenes NRRL B
407. No trabalho de Hu e colaboradores (2012), durante a caracterizagdo das varias amostras
de glicerol bruto, o substrato proveniente de residuos de 0leos vegetais apresentou um teor de
glicerol de 27,80%, diferentemente do glicerol bruto proveniente de 6leo de soja puro, cujo
teor determinado pelo trabalho deste autor foi de 63,00%. Valerio e colaboradores (2015)
caracterizaram dois glicerdis brutos de fontes distintas, sendo o primeiro proveniente de

processo industrial ndo purificado e o outro glicerol bruto ndo purificado proveniente de
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producdo de biodiesel. Para estes dois substratos, os teores de glicerol encontrados foram
30,2% e 15,4% respectivamente. De acordo com o autor, esses valores reduzidos mostram que
as etapas de producdo de biodiesel e matéria-prima podem afetar grandemente a qualidade do
glicerol bruto obtido como coproduto.

A determinacdo do teor de dgua encontrada durante a caracterizacdo do glicerol bruto
foi de 5,84%, onde teores de agua de até 10% sdo bastante comuns (SEQUINEL, 2013). A
purificacdo do biodiesel pode ser feita por lavagem de dgua ou por lavagem a seco, sendo que
esta ultima foi realizada na usina piloto da Ibiotec, que consistia em duas colunas compostas
de resinas mistas (cati6nicas e anidnicas). Se o valor do teor de &gua presente no glicerol
bruto fosse superior a 10%, poderia atribuir esse aumento a incorporagdo da agua de lavagem
para a purificacdo do biodiesel. Como ndo foi realizado este tipo de purificacdo no biodiesel,
este teor de agua encontrado é justificado pelo glicerol bruto ser altamente higroscopico e
absorver umidade do ambiente. A caracterizacdo realizada por Hu et al. (2012) em seu
trabalho mostrou que o glicerol bruto proveniente de residuos de 6leo vegetal continha 4,10%
de 4gua em sua composicdo. O teor de agua encontrado no glicerol bruto ndo purificado
proveniente de uma producdo de biodiesel do estudo de Valerio et al. (2015) foi de 5,10%,
valor proximo ao do presente estudo ja que ndo foram realizadas etapas de purificagdo no
biodiesel em ambos os casos apresentados na literatura.

Uma impureza considerada como majoritaria na composi¢do do glicerol bruto é o
metanol, reagente adicionado no processo de transesterificacdo. De acordo com Hu et al.
(2012), durante o processo de producdo de biodiesel, geralmente é utilizado excesso de
metanol a fim de se aumentar o rendimento de geracdo de biodiesel. Apds o processo de
producdo, este excesso de metanol acumula-se no glicerol bruto, onde seu teor varia
principalmente de acordo com as concentragdes de entrada de metanol no processo. A sua
presenca neste residuo € considerada um aspecto negativo, tendo em vista que afeta o
crescimento microbiano, podendo interferir na rota metabolica de geracdo de H,. No presente
trabalho foi observado teor de 15,84% (m/m). Valores mais elevados foram encontrados no
trabalho de Ito e colaboradores (2005), com glicerol oriundo da producdo de biodiesel
contendo 25% (m/m) de metanol. No trabalho de Valerio e colaboradores (2015), a
caracterizacdo das duas amostras de glicerol bruto resultou numa determinacdo de metanol de
14,40% e 15,50% para ambas, que séo valores proximos ao encontrado no presente estudo.

O teor de umidade e materiais volateis encontrado no glicerol bruto foi de 22,75%.
Como foi visto que este substrato apresentou teor de agua de 5,84% e teor de metanol de

15,84%, a soma destes ultimos resulta em um valor aproximado, 21,68%, ao que foi obtido
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pelo método experimental, onde se pode inferir que o glicerol bruto tinha como materiais
volateis, uma composi¢do basicamente de metanol e gua.

O sabdo presente no glicerol bruto representa uma das maiores impurezas encontradas
e que sdo consideradas nocivas a biomassa, inviabilizando suas atividades metabolicas
(SARMA et. al, 2012). Sua formacdo também se deve a matéria-prima utilizada, como 6leo
de cozinha usado, que pode conter concentracdes elevadas de acidos graxos livres e esses, na
presenca do catalisador basico durante a reacdo de transesterificacdo, geram produtos
saponificados que se acumulam no glicerol bruto. Aproximadamente 23,38% (m/m) de sabdo
foi determinado no glicerol bruto do presente trabalho. Durante a caracterizacdo do estudo de
Hu et al., (2012), o valor encontrado para o teor de sab& na amostra de glicerol bruto
proveniente de residuos de 6leos vegetais foi de 20,5%, valor proximo ao obtido no presente
trabalho. O glicerol bruto ndo purificado proveniente da producdo de biodiesel utilizado no
estudo de Valerio e colaboradores (2015) apresentou um teor de sabdo de 22,40%,
correspondendo assim a um valor proximo ao entrado no trabalho anterior de Hu et al., (2012)
e no presente estudo.

A analise do teor de cinzas fornece informacdes da quantidade de catalisador utilizada
no processo de transesterificacdo, onde, sua maior parte migra para a fase glicerinosa e que
quando calcinados permanecem na forma de sais de sédio ou potassio. Além disso, esse
método pode quantificar outros sais presentes em menores quantidades, provenientes da
prépria matéria-prima (6leo de cozinha usado) e do tratamento &cido seguido de neutralizacao
elevando o teor de cinzas, devido a formacao de sais de metais alcalinos (SEQUINEL, 2013).
Conforme apresentado (Tabela 5.1), 3,04% de teor de cinzas foi determinado na anélise de
caracterizacéo do glicerol bruto. Rossi e colaboradores (2011) trabalharam com glicerol bruto,
visando a geracédo de hidrogénio, com um valor superior do teor de cinzas, cerca de 6,4%. As
duas amostras de glicerol bruto ndo purificado, provenientes de 6leos vegetais residuais e 6leo
de soja residual, do estudo de caracterizacdo do pesquisador Hu et al. (2012), apresentaram
teores de cinzas de 2,70% e 5,70%. Compativel ao que se encontra na literatura para trabalhos
envolvendo caracterizagdo de glicerol bruto, os resultados encontrados por Valerio et al.
(2015) ndo foram diferentes, onde suas amostras de fontes distintas de glicerol bruto nao
purificado proveniente de plantas de producdo de biodiesel, apresentaram teores de cinza de
3,50% e 4,20%.

MONG corresponde a Matéria Organica Nao Glicerol que é composta por coprodutos
da reacdo de transesterificacdo (mono, di e triacilglicerois) aléem de &cidos graxos livres. De

acordo com Hu et al. (2012), a presenca de éster metilico de acidos graxos, que correspondem
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aos residuos de biodiesel, no glicerol bruto foi provavelmente causado pela separacdo
incompleta entre camadas de ésteres e glicerol durante o processo de producao de biodiesel. A
baixa solubilidade do glicerol em ésteres de cadeia carbonica longa (que sdo os principais
componentes da MONG) faz com que haja uma tendéncia natural de separacdo de fases entre
o glicerol e MONG. Porém, em pH elevado, devido ao excesso de catalisador proveniente do
processo de transesterificacdo, forma uma grande quantidade de sabdes dificultando essa
separacdo natural de fases. Por isso, durante a determinacdo de MONG, o pH do glicerol
bruto foi reduzido a 3. Marques e colaboradores (2009) trabalharam com a geracdo de
biohidrogénio utilizando um glicerol bruto contendo 6,2% de MONG, valor reduzido ao
determinado no presente trabalho que foi de 34,57%. Os teores de MONG encontrados no
trabalho de Hu e colaboradores (2012) variaram de 26,1% a 55,8%.

Na “Determinacdo da Aparéncia pelo Método Visual”, ndo foi observado material
precipitado, consistindo de apenas uma fase, sendo liquida e de cor castanha. A coloracdo
escura ¢ advinda do 6leo vegetal (6leo de cozinha usado) e do processo do transesterificagéo,
mostrando que ha grande quantidade de MONG e demais impurezas (Figura 5.1a).

Houve, portanto, a necessidade de ser realizado processo de pré-tratamento a fim de se
reduzir tal interferéncia para a realizacdo dos ensaios de geracdo de H,. Chi e colaboradores
(2007) observaram o efeito inibitorio da presenca de sabdes na atividade microbiana e por
isso fizeram um ajuste do pH para 6,5 com adicdo de &cido cloridrico a fim de converter
sabBes soluveis a acidos graxos insolUveis, ocorrendo assim uma separacdo de fases, onde a
fase superior corresponde aos acidos graxos livres e a parte inferior corresponde ao glicerol.
Assim sendo, o resultado obtido do pré-tratamento do glicerol bruto (Figura 5.1b) foi
eficiente, tendo em vista que a sua coloracdo apds o tratamento acido tornou-se mais clara,
mostrando que grande parte da MONG foi eliminada, bem como a DQO do glicerol bruto pré-
tratado reduziu, apresentando um valor de 1071,79 g DQO L™. Com isso, o glicerol bruto
tornou-se mais apropriado ao uso dos microrganismos para seu consumo. Outros autores ja
relataram em seus trabalhos a realizacéo do pré-tratamento do glicerol bruto e sua importéancia

para uma eficiente geracdo de H, por bactérias.
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Figura 5.1 - Visualizagdo do Glicerol bruto: (a) sem tratamento e (b) apds tratamento acido

(a) (b)

Fonte: Elaborada pela autora

No estudo desenvolvido por Ngo e colaboradores (2011), a producéo de biohidrogénio
se deu por meio da bactéria Thermotoga neapolitana DSM 4359 sob duas condi¢es distintas,
trabalhando-se com o glicerol bruto, proveniente da industria do biodiesel, sem passar pelo
pré-tratamento e passando pelo pré-tratamento para eliminacdo de metanol por
rotaevaporacdo, onde se avaliou a geracdo de H, em comparagdo com estas duas condicdes. O
nivel de H, produzido a partir da fermentacdo com glicerol bruto pré-tratado foi superior ao
da fermentacdo do glicerol bruto néo tratado. A producéo de hidrogénio pela T. neapolitana a
partir do glicerol bruto pré-tratado foi de 1,97 mol H, mol™ glicerol e com o glicerol bruto
sem pré-tratamento foi de 1,27 mol H, mol™ glicerol, onde o autor conclui que o pré-
tratamento do substrato desempenhou um papel chave na conversdo do residuo a
biohidrogénio.

Ethier et al. (2011) realizou o processo de pré-tratamento do glicerol bruto,
proveniente de uma planta de producédo de biodiesel, que era abastecida com uma mistura de
50% de 6leo de soja e 50% de gordura de frango, onde neste pré-tratamento foi eliminado o
sabdo, pela reducdo do pH do glicerol bruto a 3, e 0 metanol, pela esterilizacdo do substrato
em autoclave. Segundo Ethier e colaboradores, estas impurezas representavam um efeito
inibitdério ao crescimento celular, onde este substrato tratado foi utilizado para investigar as
cinéticas de crescimento e pardmetros fisiologicos da microalga Schizochytrium limacinum

para a producdo do acido docohexaendico.
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Zhou e colaboradores (2014) realizaram um estudo a fim de se determinar a
capacidade da cultura Rhizopus arrhizus de assimilar o glicerol bruto, proveniente da
producdo de biodiesel, para entdo o acido fumarico ser produzido. Para isso, o glicerol bruto
foi pré-tratado com acido fosforico, reduzindo-se o pH a 4,0 para que ocorresse a separacao
dos sabdes a acidos graxos insolveis. Uma nova etapa de purificagdo foi descrita no trabalho
de Zhou et al., que consiste na remocdo do metanol deste substrato por meio de uma
destilacdo a 75°C. Todos estes pré-tratamentos foram conduzidos a fim de que se garantissem
condicdes adequadas ao crescimento desta cultura.

Apo6s o tratamento com &acido para recuperacdo da MONG h& a possibilidade de
reutilizacdo deste residuo para producdo de mais biodiesel por meio de esterificacdo e
transesterificacdo. Sendo assim, toda a matéria organica nao glicerol que foi separada do
glicerol bruto por meio do tratamento &cido, pode voltar ao processo para obtencdo de mais
biodiesel (SANTORI et al., 2012).

5.2 Pre-tratamento dos indculos (1), (11) e (111)

A primeira reativacdo feita nos indculos (1), (I1) e (I11) em meio PYG modificado
(Tabela 4.1) e em pH 7,0, teve como objetivo favorecer o crescimento das bactérias
anaerobias presentes nas amostras.

O pré-tratamento empregado neste estudo consistiu no choque térmico como forma de
eliminar as arquéias metanogénicas consumidoras de hidrogénio, aumentando assim a
eficiéncia de geracdo deste biogas. Segundo o trabalho de Rossi et al. (2011) para a selecdo de
bactérias geradoras de H, a partir de diferentes pré-tratamentos da biomassa para consumir o
glicerol bruto, o que tem se mostrado mais eficiente foram os processos envolvendo calor,
sendo um dos melhores, o choque-térmico. Maintinguer et al. (2008) realizaram em seu
trabalho o pré-tratamento do indculo, conforme foi empregado neste presente estudo, a 90°C
por 15 minutos, para inibir a atividade metanogénica, inativando assim as consumidoras de H,
e favorecer as bactérias geradoras deste biogas e formadoras de enddsporos semelhantes ao
género Clostridium sp. Assim como Maintinguer et al. (2008), Douvanis e colaboradores
(2015) realizaram 0 mesmo procedimento de pré-tratamento a 100°C por 20 minutos em uma
cultura mista acidogénica de estacdo de tratamento de esgoto a fim de se inibir a
metanogénese e assegurar a dominancia de bactérias produtoras de gas hidrogénio durante a
fermentagdo do glicerol bruto proveniente de uma planta de producédo de biodiesel a partir de

oleo de girassol.
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Apo0s a realizagdo do pré-tratamento nos indculos (1), (1) e (I1), houve uma nova
etapa de reativagcdo em meio de cultivo PYG modificado (Tabela 4.1) em pH 55. A
imposicdo do pH 5,5 foi mais um parametro utilizado para a inibicdo da metanogénese, uma
vez que tais microrganismos sobrevivem na faixa entre 6,3 e 7,8 (LI; FANG, 2007). Apesar
das bactérias formadoras de enddsporos, tais como espécies de Clostridium, mostrarem
tolerancia em pH elevado, as anaerdbias facultativas, tais como espécies de Enterobacter e
Klebsiella ttm mostrado uma faixa muito restrita de pH 6timo entre 5,0 e 6,0 para a producéo
de hidrogénio (ROSSI et al., 2011).

DiluicOes seriais realizadas sequencialmente permitiram a purificacdo da biomassa

(Figura 5.2), conforme descritos na sec¢do 4.3.4.

Figura 5.2 - Purificagdo celular dos indculos pré-tratados (I, 11 e I11): (a) reator com indculo
pré-tratado e (b) reator com biomassa purificada

(@) (b)

Fonte: Elaborada pela autora

Através de analises de geracdo de H,, por cromatografia gasosa, nos reatores com a
biomassa purificada, foi descartada a possibilidade da utilizagdo do in6culo (l11), tendo em
vista que ndo houve producdo de H,. Nos inoculos I e Il foram verificados geracGes de H,
(Tabela 5.2) e os mesmos foram utilizados nas montagens subsequentes dos reatores

anaerdbios em batelada.



84

Tabela 5.2 - Quantificacdo de H, produzido em testes preliminares com os trés tipos de
indculos testados (1), (1) e (111)

Indculo H, gerado (mmol H, L ™)
Inéeulo (1) 11,53
In6culo (11) 18,62
Inéculo (111) <l.d.

l.d. - limite de detec¢do H, = 0,000767 mmol H,

O inoculo (1) era proveniente de um sistema de lodos ativados e, portanto, aerébio. A
principio, a sua escolha para ser analisada a viabilidade de geracdo de hidrogénio se deveu ao
fato de que poderia haver bactérias semelhantes a Enterobacter, que sdo anaerdbias
facultativas, podendo sobreviver na presenca de oxigénio. Assim, conforme foi constatada a
auséncia de geracdo de hidrogénio, concluiu-se que ndo havia a presenca de nenhuma bactéria
geradora deste biogas.

Anélises microscopicas de coloracdo de Gram foram realizadas no in6culo (1) antes de
passar por processos de purificacdo (Figura 5.3). O inoculo (I) continha leveduras nas
primeiras amostragens. Tal ocorréncia pode ser justificada devido a presenca de residuos,
provenientes do processo de fabricacdo de alcool, aliado ao pH &cido, que puderam favorecer
seu desenvolvimento nos primeiros testes em meio de cultivo. Ap6s o processo de diluicGes
seriais, as mesmas foram eliminadas, viabilizando assim o crescimento de consércios de
bactérias anaerdbias (Figura 5.4).

Apds os processos de purificacdo, como as condi¢des impostas do tratamento a quente
e pH 5,5, ndo foram detectadas geracdes de metano no headspace dos reatores, tendo causado
assim, a inibicdo de arquéias metanogénicas que sdo consumidoras de H,. Bacilos Gram-
Positivos e bacilos com enddsporos (Figura 5.4) foram observados, correspondendo assim as
morfologias predominantes de bactérias envolvidas na geracdo de H, presentes nos consorcios
bacterianos (MAINTINGUER et al, 2011).
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Figura 5.3 - Microscopia do inéculo (1) reativado ap6s o pré-tratamento: (a) leveduras (b)
bacilos Gram-positivos; (c) bacilos Gram-negativos. Ampliacdo de 1000X.

(a)

Fonte: Elaborada pela autora

Figura 5.4 - Anélises microscopicas apos a purificagdo celular: (a) inoculo (1) predominio de
bacilos Gram-positivos; (b) in6culo (11) bacilos com enddsporos. Ampliagédo de 1000X.

Fonte: Elaborada pela autora

Observa-se que houve o desaparecimento das leveduras (Figura 5.4a), evidenciando
que os processos de purificacdo foram eficientes. Portanto, foi possivel obter um consércio
bacteriano gerador de H,, ja que as morfologias predominantes sdo condizentes as
encontradas para este tipo de consoércio assim como foram detectadas as geragdes de H, no
headspace dos reatores de purificacdo (Tabela 5.2).

Os inoculos (1) e (1) que geraram hidrogénio apoés as purificagdes realizadas, tiveram
suas biomassas enriquecidas e reativadas para que pudessem assim ser usados nas montagens

dos reatores anaerobios em batelada para os ensaios de geracao de hidrogénio.
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5.3 Ensaios de geragdo de hidrogénio para os inoculos (1) e (11)

Um ensaio preliminar foi conduzido com a montagem de reatores anaerobios em
batelada contendo glicerol bruto sem pré-tratamento na condicdo previamente citada (4.4). A
geracdo maxima de H, atingida foi de 0,7 mmol H, L™, valor consideravelmente baixo, com
um declinio do crescimento bacteriano em cerca de 30 horas de experimento. Com base
nesses dados, usou-se o pré-tratamento do glicerol bruto nos ensaios subsequentes, a fim de se
reduzir a carga de impurezas presentes consideradas inibitérias as atividades metabdlicas com

consequente aumento da geracédo de Ho.
5.3.1 Analises de crescimento celular

Foi observada a elevacdo nos valores dos Solidos Totais Volateis (STV) em todos 0s
ensaios (Figura 5.5 ab,c,d,e,f), que corresponderam basicamente a biomassa microbiana
presente nos reatores. O crescimento celular foi estabilizado em torno de 20 horas de
experimento para ambos os indculos estudados (Figura 5.5 a,b,c,d,e,f). Nesse periodo foi

verificada a fase exponencial do crescimento com subsequente consumo de nutrientes.
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Figura 5.5 - Variagdo temporal do crescimento bacteriano nos ensaios de producéo de H;

() Ensaio (I)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), (b) Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20%
glicerina), (c) Ensaio (I)-c (100% glicerol bruto), (d) Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50%
glicerina), (e) Ensaio (I1)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina), (f) Ensaio (I1)-c (100% glicerol
bruto).
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Fonte: Elaborada pela autora
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5.3.2 Consumo do glicerol nos ensaios de producéo do H,

Ambos os inoculos (I e 1) conseguiram se adaptar ao glicerol bruto ja que houve

indicativo do seu consumo ao longo dos experimentos (Figura 5.6).

Figura 5.6 - Concentragdo de glicerol ao longo do tempo de operacao dos reatores anaerdbios
(a) Ensaio (I)-a, Ensaio (1)-b e Ensaio (I)-c; (b) Ensaio (I1)-a, Ensaio (I1)-b e Ensaio (lI)-c.
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Fonte: Elaborada pela autora
Ensaio (I)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (I)-

¢ (100% glicerol bruto), Ensaio (11)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (11)-b (80% glicerol bruto +
20% glicerina), Ensaio (I1)-c (100% glicerol bruto).
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A Tabela 5.3 indica as concentragdes iniciais e finais de glicerol livre nos ensaios (I) e

(1), bem como as suas porcentagens de consumo pelos consércios bacterianos.

Tabela 5.3 - Concentragdes de glicerol livre durante operacgao dos reatores anaerébios para 0s
indculos (1) e (11).

Ensaio Inicio da operacao Final da operacéao Glicerol
(mg glicerol mL™) consumido (%)
Ensaio (I)-a 4,4+0,00 3,2+0,27 26,9
Ensaio (1)-b 2,6+0,00 1,4+0,05 45,8
Ensaio (I)-c 3,0+0,00 1,3+0,01 56,2
Ensaio (I1)-a 4,9+0,00 3,3+0,18 31,7
Ensaio (I1)-b 2,9+0,00 1,2+0,00 59,0
Ensaio (I1)-c 3,4+0,00 0,3+0,03 91,0

Ensaio (1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (1)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina),
Ensaio (1)-c (100% glicerol bruto), Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I1)-b (80%
glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (I1)-c (100% glicerol bruto).

Os ensaios (I)-c e (Il)-c, que correspondiam a 100% de glicerol bruto pre-tratado,
apresentaram 0s consumos mais elevados (56,2% e 91,0% respectivamente) quando
comparados aos demais. Porém, para estes mesmos ensaios, foram reportadas geracdes de H,
mais reduzidas. Isto demonstra que o consércio bacteriano estava adaptado, consumindo
grande parte do glicerol bruto pré-tratado presente no meio, porém, a presenca de impurezas
advindas desse residuo pode ter causado a inibi¢do na rota metabdlica de geracdo de Ho.

Ito e colaboradores (2005) observaram em seus ensaios de geracdo de Hy, que houve o
consumo total de glicerol bruto (1,7 g L™) oriundo de plantas de producéo de biodiesel, em 4
horas de experimento com reatores operados em batelada, diluidos em meio complexo (5 g L™
de extrato de levedura e 5 g L™ de triptona) com cultura pura de E. aerogenes em pH 6,8 e
tampédo fosfato. Fato este esperado por se tratar de cultura pura e glicerol bruto contendo
menor quantidade de impurezas, onde o glicerol bruto foi esterilizado (18 minutos e 121°C)
antes de ser inserido nos reatores. Segundo Sarma e colaboradores (2012), o simples fato de
esterilizar o glicerol bruto em autoclave ajuda a eliminar grande quantidade de metanol
presente (25% encontrado no trabalho de Ito et al., 2005), reduzindo grandemente o efeito
inibitdrio ao crescimento microbiano e promovendo seu consumo elevado em um tempo curto
de experimento.

Sarma e colaboradores (2013b), testaram glicerol bruto (10 g L™) proveniente de
processos de transesterificacdo de residuos de processamento de carne e 6leos de restaurantes

com 0,37% de teor de sabdo, em reatores operados em batelada, pH 6,0, com cultura pura de
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E. aerogenes, sob condicdes estéreis, com alteracbes nos meios de cultivo, como a adigéo de
residuos de tratamento de agua, residuos liquidos de cervejaria, 4guas residuais de inddstrias
de amido, bagaco de maca e residuos liquidos de matadouro. Os consumos de glicerol bruto
variaram de 60% a 93%, valores proximos aos obtidos no presente estudo (Tabela 5.3). E
importante salientar que o presente trabalho envolveu consoércios bacterianos nos ensaios, ao

contrério do que foi trabalhado nos experimentos de Sarma e colaboradores com cultura pura.

5.3.3 Demanda Quimica de Oxigénio

Os valores de DQO durante o inicio e final da operagdo ndo alteraram
significativamente (Tabela 5.4); fato este que pode ser explicado pela rota metabdlica do
glicerol conhecida para os microrganismos fermentativos produtores de H,. Durante essa rota
metabolica, alguns intermediarios como etanol, butanol, acetato, butirato sdo produzidos
como metabdlitos do metabolismo oxidativo do glicerol (SARMA et. al, 2013a). Isto sugere
que houve uma transformacdo do substrato inicial a outros compostos organicos volateis
causando a manutencdo da DQO ao longo dos ensaios (Figura 5.7). Além disso, como ndo
houve geracdo de metano, certamente, a auséncia de microrganismos consumidores desses
metabdlitos como arquéias metanogénicas foi a principal causa da manutencdo da DQO no

meio liquido.

Tabela 5.4 - Valores de DQO dos ensaios de producdo de H, para os indculos (1) e (I1) ao
longo dos ensaios

Ensaio Inicio da operagéo (g L™) Final da operacdo (g L™)
Ensaio (I)-a 52,70 £ 0,00 49,52 +1,87
Ensaio (I)-b 45,82 + 0,00 46,08 £ 0,75
Ensaio (I)-c 49,79 = 0,00 47,93+ 1,12
Ensaio (I1)-a 54,55 + 0,00 54,15 + 2,06
Ensaio (I1)-b 47,01 +0,93 44,10 + 0,56

Ensaio (I1)-c

51,37 £ 0,00

49,79 = 0,00
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Figura 5.7 - Variacao temporal da DQO nos ensaios de producéo de H,
(a) Ensaio (I)-a, (b) Ensaio (I)-b, (c) Ensaio (I)-c, (d) Ensaio (I1)-a, (e) Ensaio (11)-b e (f) Ensaio (II)-c
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Fonte: Elaborada pela autora

Ensaio (1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina),
Ensaio (I)-c (100% glicerol bruto), Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I1)-b (80%
glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (11)-c (100% glicerol bruto).
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5.3.4 Produgéo de hidrogénio

Para ambos os inoculos (I e 1), a fermentac&o se iniciou rapidamente, como pode ser
visto pela reducdo da fase lag nos seis ensaios (Figura 5.8). Esse fato pode ser explicado por
processos de reativacdo celular que foram realizados com os inoculos, previamente a operacao
dos reatores anaerobios em batelada. Segundo Selembo e colaboradores (2009), o processo de
reativacdo celular prévia a realizagdo dos ensaios, com culturas mistas, contendo glicerina e
glicerol bruto oriundo de plantas de producdo de biodiesel a partir de 6leo de soja, fez com
que o tempo da fase lag reduzisse de 7-18 horas para 2-5 horas em seus experimentos, além
da elevacdo nas geracdes H, (53-57% para ensaios com glicerina e 59-61% para glicerol
bruto), fato este justificado pela aclimatacdo das bactérias ao substrato previamente a

montagem dos ensaios.
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Figura 5.8 - Produgéo de H, (mmol H, L™) em funcéo do tempo dos ensaios (h)
(a) Ensaios com inoculo (1) e (b) Ensaios com in6culo (I1)
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Fonte: Elaborada pela autora
Ensaio (1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina),

Ensaio (I)-c (100% glicerol bruto), Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I1)-b (80%
glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (11)-c (100% glicerol bruto).

A Tabela 5.5 fornece dados experimentais dos reatores anaerébios como o tempo de

operacdo e a producdo maxima de H, obtida durante cada ensaio.
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Tabela 5.5 - Dados experimentais do tempo de operacao dos ensaios e produgdo maxima de H,

Ensaio Tempo de operagéo Producéo maxima de H,

(horas) (mmol H, L™
Ensaio (I)-a 60,00 28,481 +1,55
Ensaio (I)-b 84,00 23,800+ 0,05
Ensaio (I)-c 90,00 14,842 + 0,36
Ensaio (I1)-a 67,00 19,135 + 1,67
Ensaio (11)-b 67,00 10,448 + 0,34
Ensaio (I1)-c 84,00 11,363 + 0,03

Ensaio (I)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina),
Ensaio (I)-c (100% glicerol bruto), Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I1)-b (80%
glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (11)-c (100% glicerol bruto).

Para os ensaios contendo o indculo (I), houve uma diferenca nitida da producéo
maxima de gas hidrogénio para as trés condi¢fes impostas (a, b e ¢). Nos ensaios (1)-a, (I)-b e
(1)-c foram observadas geracdes de hidrogénio (mmol H, L™) de 28,5; 23,8; 14,9 durante 60,
84 e 90 horas de operacdo respectivamente. Observa-se gque com 0 aumento nas propor¢oes de
glicerol bruto pré-tratado nos ensaios, a produgdo maxima diminuiu, tendo em vista que
houve um aumento das impurezas presentes nesse glicerol bruto, que provavelmente
interferiram na rota metabolica de geracdo de H, (Figura 5.8a). O mesmo comportamento foi
observado para os ensaios realizados na presenca do indculo (I1). Nos ensaios (11)-a, (I1)-b e
(11)-c foram observadas geracdes de hidrogénio (mmol H, L™) de 19,2; 10,5; 11,4 durante 67,
67 e 84 horas de operacgdo respectivamente, onde a producdo maxima de H, foi atingida com o
ensaio contendo a menor quantidade, em porcentagem, de glicerol bruto pré-tratado (Figura
5.8b).

No trabalho de Sarma e colaboradores (2013b) foram utilizadas cepas de Enterobacter
aerogenes NRRL B 407 como inéculo para a montagem dos ensaios de geracdo de H, em
batelada, com 10 g L™ de glicerol bruto a pH 6,0, onde a producdo méxima atingida foi
proxima a 83 mmol de H, L™ Valor este consideravelmente maior do que os resultados
obtidos neste trabalho, tendo em vista que o autor trabalhou com concentragdes maiores de
glicerol bruto (10 g L™) enquanto que as concentragdes de glicerol bruto utilizadas neste
estudo variaram de 4,4 a 2,5 g L™". Outro fator que justifica 0 aumento da producéo de H, no
trabalho de Sarma et al. é a utilizacdo de culturas puras na montagem dos ensaios, 0 que
garante dizer que somente essas culturas estavam presentes nos reatores e que foram as
responsaveis por consumirem o glicerol bruto e metabolizarem em grandes percentuais de Ho,
ja que o metabolismo do glicerol para culturas de Enterobacter é conhecido (SARMA et. al,
2012). Com a utilizacdo de consorcios bacterianos havia outras culturas de bactérias que
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provavelmente alteraram a rota metabolica para a geragdo de outros subprodutos, o que acaba
por influenciar geragdo mais reduzida deste biogés.

O estudo desenvolvido por Chookaew e colaboradores (2015) foi baseado na producao
de H, a partir de 11,14 g L™ de glicerol bruto oriundo de producdes de biodiesel, utilizando
cultura pura Klebsiella sp. TR17 em reatores em batelada mantidos a 40°C e pH inicial de 8,0.
A producdo maxima atingida neste trabalho, para a fermentacdo desta cultura pura, foi de
64,24 mmol H, L™ . Novamente, vale ressaltar que esses valores superiores atingidos para a
producdo de H, devem-se a concentracdo elevada de glicerol bruto utilizado, aliado ao uso de

cultura pura para a realizagdo do experimento.

5.3.5 Cinética da producéo de hidrogénio

Os valores das productes de hidrogénio para os ensaios e indculos estudados foram
ajustados de acordo com a equagdo de Gompertz que foi modificada no trabalho de
Zwietering e colaboradores em 1990 (ZWIETERING et al., 1990). A reescrita deste modelo
matematico contém parametros que sdo relevantes microbiologicamente possuindo
significados bioldgicos, como, por exemplo, a inser¢do da velocidade especifica maxima de
crescimento (umax), duracdo da fase lag (A) e o aumento logaritmico da populacdo
microbiana (A). Assim, no trabalho de Lay et al, (1998a), esses parametros foram novamente
modificados para a producdo de metano, onde no presente trabalho, esses parametros sdo
nomeados a Potencial de Producédo de H; (P), taxa maxima de producdo de H, (Rm) e Tempo
de Fase Lag (A). A Figura 5.9 mostra os resultados obtidos para a producéo de H, na fungéo

Gompertz modificada e os valores estéo listados na Tabela 5.6.
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Figura 5.1 - Comportamento da geracéo de H, através da funcdo Gompertz modificada nos
ensaios: (a) Ensaios com inoculo (1) e (b) Ensaios com inéculo (I1)
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Ensaio (1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina),
Ensaio (I)-c (100% glicerol bruto), Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I1)-b (80%
glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (11)-c (100% glicerol bruto).
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Tabela 5.6 - Potencial de Producéo de H, (P), Taxa Maxima de Producdo de H, (Rm), Fase
Lag (X), limites inferior e superior ¢ R? obtidos pela equacio de Gompertz modificada

Ensaio Parametros Valor Limite Limite R?
estimado inferior superior
Ensaio (1)-a P (mmol) 28,434 28,167 28,701
(50% glicerol bruto+50% (mrr:eorrh'l) 1,702 1,595 1,809 1,000
glicerina)
A (h) 7,634 7,129 8,139
. P (mmol) 22,377 21,301 23,452
Er.15a|o (N-b RM
(80% glicerol bruto+20% (mmol ) 1,382 0,738 2,027 0,996
liceri
glicerina) A (h) 8,065 4,406 11,723
P (mmol) 15,137 13,747 16,527
Ensaio (I)-c Rm
(100% glicerol bruto) (mmol h™) 0.292 0.215 0.368 0,994
A (h) -0,197 -6,527 6,133
Ensaio (I P (mmol) 17,680 16,022 19,337
r_lsalo (Ih-a RM
(50% glicerol bruto+50% (mmol h) 1,251 0,436 2,067 0,992
glicerina)
A (h) 9,821 5,570 14,073
Ensaio (I1)-b P (mmol) 10,507 10,071 10,943
(80% glicerol bruto+20% (mn?oTh'l) 0,598 0,396 0,801 0:998
glicerina)
A (h) 8,617 5,989 11,246
P (mmol) 10,408 9,395 11,422
Ensaio (I1)-c Rm
(100% glicerol bruto) (mmol h™) 0.946 0.140 1753 0983
A (h) 9,049 4,348 13,751

Os valores encontrados para o coeficiente de correlacdo, R? durante o modelamento
estatistico (Tabela 5.6) sdo todos superiores a 0,98. Isto sugere que a equacdo de Gompertz
modificada foi capaz de descrever a evolucdo da producdo de hidrogénio satisfatoriamente,
além do que valores de R? superiores a 0,9 indicam exatiddo e precis&o nas medigdes ao longo
dos ensaios (VARRONE et al., 2013; SIVAGURUNATHAN et al., 2016).

Para os Ensaios (I)-a, b e ¢, o potencial maximo da producéo de gas hidrogénio foi,
respectivamente, 28,434 mmol L™, 22,377 mmol L™ e 15,137 mmol L™, que sdo valores
consistentes com os obtidos experimentalmente, 28,482mmol L™, 23,800 mmol L™ e 14,842

mmol L™ (Tabela 5.5). Os potenciais maximos de producdo de H, foram diminuindo com o
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aumento da quantidade de glicerol bruto adicionado ao meio de cultivo. Este fato pode ser
justificado da seguinte forma: proporcdo de glicerol bruto aumentando, aumenta assim a
quantidade de impurezas presentes no meio, em sua maioria, composta de concentracdes
crescentes de metanol. A presenca deste alcool no meio de cultivo é prejudicial ao consorcio,
interferindo assim na rota metabdlica de geracéo de hidrogénio.

O mesmo fato foi observado para os Ensaios (11)-a, b e ¢, onde o potencial méximo da
producdo de H, foi, respectivamente para cada ensaio, 17,680 mmol L™, 10,507 mmol L e
10,408 mmol L, o que corresponde aos valores obtidos experimentalmente, que sdo 19,135
mmol L, 10,448 mmol L™ e 11,363 mmol L™ (Tabela 5.5).

Chookaew e colaboradores (2012) trabalharam com processos fermentativos
envolvendo a espécie isolada Klebsiella pneumoniae TR17 para a geracdo de hidrogénio
consumindo o glicerol bruto oriundo de uma planta de producdo de biodiesel. O ensaio
realizado em batelada sob a condigéo de 40°C, pH inicial 8,0, 20 g L™ glicerol brutoe 2 g L™
de extrato de levedura gerou uma producéo de hidrogénio de 27,7 mmol H, L™. J& no trabalho
de Pachapur et al. (2015b), a utilizacdo de Enterobacter aerogenes e Clostridium butyricum
para a producdo de biohidrogénio envolvendo 15 g L™ de glicerol bruto da producéo de
biodiesel e 5 g L™ de lodo de polpa de macd, gerou uma producéo méxima de H, de 26,07
mmol L. Os valores de producio maxima de H, de ambos os trabalhos séo inferiores ao do
Ensaio (I)-a do presente estudo, 28,434 mmol L™ sendo que foi utilizada uma menor
concentracdo de glicerol (4,4 g L™) envolvendo consércio de bactérias fermentativas,
demonstrando que sob estas condi¢cBes mais robustas foi possivel gerar mais hidrogénio, ao
contrario do que foi observado nos trabalhos anteriores mencionados.

As maiores produgdes de hidrogénio reportadas para o inéculo (I) podem ser
explicadas com base na origem deste indculo, sendo que ele foi proveniente de um reator
UASB termofilico tratando residuo industrial, vinhacga. Independentemente de sua origem, 0s
principais componentes organicos presentes na vinhaga da cana-de-agucar sdo relatados na
literatura como sendo &cidos organicos (sobretudo de lactato e acetato), bem como alcoois
(principalmente glicerol e etanol) e uma quantidade menor de carboidratos (MORAES et al.,
2015; ESPANA-GAMBOA et al., 2012). Logo, pelo fato do inéculo (I) ja estar
acondicionado a um ambiente contendo glicerol, em decorréncia do residuo da vinhaga, este
poderia ter sido o motivo pelo qual os microrganismos ja estariam aclimatados ao glicerol,
facilitando assim na sua geracdo de hidrogénio, sendo, portanto, superior a geragdo de
hidrogénio envolvendo o indculo (11).



99

5.3.6 Compostos organicos do meio liquido

O metabolismo do glicerol e a producéo de H, podem ser direcionados por duas rotas,
a oxidativa e a redutiva; ambas elucidadas para espécies de Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter e Clostridium. Na rota oxidativa, o NAD" é reduzido a NADH produzindo o
piruvato. O piruvato, dependendo do microrganismo, sera quebrado em varios produtos
(etanol, lactato, acetato, butirato e outros) ao longo da producdo de hidrogénio. Etanol é o
bioproduto comumente produzido pelas espécies de Enterobacter e Clostridium durante a
geracdo de Hy, consumindo o glicerol bruto (PACHAPUR et al., 2015a; MAINTINGUER,;
HATANAKA; OLIVEIRA, 2015).

Para todos os ensaios realizados envolvendo os consércios bacterianos (1) e (1), os
valores de pH ndo variaram significativamente para alguns ensaios, como por exemplo para o
Ensaio (I1)-c, e para outros ensaios, houve uma variacdo, porém pouco significativa (Tabela
5.7), o que implica em geracOes de compostos organicos em sua maioria, alcoois, pois se a
geracdo fosse preferencialmente de &cidos, os valores de pH teriam reduzidos ao longo do
ensaio (Figura 5.10, 5.11, 5.12, 5.13, 5.14 ¢ 5.15).

Tabela 5.7 - Variacdo do pH durante os ensaios realizados para os inoculos | e 11

Ensaio Inicio da operacéo Durante a operacgéo Final da operacéo
Ensaio (I)-a 5,52 £ 0,00 5,53+0,05 5,68 £ 0,10
Ensaio (1)-b 5,51 +0,00 5,57+ 0,08 5,70+ 0,01
Ensaio (I)-c 5,51 + 0,00 5,43+ 0,09 5,61+ 0,06
Ensaio (11)-a 5,52 + 0,00 5,65+ 0,15 5,92 + 0,04
Ensaio (11)-b 5,51 + 0,00 5,66+ 0,11 5,81 +0,01
Ensaio (11)-c 5,51 + 0,00 5,53+0,13 5,50 + 0,03

Ensaio (1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina),
Ensaio (I)-c (100% glicerol bruto), Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I1)-b (80%
glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (11)-c (100% glicerol bruto).
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Figura 5.10 - (a) Variacdo temporal de pH e (b) Producdo acumulada de compostos organicos no
meio liquido para o Ensaio (1)-a (50% glicerol bruto+50% glicerina)

Compostos Organicos Volateis (mg L1)

6
59
5,8
57

I
L 56

55
5,4
53
52

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

(@)

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Tempo (h)

(b)

36,5 433 60,6
Tempo (h)

Fonte: Elaborada pela autora

70,0

O propanol

®acido
isocaproico
D acido valérico

®acido
isovalérico
acido butirico

acido
isqbutirico

Eacido
propidnico

W butanol

R acido acético

O etanol

m metanol



101

Figura 5.11 - (a) Variacao temporal de pH e (b) Producéo acumulada de compostos orgénicos
no meio liquido para o Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto+20% glicerina)
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Figura 5.12 - (a) Variacao temporal de pH e (b) Producéo acumulada de compostos orgénicos
no meio liquido para o Ensaio (1)-¢c (100% glicerol bruto)
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Figura 5.13 - (a) Variacao temporal de pH e (b) Producéo acumulada de compostos organicos
no meio liquido para o Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto+50% glicerina).
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Figura 5.14 - (a) Variacao temporal de pH e (b) Producéo acumulada de compostos orgénicos
no meio liquido para o Ensaio (11)-b (80% glicerol bruto+20% glicerina)
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Figura 5.15 - (a) Variacao temporal de pH e (b) Producao acumulada de compostos organicos

6,00
5,90
5,80
5,70

5,50
5,40
5,30
5,20

(b)

7000

D
o
o
o

[0}
o
o
o

4000

3000

Compostos Organicos Volateis ( mg L)
S
8

[y
o
o
o

(a)

no meio liquido para o Ensaio (I1)-c (100% glicerol bruto)

20,0

12,6

30,0

18,7

400 500 600 70,0
Tempo (h)

363 433 603 673
Tempo (h)

Fonte: Elaborada pela autora

80,0

84,5

90,0

O propanol

ac.
Isocapraico

O 4c. valérico

®|4c. isovalérico

Eac. butirico

ac. isobutirico

B ac. propidnico

W butanol

@ 4c. acético

@ etanol

m metanol



106

Observou-se que tanto para os ensaios envolvendo o indculo (1) (Ensaio (1)-a, b e c),
quanto para os ensaios envolvendo o inoculo (1) (Ensaio (Il)-a, b e c) concentracbes
crescentes de metanol no meio foram em decorréncia do aumento das propor¢oes de glicerol
bruto, fator este que também serviu para justificar a diminuicdo da producdo de H, conforme
discutido no item 5.3.4.

Segundo Botta (2012), a diversidade dos subprodutos gerados ao longo dos ensaios
pode estar relacionada com a utilizagdo de um consércio microbiano misto.

Quanto a variacdo reduzida de pH, alguns compostos nitrogenados que foram
adicionados para compor o meio de cultivo, como extrato de carne e peptona de carne,
poderiam ter ocasionado a formacdo de amdnia em condicGes de anaerobiose. Assim,
concentracdes reduzidas de aménia formada ja poderiam ocasionar elevacdo do pH ao longo
dos ensaios.

A atribuicdo de variacdo reduzida do pH também pode ser devido a formacdo de
amonia em fungdo da enzima nitrogenase presente no interior da célula microbiana e que é
responsavel pela geracdo de hidrogénio. A enzima nitrogenase reduz o nitrogénio (N,) a
amonia (NHs) e é acompanhada pela reducdo obrigatéria de prétons (H*) a hidrogénio (H.)
(MATHEWS et al., 2009), como visto pela equagdo 5.1 abaixo (KIM et al., 2011):

N, + 8H" + 8¢+ ATP — 2NH3 + H, + 16 ADP Eq.5.1

A Tabela 5.8 contém informacfes quanto aos principais compostos organicos gerados

durante os ensaios de producdes de H,.

Tabela 5.8 - Principais compostos organicos volateis gerados no inicio e final da operacéo
durante as gera¢cdes maximas de H,

Etanol Acido Acético Acido Butirico Producéo
Ensaio (mg L™ (mg L™ (mg L™ méaxima de H,

Inicial  Final Inicial Final Inicial Final (mmol L%
Ensaio (I)-a 487 1845 507 583 143 305 28,434
Ensaio (1)-b 270 862 415 494 185 484 22,377
Ensaio (1)-c 224 813 415 551 76 421 15,137
Ensaio (11)-a 183 903 272 807 59 705 17,680
Ensaio (I1)-b 198 913 434 891 141 707 10,507
Ensaio (11)-c 245 1184 525 931 230 1237 10,408

Ensaio (1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I)-b (80% glicerol bruto + 20% glicerina),
Ensaio (I)-c (100% glicerol bruto), Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto + 50% glicerina), Ensaio (I1)-b (80%
glicerol bruto + 20% glicerina), Ensaio (11)-c (100% glicerol bruto).
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A geracdo de H; por bactérias fermentativas é acompanhada da formacgdo de
compostos organicos, como alcoois e acidos, sendo estes 0s seus subprodutos metabdlicos.
Assim, podemos comparar a producdo de H, com a geracdo dos compostos organicos volateis
presentes no meio liquido para os ensaios realizados.

Na maioria das rotas de bioconversdo do glicerol, juntamente com os diferentes
metabdlitos, o H, € também produzido durante o metabolismo oxidativo. Das equacdes
estequiométricas representadas (Equacdes 5.2 a 5.5) abaixo (MAINTINGUER,;
HATANAKA; OLIVEIRA, 2015), pode-se concluir que a geracdo de produtos finais
altamente reduzidos é acompanhada por altos rendimentos de H, (SARMA et al., 2012).

C3HgO3 + H,O —> CH3COOH (4cido acético) +CO, +3H, Eq. 5.2
2 C3HgO3 —*» C4HgO; (acido butirico) + 2CO, + 4H, Eq. 5.3
2 C3HgO3 —» C4H100 (butanol) + 2CO; + H,0 + 2H, Eq. 5.4

C3HgO3 — C,HgO (etanol) + CO; + H, Eq. 5.5

Observa-se que maiores rendimentos de H, sdo possiveis quando o acido acético é
gerado como produto final da fermentacdo do glicerol, sendo que 1 mol de glicerol geram 3
mols de H, nesta rota metabdlica, seguido do &cido butirico quando 1 mol de glicerol geram 2
mol de H,, e do butanol e etanol, quando 1 mol de glicerol gera 1 mol de H,
(MAINTINGUER; HATANAKA; OLIVEIRA, 2015).

Comparando-se o Ensaio (1)-a com o Ensaio (Il)-a, cuja condi¢do do meio de cultivo
foi a mesma, as producGes de H, foram diferentes, pois tratam-se de dois indculos distintos,
(1) e (11). Observou-se que houve elevacdo na concentracdo de acido acético ao longo deste
experimento para o indculo (I). De acordo com as estequiometrias da fermentacdo do glicerol
envolvendo a formacdo do 4&cido acético e 4&cido butirico (Equagdo 5.2 e 5.3,
respectivamente), poderia prever-se que o0 aumento desses dois acidos no Ensaio (I1)-a levaria
a maior producdo de H,. Porém, para este mesmo ensaio, foi obtida geracdo de H, menor
(17,680 mmol H, L™) que no Ensaio (1)-a (28,434 mmol H, L™). Isto pode ser explicado pelo
fato de que o H, pode ter sido usado por bactérias homoacetogénicas para formar mais acido
acetico. Enquanto, o tratamento a quente no inoculo foi suficiente para previnir a
metanogénese, nao foi possivel prevenir as perdas de H, devido a presenca de bactérias
homoacetogénicas que sdo formadoras de enddsporos podendo sobreviver as condigdes
extremas do pré-tratamento, como as espécies C. aceticum e C. thermoautotrophicum, que
produzem &cido acético a partir de H, e CO, (Eq. 5.6) (OH et al., 2003).
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2HCO; + 4H, + H' — CH,COO + H,0  AG® =-105 kJ Eq. 5.6

As bactérias homoacetogénicas sao caracterizadas por duas propriedades metabolicas
especiais, que sdo: (i) producdo de acetato como Unico produto organico e (ii) utilizagdo de
CO, como um aceptor inorganico de elétrons para a sintese de acetato (LAY et al., 1998b).

Além da possibilidade deste tipo de bactéria consumidora de H,, a reducdo deste
biogas poderia também ter ocorrido devido ao fato de que a producdo de etanol a partir de
acido acético e H, é uma reacdo termodinamicamente favoravel (Eq. 5.7). P6de ser observado
que houve um aumento da producdo de etanol para todos os ensaios envolvendo o indculo
(I1), onde a concentracao final deste alcool foi maior para este tipo de indculo do que os

ensaios envolvendo o in6culo (1) (OH et al., 2003).

CH3COOH (4cido acético) + 2H, — C,H;O (etanol) + H,O AG® = -49,51kJ Eq. 5.7

As mesmas consideracGes podem ser feitas na comparacdo do Ensaio (I)-b com o
Ensaio (I1)-b e para o Ensaio (I)-c com Ensaio (Il)-c tendo em vista que se observou um
aumento da geracdo de &cido acético e acido butirico no Ensaio (I1)-b e (Il)-c seguida de
aumento da formacéo de etanol para ambos. Logo, grande parte do H, formado pode ter sido
utilizado por bactérias homoacetogénicas para formar &cido acético e/ou o acido acético
consumiu H, para gerar etanol, o que justifica a sua menor producdo de H, comparada ao
Ensaio (1)-b e (I)-c.

5.3.7 Determinacéo de 1,3- propanodiol

A Tabela 5.9 indica a relagdo entre as concentracdes de 1,3-propanodiol com as
porcentagens de glicerol consumido e as produgdes méximas de hidrogénio registradas ao

longo dos ensaios.
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Tabela 5.9 - Concentragfes de 1,3-propapodiol ao final dos ensaios, consumos de glicerol e
producdo méxima de H, no final da operacdo dos ensaios

Producéo
Ensaio 1,3-propanodiol (mg L) ansumo de maxima de H,

Glicerol (%) 4

(mmol L)
Ensaio (I)-a 0,00+0,00 26,9 28,434
Ensaio (1)-b 0,00+0,00 45,8 22,377
Ensaio (1)-c 0,01+0,00 56,2 15,137
Ensaio (I1)-a 0,00+0,00 31,7 17,680
Ensaio (I1)-b 0,07+0,02 59,0 10,507
Ensaio (I1)-c 0,78+0,14 91,0 10,408

Observou-se que as producbes de 1,3-propanodiol para alguns experimentos foram
muito baixas e para outros ndo ocorreram. Para 0s ensaios nos quais as geracdes desta
substancia aumentaram, foram registradas as maiores porcentagens de glicerol consumidas.

A formacéo de 1,3-propanodiol esta relacionada ao metabolismo do glicerol pela rota
redutiva por meio de microrganismos fermentativos. Antes de se chegar ao produto final desta
rota, o 1,3-propanodiol, ocorre a formacdo de um composto intermedidrio, o 3-
hidroxipropinaldeido. Segundo Drozdzynska e colaboradores (2011), a presenca do 3-
hidroxipropinaldeido parece ser o inibidor mais forte da producdo do 1,3-propanodiol. Este
composto € normalmente um intermediario que ndo se acumula no interior da célula.
Entretanto, sob condic6es de excesso de glicerol, ele pode ser excretado para 0 meio antes que
se transforme no produto final.

Assim, pdde ser observado que quando houve uma porcentagem menor de glicerol
consumido, havia um excesso de glicerol livre no meio liquido que ndo foi metabolizado
pelos microrganismos. Tal fato interferiu na produtividade do 1,3-propanodiol, ndo sendo
reportado nenhum valor para esta substancia no meio liquido ao final dos ensaios I-(a) e II-
(@), por exemplo, ja que o excesso de glicerol fez com que o intermediario 3-
hidroxipropinaldeido fosse excretado para o meio impossibilitando a formacdo do produto
final, o 1,3-propanodiol. Ao contrario dos ensaios com alta porcentagem de glicerol
consumido (ensaios I-(c) e II-(c)), pouco glicerol livre permaneceu no meio liquido, o que
possibilitou a geracdo do 1,3-propanodiol (Tabela 5.9).

O gas hidrogénio é gerado durante a bioconversdao do glicerol através da rota
oxidativa; entretanto, 1,3-propanodiol € produzido durante o metabolismo redutivo. Quando
ambas as rotas existem no mesmo organismo, algumas quantidades de hidrogénio sao

consumidas para a producdo do 1,3-propanodiol (SARMA et al., 2012). De acordo com
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Selembo e colaboradores (2009), durante a fermentacdo do glicerol, para cada 1 mol de 1,3-
propanodiol gerado, 1 mol de H, é consumido. Portanto, o rendimento final de H, gerado é
reduzido pelo seu consumo direto.

Pode ser observado no presente estudo (Tabela 5.9) que para geracdes mais elevadas
de 1,3-propanodiol foram reportadas producdes reduzidas de gas hidrogénio, como visto pelos
ensaios I-(c) e Il-(c). Sendo assim, para que houvesse a formagdo do 1,3-propanodiol nestes
ensaios, uma quantidade de H; seria consumida, o que pode justificar a producéo reduzida do

biogas nos ensaios acima citados.

5.3.8 Cacterizacao Filogenética

A anélise em plataforma Illumina foi realizada de modo a verificar a comunidade
microbiana presente nos indculos | e Il. A Tabela 5.10 indica as taxonomias encontradas para
ambos os inoculos estudados.

De acordo com a literatura, a maioria das bactérias identificadas em digestores
anaerdbios geradores de H, é pertencente aos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Chloroflexi e
Proteobacteria (ARIESYADY et al., 2007). As secdes que seguem abaixo descrevem as
principais caracteristicas encontradas para os consorcios (1) e (1) na representados na Tabela
5.10, havendo, portanto, uma comparagdo com os resultados obtidos experimentalmente no

decorrer dos ensaios.



111

Tabela 5.10 - Abundéancia relativa de Filo, Classe, Ordem, Familia e Género para os in6culos
I e Il por meio da plataforma lllumina

. . Abundancia relativa Abundancia relativa
Ordem Taxondmica Descricao

In6culo | (%) In6culo 11 (%)
i Firmicutes 97,96 97,85
ilo

Proteobacteria 1,57 1,76

Clostridia 91,81 94,70

Classe Bacilli 6,14 3,15

Gammaproteobacteria 1,57 1,76

Clostridiales 91,81 94,70

Ordem Lactobacillales 6,14 3,15

Enterobacteriales 1,57 1,76

Peptostreptococcaceae 85,29 70,26

) Clostridiaceae 6,16 23,65
Familia

Enterococcaceae 6,05 3,11

Enterobacteriaceae 1,57 1,76

Nao classificado 87,24 77,21

Género Enterococcus 6,03 3,05

Clostridium 5,53 17,64

5.3.8.1 Filo Firmicutes

O Filo Firmicutes corresponde as bactérias Gram-positivas e € fenotipicamente
diverso, onde as células podem ser esféricas ou retas, curvadas, em forma de hastes
helicoidais ou filamentos, com ou sem flagelo e com ou sem enddsporos resistentes ao calor.
Elas sdo aerobias facultativas ou anaerdbias estritas (SCHLEIFER, 2009). Este Filo, no
presente trabalho, apresentou a maior abundéncia relativa para ambos os indculos,
ultrapassando 97% (Tabela 5.10).

Este Filo, conforme relatado na literatura, inclui os principais microrganismos que
geram hidrogénio (RATTI et al., 2015a; MAINTINGUER et al., 2015; RATTI et al., 2015b).
Assim, como visto nas se¢Bes anteriores, a geracdo de gas hidrogénio esteve intimamente
relacionada aos microrganismos pertencentes a este Filo, que foram encontrados nos
experimentos em grandes proporcées. Ratti e colaboradores (2015a) estudaram a composi¢do

da comunidade bacteriana termofilica produtora de gas hidrogénio contida em reatores
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alimentados com glicose. Por meio da andlise do pirosequenciamento no trabalho de Ratti, foi
encontrado o predominio do Filo Firmicutes de 68,73% e 67,61% para os reatores contendo
concentracdes de glicose de 0,5 e 2,0 g L™ e os rendimentos obtidos foram 1,3 e 1,6 mol H.
mol™ glicose, respectivamente. Ratti e colaboradores observaram ainda que a abundancia
relativa encontrada para o filo Firmicutes estava relacionada com a geragdo de hidrogénio
obtida nos reatores.

O Filo Firmicutes contem as classes Clostridia e Bacilli (WIRTH et al., 2012). A
classe Clostridia (91,8% para inoculo | e 94,7% para inoculo 1) inclui o género de bactéria
produtora de hidrogénio como Clostridium (RATTI et al., 2013). Tanto o género Clostridium
quanto o género Enterobacter (pertencente ao filo Proteobacteria, conforme descrito na se¢éo
a seguir), correspondem a microrganismos amplamente estudados quando se trata da
bioconversdo do glicerol bruto a hidrogénio pelos processos de fermentacdo escura
(PACHAPUR et al., 2015a; LO et al., 2013; SARMA et al., 2013c).

As especies da classe Clostridia foram relatadas na literatura como as produtoras de
gas hidrogénio durante a fase exponencial de seus crescimentos. Quando esta populacdo
alcanca a fase de crescimento estacionaria, o seu metabolismo desloca da producdo de
hidrogénio e acido para a fase de producdo de solvente (KAPDAN et al.,, 2006).
Pesquisadores investigaram a diversidade bacteriana de microrganismos mesofilicos, que
produzem hidrogénio, provenientes de lodos e encontraram a abundancia da classe Clostridia
de 64,6% (FANG et al., 2002).

De acordo com Ratti e colaboradores (2013), as culturas dominadas pela classe
Clostridia podem ser facilmente obtidas por meio de choque térmico no lodo biol6gico. Como
visto na secdo 4.3.2, foi realizado o choque térmico nos lodos estudados, justificando deste
modo, a sua abundancia relativa elevada encontrada em ambos os indculos (Tabela 5.10), cujo
procedimento do pre-tratamento foi favoravel para manutencdo e sobrevivéncia desta classe
de microrganismos. A classe Clostridia € fenotipicamente, quimiotaxonomicamente,
fisiologicamente e ecologicamente diversa, contendo ambos os microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos e inclui a ordem Clostridiales (RAINEY, 2009 a).

Assim, conforme dito para a classe Clostridia, as bactérias pertencentes a classe
Bacilli (6,14% e 3,15% para inoculos | e Il, respectivamente) também s&o relatadas na
literatura como produtoras de gas hidrogénio durante a sua fase exponencial de crescimento
em experimentos operados em batelada (MAINTINGUER et al., 2015).

A classe Bacilli possui microrganismos Gram-positivos, que podem ou ndo formar

enddsporos e muitos crescem aerobiamente ou microaerofilicamente, sendo algumas
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anaerdbias facultativas. Inclui a ordem Lactobacillales, que é composta de microrganismos
Gram-positivos em forma de bacilos e cocos (LUDWIG et al., 2009a).

Bacteriocinas sdo peptideos com atividade bioldgica, pertencentes as bactérias da
ordem Lactobacillales, que apresentam propriedades antimicrobianas contra outras espécies
de bactérias. Assim, a excrecdo de bacteriocinas por bactérias &cido laticas podem inibir a
producdo de biohidrogénio pelas bactérias produtoras de hidrogénio, danificando a membrana
celular de microrganismos como o Clostridium sp. (GOMES et al., 2016).

Alguns estudos reportados na literatura mostram que alguns fatores podem inibir a
atividade da bacteriocina. Noike e colaboradores (2002) avaliaram o efeito de bactérias acido
lticas (Lactobacillus paracasei e Enterococcus durans) na fermentagdo do hidrogénio de
residuos organicos. Foi verificada pelos autores que a inibi¢do da producédo de hidrogénio por
microrganismos pertencentes ao género Clostridium foi reduzida quando a biomassa foi pré-
tratada por 30 minutos a 50°C, condig&o suficiente para inativar a bacteriocina.

No trabalho de Zacharof e Lovitt (2012), embora a aplicacdo de temperaturas elevadas
na biomassa, de 40, 60, 80 e 100°C, por periodos de 15, 30, 45 e 60 minutos, a atividade da
bacteriocina foi afetada negativamente, porém ela permaneceu estavel por algumas condigdes.
A 40°C, a atividade da bacteriocina permaneceu inalterada, ao passo que a 60°C a atividade
so foi afetada por tratamentos mais longos que 60 minutos. A 80°C foram observados efeitos
negativos a 45 minutos e a 100°C os efeitos foram negativos independente da duragdo do
tratamento.

Assim, na caracterizacdo filogenética do presente estudo (Tabela 5.10) foi encontrada
uma maior abundancia relativa no in6culo (1) (6,14%) para microrganismos pertencentes a
familia Lactobacillales, quando comparado ao indculo (I1) (3,15%). Poderiamos prever que
bacteriocinas estariam sendo formadas em maiores propor¢Ges no inoculo (I) do que no
indculo (I1), ja que elas sdo pertencentes a familia Lactobacillales, e que assim, elas estariam
inativando a atividade de microrganismos geradores de hidrogénio preferencialmente no
inculo (I). Porém, para este indculo é que foram reportadas as maiores geracbes de
hidrogénio quando comparados ao indculo (I1). Conclui-se que a atividade da bacteriocina no
indculo (1) foi inativada pelas altas temperaturas do reator UASB termofilico (temperaturas de
50-60°C por um longo tempo de tratamento de residuo da vinhaga), ambiente no qual elas
foram coletas para a montagem dos ensaios.

A ordem Lactobacillales contem microrganismos usualmente anaerébios facultativos

além de incluir a familia Enterococcaceae (LUDWIG et al., 2009 c).
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A ordem Clostridiales contém as familias Peptostreptococcaceae e Clostridiaceae
(RAINEY, 2009a). Quanto a familia Clostridiaceae (6,16% para inéculo | e 23,65% para
indculo 11), os microrganismos a que pertencem sao geralmente, obrigatoriamente anaerobios
e possuem forma de bacilo. Suas células sdo usualmente Gram-positivas, formam endosporos
ou tem mostrado conter genes especificos para esporulagdo. Os habitats das quais seus
membros foram isolados sdo muito diversos, como por exemplo, Varios tipos de fezes,
estrume, sedimentos de agua doce e marinhos, lagos de sal, varias partes do corpo humano e
lodo de esgoto (WIEGEL et al., 2009). Vale ressaltar que os inoculos trabalhados no presente
estudo, | e Il, sdo provenientes de lodos de estacGes de tratamento de &gua industrial e
sanitaria, respectivamente. Sendo assim, conforme a literatura, o habitat correspondente ao
lodo de esgoto € propicio para serem encontrados microrganismos da familia Clostridiaceae,
0 que se comprovou pela analise de biologia molecular realizada (Tabela 5.10), sendo que a
abundancia relativa elevada destes respectivos microrganismos no indculo 1l (23,65%) foi
superior ao inéculo | (6,16%).

Os microrganismos pertencentes a familia Peptostreptococcaceae (85,29% para
indculo | e 70,26% para indculo 1l) sdo anaerdbios obrigatérios ou facultativos, Gram-
positivos, morfologia de filamentos ou cocos (EZAKI et al., 2009).

Através das analises de microscopia éptica do presente estudo (Figura 5.4) foi possivel
observar que a morfologia predominante de ambos os inéculos foi Gram-positiva, com
formacdo de endoésporos e o0s ensaios de geracdo de hidrogénio foram realizados sob
condicdes anaerobias. Estas observaces sdo compativeis com a andlise da caracterizacdo
filogenética pela biologia molecular (Tabela 5.10), tendo em vista que a abundancia relativa
elevada foi encontrada para a familia Peptostreptococcaceae (85,29% para indculo | e
70,26% para indculo 1) cujas caracteristicas reportadas na literatura para esta familia sdo
compativeis as encontradas no presente trabalho.

A familia Enterococcaceae (6,05% e 3,11% para inoculos | e 11, respectivamente) é
composta de cocos Gram-positivos. Endosporos ndo sdo formados. Podem ser facultativas,
anaerdbias ou microaerofilicas (LUDWIG et al., 2009b).

O género Clostridium (5,53% para in6culo | e 17,64% para indculo 1) pertence a
familia Clostridiaceae. Para microrganismos pertencentes a este género, é encontrada em sua
fase de crescimento, uma morfologia em forma de haste, sendo células Gram-positivas, onde
a maioria das espécies formam enddsporos ovais ou esféricos. Sdo usualmente
quimiorganotroficos, produzem misturas de acidos organicos e alcoois a partir de carboidratos

e peptonas. Podem ser sacaroliticos, proteoliticos, nenhum dos dois ou ambos. Podem
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metabolizar carboidratos, alcoois, aminoacidos, purinas, esteroides ou outros compostos
orgénicos. Algumas espécies fixam o nitrogénio atmosférico. A maioria das especies é
obrigatoriamente anaerobia, com temperatura de crescimento para sua maioria variando de 30
a 37°C (RAINEY, F. A.; HOLLEN, B. J.; SMALL, A., 2009).

A maioria dos estudos descreve o género Clostridium como o responsavel pela
producdo de hidrogénio sob condicOes anaerobias (MAINTINGUER et al., 2008). Segundo
Maintinguer e colaboradores (2008), muitos fatores contribuem para a manutencdo das
espeécies Clostridium nos reatores anaerdébios, como por exemplo, adi¢des de peptona ao meio
nutricional, tratamento a quente dos indculos associados a um meio nutricional especifico e o
controle do pH a 5,5. Algumas destas medidas foram tomadas no presente trabalho, o que
pode garantir a presenca deste género em ambos 0s consorcios estudados como visto na
analise de biologia molecular, com abundancia relativa de 5,53% desse género para o indculo
| e 17,64% para o inéculo 1I.

Segundo Drozdzynska e colaboradores (2011), os principais bioprodutos formados
pelo género Clostridium durante o consumo do glicerol bruto sdo acido acético e &cido
butirico. Assim, de acordo com a tabela 5.10, a maior abundancia relativa para
microrganismos deste género foi encontrada no indculo 1. De acordo com a tabela 5.8 para a
determinacdo dos compostos organicos volateis no meio liquido, foram encontradas
concentragdes, ao final dos ensaios contendo 100% de glicerol bruto, para o indculo | (Ensaio
(1)-c) 551 mg L™ de 4cido acético e 421 mg L™ de acido butirico e para o inéculo Il (Ensaio
(11)-c) 931 mg L™ de acido acético e 1237 mg L™ de 4cido butirico. Portanto, producdes mais
elevadas de acido acético e butirico, pelo in6culo I, estdo relacionadas a maior abundancia
relativa encontrada para microrganismos do género Clostridium.

O género Enterococcus (6,03% e 3,05% para inéculos | e Il, respectivamente) é
proveniente da familia Enterococcaceae. Este género é caracterizado por cocos Gram-
positivos, ocorrendo separadamente, em pares ou em pequenas cadeias. Ndo sdo formadoras
de enddsporos. Sao anaerobias facultativas, com uma preferéncia para condi¢des anaerobias.
O intervalo de temperatura 6tima para seu crescimento é mais especifico, estando na faixa de
35-37°C. Sdo muito resistentes a secagem. Crescimento quimiorganotrofico, onde geralmente
requer nutrientes complexos. Possuem metabolismo fermentativo (SVEC et al., 2009).

Segundo Doi e colaboradores (2014), estudos fisioldgicos tém mostrado que algumas
espécies de Enterococcus, como a Enterococcus feacalis podem usar o glicerol como fonte de
carbono e produzir acetato, acetoina, etanol e lactato como produtos finais. Com base no

trabalho de Doi e colaboradores, esta cepa de Enterococcus estudada foi coloca em ambientes
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contendo, separadamente, glicerol bruto e glicose na presenca e na auséncia de oxigénio.
Quando a cultura foi cultivada em condi¢des anaerdbias, a glicose foi convertida a lactato,
mas, o glicerol foi convertido a etanol e formato ao invés de lactato. Estes resultados
sugeriram que o metabolismo do glicerol, para este género de microrganismo, sob condicdes
anaerdbias converteu o piruvato a etanol preferencialmente a lactato.

N&o foram realizadas analises de determinacdo de lactato ou acido lactico no meio
liquido durante os ensaios realizados e, portanto, nada se pode afirmar a esse metabdlito no
presente estudo. Entretanto, no trabalho de Doi e colaboradores (2014), pode-se inferir que a
presencga de microrganismos do género Enterococcus esteve envolvida na formagéao de etanol,

ja que se tratou do consumo do glicerol bruto sob condicGes anaerdbias.

5.3.8.2 Filo Proteobacteria

A presenca do filo Proteobacteria (que contém bactérias Gram-negativas) tem como
registro, trabalhos envolvendo a operacdo de reatores anaerébios em batelada gerando gas
hidrogénio (MAINTINGUER et al., 2015 b). No presente trabalho, sua abundancia relativa
encontrada foi de 1,57% para inoculo | e 1,76% para indculo 11 (Tabela 5.10).

Dentro da designacdo do filo Proteobacteria encontra-se a classe
Gammaproteobacteria (LUDWIG et al., 2009 a). Esta classe, segundo Ratti e colaboradores
(2013), inclui a espécie Enterobacter, dita na literatura como uma das grandes responsaveis
pela geracdo de hidrogénio por processos fermentativos.

A classe Gammaproteobacteria (1,57% e 1,76% para indculos | e Il respectivamente)
contém a ordem Enterobacteriales (GARRITY, et al. 2005), cuja porcentagem da abundancia
relativa para esta foi 1,57% e 1,76% para os inoculos | e Il, respectivamente. Esta ordem
contétm a familia Enterobacteriaceae (1,57% e 1,76% para os inbéculos | e |l
respectivamente).

Os microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae possuem uma
morfologia de bacilos Gram-negativos, ndo sdo formadores de enddsporos ou microcistos.
Eles crescem na presenga ou na auséncia de oxigénio. Crescem muito bem em meios de
cultivo contendo peptona e extrato de carne. Quando fermentam glicose ou outros
carboidratos, frequentemente produzem &cidos e gases (BRENNER et al., 2005).

Conforme identificado na microscopia de ambos os indculos (Figura 5.4), 0s
microrganismos Gram-negativos estavam presentes em menores quantidades. Sendo assim,

esta analise foi compativel ao que foi encontrada na biologia molecular (Tabela 5.10), tendo
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que vista que microrganismos Gram-negativos pertencem a familia Enterobacteriaceae, do
filo Proteobacteria cujas abundancias relativas, para ambos os indculos, ndo ultrapassaram
1,76%.

5.3.8.3 Diversidade e riqueza das espécies

A andlise pelo “Illumina MiSeq pirosequenciamento” possibilitou a determinagdo da
comunidade microbiana, como visto na secdo anterior, bem como analisar os indices de
diversidade e riqueza dos consocios | e Il (Tabela 5.11). Esta analise gerou um total de 73878
(comprimento médio = 458,18 + 8,18 pares de bases) e 105377 (comprimento médio = 452,87
+ 8.04 pares de bases) sequéncias bacterianas 16S rDNA com indice de similaridade 97%
para ambas. Estas sequéncias formaram 200 OTUs (Unidades Taxondmicas Operacionais)

para o indculo | e 366 OTUs para o indculo 11.

Tabela 5.11 - Resumo das estimativas de riqueza e diversidade de espécies ao final dos
ensaios (I)-c e (1)-c

Amostras indice Shannon H indice Simpson_1-D Chao-1 Curva de rarefacdo
In6culo | 1,033 0,3054 772 200
In6culo 11 2,025 0,6584 1144 366

O estimador Chao representa a riqueza da comunidade bacteriana, enquanto o indice
de Shannon e indice de Simpson indicam diversidade da comunidade. Quanto maior o indice
de Shannon e o indice Simpson, maior é a diversidade da comunidade e quanto maior o indice
Chao, maior a riqueza desta comunidade (XIE et al., 2016). Os niveis de riqueza bacteriana
também podem ser determinados utilizando curvas de rarefacdo (RATTI et al., 2015a) (Figura
5.16). Uma curva de rarefacdo é feita por repetidas re-amostragens aleatérias do conjunto total
de N individuos ou N amostras, estimando o nimero esperado de espécies em uma amostra de
dentro do ambiente real. Essa curva expressa a riqgueza maxima esperada no ambiente quando

h& a estabilizacdo da curva.
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Figura 5.2 - Curvas de rarefacdo para OTUs dos in6culos I e 11
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Fonte: Elaborada pela autora

Neste trabalho, as curvas de rarefacdo (Figura 5.16) exibiram padrdes semelhantes
para as duas amostras. Ambas as curvas tornaram-se relativamente planas com o aumento do
namero de sequéncias analisadas, que segundo Xie e colaboradores (2016), isto demonstra a
racionalidade e precisdo dos resultados. Além disso, foi possivel observar que o indculo 11
possui riqueza elevada no fenotipo bacteriano, tendo em vista que ele possui, na curva de
rarefacdo, um maior nimero de OTUs, bem como apresentou valores superiores do estimador
Chao que também representam a riqueza do consorcio.

Foi possivel observar pela Tabela 5.11, que os indices de Shannon e Simpson para 0
indculo 1l foram maiores do que os apresentados para o indculo I. Esta diferenca se deve,
provavelmente, a fonte dos inoculos que foram distintas, sendo que, o inoculo 1 foi obtido de
reatores termofilicos e o indculo Il proveniente de reatores mesofilicos. As temperaturas dos
condicionamentos dos microrganismos em seu ambiente inicial sdo consideradas um fator
importante na distingdo das comunidades bacterianas de ambos o0s tipos de reatores
envolvidos (GUO et al., 2014). Guo e colaboradores (2014) estudaram microrganismos
termofilicos e mesofilicos em reatores anaerdbios, separadamente, para a digestdo de sobras
de alimentos como substratos, onde um comparativo foi feito para enfatizar as respostas
microbioldgicas com aumento das taxas de carga organica. Assim, os resultados de
pirosequenciamento revelaram uma dindmica microbiologica distinta em ambos os reatores. A
riqueza de espécies bacterianas no reator mesofilico foi maior do que no reator termofilico, de

acordo com seu estudo. Os processos termofilicos (50-60°C) restringiram um grupo de
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microrganismos que sobreviveram nesta faixa especifica de temperatura, ao contrario do que
ocorre em reatores mesofilicos (30-40°C) onde a comunidade microbiana é mais
diversificada. De acordo com as observacdes feitas no trabalho de Guo e colaboradores
(2014), o ino6culo Il do presente trabalho foi proveniente de reatores mesofilicos e sendo
assim, este apresentou uma comunidade microbiana diversificada, compativel ao que foi
determinada pelos elevados indices Shannon e Simpson, comparados com o indculo 1.
Entretanto, as condicdes termofilicas (inoculo 1) selecionaram espécies geradoras de H,, onde
foram observados os melhores rendimentos e geracdes maximas de H,, conforme descrito a

sequir.
5.3.9 Rendimento da geracéo de H,

O rendimento de H, obtido neste estudo foi calculado a partir da relagéo entre o
Potencial Maximo de Producdo de H; (P), proveniente da equacdo de Gompertz modificada e

glicerol que foi consumido durante a realizacdo dos ensaios (Tabela 5.12).

Tabela 5.12 - Rendimentos de H, (mol de H, mol™ de glicerol) para os ensaios realizados

Ensaio Rendimento (mol H, mol™ glicerol)
Ensaio (I)-a 2,2
Ensaio (1)-b 1,6
Ensaio (1)-c 0,8
Ensaio (11)-a 11
Ensaio (11)-b 0,6
Ensaio (11)-c 0,3

A Tabela 5.13 compara alguns estudos referentes a bioconversdo do glicerol bruto a
H, utilizando-se culturas mistas como fonte de in6culo com resultados obtidos no presente
trabalho.

Mangayil e colaboradores (2015) realizaram estudos estatisticos a fim de se obter
melhores rendimentos para a geragdo de H, a partir da otimizacdo do meio de cultivo, com
glicerol bruto, 1 g L™, por consércio microbiano enriquecido composto principalmente de
espécies de Clostridium. Os autores obtiveram rendimentos de 1,41 mol H, mol™ glicerol.
Este rendimento de H, gerado no trabalho destes pesquisadores foi inferior ao obtido no
Ensaio (1)-b (1,63 mol H, mol™ glicerol), quando se trabalhou com 2,6 g L™ de glicerol (80%

correspondendo ao glicerol bruto e 20% a glicerina). Entretanto, o glicerol bruto obtido por
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Mangayil continha um teor de glicerol de 45%, valor superior ao do presente estudo

(10,41%).
Tabela 5.13 - Estudo comparativo da bioconversdo do glicerol bruto a H,
. Condicdes experimentais -
Substrato Indculo (‘?Il_ce:rol Met_abo_lltos Rendimento Ref.
inicial Temp. finais
o pH Reator em
S
Lodo ativado
) ) ) OICi Acido
Glicerol industrial (c_onso.rmo o
da Finlandia (45% gr‘l'ﬁr?m’&g LogLt 10 65  Batelada 2?:;';'0(3 141molH,  MANGAYIL
glicerol, 30% cor?tendo 09 ' scido mol™ glicerol etal. 2015
metanol, pH 12) S P
principalmente butirico
Clostridium)
Glicerol industrial  \-0do ativado da Acido
R 0 estacdo de acético,
da F|_nland|a (45% tratamento de 1049 L? 40 6,5 Batelada etanol e 1‘191 mc_JI H MANGAYIL
glicerol, 30% 4qua da Acido mol™ glicerol etal., 2012
metanol, pH 12) 1gua da P
Finlandia butirico
Glicerol bruto da Lodo (cultura
producdo de mista) do 15,0 Etanol 0,96 mol H, VARRONE et
biodiesel nosulda tratamento de gL? 37 79 Batelada (BgLY mol™ glicerol al., 2012
Italia (90% glicerol)  &gua da China
Oriundo da Solo organico
x (culturas
produgdo de .
Lo - mistas),
biodiesel a partir de coletado de uma 0,65 mol
; 0 )
Oleo vegetal (61,6% fazenda 70gL* 30 55  Batlada 13PDmor O/3MolH: - LlUetal,
metanol, 26,5% - P mol™ glicerol 2013
. organica glicerol
glicerol, 5,8% r6XimMo A
KOH, 6,1% proxi
- Universidade de
biodiesel) C -
onnecticut
1,3-
Lodo de propanodiol,
Glicerol bruto digestor acido
oriundo da anaerobio 4 butirico, 0,41 mol H, SEIFERT et
producéo do obtido a partir 10gL 37 6.0 Batelada acido mol* glicerol al., 2009
biodiesel de residuos de acético,
solidos urbanos acido latico
e etanol
Bioproduto da
transesterificacdo do
Oleo de soja para a
produgdo de . 0,59 mol
biodiesel, Culturas mistas 5, () 1 30 62  Batlada 13PDmor 3L MolHz  SELEMBOet
L (6leo de trigo) T mol™ glicerol al. 2009
Pensilvania, Estados glicerol
Unidos (1300 mg L
1DQO, 69,5%
glicerol)
Glicerol bruto Lodo granula 30gL?
advindo 6leos termofilico (100% 8130 0,80 mol H Presente
e UASB tratando X 37 55 Batelada mg L™ e
residuais p glicerol mol™ glicerol estudo
o residuo de etanol
domeésticos - bruto)
vinhaca.

No trabalho de Mangayil e colaboradores (2012) foram utilizados consorcios

bacterianos provenientes de lodos ativados de estacdo de tratamento de &guas residuais da

Finlandia, onde esse indculo foi incubado em meio nutricional contendo 1 g L™ de glicerol
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bruto, proveniente de plantas de producédo e biodiesel, a 40°C, pH 6,5. O rendimento obtido
foi de 1,10 mol H, mol™glicerol. Este resultado foi proximo ao Ensaio (I)-c (100% glicerol
bruto) com rendimento de 0,8 mol H, mol™glicerol e Ensaio (I1)-a (50% glicerol bruto e 50%
de glicerina) com rendimento de 1,10 mol H, mol™glicerol (Tabela 5.12).

O estudo desenvolvido por Varrone et al., (2012) consistiu em ensaios com culturas
mistas e condicBes nutricionais otimizadas com glicerol bruto (15 g L™) oriundo da produgéo
de biodiesel simultaneamente para producfes maximas de hidrogénio e etanol fazendo o uso
de ferramentas estatisticas. Os autores obtiveram, sem a presenca de elementos traco,
conversdo de 97,7% do glicerol bruto com rendimentos de 0,96 mol H, mol™ glicerol gerando
como subproduto principal 8 g L™ de etanol. Este trabalho se assemelha ao desenvolvido no
presente estudo. O rendimento da producdo de H, de Varrone e colaboradores se aproximou
ao Ensaio (1)-c, 100% de glicerol bruto, (0,83 mol H, mol™ glicerol), onde, no presente
estudo, foi testada concentracéo inicial de glicerol bruto de 3,0 g L™, com consumos de
56,2%:; valores bem inferiores aos de Varrone (15 g L™ de glicerol bruto inicial e consumos
de 97,7%). Isto demonstrou que o indculo (1) apresentou grande potencialidade para a geracédo
de H, frente a bioconversdo do glicerol bruto a concentragédo reduzida.

Liu e colaboradores (2013) estudaram a bioconversdo do glicerol bruto, oriundo da
producdo de biodiesel, em H, e 1,3-propanodiol utilizando solo orgédnico como indculo
(cultura mista). O glicerol bruto foi separado em 4 fases de purificacdo sendo que todas estas
foram estudadas a fim de se obter melhores producdes de H, concomitantes as melhores
geracOes de 1,3-propanodiol (1,3PD), variando-se as concentracdes de glicerol brutoem 3,5 e
7 g L™. A fase do glicerol mais purificada (quando se retirou KOH, metanol e biodiesel) foi a
que apresentou melhores rendimentos de H, (0,75 mol Hz mol™ glicerol) e 1,3PD (0,65 mol
1,3-propanodiol mol™ glicerol) quando a concentragdo de glicerol foi de 7 g L™ Tais
resultados foram inferiores aos obtidos neste presente estudo. O Ensaio (I)-c, com
concentracéo inicial de 3,0 g glicerol bruto L™ apresentou um rendimento de geracéo de H, de
0,83 mol H, mol™glicerol, valor superior ao apresentado por Liu e colaboradores.

Seifert e colaboradores (2009) estudaram a geracdo de hidrogénio a partir de glicerol
bruto oriundo da producdo de biodiesel para processos fermentativos operados em reatores do
tipo batelada. Assim, de acordo com seu estudo, foi possivel analisar a influéncia da
concentracdo de glicerol, nitrogénio e inoculo na geracdo de hidrogénio. Foram adicionadas
concentracdes crescentes de glicerol de 5,0 a 30,0 g L™ nos ensaios e os autores concluiram
que a concentracéo inicial de glicerol ndo foi o fator limitante na producdo de hidrogénio.

Assim, foi definida uma concentracdo para a geracdo méaxima de hidrogénio de 10,0 g L™ A
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concentracdo da biomassa, expressa em g L™ de STV (Sélidos Totais Volateis), variou de 1,2
e 11,6 g L™, o que apresentou ser o fator importante para a geracdo de hidrogénio. Em
concentracdes mais elevadas foi observada queda brusca do biogas gerado. Este efeito foi
correlacionado a volumes mais elevados de indculo que continham mais carbono e, portanto,
responsavel pela produgdo de biomassa a custa do hidrogénio. Os resultados quanto a relagéo
Carbono/Nitrogénio demonstraram que este valor ndo esteve correlacionado com a producao
de hidrogénio gerado porque variando esta relacdo, o rendimento especifico de hidrogénio
apresentou alteracdo reduzida. O melhor rendimento na condi¢do otimizada foi de 0,41 mol
H, mol™ glicerol e inferior ao presente estudo (Tabela 5.13 Ensaio (1)-c).

Selembo e colaboradores (2009) examinaram a converséo de glicerol bruto, durante a
fermentacao anaerdbia a H, e 1,3-propanodiol, com a utilizacdo de culturas mistas como fonte
de inéculo. Foram obtidos rendimentos de 0,31 mol H, mol™glicerol para concentracéo de
entrada de 3,0 g L™ de glicerol. Todos os rendimentos obtidos no presente trabalho superaram
os rendimentos do trabalho de Selembo. O Ensaio (I1)-c (100% glicerol bruto) foi trabalhado
sob condicBes muito proximas ao estudo de Selembo (3,0 g L™ de glicerol bruto), sendo
obtido um rendimento de 0,8 mol H, mol™ glicerol, superior ao do trabalho de Selembo. Isto
demonstra que o presente estudo foi desenvolvido com sucesso quanto a obtencdo de um
inéculo capaz de atingir eficiéncias de geragdo de Ho.

5.4 Ensaios de geracdo de H; para a cultura pura

Foi realizado um ensaio em duplicata para a cultura pura Enterobacter sp. isolada de
trabalhos anteriores. As analises realizadas durante a operacdo dos ensaios estdo descritas a

sequir.

5.4.1 Analise do crescimento celular

Esta analise foi realizada somente com base na absorbéancia a 600 nm ao longo dos
ensaios. Os resultados dos Solidos Totais Volateis (STV) para esta cultura ndo foram
representativos e, por conseguinte, eles ndo foram indicados para esta analise. O crescimento
celular foi estabilizado em torno de 28 horas de experimento (Figura 5.17). Nesse periodo foi

verificada a fase exponencial do crescimento com subsequente consumo de nutrientes.



123

Figura 5.17 - Variagéo temporal do crescimento bacteriano no ensaio de producéo de H, para
cultura pura (100% glicerol bruto)
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Fonte: Elaborada pela autora

5.4.2 Consumo do glicerol no ensaio de producéo de H,

Pelo fato de haver o consumo de glicerol ao longo do experimento (Figura 5.18), foi

possivel dizer que a cultura pura conseguiu se adaptar ao meio de cultivo.

Figura 5.18 - Concentracéo de glicerol ao longo do tempo para a cultura pura
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Fonte: Elaborada pela autora

A Tabela 5.14 indica a concentracdo inicial e final de glicerol livre no ensaio

envolvendo a cultura Enterobacter sp. bem como a porcentagem de consumo.
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Tabela 5.14 - Concentracédo de glicerol livre durante operagdo do reator anaerobio para a
cultura pura

Ensaio Inicio da operagéo Final da operacao Glicerol
(mg glicerol mL™) consumido (%)
Ensaio cultura pura 3,66x0,00 0,44+0,01 88,0

Uma porcentagem elevada de glicerol bruto foi consumida ao longo do experimento.
Porém, o seu consumo néo foi completo e nem tao rapido, como reportado no trabalho de Ito
de colaboradores (2005) no qual foi testada a cultura pura Enterobacter aerogenes. Para a
montagem dos reatores em batelada do presente estudo, a concentracdo inicial de glicerol
bruto foi maior, 3,66 g L™, do que a utilizada no trabalho de Ito e colaboradores (2005), 1,7 g
L*. Assim, quanto maior a carga de entrada do glicerol bruto, mais contaminantes ele carrega
consigo deixando o meio saturado de impurezas, sendo uma dificuldade para a atividade
microbioldgica, justificando deste modo o consumo do substrato ter sido incompleto e

ocorrendo num tempo maior do que foi reportado pela literatura.
5.4.3 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

O valor de DQO durante o inicio e final da operacdo ndo alteraram significativamente
(Tabela 5.15). A mesma justificativa apresentada na sec¢do 5.3.3, para a manutencao da DQO,
se enquadra para este caso do ensaio com a cultura pura, onde houve uma transformacéo do

substrato a metabolitos secundarios ndo havendo a geracao de metano.

Tabela 5.15 - Valor de DQO do ensaio de producédo de H, para a cultura pura

Ensaio Inicio da operagéo (g L™) Final da operacdo (g L™)
Ensaio cultura pura 45,6 + 1,80 42,6 + 0,18

5.4.4 Producdo de hidrogénio

A tabela 5.16 abaixo representa a producdo maxima de hidrogénio ao longo do ensaio.

Tabela 5.16 - Dado experimental do tempo de operacdo do ensaio e produgdo maxima de H,

Tempo de operacéo Produgdo méaxima de H,
(horas) (mmol H, L™
Ensaio cultura pura 54,8 4,57 + 0,09

Ensaio
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A figura 5.19 ilustra o perfil do ensaio envolvendo a cultura pura Enterobacter sp. na

presenca de 100% de glicerol bruto pré-tratado.

Figura 5.19 - Produgdo de H, (mmol H, L™) em func&o do tempo do ensaio (h) para a cultura
pura
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Fonte: Elaborada pela autora

A producdo méxima de hidrogénio atingida foi de 4,57 mmol H, L™ ao longo de 54,8
horas de experimento. Vale ressaltar que a montagem deste ensaio com a cultura pura foi
realizada sob a condicdo de um meio de cultivo contendo 100% de glicerol bruto pré-tratado.
Em comparacdo com os ensaios (I)-c e (Il)-c envolvendo os consorcios de bactérias na
presenca de 100% de glicerol bruto, o ensaio contendo a cultura pura ocorreu num tempo
menor, de 54,8 horas de experimento até ser atingida a producdo maxima de hidrogénio,
comparando-se com 90 horas para o ensaio (I)-c e 84 horas para o ensaio (I1)-c. Por se tratar
de cultura pura, vale dizer que sO esta especie estava presente no ensaio, 0 que justifica o
consumo do substrato elevado e de forma mais rapida do que os ensaios envolvendo as
culturas mistas trabalhadas.

Comparando-se este ensaio de geracdo de hidrogénio envolvendo a cultura pura com
0s ensaios anteriormente realizados para os consércios bacterianos 1 (14,84 mmol H, L) e 11
(11,36 mmol H, L™), observou-se que pouco hidrogénio foi formado na presenca da
Enterobacter sp. (4,57 mmol H, L™). Uma possivel justificativa para este fato se refere a

sensibilidade da cultura pura frente aos contaminantes presentes no meio liquido oriundos do
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glicerol bruto, como o metanol e sabdes, por exemplo, que puderam ter sido toxicos o
suficiente para prejudicar o metabolismo desta espécie impedindo que grande quantidade de

biogas fosse formada.

5.4.5 Cinética da producdo de hidrogénio

Foi utilizada a equagdo Gompertz modificada para fim de ajustes dos dados
experimentais (Figura 5.20 e Tabela 5.17)

Figura 5.20 - Comportamento da geragdo de H, através da fungdo Gompertz modificada no
ensaio envolvendo a cultura pura
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Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 5.17 - Potencial de Producéao de H, (P), Taxa M&xima de Producéo de H, (Rm), Fase Lag (1),
limites inferior e superior que o0 modelo calculou e R? obtidos pela equacdo de Gompertz modificada

R A A
Ensaio cultura pura P (mmol) 4,527 4,054 5,000
(100% glicerol bruto Rm (mmol h'l) 0,542 0,194 0,890 0,991
pré-tratado) % (h) 21,180 17,890 24,467

O valor encontrado para o coeficiente de correlagdo, R? durante o modelamento
estatistico (Tabela 5.17) foi superior a 0,98. Isto sugere que a equacdo de Gompertz
modificada foi capaz de descrever a evolucdo da producdo de hidrogénio satisfatoriamente,
além do que valores de R? superiores a 0,9 indicam exatiddo e precis&o nas medicgdes ao longo
dos ensaios (VARRONE et al., 2013; SIVAGURUNATHAN et al., 2016).

Reungsang e colaboradores (2013) trabalharam com um glicerol bruto, oriundo de

uma planta de producdo de biodiesel a partir de dleo de fritura usado, para a geracdo
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simultanea de hidrogénio e etanol utilizando a cultura pura Enterobacter aerogenes, espécie
conhecida na literatura por possuir habilidade de producdo de H, a partir de glicerol bruto.
Foram utilizadas para o trabalho de Reungsang, ferramentas estatisticas a fim de se otimizar
as condicBes de cultivo para a maxima geracdo de ambos os compostos. Assim, foi
encontrada a seguinte condicdo: 1,0 g L™ de extrato de levedura, 37 g L™ de glicerol bruto,
pH inicial de 8,14 e temperatura de 37°C, obtendo-se uma maxima geracdo simultanea de
0,24 mmol H, L™ h™* e 120 mmol L™ para etanol.

De acordo com o presente trabalho, foi encontrado um valor de 0,542 mmol H, L™ h
para a taxa méxima de producdo de hidrogénio. Este valor foi superior ao apresentado pelo
estudo de Reungsang e colaboradores (2013) (0,24 mmol H, L™ h™), tendo em vista que os
autores aplicaram concentracdes elevadas de glicerol bruto (37 g L™), quando comparado ao
presente estudo, com concentracdes mais reduzidas (3,66 g L™ de glicerol bruto) e assim foi
possivel obter taxa mais elevada de geracdo do biogés, j& que menos impurezas Sdo
encontradas para concentracOes reduzidas de glicerol bruto.

5.4.6 Compostos organicos do meio liquido

Anélises foram feitas de acompanhamento do pH do meio liquido ao longo do ensaio
contendo a cultura pura, bem como a geracdo de compostos organicos volateis (Figura 5.21).
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Figura 5.21 - (a) Variacao temporal de pH e (b) Producao acumulada de compostos organicos
no meio liquido para o Ensaio com cultura pura (100% glicerol bruto)
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Foi possivel observar que houve redugédo do pH do meio & medida em que &cidos eram
formados, como por exemplo, o &cido acético, onde sua concentracdo foi aumentando ao
longo do experimento (Figura 5.21b).

O meio de cultivo passou por processo de esterilizacdo onde ocorreu reducdo da
concentra¢do de metanol do meio liquido referente ao inicio do ensaio em comparacdo aos
ensaios realizados para os consarcios de bactérias (1) e (I11) nas mesmas condic¢des de 100% de
glicerol bruto pré-tratado (Tabela 5.18). O metanol evapora a 65°C e para um processo de
esterilizacdo em autoclave por 15 minutos a 121°C ja é capaz de remover uma quantidade
significativa de metanol do glicerol bruto (SARMA et al., 2012).

Tabela 5.18 - Concentracdo de metanol no meio liquido para o ensaio da cultura e os dois
ensaios envolvendo o consorcio de bactérias (1) e (1) na condicdo de 100% de glicerol bruto

Concentracao de Metanol inicial

Ensaio
(mg L)
Ensaio Cultura Pura 1206
Ensaio (I)-c 1476
Ensaio (11)-c 1476

No trabalho de Sarma e colaboradores (2013 c), foi investigado o efeito de
contaminantes presentes no glicerol bruto como o sabdo e o metanol, durante a geracdo de
hidrogénio e consumo do substrato envolvendo a cultura pura Enterobacter aerogenes NRRL
B-407. Foi observado que a producdo cumulativa de gas hidrogénio diminuiu conforme a
concentracdo de glicerol bruto e o teor de metanol presente aumentavam. Segundo Sarma e
colaboradores (2013 c), foi possivel inferir que metanol no glicerol bruto ocasionou um forte
efeito negativo para a produgdo de hidrogénio com cultura pura E. aerogenes, onde as
producdes para os testes realizados ndo ultrapassaram 2,00 mmol H, L™ Ao longo do
experimento foi observado que para uma concentragdo de metanol por volta de 2 g L™, um
consumo maximo de 70% de glicerol bruto foi detectado. Segundo Sarma e colaboradores
(2013 c), certas concentracBes de alcool, como o metanol, podem melhorar a permeabilidade
celular e provavelmente ter melhorado assim a taxa de utilizag@o do glicerol podendo ser uma
razdo para esta resposta de utilizacao frente a determinadas concentracGes de metanol.

Seguindo esta mesma linha de raciocinio, no presente estudo, foi encontrada uma
producéo de hidrogénio reduzida (4,57 mmol H, L™) ao mesmo tempo em que foi mensurado
consumo elevado de glicerol bruto (88%). Pode-se atribuir estes dados experimentais as
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respostas geradas pela presenca de metanol no meio liquido proveniente do glicerol bruto.
Assim, para esta concentracdo de 1,2 g L™ de metanol, um forte efeito negativo para a geracio
de hidrogénio foi detectado, porém, um elevado consumo do substrato foi encontrado devido

ao aumento da permeabilidade celular que melhorou a taxa de utilizacdo do glicerol bruto.

5.4.7 Determinagao de 1,3- propanodiol

A tabela 5.19 indica a relacdo entre as concentracBes de 1,3-propanodiol com as
porcentagens de glicerol consumido e as producdes maximas de hidrogénio registradas ao
longo do ensaio para a cultura pura e para os ensaios envolvendo os consorcios de bactérias
sob as mesmas condi¢fes de 100% de glicerol bruto pré-tratado a fim de se fazer um

comparativo entre os trés ensaios.

Tabela 5.19 - Relagéo da geracéo de 1,3-propapodiol com a porcentagem de glicerol
consumido e as produgdes maximas de H, para a cultura pura e para os ensaios (I)-c e (I1)-c

Concentracéo de Producéo
Ensaio 1,3-propanodiol ao final da Glicerol maxima de H,
. 1 consumido (%) N
operacdo (mg L™) (mmol L)
Ensaio cultura pura 1,46+0,23 88,0 4,53
Ensaio (I)-c 0,01+0,00 56,2 15,137
Ensaio (11)-c 0,78+0,14 91,0 10,408

Foi possivel observar que houve uma maior geracdo de 1,3-propanodiol para a cultura
pura (1,46 mg L™) em comparagdo com os ensaios realizados envolvendo os consércios de
bactérias (I) e (1) (0,01 e 0,78 mg L™, respectivamente) sob as mesmas condicdes de
operacdo e montagem dos ensaios (Tabela 5.19). Assim, conforme ja discutido na se¢do 5.3.7,
existem duas rotas envolvendo o processo fermentativo do glicerol bruto, a via redutiva e a
via oxidativa. A molécula 1,3-propanodiol é obtida por meio da rota redutiva e para cada mol
deste composto gerado, um mol de gas hidrogénio é consumido quando essas duas rotas
coexistem (SARMA et al., 2012). Sendo assim, a rota preferencial dos ensaios envolvendo a
cultura pura foi a rota redutiva, ja que uma concentracdo mais elevada de 1,3-propanodiol foi
gerado em virtude da concentracdo reduzida de gas hidrogénio produzida.

Além disso, uma grande porcentagem de glicerol bruto foi consumida (88%) ao longo
do ensaio envolvendo a cultura pura, permanecendo pouco glicerol livre no meio liquido.

Conforme Drozdzynska e colaboradores (2011), um composto intermediario da rota de
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producéo do 1,3-propanodiol é considerado inibitorio a sua geracdo quando é excretado pela
bactéria na presenca de um meio com concentracdo elevada de glicerol. Como havia uma
concentracdo baixa de glicerol livre no meio liquido tendo em vista que uma grande parte foi
consumida pela cultura pura, isso fez com que o composto intermediario ndo inibisse a

geracdo do 1,3-propanodiol.

5.4.8 Rendimento da geracéo de H;

O rendimento de H, obtido neste estudo foi calculado a partir da relagdo entre o
Potencial Maximo de Producéo de H; (P), proveniente da equacdo de Gompertz modificada e

a concentracdo de glicerol que foi consumido ao longo dos ensaios (Tabela 5.20).

Tabela 5.20 - Rendimento da producéo de H, (mol de H, mol™ de glicerol) para o ensaio
envolvendo a cultura pura na condi¢éo de 100% de glicerol bruto pré-tratado

Rendimento

Ensai .
salo (mol H, mol™ glicerol)

Ensaio cultura
pura

0,13

A Tabela 5.21 compara alguns estudos referentes a bioconversédo do glicerol bruto a

H, utilizando-se a cultura pura Enterobacter sp. com o presente trabalho.
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Tabela 5.21 - Estudo comparativo da bioconversdo do glicerol bruto a H,

Condicdes experimentais

Substrato In6culo C?Il_ce:rol Met_abqlltos Rendimento Ref.
inicial Temp. finais
. pH Reator em
()
Glicerol bruto
oriundo da 0,79 mol
producéo de uma Enterobacter 185¢gL? 37 6,8 Batelada etanol mol™ 08|41 rT1I9I H2| JITRIWZ%T:? et
planta de produgéo aerogenes glicerol mot - glicero al.,
de biodiesel
Glicerol bruto
oriundo da
producéo do 0,88 mol
biodiesel a partir de Enterobacter 99gL? 30 6,0 Batelada etanol mol™ 0‘7_71 mol H, SAKAI etal.,
. - aerogenes - mol™ glicerol 2007
6leo alimentar (45% glicerol
glicerol; 15%
metanol; pH 10,1)
Bioproduto da
transesterificacdo do
6leo de fritura usado
para a produgéo de 0,83 mol
biodiesel . E;gg%iif:r ?éll’_z.l 37 8,14 Batelada etanol mol* n(w]ollzl B]?(I:et'él Ri?gezsoﬁgl\l G
(441,3gL" glicerol '
glicerol; 230 g L*
metanol;
10 g L NaCl)
Acido
Glicerol bruto 366gL" acético,
advaO o_Ieos Enterobacter sp. (1_00% 37 7.0 Batelada e,tapol, 0’1?’1 m(_)l H, Presente
residuais glicerol acido mol™ glicerol estudo
domeésticos bruto) propibnico,
propanol

Jitrwung e colaboradores (2013) realizaram um estudo para a otimizagdo da
concentracdo de sais presentes no meio de cultivo, KH,PO,, MgS0O,.7H,0, CaCl,.2H,0 e
Na,EDTA, a fim de se melhorar a producdo de biohidrogénio do processo fermentativo do
glicerol bruto, oriundo de uma planta de producdo de biodiesel, envolvendo a cultura pura
Enterobacter aerogenes ATCC 35029. Segundo este pesquisador, a presenca destes sais
ocasionou uma melhora significativa da geracdo de hidrogénio, além de ser reduzida a fase
lag dos experimentos. Assim, como no presente estudo ndo foi utilizado nenhum sal adicional
ao meio de cultivo, o rendimento obtido foi inferior ao do trabalho de Jitrwung. Porém, a
utilizacdo de componentes adicionais ao meio gera um encarecimento maior do que o método
que foi utilizado no presente estudo com experimentos mais robustos e econémicos.

Sakai e colaboradores (2007) desenvolveram a geracdo simultanea de hidrogénio e
etanol a partir do glicerol bruto, proveniente da producgéo de biodiesel, utilizando a cultura
pura Enterobacter aerogenes NBRC12010 para este processo fermentativo em celulas
bioeletroquimicas. O estudo da melhor condicdo para que se tivesse a produgdo méaxima e
simultanea de hidrogénio e etanol consistiu num valor de pH 6,0 para 0os experimentos
realizados em batelada nos reatores eletroquimicos. Segundo Sakai e colaboradores, o sistema
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bioeletroquimico converteu de forma eficaz os residuos de glicerol a hidrogénio, etanol além
de gerar eletricidade. Foi possivel observar, por meio do rendimento obtido, que este tipo de
sistema para a cultura pura conseguiu gerar de forma eficiente o biogas de interesse. Devido
ao sistema mais robusto do presente trabalho, o rendimento alcancado foi inferior ao do
estudo de Sakai, porém foi compativel com a metodologia utilizada para a realizacdo deste
presente estudo.

Na pesquisa desenvolvida por Reungsang e colaboradores (2013) foi estudada a
capacidade da producdo simultanea de hidrogénio e etanol a partir de glicerol bruto oriundo a
producdo de biodiesel a partir de Oleo de fritura usado, envolvendo a cultura pura
Enterobacter aerogenes KKU-S1. Por meio de ferramentas estatisticas foi possivel otimizar
0S ensaios para a geracdo maxima simultanea de H, e etanol. Com isso, o rendimento obtido
foi de 0,12 mol H, mol™ glicerol, valor préximo ao do presente estudo, sendo que para este
Gltimo, foi utilizada uma concentracdo menor de glicerol (3,66 g L™) sob uma condigdo mais
robusta proporcionando um resultado satisfatoério quando comparado ao trabalho de

Reungsang encontrado na literatura.
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6 CONCLUSOES

O glicerol bruto testado contém impurezas, que foram demonstradas durante a sua
caracterizacdo. Isto indica que o glicerol da planta piloto do Ibiotec possui grande parte de
catalisador e reagentes acumulados, onde nem todos os componentes participaram de forma
efetiva da reacdo de transesterificacdo, além do que esta quantidade de impurezas mostrou-se
um grande desafio para a sua utilizacdo como substrato durante a fermentacéo.

O pré-tratamento do glicerol bruto, que foi conduzido da forma mais simples e mais
rovusta possivel, foi eficiente para o processo de geragdo de H,, separando as principais
impurezas que poderiam ser nocivas a biomassa, como sabdes e gorduras.

A realizacdo do pré-tratamento dos inoculos foram eficentes, j& que ndo foram
detectadas as geracdes de metano, implicando diretamente na eliminacdo das arquéias
metanogénicas por meio do processo de pré-tratamento a quente. Assim foram obtidos com
sucesso 0s consorcios de bactérias anaerdbias produtoras de hidrogénio.

Os resultados obtidos de rendimentos de geracdo de H, mais reduzidos nos ensaios
com indculo (1) e geracdes mais elevadas de acido acético, podem estar relacionados a
presenca de bactérias homoacetogénicas que consomem H, para gerar mais acido acético.
Além disso, as elevadas geracGes de etanol nesses ensaios demonstraram que o H, pode ter
sido requerido pelas moléculas de acido acético geradas para formar etanol, numa reacao
termodinamicamente favoravel.

A caracterizacdo filognética dos consorcios (1) e (Il) possibilitou determinar a
abundancia relativa de cada Filo para as bactérias presentes nos consércios. Assim, esses
resultados foram condizentes com as analises posteriormente realizadas, onde para cada
género de bactéria identificada, suas caracteriticas tanto morfoldgicas quanto fisioldgicas
foram compativeis ao que foi observado nos ensaios.

Os consorcios bacterianos se mostraram eficientes quanto a bioconverséo do glicerol
bruto pre-tratado a H,, gerando resultados de rendimentos equivalentes e até superiores aos
encontrados na literatura.

Quanto ao uso da cultura pura na operacdo dos reatores anaerobios em batelada na
presenca de 100% de glicerol bruto, este tipo de microrganismo se mostrou sensivel a
presenca dos contamintantes encontrados no susbtrato. Sendo assim, isso refletiu diretamente
na geracao de hidrogénio e no rendimento deste biogés produzido.

De uma maneira geral foi demonstrado a posibilidade da manutencdo da producdo de

biodiesel de uma forma sustentavel, onde o grande co-produto gerado desse processo, 0O
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glicerol bruto, foi usado com eficiéncia por microrganismos que fizeram o seu consumo ao

mesmo tempo em que energia limpa foi gerada, sendo no referido caso, o hidrogénio.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Trabalhar com escalas maiores de reatores anaerébios em batelada, visando um
aumento da concentracdo do glicerol bruto nos ensaios de geragdo de hidrogénio, bem como

avaliar o comportamento dos consorcios frente a uma concentracdo maior de residuos.
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Tabela A.1 - Medidas de absorbancia e massa seca de duplicata de reatores anaerébios operados com
20 g L™ glicerol bruto pré-tratado com o indculo (1).

ABS (600 nm)

R1
0,172
0,358
0,566
0,712
0,801
0,928

R2
0,188
0,388
0,596
0,744
0,828
0912

MEDIA

0,180
0,373
0,581
0,728
0,815
0,920

R1 e R2 — Duplicatas dos reatores
ST- solidos totais = (P1-P0)/0,01, onde PO é o peso da capsula calcinada, P1 é o peso da capsula com 10 mL de
amostra deixada em estufa.
SFT — s6lidos fixos totais = (P2-P0)/0,01, onde P2 é o peso da capsula contendo a amostra calcinada.
STV - solidos totais volateis = (ST-STF)

MASSA SECA (S6lidos Totais Volateis — g STV L™Y)

R1 R2 MEDIA
ST SFT STV ST SFT STV STV

0,01396 0,00196 0,01200 0,01384  0,00187 0,01197 0,01199
0,01485 0,00200 0,01285  0,01492  0,00203 0,01289 0,01287
0,01586 0,00203 0,01383  0,01579  0,00206 0,01373 0,01378
0,01663 0,00216 0,01447  0,01674  0,00218 0,01456 0,01452
0,01706 0,00220 0,01486  0,01710  0,00222 0,01488 0,01487
0,01833 0,00299 0,01534  0,01847  0,00297 0,01550 0,01542

Figura A.1 — Obtenc¢do da equacdo que relaciona absorbéncia e sélidos totais volateis para reatores anaerébios
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Tabela A.2 - Medidas de absorbancia e massa seca de duplicata de reatores anaerdébios operados com
20 g L glicerol bruto pré-tratado com o indculo (11).

MASSA SECA (Sélidos Totais Volateis —g STV L ™)

ABS (600 nm) ,

-~ = VEDIA R1 R2 MEDIA
0242 0231 0237 0 081237 0 Enggs 0 ?3222 001442 0 §§1T93 0 3229 0 3226
0,428 0,430 0,429 0,01488 0,00202 0,01286  0,01492  0,00204 0,01288  0,01287
0,593 0602 0,598 001522 0,00208 001314 001521 000210 001311  0,01313
0,627 0,631 0,629 0,01530 0,00211 0,01319  0,01527  0,00213 0,01314  0,01317
0,784 0,771 0,778 0,01558  0,00217 0,01341  0,01562  0,00218 0,01344  0,01343
0,916 0,897 0,907 0,01570  0,00224 0,01346  0,01579  0,00224 0,01355  0,01351

R1 e R2 — Duplicatas dos reatores
ST- solidos totais = (P1-P0)/0,01, onde PO é o peso da capsula calcinada, P1 é o peso da capsula com 10 mL de
amostra deixada em estufa.
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SFT - sélidos fixos totais = (P2-P0)/0,01, onde P2 é o peso da capsula contendo a amostra calcinada.

STV - solidos totais volateis = (ST-STF)

Figura A.2 — Obtencdo da equacdo que relaciona absorbancia e sélidos totais volateis para reatores anaerébios
operados com o consorcio (I1).

ANEXO B- Obtencéo da curva de hidrogénio

Temperatura ambiente = 294,00 K
Pressdo ambiente = 703,30 mmHg

Constante dos gases = 62,36

PV =nRT

ABS (600nm)
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Tabela B.1 — Volumes de H, injetados e area cromatografica obtida para curva de calibragdo de

medidas de H, em cromatédgrafo gasoso.

Volume de H, Area cromatografica Média da &rea N° de mols de
(uL) R1 R2 R3 cromatografica H,
20 21147259 23192256 18424976 20921497,0 7,6717E-07
40 46609777 52470742 45198231 48092916,7 1,53434E-06
60 81520104 81200932 88312599 83677878,3 2,30151E-06
80 131014402 116082747 115565608 120887585,7 3,06868E-06
100 149945777 150599854 150984684 150510105,0 3,83585E-06
200 316145532 322544444 315596179 318095385,0 7,6717E-06
300 464452634 473236709 469507264 469065535,7 1,15075E-05
400 611501192 618321577 614659557 614827442,0 1,53434E-05
500 760321810 807922739 764737773 777660774,0 1,91792E-05

R1, R2 e R3 - Triplicata das areas cromatograficas



Figura B.1 — Obtencdo da equagao que relaciona n° de mols de H, com &rea cromatografica.
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ANEXO C- Determinacao de acidos e alcoois

Tabela C.1 — Equacdes das curvas de calibracéo e R?
y = fator de resposta
X = concentracdo (mg L™)
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Equacdes das curvas de calibracdo (média entre as

2
Acido e alcoois areas das triplicatas) R
Curva baixa Curva alta Curvabaixa Curva alta

Metanol y=2506*x - 6399 y=3535*x - 230319 0,992 0,992
Etanol y=9186*x - 16774 y=12700*x - 934693 0,995 0,981
Acido acético y=230*x - 2455 y=288*x - 26548 0,971 0,958
Isobutanol y=53964*x +35171 y=73949*x - 6000000 0,985 0,965
n-butanol y=40171*x + 11793 y=68935*x - 7000000 0,987 0,959

Acido propiénico y=1341*x - 30418 0,999
Acido isobutirico y=4481*x - 41925 y=7926*x - 499104 0,993 0,988
Acido butirico y=3151*x - 34828 y=6498*x - 446851 0,972 0,988
Acido isovalérico y=9073*x - 85443 y=19425*x - 2000000 0,981 0,979
Acido valérico y=7618*x - 70730 y=14171*x - 632725 0,976 0,969
Acido caproico y=18016*x - 113133 y=26822*x - 541770 0,975 0,997

Propanol y=24849*x - 117926 0,9478

Fator de resposta = &rea do acido/area padrdo interno
Padrdo interno para alcoois = 1-butanol, 1-propanol, etanol, metanol.

Padrdo interno para acidos = acido acético, butirico, caproico, crotbnico, isobutirico, isovalérico,

propidnico, valérico.
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ANEXO D- Obtencéo da curva de calibracdo para DQO

Tabela D.1 — Medidas de absorbancia e concentragdo (mg L™) para a anélise da curva de
calibracdo de DQO, realizados em duplicata.

Corzg;e;t[i%oes Ab(séozr(l):)rz]ipnc)las Média das absorbéancias
50 0,012 0,005 0,0085
150 0,022 0,025 0,0235
400 0,08 0,08 0,08
600 0,135 0,135 0,135
800 0,208 0,181 0,1945

Figura D.1 — Obtenc¢do da curva de calibracdo de DQO.
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