UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE TECNOLOGIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Eduarda Holz Bracher

DIGESTAO ANAERQBIA DE GLICEROL RESIDUAL VISANDO A
PRODUCAO DE HIDROGENIO E ENERGIA

Santa Maria, RS
2017



Eduarda Holz Bréacher

DIGESTAO ANAEROBIA DE GLICEROL RESIDUAL VISANDO A PRODUCAO
DE HIDROGENIO E ENERGIA

Dissertacdo apresentada ao curso de Po6s-Graduacao
em Engenharia Quimica, da Universidade Federal de
Santa Maria — UFSM, Area de concentracio
Desenvolvimento de  Processos Industriais e
Ambientais, como requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Engenharia Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Ronaldo Hoffmann
Co-orientador: Prof. Dr. Fabricio Butierres Santana

Santa Maria, RS
2017



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Geracgao Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Bracher, Eduarda

DIGESTAC ANAEROBIA DE GLICEROL RESIDUAL VISANDO A
PRODUCAO DE HIDROGENIO E ENERGIZ / Eduarda Bracher.-
2017.

92 p.; 30 cm

Orientador: Ronaldo Hoffmann

Coorientador: Fabricio Santana

Dissertacdo (mestrado) = Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Tecnologia, Programa de Pés-Graduagdo em
Engenharia Quimica, RS, 2017

1. Célula combustivel micrecbiana 2. Digestdo anaerdbia
3. Glicerol residual 4. Producdo de energia 5. Remogdo
matéria orgdnica I. Hoffmann, Ronaldo II. Santana,
Fabricio III. Titulo.

© 2017

Todos os direitos autorais reservados a Eduarda Holz Brécher. A reproducéo de partes
ou do todo deste trabalho s6 podera ser feita mediante a citacdo da fonte.

Endereco: Sdo Jodo da Reserva, Bairro sexto distrito, Sdo Lourengo do Sul, RS. CEP:
96170-000

Fone (0xx)53 9 84281368, E-mail: eduardabracher@yahoo.com.br



Eduarda Holz Briicher

DIGESTAO ANAERQBIA DE GLICEROL RESIDUAL VISANDO A
PRODUCAO DE HIDROGENIO E ENERGIA

Dissertagdo apresentada av curso de Pés-Graduagio
em Engenharia Quimica, da Universidade Federal
de Santa Maria — UFSM. Area de concentragio
Desenvolvimento  de  Processos  Industriais e
Ambientais, como requisito parcial para obtengido
do grau de Mestre em Engenharia Quimica.

Aprovado em vinte e nove de agosto de 2017.

Valeria Reginatto, Dr (USP) ¢ Videoconferéncia

Santa Mara, RS
2017



AGRADECIMENTOS
A Deus pela fé e forca nos momentos que precisei e pela minha familia e amigos.

Aos meus pais, Marilicia e Fernando Bracher, pelo incentivo, apoio em minhas decisoes,
compreensdo em momentos dificeis, vocés sdo meu maior incentivo e exemplo.

Ao meu irmdo, Gustavo Holz Bracher, pela parceria de sempre, por fazer dos meus dias
mais felizes indo estudar também em Santa Maria.

Ao meu noivo, Juliano Uarth Carvalho, que sempre me incentivou nas minhas decisdes,
por entender minhas preocupacdes e estar sempre ao meu lado pra tudo.

A minha familia, aos meus avés, dindos, tios e tias, primos e primas, pela compreenséo da
minha auséncia em alguns momentos e incentivo ao longo desta jornada.

A Universidade Federal do Santa Maria pela oportunidade de crescimento pessoal e
profissional.

Ao meu orientador Prof Dr Ronaldo Hoffman pela oportunidade, por acreditar no meu
trabalho, por estar sempre a disposicéo para conversar e trocar ideias.

Ao meu co-orientador Prof Dr Fabricio Santana Butierres que apareceu no momento certo,
estendendo a mao para me auxiliar com a disponibilizacao de seu laboratorio para o
desenvolvimento da pesquisa e acolhimento na FURG.

A Prof Dr Raquel Cristine Kuhn que no inicio do trabalho participou de forma ativa,
discutindo ideias, propostas e emprestando o laboratério e também consumiveis. Também
pelas contribuigdes como banca deste trabalho.

A Prof Dr Valeria Reginatto que em alguns minutos de conversa via Skype sugeriu uma
ideia, a qual apresentou sucesso para a realizacdo deste trabalho. Também pelas
contribuigdes como banca deste trabalho.

Ao laboratorista Alfeu que sempre esteve disponivel para auxiliar com a realizacdo de
analises laboratoriais, além de troca de ideias a respeito do trabalho.

A Helen Oliveira, técnica do Laboratério de Controle Ambiental da FURG, que sempre me
auxilio e motivou para a conclusédo deste trabalho.

A minha iniciante Caroline Noronha de Lima pelo auxilio e dedicac&o na realizacdo da
etapa inicial deste trabalho.

Ao0s amigos de Santa Maria, Fernanda, Fabiane, Isabela, Pricila, Carol, Marcela, Barbara,
Thuany, Mateus, Gislaine, pelos momentos de descontracdo, conversas e estudo, além de
momentos compartilhados de desespero.

As minhas companheiras de casa, Ana Elisa e Silvia, por estarem presentes em momentos



de tensdo e também de diversao.

Ao Prof Dr Roger Wagner e doutoranda Bruna Klein, pelo desenvolvimento do método
para a determinacgéo do glicerol, bem como por todas as conversas ao longo deste periodo.

Ao Prof Dr Sérgio Jahn pelas conversas ao longo do mestrado, sempre foram muito
produtivas.

Aos meus amigos da FURG em especial a Mayara Copello, Igor Severo e Bruno
Menestrino, pelo companheirismo e estimulo em momentos dificeis, foram essenciais.

Aos laboratérios da FURG pelo empréstimo de equipamentos para a realizacdo de analises.
A empresa BSBIOS pelo fornecimento de glicerol para a realizacdo da pesquisa.

A CAPES pelo auxilio financeiro com bolsa de estudos.



RESUMO

DIGESTAO ANAEROBIA DE GLICEROL VISANDO A PRODUCAO DE
BIOHIDROGENIO

AUTORA: Eduarda Holz Bracher
ORIENTADOR: Prof. Dr. Ronaldo Hoffmann
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Fabricio Butierres Santana

As fontes alternativas de energia vem ganhando espaco no cenario atual, e com isso 0s
bioprocessos para producdo de energia sustentavel vem sendo mais intensivamente
investigados. A utilizacdo de residuos industriais como fontes alternativas de carbono tem
ganho destaque, entre estes o glicerol € uma fonte de carbono altamente assimilavel por
micro-organismos. A digestdo anaerdbia é um bioprocesso que utiliza micro-organismos para
a degradacdo da matéria organica e producdo de biogds. Além de ser utilizado,
prioritariamente, para a estabilizacdo da matéria organica, atualmente € uma forma promissora
para producdo de energia. A associacdo deste bioprocesso com células combustiveis
microbianas traz um conceito inovador e interessante para a utilizacdo de residuos de reator
acidogénicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de hidrogénio a partir da
digestdo anaerdbia de glicerol, além da reducdo da matéria organica e producdo de energia.
Foi realizado ensaios com a relagdo carbono/nitrogénio (C/N) 40, 80 e 120, variando a
agitacdo em agitacdo continua (100 rpm), agitacdo de 4 h (100rpm) e sem agitacdo na
temperatura de 55 °C. Apds definicdo da melhor condigdo para remocdo da matéria organica
foi verificado a producéo de hidrogénio com a aplicacdo de tratamento térmico ao inéculo de
80 °C durante 30 min e 105 °C durante 15 h. Também foi realizado ensaio com reator
anaerdbio de manta de lodo (UASB) e célula combustivel microbiana (MFC), operado de
forma continua, o tempo de retencdo hidraulico (TRH) do reator UASB foi de 24 h e a
temperatura foi de 35 °C. Foram determinados nos ensaios a demanda quimica de oxigénio
(DQO), pH, éacidos organicos volateis (AOV), consumo de glicerol, concentracdo hidrogénio,
volume de biogas, densidade de corrente e poténcia. Nos ensaios iniciais obteve-se a melhor
condicdo para remocao de matéria organica na condicdo da relacdo C/N 40 (62,22 %) sem
agitacdo, ndo havendo diferenca significativa entre as demais formas de agitacdo. A maior
producdo de hidrogénio foi obtida a 105 °C durante 15 h, 0,345 mmol L™ e remocéo de
glicerol de 58 %. No tratamento a 80 °C durante 30 min a presenca de metano foi identificada
a partir de 18 h de processo, havendo méxima producéo de hidrogénio de 0,261 mmol L™ e
remocao de glicerol de 99,74 % ao final de 168 h. Quando avaliou-se 0 TRH, no reator
UASB, como forma de controle das bactérias metanogénicas, nao foi possivel controlar
apenas com o TRH, havendo a presenga de metano. Porém, a producdo de energia na MFC foi
maior no ensaio com relacdo C/N 120, apresentando densidade de poténcia de 40 mW m™.
Portanto a relagdo C/N teve influéncia na remocdo de matéria organica e a producdo de
hidrogénio foi favorecida com a aplicacdo do tratamento térmico a 105 °C durante 15 h ao
lodo, ndo havendo presenca de metano. A MFC é um processo inovador e apropriado para a
utilizacdo em reatores acidogénicos, gerando energia e auxiliando na remocdo de materia
organica.

Palavras-chave: Célula combustivel microbiana. Digestdo anaerdbia. Glicerol. Producéo de
energia. Remoc¢do matéria organica.



ABSTRACT

ANAEROBIC DIGESTION OF GLYCEROL FOR THE PRODUCTION OF
HYDROGEN

AUTHOR: Eduarda Holz Brécher
ADVISOR: Prof. Dr. Ronaldo Hoffmann
CO-ADVISOR: Prof. Dr. Fabricio Butierres Santana

Alternative energy sources have been gaining ground in the current scenario, and thus the
bioprocesses for sustainable energy production have been more intensively investigated. The
use of industrial waste as alternative sources of carbon has gained prominence, among which
glycerol is a source of carbon highly assimilable by microorganisms. Anaerobic digestion is a
bioprocess that uses microorganisms for the degradation of organic matter and biogas
production. Besides being used, primarily, for the stabilization of organic matter, it is
currently a promising way to produce energy. The association of this bioprocess with
microbial fuel cells brings an innovative and interesting concept for the use of acidogenic
reactor residues. The objective of this work was to evaluate the production of hydrogen from
the anaerobic digestion of glycerol, in addition to the reduction of organic matter and energy
production. It was carried out tests with the carbon/nitrogen ratio (C/N) 40, 80 and 120,
varying the agitation in continuous agitation (100 rpm), agitation of 4 h (100 rpm) and
without agitation at 55 °C. After determining the best condition for removal of organic matter,
the production of hydrogen was verified with the application of heat treatment to the
inoculum of 80 °C for 30 min and 105 ° C for 15 h. A UASB reactor and a microbial fuel cell
reactor (MFC), continuously operated, the hydraulic retention time (HRT) of the UASB
reactor was 24 h and the temperature was 35 ° C. The chemical oxygen demand (COD), pH,
volatile organic acids (AOV), glycerol consumption, hydrogen concentration, biogas volume,
current density and power were determined in the tests. In the initial tests, the best condition
was obtained for organic matter removal in the C/N 40 condition (62.22 %) without agitation,
with no significant difference between the other forms of agitation. The highest hydrogen
production was obtained at 105 °C for 15 h, 0.345 mmol L™ and glycerol removal of 58 %. In
the treatment at 80 °C for 30 min the presence of methane was identified from 18 h of
process, with maximum hydrogen production of 0.261 mmol L™ and glycerol removal of
99.74 % at the end of 168 h. When the TRH was evaluated in the UASB reactor as a form of
methanogenic bacteria control, it was not possible to control only with the HRT, with the
presence of methane. However, the energy production in the CFM was higher in the C/N 120
test, with a power density of 40 mW m™. Therefore, the C/N ratio had an influence on the
removal of organic matter and the hydrogen production was favored by the application of the
thermal treatment at 105 °C for 15 h to the sludge, with no methane present. MFC is an
innovative and appropriate process for the use in acidogenic reactors, generating energy and
aiding in the removal of organic matter.

Keywords: Microbial fuel cell. Anaerobic digestion. Glycerol. Production of energy.
Removal of organic matter.
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14

1 INTRODUCAO

Nos dias atuais a busca por energias renovaveis vem se tornando indispensavel, a fim
de reduzir os efeitos causados ao meio ambiente e a limitada reserva que se tem de energia
ndo renovavel, principalmente o combustivel fossil. O glicerol é um subproduto gerado
durante a producdo de biodiesel, em uma proporcdo de 10 kg de glicerol para 100 kg de
biodiesel. Sendo gerados 430,89 mil toneladas de glicerol no ano de 2014 no Brasil (Agéncia
Nacional do Petrdleo, Gas natural e Biocombustiveis, 2014).

O glicerol é um alcool de baixa toxicidade, possui trés carbonos e em cada um deles
um grupo hidroxil. Em condi¢Ges normais de armazenamento e manipulago é quimicamente
estavel, porém pode se tornar explosivo quando em contato com agentes oxidantes. O
processo mais utilizado para obtencdo de biodiesel é a reacdo de transesterificacdo, nesta
reacdo a pureza do glicerol é entre 50 % a 55 %, possuindo alto teor de sal e excesso de alcool
(TAN; AZIZ; AROUA, 2013). Para a aplicacdo do glicerol em industrias de cosmeéticos,
farmacos e alimentos o grau de pureza deve ser elevado, elevando os custos para purificacdo
(FERREIRA, 2014).

Por possuir elevados teores de carbono o glicerol pode ser empregado como fonte
energética em processos biotecnoldgicos, como por exemplo a digestdo anaerébia tendo como
resultado do processo, a producdo de hidrogénio (RAZAVIARANI, BUCHANAN, 2015).
Este gas possui alto teor de energia, aproximadamente 122 kJ g™ e rendimento energético
2,75 vezes superior ao de outros combustiveis de hidrocarbonetos. Atualmente, a producéo de
hidrogénio ainda é realizada a partir de combustiveis fosseis, representando cerca de 98 % do
total produzido (SIRGH; ZULARISAM, 2015). A producdo de hidrogénio a partir de
processos bioldgicos € um método alternativo e ecologicamente correto, ja que nos Gltimos
anos o uso de hidrogénio vem aumentando.

O conceito de biorrefinarias engloba a otimizacdo do uso de recursos oriundos das
industrias a fim de trazer beneficios para a mesma e reduzir os residuos gerados,
maximizando a rentabilidade (KOKOSSIS; TSAKALOVA; PYRGAKIS, 2015). Desta forma
esse processo além, de auxiliar no tratamento do subproduto gerado, também gera energia que
pode ser utilizada pelas industrias de biodiesel.

A fim de maximizar a produtividade de hidrogénio, alguns pardmetros de processo sao
importantes, como temperatura, pH, tempo de retencdo hidraulica (TRH), razdo C/N e

indculo. A temperatura é considerada por diversos autores como o fator mais influente na
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digestdo anaerdbia (DEEPANRAJ; SIVASUBRAMANIAN; JAYARAJ, 2015). Estudos
comprovam que o0 uso de temperaturas elevadas (condigBes termofilicas) aumentam
significativamente a producdo de hidrogénio no processo de biodigestdo. Devido a utilizagédo
de tempos de retencdo baixos utilizados para a producdo de hidrogénio o uso de celulas
combustivel microbiana (MFC) vem se tornando uma alternativa atraente, produzindo
eletricidade, além do hidrogénio (SCHIEVANO, et al., 2016).

As MFC sdo biorreatores eletroquimicos, divididos em dois compartimentos e
separados por uma membrana de permuta ibnica, estes compartimentos sdo o anodo (presenca
de micro-organismos) e catodo (aceptor final de elétrons) (LOGAN; REGAN, 2006). A
associacao da digestdo anaerébia e MFC é recente, havendo poucos estudos na area, busca-se
aprimorar a interacdo destes dois processos bioldgicos, demostrando um elevado potencial
para a producdo de energia, principalmente em locais de dificil acesso (HERNANDEZ-
FERNANDEZ et. al., 2015). Desta forma, o presente estudo, busca desenvolver a partir da
digestdo anaerdbia a producdo de hidrogénio, e com a utilizagdo da célula combustivel

microbiana a produgdo de energia, trazendo o aproveitamento méximo dos residuos gerados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a producéo de hidrogénio a partir da digestdo anaerdbia de glicerol, além da

reducdo da matéria orgénica e producédo de energia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar diferentes relacbes de C/N e agitacdo do biorreator, a fim de determinar a
melhor condicdo para degradacdo da matéria organica;

v Estudar efeito do pré-tratamento ao in6culo na producéo de hidrogénio;

v Determinar a concentracdo de hidrogénio produzido nos diferentes pré-tratamentos do
indculo;

v Quantificar os principais metabdlitos (acidos organicos volateis) produzidos durante o
processo;

v Verificar a eficiéncia de remocao de matéria organica e glicerol durante o processo.

v Verificar a remocdo de matéria organica na associacdo de reator UASB e célula

combustivel microbiana, além da producdo de hidrogénio e eletricidade a partir do glicerol.



17

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BIODIESEL E GLICEROL

O biodiesel é um biocombustivel alternativo para veiculos, obtido a partir da reacao de
transesterificacdo, esterificacdo ou craqueamento de Oleos vegetais (MME). O método mais
utilizado para a producdo de biocombustivel é a partir da transesterificacdo, onde utiliza-se
um catalisador (geralmente alcalino) e alcool (metanol ou etanol) para a reagdo ocorrer,
obtendo as duas fases, biodiesel e glicerol.

A fase superior, mais leve ou menos densa, contém os ésteres metilicos ou etilicos
constituintes do biodiesel. Na fase inferior esta presente o glicerol e algumas impurezas
resultantes da reacdo de transesterificacdo, como alcool, catalisador e agua (RIVALDI et al.,

2007). A Figura 1 mostra a reacdo de transesterificacdo de 6leos vegetais.

Figura 1 — Reacdo de transesterificacdo de 6leos vegetais para obtencdo do biodiesel e
glicerol.
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Fonte: Mota et al., 2009.

Atualmente o Brasil, a partir de uma politica nacional, acrescenta ao diesel 7 % de
biodiesel, chamado de B7, gerando um acréscimo na producéo de glicerol. Este indice passara
em 2019 para 10 % de biodiesel no diesel, causando um aumento significativo na producdo de
glicerol. Estima-se que para cada 100 kg de biodiesel sdo gerados 10 kg de glicerol, em 2014
o Brasil gerou 430,89 mil t de glicerol (Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas natural e
Biocombustiveis, 2014). Devido a esta elevada producdo de glicerol o mercado brasileiro
atual ndo atende o total desta oferta, tornando-o um residuo e reduzindo a rentabilidade das
industrias (YAZDANI e GONZALES, 2007). O glicerol é um composto organico,

pertence a fungdo alcool, ndo possui odor e nem cor (PACHAURI e HE, 2006).
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Devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas o glicerol purificado pode ser
utilizado como matéria prima em diversos setores industriais, principalmente na industria de
alimentos, cosméticos e farmacos (OOl et al., 2004). Porém existe um elevado custo para
purificacdo do glicerol, restringindo o uso para obtencao de produtos com alto valor agregado

(FERREIRA, 2014). A Tabela 1 apresenta as caracteristicas fisicas e quimicas do glicerol.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Parametro Valor
Massa molar 92,09 g mol™
Densidade (glicerol 100 %) 25 °C 1,262 kg Mg™
Viscosidade 20 °C 939 cps
Ponto de ebulicdo (101,3 Kpa) 290 °C
Ponto de fuséo 18 °C
Ponto de inflamagéo 177 °C
Tensdo superficial 20 °C 63,4 Mnm™
Calor especifico (glicerol 99,94%) 26 2,435)g*
°C
Calor de evaporacdo 55 °C 88,12 J mol™

Fonte: Arruda et al., 2007.

Fontes de energia alternativa sdo estudadas a fim de solucionar a possivel crise
energética futura, entre estas alternativas o uso de glicerol vem se tornando interessante.
Principalmente quando é um residuo da producédo de biodiesel, pois acarreta em custos para a
industria com o seu tratamento. Existem diversos estudos utilizando o glicerol como fonte de
carbono no cultivo de células microbianas (SILVA et al., 2009; TANG et al., 2012;
PACHAPUR et al., 2015). O glicerol possui em sua composicdo elementos nutricionais
importantes para o crescimento de micro-organismos, como fésforo, enxofre, magnésio,
calcio, nitrogénio e sodio (XIU et al., 2007). Segundo Dillis et al. (1980), o glicerol é
altamente assimilavel por bactérias e leveduras em cultivos para obtengéo de energia.

A partir da digestao anaerobia do glicerol bruto podem-se obter diversos produtos com
alto valor agregado, como hidrogénio, 1,3-propanodiol, etanol, butanol, &cidos organicos,
entre outros (VARRONE, 2014; SILVA et al., 2009). Estudo desenvolvido com o uso de
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glicerol bruto estimou que pudesse haver a producdo de etanol e hidrogénio, apresentando
rendimentos de aproximadamente 500 kg t* de glicerol e 260 m*® t* de glicerol,
respectivamente (VARRONE, 2014), gerando energia a qual podera ser utilizada pela propria
industria de biodiesel.

Desta forma o conceito de biorrefinarias integradas as industrias de biodiesel vem se
tornando interessante, utilizando um residuo para producdo de energia e produtos com valor
agregado, colaborando com a receita de industrias deste ramo (GARLAPATI; SHANKAR,;
BUDHIRAJA, 2016).

3.2 PRODUCAO DE HIDROGENIO

O hidrogénio é um composto com alto valor energético, tem alta energia por unidade
de massa, superando qualquer outro combustivel. Existem diversas formas de obter o
hidrogénio, podendo ser utilizado métodos térmicos, elétricos e bioldgicos. Entre 0 método
térmico existem diversas técnicas, como vapor reformando o gas natural ou outros
hidrocarbonetos, hidrolise termoquimica, gaseificacdo de biomassa e pir6lise. As técnicas que
envolvem o método elétrico podem ser a eletrolise ou a fotoeletroquimica e os métodos
biolégicos empregam as técnicas fotobioldgico, fermentacdo ou digestdo anaerdbia, gerando
assim o biohidrogénio (SANTOS e SANTOS, 2005). A digestdo anaerdbia além de produzir
biohidrogénio traz beneficios como o tratamento de compostos organicos, tornando
economicamente viavel sua producéo a partir do uso de residuos (LAMAISON, 2009).

O hidrogénio pode ser utilizado como reagente para processos de hidrogenacéo, para
remoc¢do de tracos de oxigénio e corrosdo (DAS e VEZIROGLU, 2001). Também é muito
utilizado como combustivel para foguetes da NASA, devido seu baixo peso, usado como
refrigerante em motores elétricos e atualmente busca-se a utiliza¢do do hidrogénio como fonte
de energia renovavel (WANG e WAN, 2009; HALLENBECK e GHOSH, 2009).

A vantagem da utilizacdo de hidrogénio como biocombustivel € que quando queimado
gera apenas calor e agua. Desta forma, gerando menos poluentes atmosféricos quando
comparado aos combustiveis fosseis (GOMES NETO, 2005). Os processos bioldgicos
apresentam grande potencial para a producdo de biohidrogénio, destacando a digestdo

anaerdbia.
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3.3 BIOHIDROGENIO

Com o objetivo de avaliar a relevancia do tema, producdo de biohidrogénio, foram
realizadas buscas em bases de patentes e literatura cientifica, utilizando o portal do Questel
Orbit e a base cientifica Scopus, respectivamente, empregando a palavra chave biohydrogen,
para identificar o nimero de documentos depositados nos ultimos 20 anos. Os resultados sdo
apresentados na Figura 2, onde pode-se constatar um crescente aumento no numero de
publicacbes relativo ao tema nos dltimos anos. Estes resultados mostram a importancia

atribuida ao tema de estudo proposto nesta dissertacao.

Figura 2 - Numero de documentos de patente e artigos cientificos depositados nos ultimos 20
anos relativos a producao de biohidrogénio.
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A Tabela 2 apresenta dados relativos a depdsito e geracdo de patentes e publicacdo de
artigos cientificos nos principais paises. Pode-se constatar que a China é o pais que mais gera
tecnologia na area de biohidrogénio, seja por patentes, com 171 depdsitos por empresas

residentes neste pais, seja através de artigos cientificos, com 432 publicaces.
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Tabela 2 - Namero de depositos de patentes e artigos cientificos em alguns paises.

Total de Depositos Depdsito de Patentes por Artigos
Pais Patentes residentes Cientificos
CN 191 171 432
usS 56 38 209
JP 46 35 70
KR 25 17 93
AU 22 1 23
CA 21 4 120
IN 19 5 250
DE 12 5 49
T™W 11 9 206
RU 10 4 25
BR 10 3 72

Até o momento no Brasil foram protegidas por patentes 3 tecnologias por empresas
residentes e 7 tecnologias depositadas por empresas ndo residentes, totalizando 10 depdsitos,
0 que representa o décimo primeiro pais em depdsito de patentes nesta area. Com relacdo a
artigos cientificos até 2016 foram divulgados 70 documentos, representando a décima
segunda posicdo entre 0s principais paises.

Os resultados apresentados mostram que o tema relacionado a producdo de hidrogénio
por rotas biotecnoldgicas ganhou grande relevancia nos ultimos anos, em funcdo de
importancia que este insumo representa e representard no setor energético em termos

mundiais.

3.4 DIGESTAO ANAEROBIA PARA PRODUCAO DE BIOHIDROGENIO

A digestdo anaerobia € uma das tecnologias mais promissoras para producdo de
energia, pois pode degradar diversos substratos organicos para geracdo de biogés.
Inicialmente foi desenvolvida e utilizada para a estabiliza¢cdo de materiais organicos, porém
atualmente tem sido amplamente utilizada para producdo de  energia
(SAWATDEENARUNAT et al., 2016). A Figura 3 mostra as possibilidades de processos e
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produtos a partir da digestdo anaerdbia de diversos tipos de substratos, caracterizando-se

como biorrefinarias anaerdébias.

Figura 3 - Biorrefinaria a partir da digestdo anaerobia.
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Este processo ocorre na auséncia de oxigénio envolvendo diversos micro-organismos e

etapas bioquimicas para a degradacdo da matéria organica e formacéo de biogas (DHAKED et

al., 2010; SCHMIDELL et al., 2007). A Figura 4 mostra a sequéncia de reacdes realizadas

pelos micro-organismos na digestdo anaerdbia.



23

Figura 4 - Etapas da digestdo anaerobia
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A primeira etapa consiste na hidrélise das moléculas, essa reacdo ocorre através de
enzimas extracelulares a fim de facilitar a degradacdo destas moléculas pelos micro-
organismos (FONSECA e TEIXEIRA, 2007). Na acidogénese os produtos originados da
hidrolise sdo metabolizados pelas células bacterianas, onde sdo excretados alcoois, acidos
graxos volateis, dioxido de carbono e hidrogénio (AL SEADI et al., 2008). Apds, estes sub-
produtos sdo metabolizados por bactérias homoacetogénicas e sintroficas, e esta fase é
chamada de acetogénese, o produto desta fermentacdo é o acetato, dioxido de carbono e
hidrogénio (ZANGH et al., 2014).

A Ultima etapa é conhecida como metanogénese, nesta etapa 0S micro-organismos
metanogénicas metabolizam os produtos das etapas anteriores para formar metano e didxido
de carbono, cerca de 70 % do metano produzido é oriundo do acetato produzido na etapa
anterior (JAIN, et al, 2015).

Estudos vém sendo realizados a fim de utilizar a digestdo anaerobia para producéo de

hidrogénio, devido as vantagens e propriedades deste gas. O produto final da digestdo
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anaerdbia tradicional é biogas, rico em metano, desta forma é necessario eliminar a etapa
metanogénica, resultando em um biogés rico em hidrogénio.

A utilizacdo de pré-tratamentos ao lodo anaerdbio, para eliminagdo dos micro-
organismos metanogénicos, podem ser utilizados processos quimicos e fisicos, como o calor,
congelamento e descongelamento, utilizacdo de &cido ou bases e ultrassom (SIRGH;
ZULARISAM, 2015). Segundo Wang et al. (2011) e Rossi et al. (2011), o calor é um
processo eficiente havendo a eliminagcdo dos micro-organismos metanogénicos e com isso nao
ha formacdo de metano. Pode-se afirmar que a producdo de hidrogénio em relacdo aos pré-
tratamentos citados anteriormente é decrescente na seguinte ordem: tratamento térmico, acido,

congelamento/descongelamento, sonicagéo e aeracdo (DONG et al., 2010).

3.5 METABOLISMOS MICROBIANOS ENVOLVIDOS NA PRODUCAO DE
HIDROGENIO DURANTE A DIGESTAO ANAEROBIA

A producdo de hidrogénio a partir da digestdo anaer6bia pode ocorrer por duas
principais rotas metabdlicas, por exemplo, pode ser gerado a partir da decomposicdo de
formiato pela acdo da enzima hidrogenase ou pela oxi-reducdo de NADH. O formiato é obtido
a partir da degradacdo de piruvato a acetil-Coa, gerando acetato ou etanol. Sendo esta a rota
que corresponde a 50 % da producdo de hidrogénio e é realizada principalmente por
enterobactérias, sendo o género Escherichia o mais conhecido (FERNANDES, 2008).

Outra forma é a rota de oxi-reducdo de NADH, sendo gerado hidrogénio pelo processo
de formacdo do NADH. A formacdo de NADH ocorre na fermentacéo da glicose a piruvato,
ou na fermentacédo de piruvato a outros produtos finais (CAMPBELL; FARRELL, 2008). Na
via redutiva para producdo de NADH o produto final é 1,3 propanodiol, o glicerol sofre um
processo de desidratacdo, intermediado pela co-enzima glicerol hidratase, produzindo 3-
hidroxipropionaldeido, que por sua vez € reduzido a 1,3 propanodiol, pela a¢do da enzima 1,3
propanodiol dehidrogenase. O rendimento da producéo de hidrogénio e 1,3 propanodiol sdo
dependentes da via oxidativa (BIEBL et al., 1999).

Na via oxidativa 0 NADH € produzido a partir da oxidagdo de glicerol a piruvato,
envolvendo enzimas especificas, e este em produtos intermediarios, como, etanol e acidos

organicos, gerando hidrogénio. O glicerol é utilizado de diversas maneiras por diversos
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micro-organismos, também ¢é responsavel pela formacdo de inGmeros metabolitos
(MANSSOURI, 2012).
A Figura 5 mostra as duas principais rotas metabdlicas para producdo de hidrogénio,

ilustrando as etapas descritas anteriormente.

Figura 5 - Rotas metabdlicas para producédo de hidrogénio.
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Fonte: Lu et al., (2016).

O rendimento da rota metabdlica de oxi-redu¢do do NADH é influenciada pelos
produtos gerados. Abaixo sdo apresentados as equacdes de rendimento maximo de hidrogénio

a partir glicerol com cada metabdlito produzido durante a digestao anaerobia.

C3HgO3 + H,O > CH3COOH (&c. acético) +CO, + 3H;
C3HgO3—> C,Hs0OH (etanol) + CO, +H,
2C3HgO3~> C4HgO;, (&c. butirico) +2C0O, +4H,
2C3HgO3~> C4H100 (butanol) +2C0O, +H,0 +2H,;

A producdo de hidrogénio a partir desta rota metabolica é influenciada pela formagao

de produtos intermediarios, como a formacdo de &cidos organicos e alcool. O metabolismo
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pode ser direcionado, favorecendo a producdo de hidrogénio através da melhora dos
pardmetros operacionais, como pH, temperatura, indculo e tempo de reten¢do hidréulico
(MANSSOUR, 2012).

3.6 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO BIOLOGICA DE
HIDROGENIO

Alguns parametros sdo essenciais na digestdo anaerdbia, principalmente quando se
trata da producdo de hidrogénio. Os parametros mais influentes sdo a temperatura, relacdo
C/N, inéculo, pH e tempo de retencéo hidraulico (TRH) (FERREIRA, 2014).

3.6.1 Temperatura

A temperatura é o fator mais influente na atividade de bactérias produtoras de
hidrogénio por via fermentativa. Alguns autores afirmam que em temperatura mesofila a
producdo de hidrogénio é reduzida, porém, a conversdo de substrato é favorecida. Ja em
temperaturas termdfilas a producéo de hidrogénio é favorecida, isto porque a temperatura alta
melhora a termodinamica das reacfes quimicas e bioquimicas, além de aumentar a tolerancia
a pressao parcial de hidrogénio no meio liquido (FERREIRA, 2014).

A pressdo parcial de hidrogénio no meio liquido desempenha um papel crucial para o
equilibrio bioquimico envolvido na conversdo de substrato em hidrogénio, assim
determinando a via metabolica. Quando o hidrogénio no meio liquido atingir a concentracao
critica, a bactéria muda seu metabolismo, devido a limitacdo termodindmica (BECKERS et
al., 2015). Desta forma, em temperaturas termofilicas a producao de hidrogénio é favorecida.

Segundo Wilson et al. (2008) a temperatura € um fator crucial na formacdo da
estrutura da comunidade microbiana, pois elevadas temperaturas aumentam a eficiéncia dos
processos enzimaticos e aumentam a taxa de crescimento de micro-organismos
metanogénicos. Porém, existe um limite de temperatura, quando acima do ideal causa a
reducdo da diversidade microbiana, incluido a complexidade da comunidade metanogénica.
Pap et al. (2015) ressaltou que niveis mais elevados de amonia e acidos graxos volateis séo
encontrados em condicdes termofilicas do que em condi¢des mesofilicas. Sendo consequéncia

da possibilidade de inibicdo de micro-organismos metanogénicos, visto que as mesmas Sao
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sensiveis a altos niveis de acidos graxos volateis. Desta forma, os reatores operados em
temperatura de 57,5 °C apresentaram acumulo de hidrogénio e acidos graxos voléteis, ja
quando utilizado temperatura inferior a 55 °C ndo houve acumulo de metabdlitos
intermediarios (WILSON et al., 2008).

3.6.2 Relagéo C/N

A relacdo carbono/nitrogénio é um fator importante para a producédo de hidrogénio,
segundo pesquisadores o nitrogénio e o ferro sdo 0s nutrientes mais importantes e essenciais
para a producdo de hidrogénio. Segundo Oztekin et al. (2008) concentragdes em excesso ou
muito inferiores reduzem o rendimento e velocidade de producdo de hidrogénio. Estas
mudancas estdo relacionadas com a mudanca de rotas metabolicas, reducdo da atividade
bioldgica, efeito inibitério do crescimento microbiano, assim interferindo na cultura
microbiana e produtos da fermentacéo.

O nitrogénio é um fator importante na digestdo anaerdbia pois esta relacionado com a
formacédo de proteinas, acidos nucléicos e enzimas, que sdo fundamentais para o crescimento
de micro-organismos produtores de hidrogénio. Estudos haviam relatado que a relacdo C/N
era influenciada pelo carbono, alterando vias metabdlicas e formando produtos
intermediarios. Porém, segundo Anzola-Rojas et al. (2015), o fator principal que influenciou a
producdo de hidrogénio foi a concentracdo de nitrogénio.

Um estudo interessante foi realizado por Liu e Shen (2004), pesquisando a influéncia
da variacdo de nitrogénio e carbono. Inicialmente foi estudada a variagdo de nitrogénio,
variou-se entre 0,56 g — 11,28 g em 15 g L™ de amido, esta variacio n&o apresentou alteracio
nos produtos intermediarios. Porém, o melhor rendimento de hidrogénio foi obtido na
concentracdo de nitrogénio de 5,64 g. Apds foi avaliado a variacdo da concentracdo de
carbono, 2 g L™ — 32 g L, foi observado que a concentracéo de cido acético aumentou com
0 aumento da concentracdo de amido e o melhor rendimento de hidrogénio foi obtido nas
concentracdes de amido de 2 g L™ e 24 g L™. Mostrando que o principal nutriente para a
producdo de hidrogénio foi o nitrogénio.

Desta forma pode-se verificar que existe uma grande influéncia da relacdo C/N na
digestdo anaerébia para producdo de hidrogénio, sendo o nitrogénio relatado como

componente relevante. Avaliando a produtividade de hidrogénio, Anzola-Rojas et al. (2015)
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testou diferentes relagdes C/N, 40, 90, 140 e 190 utilizando sacarose como fonte carbono e
uréia como fonte de nitrogénio em reator de leito fixo de fluxo ascedente a 25°C e tempo de
retencdo hidraulico 2 h. Nestes ensaios foi observado que no ensaio com relagdo C/N
140 o fluxo de biogas foi 423,4 mL h™, obtendo 61% H,, representando um aumento de 3,5
vezes em relacdo ao ensaio da relacdo C/N 40. Porém, na relacdo C/N 90 o rendimento de
converséo de sacarose em hidrogénio foi 17 % superior ao comparado com a relagdo C/N 140.
ApoOs ajuste matematico a razdo 6tima foi 137, apresentando rendimento de 3,5 mol H, mol

sacarose™.
3.6.3 In6culo

Segundo Kawagoshi et al. (2005) o in6culo é um fator limitante para a producéo de
hidrogénio. Estes autores realizaram um estudo utilizando o mesmo meio de cultura em
diferentes indculos, o resultado foi que houve variacdo na producao de hidrogénio. A digestao
anaerdbia pode ocorrer em cultura pura, em que é utilizado apenas um micro-organismo, ou
em cultura mista. Porém, para a producdo de hidrogénio é necessario que apenas 0S micro-
organismos produtores de hidrogénio estejam presentes, ja que 0S mMmicro-organismos
metanogénicos consomem o hidrogénio produzido para a produgdo de metano.

As culturas mistas apresentam vantagens em relacdo as culturas puras, pois s&o
simples de manusear e controlar, além de serem capazes de metabolizar uma quantidade
maior de substratos. Atualmente sdo utilizados pré-tratamentos para suprir a atividade das
bactérias consumidoras de hidrogénio, preservando a viabilidade destes micro-organismos
(WANG; WAN, 2009). Os pré-tratamentos utilizados séo fisicos ou quimicos, como o calor,
congelamento e descongelamento, utilizacdo de &cido ou bases e ultrassom (SIRGH;
ZULARISAM, 2015).

O estudo realizado por Kawagoshi et al. (2005), verificou a influéncia do indculo e
pré-tratamentos na producdo de hidrogénio. O resultado obtido foi que utilizando lodo
digerido o rendimento de conversdo de hidrogénio foi superior ao comparado com lodo
ativado, 1,4 mol H, mol glicose™ e inferior a 0,2 mol H, mol glicose™, respectivamente.
Também foi avaliado o pré-tratamento aplicado ao lodo digerido, a resposta foi que no
tratamento térmico o rendimento de producéo de H, foi 1,4 mol H, mol glicose™ e aplicando o
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ajuste de pH foi 0,8 mol H, mol glicose™. Assim comprova-se que o indculo e o pré-

tratamento aplicado influenciam na producao de hidrogénio.

3.6.4 pH

O pH também é um fator importante para a digestdo anaerdbia, pois influencia na
atividade de bactérias produtoras de hidrogénio, afetando a acdo da enzima hidrogenase e
assim a via metabdlica. O uso de um intervalo adequado de pH é imprescindivel para obter
méaxima producdo de hidrogénio. O aumento de pH pode favorecer a capacidade de producao
de hidrogénio pelos micro-organismo, porém em valores elevados pode haver a reducgdo da
producdo deste gas (WANG; WAN, 2009).

Segundo Mu et al. (2006), o pH Otimo para producdo de hidrogénio foi 5,5,
produzindo 2,52 mL H, g sacarose™, utilizando lodo anaerébio e sacarose como fonte de
carbono em reator batelada, a faixa de pH estudada foi 4,5 a 6,5. Neste mesmo valor de pH
(5,5) Fang e Liu (2002) obtiveram a produtividade méaxima de hidrogénio, além de notar que
0 aumento de pH provoca uma reducgdo da producédo de hidrogénio. Justifica-se a importancia
do pH devido a etapa de producdo de hidrogénio ser a acidogénica, nesta etapa o pH da
solugdo é mais baixo, porém quando em pH préximos a 4,5 hé a formagao de cidos volateis e
quando o valor de pH é inferior a 4,5 existe a producdo de butanol e inibi¢do da producéo de
hidrogénio (FANG e LIU, 2002).

3.6.5 Tempo de retengdo hidraulico

O tempo de retencdo hidraulico é um fator muito importante na producdo de
hidrogénio, relacionando a velocidade especifica maxima de crescimento dos micro-
organismos. Os micro-organismos produtores de hidrogénio possuem velocidade especifica
de crescimento superior (0,083 h™') que os micro-organismos produtores de metano (0,0167 h°
1), desta forma é importante a utilizagdo de tempos de retencdo curtos. Assim 0s micro-
organismos metanogénicos sao incapazes de manter uma populacdo estavel, sendo eliminados
do reator (CHEN et al., 2001).

Segundo Chen et al. (2001) os tempos de retengédo hidraulico 6timos para a producéo de

hidrogénio foi entre 2 h e 4 h, contribuindo para a eliminacdo dos micro-organismos
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metanogénicos. Estudo realizado em reator CSTR com glicose como substrato em
temperatura termofilica, foi avaliado o tempo de retencdo hidraulico de 2 a 12 h, 0 méximo
rendimento de hidrogénio foi 2,1 mol H, mol glicose'l, em TRH de 6 h (GRAVALA et al.,
2006). Entdo, a utilizacdo de tempos de retencdo hidraulica auxiliam na retirada dos micro-
organismos metanogeénicos, através de lavagem seletiva, retirando metanogénicas do reator, ja

que as mesmas sdo consumidoras de hidrogénio.

3.7 CELULAS COMBUSTIVEL MICROBIANA (MFC) ASSOCIADA A
DIGESTAO ANAEROBIA

Devido a alta carga organica ainda presente na saida de biorretores utilizados para a
producdo de hidrogénio, referente a utilizacdo de tempos de retencdo hidraulico baixos,
prople-se a associacdo de células combustivel microbiana (MFC). Este sistema é recente e
existem diversas pesquisas na &rea, a fim de aprimorar seu funcionamento. As células
combustiveis microbianas ganharam atencdo para integracdo com a digestdo anaerdbia,
devido a utilizacdo de efluentes para a geracdo de eletricidade, além de auxiliar na reducédo da
carga organica presente nestes efluentes (SCHIEVANO et al., 2016).

As células combustiveis microbianas sdo biorreatores eletroquimicos, divididos em
dois compartimentos e separados por uma membrana de permuta i6nica, 0s compartimentos
sdo divididos em anodo (presenca de micro-organismos) e catodo (aceptor final de elétrons).
A Figura 6 apresenta um modelo de célula combustivel microbiana. Os micro-organismos
presentes no &nodo possuem atividade exoeletrogénica, atuando como catalisadores da reacéo
de oxidacdo do doar de elétrons, o agente redutor, liberando prétons e elétrons no meio
reacional (LOGAN; REGAN, 2006). Os elétrons produzidos sdo transferidos entre os
eletrodos do compartimento do anodo para o catodo, a partir de uma resisténcia externa,
reagindo com os prétons e com o aceptor final de elétrons, agente oxidante do meio
(TELEKEN, 2013). O compartimento catodico possui um eletrodo insoluvel em uma solucéo
contendo o aceptor final de elétrons, usualmente sdo utilizados o oxigénio e ferricianeto de
potassio. O ferricianeto de potassio apresenta melhor desempenho quando comparado com o
oxigénio, pois gera valores maiores de densidade de corrente, porém é prejudicial a0 meio
ambiente (LOGAN; REGAN, 2006).
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Figura 6 — Modelo de célula combustivel e seus componentes basicos.

Multimeter Computer

Resistor

-—> O
=10

H,O

Organic
matter H*
CO; -

7 & ¥
Anode Cathode /
Membrane Air sparger

O,

Fonte: Logan, 2008.

O compartimento anddico é constituido por um eletrodo insoltvel, micro-organismo,
fonte de carbono e demais nutrientes contidos no meio de cultivo. O eletrodo que compde 0
anodo atua como redutor no processo respiratério microbiano, necessitando ter alta
condutividade elétrica, boa compatibilidade e estabilidade quimica em solucdo (LOGAN,
2008). As reacOGes bioguimicas que ocorrem neste compartimento s&o basicamente
degradativas, transformando substancia complexas em simples, como &acidos organicos,
hidrogénio, didxido de carbono, etanol, além da producdo de energia. A Figura 7 apresenta

algumas reacGes bioquimicas que ocorrem no anodo e quais sdo os produtos obtidos no
catodo (KIELY et al. 2011).
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Figura 7 - Exemplo de reagdes bioquimicas que ocorrem nos compartimentos anddico e
catddico em sistema bioeletroquimico.
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O primeiro estudo exaustivo foi apresentado por Premier et al, (2013), considerando
apenas a remoc¢do de DQO, apresentando pouca atencdo na remocao de nitrogénio. Outros
estudos realizados para demonstrar o desempenho de células combustivel microbiana néo
apresentaram resultados satisfatérios de geracdo de energia. Fradler et al. (2014) utilizou a
MFC de quatro médulos, TRH de 8 h e concentragdo inicial de efluente de 1029 mg L™,
nestas condigBes a remogdo de DQO foi 10%, resultando em recuperagdo de energia
relativamente baixa por volume de efluente (92 J L™). Quando se utilizam concentracées de
DQO superiores, evitando a diluicdo de efluente da digestdo anaerdbia, o desempenho da
MFC ¢ ainda pior (SCHIEVANO et al., 2016). Em um sistema utilizando a associagdo da
digestdo anaerdbia e célula combustivel microbiana a producdo de energia foi 430 mW m?,
utilizando uma resisténcia externa de 500 Q, nestes ensaios foi utilizado como fonte de
nutrientes esterco suino e farelo de arroz, a concentragdo de matéria organica adicionada foi
6,8 g L™ e 0 sobrenadante da digestdo anaerébia foi adicionado na MFC (SCHIEVANO et al.,
2016).

Outros estudos relatam que a utilizagdo de substratos complexos reduzem a producao
de energia em relacdo a substratos simples. Conforme verificado por Larrosa-Guerrero et al.

(2010) utilizando agua residual de cervejaria diluida em agua residual domestica, composta
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por 1200 mg L™ de DQO e 412 mg L™ de sélidos volateis, a temperatura do sistema foi 35°C
a eficiéncia Coulombic foi de apenas 1,75 % e a poténcia elétrica gerada foi 174 mW m?,
Este mesmo autor verificou a influéncia da temperatura no sistema, realizando ensaios com a
temperatura de 4°C e os resultados foram superiores ao ensaio anterior, resultando em uma
eficiéncia Coulombic 25 % e poténcia elétrica de saida de 294,6 mW m. A baixa producéo
de energia e eficiéncia Coulombic pode se dar pela presenga de outros aceptores de elétrons
no meio anddico, como oxigénio, se existe neste compartimento crescimento bacteriano ou
até mesmo a digestdo anaerobia este elétrons sdo utilizados ao invés de transferidos para o
catodo para geracao de energia (HERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2015).

Apesar dos avancos obtidos nesta area, a producdo de energia ainda é baixa. Uma
maneira para superar esta desvantagem seria 0 armazenamento da energia produzida pelas
MFC em dispositivos recarregaveis e apds distribuir para uma aplicacdo final. Porém, a
utilizacdo de células combustivel microbiana pode ser considerada uma alternativa, com
elevado potencial para a producdo de energia, principalmente se tratando de locais de dificil
acesso (HERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2015).

4. ARTIGOS DESENVOLVIDOS PARA SUBMISSAO

41 ARTIGO 1 - INFLUENCIA DA RELACAO CARBONO/NITROGENIO E DA
AGITACAO NA DEGRADACAO DE GLICEROL RESIDUAL A PARTIR DA
DIGESTAO ANAEROBIA EM CONDICOES TERMOFILICAS

Bracher, Eduarda Holz?; Santana, Fabricio® Hoffmann, Ronaldo®

% Departamento Engenharia Quimica, Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, Santa
Maria, Brasil. ® Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande —
FURG, Rio Grande, Brasil.

4.1.1 Resumo

A digestdo anaerobia vem se tornando uma fonte promissora para a producdo de

energia limpa e renovavel, através do uso de subprodutos industriais, como por exemplo o uso
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do glicerol. O glicerol é subproduto da producdo de biodiesel e devido suas caracteristicas
pode ser utilizado como fonte de carbono no cultivo de micro-organismos. O objetivo do
trabalho foi verificar a influéncia da agitacdo e da relagdo C/N na degradacdo da matéria
organica por digestdo anaerébia de glicerol residual. Os ensaios foram realizados em
Erlenmeyer de 500 mL, com volume util de 300 mL. O indculo foi oriundo de reator UASB,
correspondendo a 10 %, o restante foi adicionado meio de cultivo Del Nery e a fonte de
carbono foi o glicerol residual. Semanalmente foi analisado DQO e pH. A partir dos
resultados obtidos foi possivel concluir que agitacdo ndo apresentou influéncia na remocéo de
DQO, a maxima remocéo foi na relacdo C/N 40, correspondendo a 62,22 %. Com 0 aumento
da relacdo C/N a remocdo da matéria organica foi reduzida, possivelmente causada pela
inibicdo pelo substrato. Portanto, verificou-se que o fator influente na digestdo anaerdbia de
glicerol foi a relacdo C/N e a agitacdo ndo apresentou diferenca significativa. Desta forma

resulta-se em reducdo de custos para a producdo de energia.

4.1.2 Introducéo

A digestdo anaerdbia estd se tornando uma forma promissora e sustentavel para
producdo de energia. Este processo ja foi muito utilizado para a estabilizacdo de matéria
organica (SAWATDEENARUNAT et al., 2016). A digestdo anaerdbia é um bioprocesso que
visa a degradacdo de matéria organica e formacdo de biogas, predominando em sua
composicdo o metano. Este processo envolve diversas etapas e micro-organismos.
Inicialmente é realizada hidrolise da matéria organica, seguida de acidogénese, etapa em que
as moléculas sdo convertidas em alcoois, acidos graxos volateis, dioxido de carbono e
hidrogénio. Apbs ocorre a acetogénese, que utiliza os produtos da etapa anterior para geracdo
de hidrogénio, dioxido de carbono e acetato. A Ultima etapa deste processo € a metanogénese
em que ocorre a producdo de metano e dioxido de carbono, principalmente (FONSECA e
TEIXEIRA, 2008).

A utilizagdo de fontes alternativas de carbono vem sendo alvo de diversas pesquisas,
dentre as fontes de carbono estudadas, o glicerol vem se tornando uma fonte de carbono
interessante para o cultivo de micro-organismos (VARRONE, 2014; PACHAPUR et al.,
2015). O glicerol pode ser uma fonte de carbono altamente assimilavel por micro-organismos,

também possui em sua composi¢do micronutrientes, como fdésforo, enxofre, magnésio, célcio,
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nitrogénio e sddio (XIU et al., 2007). Alguns autores tem utilizado o glicerol na digestdo
anaerébia, obtendo etanol e hidrogénio (VARRONE, 2014), com rendimentos de 500 kg ton™
de glicerol e 250 kg ton™ de glicerol, respectivamente. O glicerol é obtido a partir da
producdo de biodiesel, representando 10 % do total produzido, sendo este um subproduto com
aplicacdes na inddstria de alimentos, farmacos e cosméticos. Porém, para sua utilizacdo €
necessario realizar sua purificacdo, elevando os custos deste subproduto (OOl et al., 2004).
Assim torna-se interessante a utilizagdo do glicerol como fonte de carbono uma alternativa
promissora e de baixo custo para o cultivo de micro-organismos.

Para obtencdo de alta eficiéncia do produto desejado a partir da digestdo anaerdbia
alguns parédmetros sdo significativos, como temperatura, relacdo carbono/nitrogénio (C/N),
indculo e agitacdo. A temperatura € um dos fatores que mais influencia na estabilidade do
processo de digestdo anaerobia, influenciando o equilibrio termodindmico das reacdes
bioquimicas, a estrutura da comunidade microbiana e a atividade enzimatica (QIANG et al.,
2016). Em condi¢Ges termofilicas (50-60 °C) pode ocorrer a inibicdo de micro-organismos
metanogénicos, havendo maior degradacdo de proteinas e liberacdo de amoniaco e &cidos
graxos livres no meio liquido (BOROWSKI, 2015). As limitagdes termodinamicas sdo
reduzidas, facilitando a liberacéo do biogas do meio liquido (BECKERS et al., 2015).

A relagdo C/N é de suma importancia visto que o carbono € utilizado como fonte de
energia e devido a associacdo ao nitrogénio na obtencdo de proteinas, acidos nucléicos e
enzimas que sao fundamentais para a o crescimento de micro-organismos (CAMPBELL e
FARRELL, 2008). Estudos demonstram que este parametro influencia a producdo de
hidrogénio na digestdo anaerdbia, concluindo que maior relacdo C/N, 140, a producdo de
hidrogénio é maior, j& quando busca-se a producdo de metano a faixa Otima de
carbono/nitrogénio é 25 (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; LI et al., 2011; PUYUELO et al.,
2011).

A agitacdo afeta na homogeneidade do in6culo com o substrato, facilitando a
degradacdo do substrato além de manter a temperatura uniforme, quando em excesso pode
prejudicar os micro-organismos, causando morte celular. Além disso, a agitacdo é importante
para a transferéncia de massa do géas da fase liquida para fase gasosa, visto que sem agitacao a
transferéncia é reduzida (CONRAD et al., 1985), na auséncia de agitacdo pode ocorrer a
formagédo de espuma (STROOT et al., 2001). Também com a agitacdo em excesso pode

ocorrer a destruicdo dos flocos anaerdbios, mas ndo apresentando efeito na producdo de
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biogas (HOFFMANN et al., 2008). Em vista do que foi exposto, o principal objetivo do
trabalho foi verificar a influéncia da agitacdo e da relacdo C/N na degradacdo da matéria

organica por digestdo anaerdbia de glicerol.

4.1.2 Material e Métodos

4.1.2.1 Inéculo e meio de cultivo

O lodo anaerdbio foi obtido de reator UASB utilizado para o tratamento de uma rede
de supermercado, localizado na cidade de Panambi, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O
lodo foi mantido em temperatura ambiente até sua utilizacdo nos ensaios, os solidos totais foi
13,51+0,17 g L™* e sélidos volateis foi 8,21+0,23 g L™. Foi realizado um pré-tratamento
térmico a fim de inativar os micro-organismos consumidores de hidrogénio, o lodo anaerébio
foi aquecido a 80 °C durante 30 min, ap6s resfriado em banho de gelo e o pH foi ajustado em
5,5 (SIRGH e ZULARISAM, 2015). Apos foi adicionado 10 % do volume atil de in6culo.

A fonte de carbono utilizada foi o glicerol residual, fornecido pela empresa BSBIOS

(Passo Fundo/RS, Brasil), sua composicao esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo do glicerol residual.

Parametro Resultado (%)
Umidade 12,15
Glicerol 82,69

Cinzas 3,26
Cloreto de sddio 3,61
pH 5,34

Teor de metanol 0,04

Fonte: BSBIOS

O glicerol foi adicionado ao meio cultivo Del Nery (Del Nery, 1987, adaptado por
Ferreira, 2015) (Tabela 2), representando uma agua residual, e o pH foi ajustado entre 6 e 7.
Para a solubilizagdo do glicerol ao meio de cultivo foi necessario aguecimento a 60 °C durante

20 min.
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Tabela 2 - Composi¢do do meio de cultivo Del Nery utilizado para partida do reator.

Composicéo Concentracdo (mg L™)
Ureia 125,00
Fosfato de potassio monobasico 85,00
Fosfato de potéssio dibasico 21,70
Fosfato de sodio dibasico 33,40
Cloreto de célcio 47,00
Sulfato de niquel 1,00
Sulfato ferroso 5,00
Cloreto férrico 0,50
Cloreto de cobalto 0,08

Fonte: Del Nery, 1987, adaptado Ferreira, 2015.

4.1.2.2 CondicgOes experimentais

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL, com volume Gtil de 300 mL,
vedado com rosca de silicone e mantidos em shaker orbital termostatizado (NEW
BRUNSWICK, INNOVA 44) na temperatura de 55 °C. A relacdo C/N utilizada foi 40, 80 e
120, determinadas por estequiometria, mantendo fixa a concentracdo de nitrogénio (ureia).
Além da relacdo C/N foi verificada a influéncia da agitacdo na degradacdo da matéria
organica, variando em agitacdo continua, semi-continua (4 h) e sem agitagdo. Os ensaios com
agitacdo foram realizados em velocidade de agitacao de 100 rpm.

Durante os ensaios ndo houve correcdo de pH e totalizaram 5 semanas de duracdo. A

Figura 1 mostra o esquema realizado para 0s ensaios.

Figura 1 - Esquema da realizacdo dos ensaios.

Semagitacéo Agitacdo semi-continua Continua
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Semanalmente DQO e pH




38

4.1.2.3 Métodos analiticos e resposta avaliada

Semanalmente foi avaliada a demanda quimica de oxigénio (DQO), a partir do método
refluxo fechado e verificado pH (APHA, 2005).

A remocdo cumulativa de DQO foi calculada a partir da Equacéo 1.

— DO0% iniciai —D90;
%0 Dqﬂramﬂgﬁﬂ cumulativa t ~ DQO: imicial X100 (1)
7 L

4.1.2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram comparados atraves da andlise de variancia (ANOVA) e teste de

Tukey, com nivel de 95% de confianca (p<0,05).

4.1.3 Resultados e Discussao

A Figura 2 (a) mostra que a remoc¢do de matéria organica na relacdo C/N 40, obteve o
mesmo perfil de degradacdo nas diferentes formas de agitagcdo, obtendo na quarta semana a
maxima remocao de DQO (62,22 %) no ensaio sem agitacdo. Nas demais semanas o perfil de
degradacdo da matéria organica sdo proximos entre as formas de agitacdo estudadas no ensaio
com relacdo C/N 40. Isto pode ter ocorrido devido a relacdo utilizada ndo ser limitante para
ocasionar influéncia na remogéo de DQO. Na relagdo C/N 80, Figura 2 (b), os ensaios com 4
h de agitacdo e sem agitacdo obtiveram menor remocdo de DQO em relacdo a agitacéo
continua, removendo até 39,10 % na quinta semana. Utilizando a relacdo C/N 120, Figura 2
(c), a agitacdo continua proporcionou maior remocdo de DQO, em relacdo aos demais
ensaios. Nesta relacdo, pode-se verificar que a agitacdo € limitante para remogdo da matéria
organica, havendo maior remocdo de DQO quando a agitacdo foi continua 34,12 %. A

remoc¢do de DQO nos ensaios sem agitacdo e agitacdo semi-continua ficou em torno de 20 %.
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Figura 2 - Eficiéncia de remocdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) nas relagdes de
C/N 40 (a), 80 (b) e 120 (c), com diferentes formas de agitacdo m continua (100 rpm), e 4
horas (100 rpm) e ¢ sem agitacao.
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A agitacdo pode influenciar na disponibilidade de nutrientes e homogeneizacdo do
meio de cultivo, o que pode explicar o perfil obtido nos resultados, ndo ocorrendo a agitacéo
de forma adequada a remoc¢do de matéria organica também é afetada. Rodrigues et al. (2004)
quando estudou a implantacdo de um perfil de agitacdo variavel ao longo de 6 h, a agitacéo
foi 60 min — 75 rpm; 220 min — 50 rpm e 30 min — 25 rpm, também foi verificado a influéncia
com a agitacdo continua em 50 rpm — 6 h, a agitacdo varidvel apresentou melhor eficiéncia do
reator, sem prejudicar a qualidade de sedimentacdo e com isso ndo houve o rompimento do
granulo. Outro fator que pode ocasionar influéncia na remocdo de matéria organica é a
producdo de &cidos organicos volateis, os quais sdo quantificados na analise de DQO. Devido
a realizacdo de tratamento térmico para inibi¢cdo dos micro-organismos metanogénicos, ha um
acumulo de acidos organicos, portanto, a digestdo anaerdbia pode ndo ser completa, os acidos
acumulados sdo em maior concentracdo acético, butirico e propibnico e também alguns
&lcoois (FERREIRA, 2014).

Avaliando a eficiéncia da remocdo de matéria organica em relacdo as diferentes
relacfes C/N (Figura 2). Pode-se observar que a maxima remoc¢do de matéria organica foi na
relagdo C/N 40 (superior a 50 %) (Figura 2, a), independente da agitacdo, ndo apresentando
diferenca significativa no final da quinta semana. Nos ensaios sem agitacéo (¢) a relacdo C/N
40 obteve remocdo de DQO préximo a 57 % ao final de 5 semanas, conforme a relagdo C/N
aumenta de 80 para 120 a remocdo da matéria organica é reduzida, alcangando cerca de 30 %

e 20 %, respectivamente. A agitacdo de 4 horas (e) apresentou maior remoc¢do de DQO na



40

relacdo C/N 40 (51 %), ndo houve diferenca significativa nas relagdes C/N de 80 e 120 para a
remoc¢do de matéria, finalizando a quinta semana com remog¢do de DQO de aproximadamente
20 %, em ambos os ensaios. O mesmo perfil observado para a agitacdo de 4 horas (e) foi
obtido para a agitacdo continua (m), obtendo remocéo de DQO para a relagdo C/N 40 de 53 %,
relacdo C/N 80 de 39 % e para relagdo C/N 120 de 34 %. Este fato pode ser explicado devido
a relagdo C/N 120 apresentar fonte de carbono em excesso, o que pode ter ocasionado a
inibicdo das bactérias.

Nos estudos realizados por Albuquerque (2014) pode-se observar que o aumento da
concentracdo da fonte de carbono causa a reducdo da eficiéncia de remocdo de DQO,
verificou-se 0 mesmo comportamento no presente trabalho. Este fendmeno pode ser explicado
segundo estudo realizado por Hutnan et al., (2009) que verificou que a degradacdo anaerobia
de glicerol bruto é sensivel a altas cargas organicas. A partir destas conclusdes, pode-se dizer
que a relacdo C/N 120 reduz a eficiéncia de remocdo de DQO, desta forma tornando-se
prejudicial a fins de tratamento do glicerol.

A disponibilidade de nutrientes pode ter influenciado neste resultado, pois quando ha o
fornecimento em excesso, pode ocorrer a inibicdo celular causando a morte dos micro-
organismos. Este fato pode ter ocorrido na utilizacéo da relagdo C/N 120, em especial quando
se estudou a agitacdo continua, houve maior homogeneizacdo dos nutrientes, apresentando
remoc¢do de DQO de 34,12 %, porém ainda menor que na relagdo C/N 40 e 80. O acimulo de
metabolitos secundarios do metabolismo pode afetar o crescimento celular, inibindo alguns
micro-organismos por excesso de substrato. A partir de andlise estatistica referente aos
valores maximos de remocdo de DQO, apresentada na Tabela 3, certificou-se que o fator
influente para remocdo de matéria organica foi a relacdo C/N e ndo a forma de agitacao.

Tabela 3 - Percentual de remogdo maxima de DQO em diferentes relacdes de C/N.

Condicao experimental Relacdo C/N 40 Relacdo C/N80  Relacdo C/N 120
Sem agitacao (%) 62,22*+0,35 31,51°%+0,19 20,73°+1,06
Agitacdo semi-continua (%) 51,12*+5,06 20,73°"+8,97 20,16°"+1,27
Agitacdo continua (%) 53,10%"+39,04  39,01*"+7,69 34,12*"+6,22

*Valores médios de ensaios realizados em duplicata + desvio padrdo. Letras minGsculas iguais na mesma linha e
letras mailsculas iguais na mesma coluna representam que nao houve diferenga significativa estatisticamente
(p<0,05).
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Conforme verificado na Tabela 3, na mesma relagdo C/N e diferentes formas de
agitacdo ndo houve diferenca significativa na remocdo de DQO. Quando verificado na mesma
forma de agitacdo, as diferentes relagdes de C/N apresentaram diferenca significativa na
remocao de DQO (p>0,05). Somente a agitacdo continua nao apresentou diferencas entre as
relacbes de C/N estudadas. Nos ensaios sem agitacdo e agitacdo semi-continua a maxima
remocao foi obtida na relacdo C/N 40, apresentando remocéo de DQO de 62,22 % e 51,12 %,
respectivamente. Desta forma visando a maxima remocao de matéria organica e reducdo de
custos operacionais, a aplicacdo da relacdo C/N de 40 ndo utilizando agitacdo mostrou-se uma
forma promissora para o tratamento deste residuo a partir da digestdo anaerobia.

Também é importante ressaltar que o pH dos ensaios variou entre 6,5 a 7,5, visto este
ser o pH ideal para digestdo anaerdbia, sendo o produto pretendido o hidrogénio. Este é um
parametro importante de processo, alterando a atividade de enzimas e com isso prejudicando a
producdo deste gas (WANG e WAN, 2008).

4.1.4 Conclusao

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que o fator influente na digestdo
anaerobia de glicerol foi a relagcdo carbono/nitrogénio, ndo havendo diferenca significativa
entre as formas de agitacdo. Quando ocorre 0 aumento da relacdo C/N nos ensaios sem
agitacdo a remocdo de matéria organica é reduzida. Para a agitacdo de 4 h e continua a relacao
C/N 80 e 120 ndo apresentou diferenca significativa na remo¢do de matéria organica. Os
melhores resultados foram obtidos na relagdo C/N 40, resultando na remocéo de 62,22% de
DQO, sem haver diferenca significativa entre as formas de agitacdo. Portanto para o
tratamento deste efluente pode-se escolher o ensaio sem agitacdo na relagdo C/N 40, havendo
reducdo dos custos com a agitacdo e obtendo remocao de matéria organica superior a 50 %.
Desta forma a digestdo anaerdbia de glicerol residual é um processo promissor para 0
tratamento deste residuo, além de auxiliar no tratamento deste residuos também é possivel

gerar energia através do biogas.
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4.2 ARTIGO 2 - AVALIACAO DA PRODUCAO DE HIDROGENIO A PARTIR DA
DIGESTAO ANAEROBIA DE GLICEROL UTILIZANDO DOIS TIPOS DE PRE-
TRATAMENTOS AO INOCULDO.

Bracher, Eduarda Holz® Santana, Fabricio® Hoffmann, Ronaldo®

®Departamento Engenharia Quimica, Universidade Federal de Santa Maria — UFSM,
Santa Maria, Brasil. ® Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande —
FURG, Rio Grande, Brasil.

4.2.1 Resumo

O hidrogénio é um gas com alto valor energético, a sua producdo através de rotas
bioguimicas vem sendo estudada. A partir da digestdo anaerdbia é possivel sua producéo,
porém se faz necessario a eliminacdo de micro-organismos metanogénicos. A eliminagdo
destes micro-organismos pode ser realizada através de tratamento térmico ao inoculo, sendo
este um método descrito como eficiente na literatura. O glicerol possui caracteristicas
favoraveis para sua aplicagdo como fonte de carbono em meio de cultivo para micro-
organismos. Dentro deste contexto, 0 objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da aplicacéo de
dois tratamentos térmicos no inéculo durante a digestdo anaerobia de glicerol para a geracédo
de hidrogénio. Foram utilizados reatores Oxitop®, com volume util de 200 mL e volume de
“headspace” de 117 mL. O glicerol foi utilizado como fonte de carbono, adicionado ao meio
de cultivo Del Nery, a relagdo carbono/nitrogénio foi de 40, mantido sem agitacdo e
temperatura de 55 °C, durante 168 h. Avaliou-se o tratamento térmico ao indculo, o qual foi
oriundo de reator UASB, mantido em banho termostatizado a 80 °C durante 30 min e em
estufa a 105 °C durante 15 h e, a fim de comparacéo, foi realizado ensaio sem aplicacdo do
tratamento. Os pardmetros avaliados foram a producdo de hidrogénio, volume de biogas
gerado, acidos orgéanicos volateis, pH e remocédo da DQO. A partir dos resultados verificou-se
que o tratamento térmico de 105 °C durante 15 h, foi eficiente para eliminagdo dos micro-
organismos metanogénicos, alcancando em 66 h a concentracdo maxima de hidrogénio de
0,345 mmoly, L™. O ensaio com tratamento de 80 °C durante 30 min, a produgdo de metano

foi identificada a partir de 24 h e, no ensaio controle, a producdo de metano foi identificada
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com apenas 9 h do inicio do processo. Desta forma, o tratamento térmico a 105 °C durante 15
h, foi eficiente para eliminacdo dos micro-organismos metanogénicos, havendo também a

remogao de 58 % do glicerol e a convers&o de 0,0815 mol 1z Mol giicerol - @0 final de 168 h.
4.2.2 Introducéo

O hidrogénio € considerado um combustivel limpo, a partir de sua queima obtém-se
apenas agua e energia. Desta forma, sdo liberados menos poluentes atmosféricos comparando-
se com combustiveis fésseis (GOMES, NETO, 2005). Este gas possui um alto teor de energia,
aproximadamente 122 kJ g*, e rendimento energético 2,75 vezes superior ao de outros
combustiveis fosseis (SIRGH; ZULARISAM, 2015). Porém, a producdo deste combustivel
ainda se da a partir de rotas quimicas, como a hidrélise quimica, gaseificacdo de biomassa,
pirélise, eletrélise, foto eletroquimica e reforma a vapor do gas natural. Estes processos
quimicos necessitam de altas temperaturas e pressdes, 0 que aumenta 0S custos para a
producdo de hidrogénio (SANTOS e SANTOS, 2005).

Como alternativa, estdo em desenvolvimento novas técnicas que utilizam residuos
organicos como substrato, gerando um composto com caracteristicas ideais para aplicacdo no
solo agricola (LAMAISON, 2009), dentre estas técnicas encontram-se as rotas bioquimicas
para geracdo de hidrogénio (biohidrogénio), como a fotofermentacédo, a biofotélise direta e
indireta e a digestdo anaerobia. Que apresentam vantagens devido as condi¢des de trabalho
ndo necessitarem de elevada temperatura e presséao.

A digestdo anaerdbia é conhecida como a fonte mais promissora para geracdo de
energia sustentavel, pois pode degradar diversos substratos para a geracdo de biogas. Este
processo inicialmente foi desenvolvido para a estabilizacdo de material organico, porém hoje
estuda-se este processo para ampliar as fontes de energia (SAWATDEENARUNAT et al.,
2015). Este bioprocesso envolve diversos micro-organismos e etapas bioquimicas para a
degradacdo de materiais organicos e producdo de biogas (DHAKED et al., 2010). A etapa
inicial é a hidrolise, seguida da acidogénese e acetogénese, finalizando com a metanogénse.
Para a producdo de hidrogénio € necesséria a inibicdo da etapa metanogénica, visto que 0s
micro-organismos envolvidos consomem o hidrogénio produzido para geracdo de metano
(BUNDHOO; MOHEE; HASSAN, 2015).
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Existem diversas formas de eliminar os micro-organismos metanogénicos, utilizando
processos fisicos e/ou quimicos, o mais utilizado é o tratamento térmico (BUNDHOO;
MOHEE; HASSAN, 2015; SIRGH; ZULARISAM, 2015). Segundo Kawagoshiet al. (2005) o
tratamento térmico aplicado ao in6culo obteve maior rendimento em hidrogénio quando
realizado o ajuste de pH do inoculo. A utilizacdo do calor faz com que 0s micro-organismos
mais resistentes, acidogénicos, formem esporos e com isso sejam capazes de resistir a
elevadas temperaturas (VALDEZ-VASQUEZ; POGGI-VARALDO, 2009).

A utilizacdo de glicerol residual se torna atraente devido a elevada producdo de
biodiesel, sendo este um subproduto da producéo de biodiesel, para cada 100 kg de biodiesel
sdo gerados 10 kg de glicerol. A utilizacdo deste subproduto no setor alimenticio, farmacos,
cosméticos necessita a purificagdo, aumentando o0s custos. Devido sua composicao
nutricional, pode ser utilizado em cultivo de micro-organismos, desta forma reduzindo os
custos com fontes de carbono inorganicas e auxiliando no tratamento deste subproduto.
Assim, a digestdo anaerdbia torna-se um bioprocesso atraente, pois além de gerar energia,
pode também servir como etapa de tratamento bioldgico do glicerol residual. Segundo Dillies
et al., (1980) o glicerol é uma fonte de carbono altamente assimilavel por bactérias e
levaduras em cultivo tanto aerdbio, quanto anaerdbio.

Segundo pesquisas desenvolvidas por Varrone (2014) e Silva et al. (2009) a digestao
anaerobia de glicerol pode obter produtos com alto valor agregado, como a producdo de
hidrogénio, 1,3-propanodiol, etanol, butanol, acidos organicos volateis (AOV). Varone (2014)
obteve a partir da digestdo anaerdbia de glicerol a producdo de etanol e hidrogénio,
correspondendo a um rendimento de 500 kg ton™ de glicerol e 260 m3 ton™ de glicerol,
respectivamente. Segundo estudo realizado por Ferreira (2014), utilizando glicerol na digestéo
anaerdbia, obteve um fator de conversao de glicerol em hidrogénio de 1,2 mol 4 molg"cerofl,
guando aplicado TRH de 14 h. Em vista disto, a aplicacdo da digestdo anaerdbia para
producdo de hidrogénio torna-se um processo promissor para a geracdo de energia
sustentavel. Aborda-se neste contexto, o conceito de biorrefinarias a este processo, o qual
busca o aproveitamento maximo dos residuos gerados, obtendo novos produtos
(GARLAPATI; SHANKAR; BUDHIRAJA, 2016). Dentro deste contexto, o objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de dois tratamentos térmicos no inéculo durante a
digestdo anaerdbia de glicerol para a producédo de hidrogénio.
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4.2.3 Material e Métodos
4.2.3.1 Inéculo e meio de cultivo

O lodo anaerdbio foi obtido de um reator de fluxo ascendente com manta de lodo
(UASB) para tratamento de &4gua de parboilizacdo de arroz (Rio Grande do Sul, Brasil). Neste
indculo, realizou-se dois pré-tratamentos térmicos para eliminar 0s micro-organismos
metanogénicos. Um dos pre-tratamentos consistiu em aquecer o indculo a 80 °C em banho
termostatizado durante 30 min e apos resfriar em banho de gelo até temperatura ambiente
(WANG et al., 2011). No outro pré-tratamento avaliou-se a secagem do inéculo a 105 °C
durante 15 h (SIQUEIRA e REGINATTO, 2015). Foi caracterizado quanto aos sélidos totais,
correspondendo a 19,70 g L™ e sélidos volateis, correspondendo a 11,23 g L™.

O glicerol residual utilizado como fonte de carbono, foi fornecido pela empresa

BSBIOS (Rio Grande do Sul, Brasil), sua composi¢éo esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo do glicerol residual.

Parametro Resultado (%)
Umidade 12,15
Glicerol 82,69

Cinzas 3,26
Cloreto de sédio 3,61
pH 5,34

Teor de metanol 0,04

Fonte: BSBIOS

Este substrato foi adicionado ao meio de cultivo Del Nery (Tabela 2), representando
uma agua residual, correspondendo a rela¢do carbono/nitrogénio 40. Para a solubilizacéo do
glicerol ao meio de cultivo foi necessario o aquecimento do mesmo a 60 °C durante 20 min
(FERREIRA, 2014).
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Tabela 2 - Composigéo do meio de cultivo utilizado no reator.

Composicao Concentracéo (mg L™)
Ureia 125,00
Fosfato de potassio monobasico 85,00
Fosfato de potéssio dibasico 21,70
Fosfato de sodio dibasico 33,40
Cloreto de célcio 47,00
Sulfato de niquel 1,00
Sulfato ferroso 5,00
Cloreto férrico 0,50
Cloreto de cobalto 0,08

Fonte: Del Nery, 1987.

4.2.3.2 Condig0es experimentais

Os ensaios foram realizados em reatores Oxitop® sem agitacdo, com volume util de
200 mL e volume de “headspace” de 117 mL, mantidos em estufa termostatizada a 55 °C. A
relagcdo de carbono/nitrogénio estudada foi de 40, determinada pela estequiometria em funcéo
da quantidade de glicerol adicionada ao meio, utilizando ureia como fonte de nitrogénio.
Durante os ensaios ndo houve ajuste de pH, sendo injetado argbnio para remocdo de oxigénio

nos reatores durante 5 min, e o tempo de duracdo dos mesmos foi de 168 h.

4.2.3.3 Respostas avaliadas

A producdo de hidrogénio foi avaliada utilizando-se cromatdgrafo a gas
(SHIMADZU, GC-2014), com detector de condutividade térmica (TCD), coluna Carboxen
1000 (Supelco), com as temperaturas do injetor e detector de 280 °C, usando argbnio como
gas de arraste, com vazdo de 30 mL min™. A rampa de aquecimento da coluna inicialmente
foi de 100 °C até 240 °C a uma taxa de 30 °C min™ e o volume de amostra foi 400 pL. A
amostra foi coletada diretamente no reator, com a seringa propria para gases e imediatamente

analisada.
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A pressao foi obtida a partir do equipamento Oxitop® o qual possui um sistema para
quantificacdo da pressdo exercida no “headspace”. O volume de hidrogénio produzido foi

determinado segundo a equacédo dos gases ideais, Equacdo 1:

PXxV=nxRxT (1)

A demanda quimica de oxigénio (DQO) e o pH foram determinados segundo
metodologia APHA (2005). Os acidos organicos volateis (AOV) foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (SHIMADZU), segundo metodologia descrita
por Cerqueira et al. (2010).

A determinacdo da concentracdo de glicerol foi realizada a partir de cromatografia a
gas (VARIAN, STAR 3400 CX), com detector por ioniza¢do de chama (FID), coluna BPX 5
(SGE). As temperaturas do injetor e detector foram 300 °C e 280 °C, respectivamente. A
temperatura inicial da coluna foi de 50 °C por 1 min, até 300 °C a uma taxa de 15 °C min™ e
mantida durante 5 min na temperatura de 300 °C, o volume de amostra foi de 1 pL e a injecéo
foi realizada com Split na razdo 1:10. O gés de arraste foi hidrogénio, com vazdo de 1,25 mL
min™, e para a chama foi utilizada a combinag&o de nitrogénio (30 mL min™) e ar sintético
(300 mL min™).

Para o preparo das amostras foram utilizados 150 uL de amostra, colocando-as em
bloco digestor a 60 °C com injecdo de nitrogénio (100 mL min™) para evaporacéo da fase
liquida, apds adicionando 150 pL de piridina e 100 pL de derivatizante N-Metil-N-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA). Apods agitou-se a solucdo em agitador vortex,
deixando em repouso durante 20 min a 30 °C. A curva padrdo foi realizada da mesma
maneira, variando a concentracdo de glicerol P.A de 5 pg mL™ a 200 ug mL™, para pontos
acima da curva foi realizada dilui¢cdo em piridina.

A remocdo de DQO e glicerol foram determinados segundo a Equacdo 2, onde C; € a

concentragéo inicial e Cr é a concentragéo final.

= 5% % 100 )
C.

L

% Rernﬂ;ﬂﬂcumu!nrirﬁ
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4.2.3 Resultados e discussao

A aplicacdo do tratamento térmico ao indculo apresentou influéncia na producéo de
hidrogénio, como verificado na Figura 1. A maxima concentracdo de hidrogénio foi 0,345
mmol L™, obtida na condicdo em que o inéculo foi tratado a 105 °C durante 15 h (Figura 1,
b). Neste ensaio ndo houve producdo de metano durante todo processo, podendo justificar a
queda da concentracdo de hidrogénio devido a oxidagdo do hidrogénio gerando outros
substratos que séo utilizados pelos micro-organismos. No tratamento a 80 °C durante 30 min
(Figura 1, c) a producao de hidrogénio foi verificada apenas nas primeiras 24 h, alcancando a
concentracdo de 0,261 mmol L. Ap6s houve a producéo de metano, o que pode explicar a
queda na producdo de hidrogénio. Um ensaio controle foi realizado para compara¢do com
lodo sem tratamento, apresentando baixa producdo de hidrogénio (0,038 mmol L™) com a
producdo de metano identificada a partir de 9 h da digestdo anaerobia (Figura 1, a).

Fernandes (2008) realizou ensaios utilizando glicerol como fonte de carbono para a
producdo de hidrogénio, aplicando tratamento térmico de 100 °C durante 10 min e obteve
concentracdo de hidrogénio de aproximadamente 1 mmol L. Segundo o autor a producéo de
hidrogénio foi menor com o uso de glicerol quando comparado com sacarose, vinhaca e
esgoto sanitario. Conforme Fernandes (2008) o consumo de glicerol total ocorreu em 10 h de
digestdo anaerdbia. No presente trabalho o consumo total de glicerol ocorreu apenas no
tratamento de 80 °C durante 30 min, ao final de 168 h, obtendo remocdo de 99,74 %. Os
fatores que podem ter influenciado no consumo de glicerol e na producdo de hidrogénio,
foram o indculo utilizado, a temperatura e a concentracao de glicerol.

Segundo Costa (2010), o glicerol foi consumido totalmente em 32 h na producéo de
hidrogénio em reator batelada, porém ndo houve a eliminacdo de micro-organismos
metanogénicos. Quando Costa (2010) aplicou o tratamento térmico (100 °C durante 15 min) a
remocao de glicerol em 36 h foi de aproximadamente 65 %, mesmo percentual de remocao foi
obtido no presente estudo quando aplicado o tratamento de dessecacdo (105 °C durante 2 h).
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Figura 1 — Cinética de producdo de hidrogénio (mmol L™) durante a digestdo anaerébia nos
ensaios sem tratamento térmico (a), com tratamento térmico 105 °C durante 15 h (b) e com
tratamento térmico 80 °C durante 30 min (c).
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A producdo de hidrogénio foi identificada a partir de 12 h de fermentacdo, o que no
trabalho de Costa (2010) ocorreu apds 24 h, havendo também tratamento ao inéculo. A
maxima remog¢do ocorreu nos ensaios com tratamento de 80 °C durante 30 min (Figura 2, c),
quando no final de 168 h removeu-se 99,74 % de glicerol inicial. Quando aplicou-se um
tratamento mais extremo aos micro-organismos, 105 °C durante 15 h (Figura 2, b) a remocéo
de glicerol ocorreu de forma mais lenta, 0 que pode ter ocasionado a perda de grande parte
dos micro-organismos presentes no lodo anaerébio, chegando ao final de 168 h com a
concentracdo de glicerol de 33,61 mmol L™, correspondendo a remocdo de 58,00 % de
glicerol inicial.

Segundo Sarma et al. (2014) a remocao de glicerol maxima foi de 20 %, em 50 h de
processo, em ensaio utilizando cultura pura. Foi realizado um ensaio controle (Figura 2, a),
em que a concentracdo de glicerol tornou-se estavel a partir de 90 h, havendo baixo consumo
até o final da digestdo anaerdbia (14,02 mmol L™), removendo 73,81 %. Alguns estudos
relatam que a remocéao total de glicerol ocorre em torno de 32 h. Porém, deve-se destacar que
ndo houve agitacdo do meio reacional no presente trabalho, o que pode ter causado esta
diferenca, outro fator que pode ter influenciado, foi a concentracdo de inicial de glicerol e
também este ser glicerol residual, possuindo compostos que podem ter causado toxicidade aos
micro-organismos. Quando avaliou-se a remocdo da DQO ao final de 168 h entre os ensaios
obteve-se resultados proximos, no ensaio sem tratamento térmico a remocao foi 45 %, com a

aplicagédo do tratamento térmico de 105 °C durante 15 h foi 43,65 % e no tratamento a 80 °C
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durante 30 min foi 48,41 %, evidenciando, a quantificacdo de metabdlitos secundarios
produzidos durante a digestéo anaerdbia.

Figura 2 — Cinética de consumo de glicerol (mmol L™) durante a digestdo anaerébia nos
ensaios sem tratamento térmico (a), com tratamento térmico 105 °C durante 15 h (b) e 80 °C
durante 30 min (c).
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A aplicacdo dos pré-tratamentos ao indculo apresentou diferenca significativa quanto a
degradacédo do glicerol no final de 168 h de processo. No ensaio controle, a partir de 90 h, a
remocao de glicerol ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05). No ensaio com aplicacéo
de 105 °C durante 15 h, a remocdo de glicerol ndo foi significativa, no final de 168 h a
remocao de glicerol foi 58,00 %, apresentando diferenca significativa apenas neste ponto do
processo. A aplicacdo de 80 °C durante 30 min apresentou diferenga significativa durante
todo tempo analisado, alcancando ao final de 168 h remocé&o de 99,74 %.

Costa (2010) quando avaliou a eficiéncia de remocéo do glicerol em 36 h, ndo obteve
diferenca significativa entre o tratamento térmico e a dessecacdo da biomassa. Este perfil ndo
foi identificado nos presentes ensaios, avaliando no tempo de processo de 48 h entre os
tratamentos térmicos de 105 °C durante 15 h e 80 °C durante 30 min, houve diferenca
significativa na remocéo de glicerol, havendo maior percentual de remogdo no tratamento de
80 °C durante 30 min. Pode-se atribuir esta diferenca devido ao tempo em que o indculo foi
dessecado, visto que a dessecacdo de Costa (2010) foi realizada em 105 °C durante apenas 2

h. Desta forma inativando maior nimero de micro-organismos, assim reduzindo de forma
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mais lenta o glicerol. Também esta diferenca pode estar associada que neste trabalho utilizou-
se glicerol residual e néo glicerol P.A.

Outro pardmetro importante € o pH, que manteve-se proximo em todos 0s ensaios,
finalizando as 168 h em 5,1. Segundo a literatura este é um valor de pH 6timo para a
producdo de hidrogénio. Fang e Liu (2002) relataram que o pH favoravel, obtido por ensaios
para a producéo de hidrogénio, foi de 5,5 e no pH em torno de 4,5, a producéo de acidos

organicos volateis era favorecida.

Tabela 3—Percentual de remocdo de glicerol nos diferentes tratamentos aplicados ao indculo.

Ensaio Sem tratamento (%) 105°C-15h (%) 80 °C-30 min (%)
Tempo (h)
24 10,82+0,062*4 21,19+6,15 4,67+4,63 %"
48 14,44+45,23 22,99+0,02 43,52+0,93 "B
90 67,41+0,06 *° 27,36+0,43 ™A 88,98+0,63 “©
168 73,81+0,09 B 58,00+1,24 "B 99,74+0,01 P

*Valores médios de ensaios realizados em duplicata e + desvio padrdo. Letras mindsculas iguais na mesma linha
e letras mailsculas iguais na mesma coluna representam que ndo houve diferenca significativa estatisticamente
(p<0,05).

O méaximo volume de hidrogénio produzido alcancou 3,5 mL, no ensaio realizado com
aplicacdo do tratamento de 80 °C durante 30 min (Figura 3, c), obtido em 12 h de digestdo
anaerobia. Apos este tempo, houve uma reducdo dréstica no volume de hidrogénio produzido
e neste ensaio, a partir de 24 h de cultivo, iniciou-se a producdo de metano, revelando a
ineficiéncia deste tratamento para a eliminagdo dos micro-organismos metanogénicos. No
ensaio com o tratamento de 105 °C durante 15 h (Figura 3, b) o volume maximo produzido de
hidrogénio foi de 3 mL, em 66 h.

No ensaio controle (Figura 3, a), a producéo de hidrogénio foi minima, evidenciando a
importancia do tratamento térmico na inativacdo dos micro-organismos metanogénicos,
representando 0,7 mL de hidrogénio em 24 h. Em outros trabalhos desenvolvidos em digestdo
anaerobia de agua residual de cultivo de microalga em dois estagios, para a produgdo de
hidrogénio o volume deste gas foi superior (YAHNG et al., 2011). Segundo Yahng et al.
(2011) que aplicou tratamento térmico de 95 °C durante 30 min, em 70 h de processo a

presenca de metano ndo foi identificada, acumulando volume de hidrogénio de 80 mL. Esta
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diferenca no volume de hidrogénio obtido pode estar relacionada ao inoculo, a fonte de
carbono ser o glicerol residual e agitacdo, além do que durante a utilizagdo do tratamento de
105 °C durante 15 h, pode ter ocasionado a inativacdo de algumas bactérias produtoras de
hidrogénio, reduzindo a producdo deste gas. Também pode estar relacionado com a producéo
de metabolitos secundarios, como 1,3-propanodiol, o qual a producdo de hidrogénio €
desfavorecida.

Desta forma o volume méximo de hidrogénio produzido foi no ensaio com tratamento
de 80 °C durante 30 min, porém este tratamento ndo foi eficiente para eliminacdo das
bactérias metanogénicas. Devido a falta de agitacdo nos ensaios, o hidrogénio produzido pode
ter permanecido solivel no meio de cultivo, embora a temperatura utilizada favoreca as

condig@es termodindmicas do sistema (FERREIRA, 2014).

Figura 3 - Volume de hidrogénio produzido nos ensaios sem tratamento térmico (a), com
tratamento térmico 105 °C durante 15 h (b) e 80 °C durante 30 min (c).

O fator de conversdo de substrato em produto ficou abaixo do identificado na literatura
utilizando glicerol, havendo méxima converséo no ensaio com tratamento de 80 °C durante 30
min em 24 h do processo, 0,344 mol y, Mol giicero . No final de 168 h a méaxima converséo de
glicerol em hidrogénio foi no ensaio com tratamento de 105 °C durante 15 h, alcancando
0,0815 mol y» mol g.icem.'l. Ferreira (2014) obteve fator de conversdo de glicerol residual em

hidrogénio de 1,2 mol y, mol g.icerofl, aplicando tempo de retencdo hidraulico de 14 h.
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A conversdo maxima de glicerol em hidrogénio pode ser alcancada quando existe a
produgéo do intermediario, 4cido acético, correspondendo a 3 mol 12 Molgiicero . Quando a ha
a produgdo de acido butirico o fator de convers&o tedrico alcanga 2 mol 1z Molgiicerol

Os resultados encontrados no presente trabalho foram abaixo do rendimento tedrico
para este substrato, podendo existir a producdo de algum metabdlito secundario que causa
influéncia negativa na producdo de hidrogénio, como o 1,3-propanodiol, sendo este um
produto com alto valor agregado. O 1,3-propanodiol € um produto que pode ser obtido a partir
da digestdo anaerdbia do glicerol, a principal estirpe de micro-organismos que pode produzir
este produto é Clostridium butyricum, cepa que é favorecida com a utilizacdo de pré-
tratamento a 105 °C durante 15 h (POSADA; RINCON; CARDONA, 2012).

Tabela 4 - Fator de conversao de substrato em produto nos diferentes tratamentos aplicados.

Ensaio Sem tratamento 105°C-15h 80 °C — 30 min
(mol 12 Mol giiceror ™) (mol 12 Mol giiceror ™) (mol 12 Mol giicerol ™)
Tempo (h)
24 0,0411 0,0033 0,3440
42 0,0143 0,0059 0,0355
48 0,0148 0,0093 0,0247
90 0,0016 0,0602 0,0010
168 0,0017 0,0815 0,0014

No ensaio com tratamento de 105 °C durante 15 h identificou-se a presenca de acido
acético e butirico, porém a concentracéo de &cido acético foi reduzida ao longo do processo,
ndo sendo identificado apds 42 h de cultivo. O &cido butirico foi identificado apenas em 12 h
de processo. No ensaio sem tratamento térmico a concentracdo de &cido acético foi crescente
ao longo da digestdo anaerobia, porém como ndo houve tratamento térmico a producdo de
hidrogénio ndo foi favorecida, podendo haver outros metabolitos que influenciam na
producdo de hidrogénio. Segundo ensaios realizados por De Sa et al. (2013) que utilizou
cultura mista e glicerol em reatores em batelada os principais metabdlitos secundarios
encontrados foram 1,3-propanodiol e acidos acético e butirico, onde obtiveram a méaxima

producéo de hidrogénio.
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A presenca de etanol na digestdo anaerobia favoreceu a producdo de hidrogénio,
conforme estudo realizado por Koskinen et al. (2007), que utilizou cultura mista e glicose
como fonte carbono, estes ensaios foram realizados em condi¢Bes termofilicas. Em outro
estudo realizado por Koskinen et al. (2007), utilizando glicerol como fonte de carbono, em

condi¢des mesofilicas e cultura mista, houve a presenca de predominante de 1,3-propanodiol
e 4cido acético.

Figura 4 - Concentracdo de acidos acético (a), propidnico (b) e butirico (c) durante os ensaios
sem tratamento (m), 105 °C durante 15 h (m) e 80 °C durante 30 min (m).
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Outros metabolitos foram observados ao longo do processo, porém ndo foram
quantificados. A producdo de alguns metabdlitos, como 1,3 — propanodiol, pode diminuir a
producdo de hidrogénio, podendo assim justificar a baixa conversdo de glicerol em
hidrogénio. Altas concentracfes de acido propidnico ndo sdo favoraveis para a producdo de
hidrogénio (WANG et al, 2006; KOSKINEN et al., 2007), podendo justificar a queda da
conversdo do glicerol em hidrogénio no ensaio com tratamento de 80 °C durante 30 min, além
de haver a producdo de metano a partir de 24 h.

Dentre os trabalhos citados, a concentracdo dos &cidos organicos volateis obtidos no
presente trabalho, foi inferior. Justificando-o devido a utilizacdo de cultura mista,
ocasionando diferentes rotas metabolicas simultaneamente na digestdo anaerobia do glicerol.
Além de apresentar outros metabolitos os quais ndo foram quantificados neste trabalho.
Podendo ser uma das causas para a baixa producéo de hidrogénio e conversdo de substrato em
produto obtida neste trabalho.
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4.2.4 Conclusodes

Através dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que o tratamento
térmico de 105 °C durante 15 h foi eficiente para a producdo de hidrogénio, ndo apresentando
a geracdo de metano ao longo das 168 h de processo. A concentragdo de hidrogénio maxima
foi 0,345 mmoly, L™, a converséo de glicerol em hidrogénio foi de 0,0815 mol y; mol giiceror
neste ensaio os acidos acético e butirico foram identificados apenas nas primeiras horas de
processo, ja o acido propidnico nao foi identificado. No ensaio com tratamento térmico de 80
°C durante 30 min a presenga de metano foi identificada em 24 h de processo, desta forma
este tratamento ndo foi eficiente para a inibicdo das bactérias metanogénicas. A maxima
producdo de hidrogénio ocorreu em 12 h na concentracdo de 0,261 mmol L™, a méaxima
conversdo de glicerol em hidrogénio ocorreu em 24 h, 0,344 mol y, mol g”cem.'l, neste ensaio
foi identificado os acidos acético, propiodnico e butirico.

O ensaio controle (sem tratamento térmico) obteve presenca de metano desde 9 h de
ensaio, a producdo de hidrogénio foi de 0,038 mmol L™ e fator de conversdo méximo de
0,041 mol 12 mol g.icero{l em 24 h de processo. Neste ensaio foi identificado predominéancia de
acido acético durante todo o processo e ao final, houve a presenca de acido butirico.

Portanto, o tratamento térmico de 105 °C durante 15 h a producgdo de hidrogénio foi
favorecida, porém houve baixa producdo de hidrogénio que pode estar associado a este pré-
tratamento ser muito agressivo aos micro-organismos e também por produzir outros
metabdlitos secundarios que prejudicam a producdo deste gas de interesse. Desta forma,
necessita-se um conhecimento mais aprofundado a respeito das rotas metabdlicas envolvidas
neste processo, identificando os demais produtos que sdo produzidos a partir da digestdo

anaerdbia de glicerol.
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4.3 ARTIGO 3 — PRODUCAO DE ENERGIA A PARTIR DO GLICEROL
RESIDUAL EM SISTEMA INTEGRADO: DIGESTAO ANAEROBIA E CELULA
COMBUSTIVEL MICROBIANA

Bracher, Eduarda Holz® Santana, Fabricio® Hoffmann, Ronaldo?

®Departamento Engenharia Quimica, Universidade Federal de Santa Maria — UFSM,
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4.3.1 Resumo

A busca por fontes alternativas de energia vem desenvolvendo novas pesquisas que
viabilizem os bioprocessos para a producdo de energia. Com isso a utilizacdo de residuos
industriais como fonte de nutrientes torna-se comum em estudos cientificos, como por
exemplo o glicerol, sub-produto altamente assimilavel por micro-organismos. A associacao de
bioprocessos para 0 aproveitamento maximo de energia € um conceito atual que ainda possui
poucos estudos. Bioprocessos como a digestdo anaerdbia associada a célula combustivel
microbiana (MFC) traz um conceito inovador para a producao de energia. Visando a producéo
de hidrogénio, baixos tempos de retencao hidraulico sdo propostos pela literatura, desta forma
havendo um residuo com alta concentracdo de matéria organica. A partir do que foi exposto, o
objetivo deste trabalho foi verificar a producdo de energia através da associacdo da digestao
anaerobia e de uma célula combustivel microbiana utilizando glicerol residual como fonte de
carbono. Foi utilizado um reator UASB com volume util de 1,75 L, utilizou-se como in6culo
lodo anaerdbio oriundo de reator UASB de &gua de parboilizacdo do arroz, os ensaios foram
realizados com aplicacdo de tratamento térmico ao inoculo e sem aplicacdo de tratamento ao
indculo. O meio de cultivo utilizado foi Del Nery (1985) e glicerol foi adicionado como fonte
de carbono, as relacdes C/N estudadas foi 40 e 120 e tempo de retengdo hidraulico de 24 h. O
pH na saida do reator UASB foi corrigido em 7 e foi utilizada como alimentag¢do da MFC, os
reatores foram alimentados de forma continua. A partir dos resultados obtidos verificou-se
que o tratamento ao inoculo se faz necessario, visto que foi identificado metano no biogas

produzido e com isso baixa concentracdo de hidrogénio. O tratamento térmico afetou a
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concentracdo de &cidos organicos volateis, havendo uma reducdo na concentragdo quando
aplicado o tratamento térmico. A relacdo C/N 120 apresentou maior densidade de poténcia,
associando a condutividade elétrica ser superior aos demais ensaios. Na relagdo C/N 40 a
producdo de energia na MFC se manteve proxima em relacéo a aplicacdo de pré-tratamento.
Portanto para melhorar a eficiéncia de processo se faz necessario aplicacdo de um pré-
tratamento mais agressivo ao inoculo para favorecer as bactéria produtoras de hidrogénio,
assim como melhorar a relagdo de DQO:P:N, ou diluir a alimentagdo no reator MFC, para

melhorar a densidade de corrente e poténcia gerados no reator.

4.3.2 Introducéo

Com a busca por novas fontes de energia, as quais possam incrementar as fontes ja
existentes, vem sendo desenvolvidos processos bioldgicos, como a digestdo anaerdbia. Este
bioprocesso vem sendo utilizado durante muitos anos, porém seu objetivo era estabilizar a
matéria organica. Devido a limitada reserva que se tem de energia ndo renovavel,
principalmente o combustivel féssil, este bioprocesso é investigado para a valorizacdo do
biogas produzido e também o tratamento dos efluentes industriais.

A digestdo anaerdbia é um processo importante no que diz respeito ao tratamento de
efluentes, degradando a matéria organica para a producdo de energia, neste caso 0 metano.
Pesquisas para o desenvolvimento de um processo que favoreca a producdo de hidrogénio a
partir da digestdo anaerébia vem sendo investigadas, onde a aplicacdo de tratamento térmico
ao indculo torna-se uma alternativa atraente para o favorecimento deste gas (BUITRON;
CARVAJAL, 2010; FERREIRA, 2015; FONSECA; GUAZZARONI; REGINATTO, 2016).
Porém além do pré-tratamento outros fatores sdo importantes para haver a producdo de
hidrogénio através da digestdo anaerdbia, como o tempo de retencdo hidraulico (TRH),
temperatura de processo e pH.

Na producdo de hidrogénio utiliza-se tempo de retencdo hidraulico (TRH) muito
baixos, 0 que causa baixa remocao de demanda quimica de oxigénio (DQO) e com isso baixa
eficiéncia no tratamento de residuos (FERREIRA, 2014). Em vista disso, estudos associando
a digestdo anaerobia a outro processo vém sendo desenvolvidos, como as células

combustiveis microbianas (MFC).
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As células combustiveis microbianas sdo biorreatores eletroquimicos e consistem em
utilizar matéria organica para a geracdo de eletricidade. Este processo ocorre devido a uma
diferenca de potencial (ddp) gerada entre o &nodo (compartimento com a presenga de micro-
organismos exoeletrogénicos) e catodo (compartimento que € o receptor final dos elétrons),
estes dois compartimentos sdo separados por uma membrana de permuta iénica e um circuito
externo. A utilizacdo de uma membrana catidnica permite que os prétons sejam movidos na
direcdo do anodo para o catodo (LOGAN; REGAN, 2006).

As MFC sdo consideradas uma estratégia promissora para atender a demanda de
energia, tornando-se ainda mais interessantes quando utilizado residuos industriais. Existe um
gama de substratos que podem ser utilizados por MFC, como glicose, sacarose, acetato,
propionato, butirato, lactato, etanol, glicerol, bem como demais substancias organicas
oriundas de alimentos e aguas residuais (ZUO et al., 2008; MIN et al., 2005).

Para um bom desempenho das MFC alguns fatores sdo importantes como a
concentracdo de substrato, indculo, resisténcia interna e externa no sistema, forca idnica da
solugéo, material utilizado como condutor e espacamento entre os eletrodos (LOGAN et al.,
2006). O controle do pH é um parametro crucial, pois em pH neutro ocorre 0 crescimento
Otimo das bacteérias e também a geracéo de eletricidade (ROZANDAL et al., 2006).

Devido a necessidade e reducdo de custos de processo o uso de residuos industriais
torna-se atrativo para a geracao de energia, neste caso, devido a elevada producéo de glicerol
(sub-produto da producdo de biodiesel), aliada a necessidade de tratamento deste residuo, o
uso como fonte de carbono torna-se atrativo. O glicerol é um composto organico e possuli
elementos nutricionais importantes para o crescimento de micro-organismos, como fésforo,
enxofre, magnésio, célcio, nitrogénio e sdédio (XIU et al., 2007), sendo assim altamente
assimilavel por bactérias e leveduras (DILLIS et al., 1980).

A associacdo dos processos de digestdo anaerdbia e células combustiveis microbianas
€ um conceito relativamente novo e na literatura existe poucos estudos aprofundados a
respeito deste integracdo. Um primeiro estudo desenvolvido por Premier et al. (2013)
verificou a eficiéncia de remocao de DQO, em outro momento Fradler et al. (2014) verificou
de forma mais abrangente o desempenho deste sistema de integragdo. Trabalhos estdo sendo
desenvolvidos buscando esclarecer de forma mais aprofundada a associacdo destes dois
sistemas, bem como a utilizagdo de novas fontes de carbono (SCHIEVANO et al., 2016; KIM

et al., 2015). Em vista do que foi exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar a producdo de
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energia através da associacdo da digestdo anaerobia e célula combustivel microbiana

utilizando glicerol residual.

4.3.3 Material e Métodos

4.3.3.1 Digestao anaerdbia em reator UASB

Os ensaios foram realizados em reator UASB, construido de PVC de diametro 75 mm,
com volume util de 1,75 L e volume de headspace de 0,91 L, mantidos em estufa na
temperatura 35 °C. Foram realizados ensaios com a relacdo C/N 40 e 120, determinadas pela
estequiometria, sendo utilizada ureia como fonte de nitrogénio. O tempo de retencdo
hidraulico (TRH) foi de 24 h com alimentagdo continua, servindo como fator de selecdo dos
micro-organismos produtores de hidrogénio. A carga organica da alimentacdo no reator na
relagdo C/N 40 foi 7,98 g L™*d™ e na relacéo C/N 120 foi 31,11 g L™ d™.

O lodo anaerdbio foi obtido de um reator de fluxo ascendente com manta de lodo
(UASB) para tratamento de agua de parboilizacdo de arroz (Rio Grande do Sul, Brasil), com
caracteristicas de sélidos totais de 19,70 g L™ e sélidos volateis de 11,23 g L™. Foi realizado
um pré-tratamento térmico ao indculo de 80 °C durante 30 min e apds resfriado em banho de
gelo até temperatura ambiente, também foi realizado um ensaio sem o tratamento térmico. A
concentracdo inicial de indculo foi de 2 g L™ de sélidos volateis (SV) e o restante preenchido
com meio de cultivo.

O glicerol utilizado como fonte de carbono foi fornecido pela empresa BSBIOS (Rio

Grande do Sul, Brasil), sua composicao esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicéo do glicerol residual.

Parametro Resultado (%)
Umidade 12,15
Glicerol 82,69

Cinzas 3,26
Cloreto de sodio 3,61
pH 5,34

Teor de metanol 0,04

Fonte: BSBIOS

O glicerol foi adicionado ao meio de cultivo Del Nery, representando uma agua
residual e a composi¢do do meio encontra-se na Tabela 2. Para a solubilizag&o do glicerol ao

meio de cultivo foi necessério o aquecimento do mesmo a 60 °C durante 20 min.

Tabela 2 - Composi¢do do meio de cultivo utilizado no reator.

Composicéo Concentracdo (mg L™)
Ureia 125,00
Fosfato de potassio monobasico 85,00
Fosfato de potéssio dibasico 21,70
Fosfato de sodio dibasico 33,40
Cloreto de célcio 47,00
Sulfato de niquel 1,00
Sulfato ferroso 5,00
Cloreto férrico 0,50
Cloreto de cobalto 0,08

Fonte: Del Nery, 1987.

Foi injetado gas arg6nio para eliminar o oxigénio dissolvido no meio e o pH da
alimentacdo foi ajustado diariamente para proximo de 7. A Figura 1 ilustra a configuracdo do

reator UASB utilizado nestes ensaios.
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Figura 1 - Reator UASB utilizado no trabalho.

4.3.3.2 Célula combustivel microbiana (MFC)

A célula combustivel microbiana foi construida de acrilico, mantida em estufa na
temperatura de 35 °C, a celula combustivel foi divida em dois compartimentos, catodico e
anodico. Uma tela de aco inox (304, 32 mesh, fio 0,25mm - TEGAPE) foi utilizada como
coletor de corrente elétrica, localizada no interior do anodo e do catodo. Os compartimentos
foram separados por uma membrana catidnica (CMI-7000S - Membranas International Inc.).
Esta tela envolvia a membrana internamente e externamente e também foi utilizada como
distribuidor do fluxo, localizada na base do compartimento do anodo.

A diferenca de potencial (ddp) foi monitorada a partir de um microcontrolador
Arduino, responsavel pela aquisicdo e registro dos dados a cada 2 min. Para fechar este
circuito foi utilizado uma resisténcia externa, a qual era reduzida quando havia estabilidade de
ddp.

O compartimento catédico (Figura 2, 3) é o receptor final dos elétrons, foi utilizado
ferricianeto de potassio 50 mM, o qual foi trocado a cada dois dias. O compartimento anddico
(Figura 2, 2) possui area de 54,86 cmz, foi preenchido com 388,73 g de grafite, 246 mL de
indculo e meio de cultivo para inoculagdo, descrito na Tabela 3, correspondendo a uma fragdo
volumetrica de 0,6. O in6culo foi recolhido no canal de acesso do Porto de Rio Grande — RS,

0 qual € um sedimento que possui capacidade exoeletrogénica.
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Tabela 3 - Meio de cultivo para inoculagdo da MFC.

Reagente Concentracéo (g L™)
NaHCO3 2,5
CaCl,.2H,0 0,1
KCI 0,1
NH,4CI 15
NaH,PO,4.H,0O 0,6
Na,HPO,4.12 H,0 1,87
NaCl 0,1
MgCl,.6H,0 0,1
MgS0,4.7H,0 0,1
MnCl,.4H,0 0,005
Na;Mo00,.2H,0 0,001
C,H3NaO, 5
Extrato de levedura 0,05

Figura 2 - llustracdo da célula combustivel microbiana (MFC).

[\
(11)

Onde: 1 = Saida do liquido fluidizante (meio de cultivo), 2 = Terminal anddico, 3 = Terminal catodico, 4 =
Entrada fluido aceptor de elétrons, 5 = Tela de aco inoxidavel externa a membrana, 6 = Membrana, 7 = Tela de
aco inoxidavel interna a membrana, 8 = eletrodo de grafite no interior do cilindro interno (anodo), 9 = Saida do
fluido aceptor de elétrons, 10 = Entrada do liquido fluidizante (fluxo ascendente) e 11 = Bomba peristaltica.
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Ap0s inoculado o reator MFC, o mesmo era alimentado com o efluente de saida do
reator UASB com uma vazéo de aproximadamente 1,7 L d™*.
A Figura 3 mostra uma visdo geral de como foram realizados estes ensaios com

associacédo dos reatores UASB e MFC.

Figura 3 - Viséo geral da associacéo do reator UASB e MFC para realiza¢do dos ensaios.

Y-
-
Bomba Saida
peristaltica MFC

4.3.3.3 Respostas avaliadas

4.3.3.3.1 Producéo de biogas no reator UASB

Nos ensaios foi avaliado a producdo de hidrogénio, utilizando cromatografo gasoso
(SHIMADZU, GC-2014), com detector de condutividade térmica (TCD), coluna Carboxen
1000 (Supelco), a temperatura do injetor e detector foi 280 °C, e 0 gas de arraste utilizado foi
argonio, com vazdo de 30 mL min™. A rampa de aquecimento da coluna foi inicialmente na
temperatura de 100 °C até 240 °C a uma taxa de 30 °C min™ e o volume de amostra coletado
foi 400 pL. A amostra foi coletada diretamente no reator e imediatamente analisada. A
pressdo foi obtida a partir da utilizacdo de manémetro em tubo em U, utilizando agua
destilada, o qual foi verificada 3 vezes na semana. O volume de biogéas produzido foi

determinado segundo a equacédo dos gases ideais e corrigido segundo CNTP, Equacéo 1:
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PXV=nxRXT (D)

4.3.3.3.2 Producéo de &acidos organicos volateis nos reatores UASB e MFC

Os &cidos organicos volateis (AOV) foram determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) (SHIMADZU), segundo metodologia descrita por Cerqueira et al.,
(2010). Foram analisadas amostras da saida dos reatores UASB e MFC.

4.3.3.3.3 Remocdo de matéria organica e pH nos reatores UASB e MFC

A demanda quimica de oxigénio (DQO) e pH (TEKNA, T -1000) foram determinados
segundo metodologia APHA (2005). As leituras das absorbancias foram feitas em
espectrofotdmetro (SP-22) a 600 nm. Foi preparada uma curva padrdo utilizando biftalato de
potassio. A amostra foi coletada da alimentacdo, saida reator UASB e saida reator MFC.

A remocdo de DQO foi determinado segundo a Equacdo 2, onde C; é a concentracao

inicial e Ct € a concentracao final.

= 5% x 100 )

U4 Remocido "
I

cumulativa

4.3.3.3.4 Condutividade elétrica nos reatores UASB e MFC

A condutividade foi monitorada 3 vezes na semana, utilizando condutivimetro
(HANNA, EC — 125). Foi verificada a condutividade nas amostras da alimentacdo, reator
UASB e MFC.

4.3.3.3.5 Densidade de corrente e poténcia elétrica no reator MFC

Foi determinada a densidade de corrente e poténcia através da coleta de dados de
diferenca de potencial (ddp) utilizando o microcontrolador Arduino. A area do anodo (Asnodo)
foi 54,86 cm? e as Equacdes 3 e 4 foram utilizadas para determinagéo da corrente (I, mA m™)

e poténcia (P, mW m) elétrica produzida na célula combustivel microbiana, respectivamente.
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Sendo Rexierna a resisténcia externa utilizada (Q) e Vuia € a tensdo elétrica produzida na
célula (V). A resisténcia externa variou de 1000 Q a 55 Q.
.

I = cilula (3)

Bexterna™Ainodo

X1 (4)

Foi também determinada a Eficiéncia Coulomb (EC) este parametro é utilizado para
avaliar o desempenho de uma MFC, pois ela expressa a fracdo de carga transferida para o
circuito em funcdo da quantidade total de carga disponivel para o doador de elétrons. Na
operacdo de um reator em batelada, a EC pode ser calculada através da Equacdo 5 (LOGAN,
2008).

EC = IxMxt (5)

BV pdo XF*ADQ0

Sendo | a maxima densidade de corrente (A m™?), M a massa molar do 02 (g mol™), to
tempo de duracéo da operacdo em batelada (s), b a quantidade total de elétrons que pode ser
oxidada, Vanego 0 volume de solucdo no compartimento anédico (m®), F a constante de
Faraday e ADQO (g L") ¢ a DQO de entrada menos a DQO de saida (ap6s 24h).

4.3.3.3.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das particulas de grafite que compbs o eletrodo anddico, foram
verificadas no inicio e fim do processo experimental, através da andlise de microscopia
eletrénica de varredura, utilizando um microscépio eletrdnico (JEOL, JSM 6060, JAPAO). As
amostras foram metalizadas com ouro e foram utilizadas aceleragdes de voltagem de 5 e 10

kV e faixa de magnificagéo variando de 30 a 10.000 vezes.
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4.3.4 Resultados e discussao
4.3.4.1 Producdo de biogas no reator UASB

A maxima producéo de biogas foi obtida no experimento sem aplicacdo de tratamento
térmico ao inculo, alcancando uma vazao de aproximadamente 220 L d™, com 8 d. Apés este
periodo a producdo de biogas reduziu, finalizando em 16 d a vazdo de biogas de
aproximadamente 80 L d™* (Figura 4, c). Nos ensaios com tratamento térmico ao inéculo a
producdo de biogas foi menor (Figura 4). Verificando que o tratamento térmico de 80 °C
durante 30 min causou reducdo da presenca de micro-organismos ao indculo, jA que em
ambos o0s ensaios que o tratamento térmico foi aplicado o volume de biogéas foi reduzido. No
ensaio com relacdo C/N 40 o volume de biogas estabilizou-se em 10 d de acompanhamento.

Na relacdo C/N 120 inicialmente houve uma reducdo da producdo de biogas, o que
pode ter sido ocasionado devido a alta concentracdo de matéria organica, causando um
choque ao in6culo. Apos, a producdo de biogas aumentou alcangando aproximadamente 100
L d. Esta reducdo inicial est4d associada ao fato de o indculo, inicialmente, ter sido
alimentado na relacdo C/N 40 e, apds 10 d de acompanhamento, sido foi alterada para a
relagdo C/N 120.

Figura 4 — Producédo de biogés no reator UASB na relacdo C/N 40 com tratamento térmico
(@), relacdo C/N 120 com tratamento térmico (b) e relacdo C/N 40 sem tratamento térmico

(©).
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Em todos os ensaios houve a producdo de metano ao longo do processo. Apenas no
ensaio com a relacdo C/N 40, sem tratamento térmico, foi quantificada a produgdo de
hidrogénio. Nos demais ensaios ndo foi possivel devido a problemas ocorridos para
configuracdo do equipamento. Apresentando neste ensaio maxima concentracdo de
hidrogénio de 1,17 mmol L™, ocorrendo apés uma reducdo drastica na concentracdo de
hidrogénio (0,07 mmol L), Também pode ter ocorrido perdas de hidrogénio, devido a
vazamentos. Em ensaios realizados com cultura pura, a concentracdo de hidrogénio
produzida, utilizando 10 g L™ de glicerol e 10 g L™ de bagaco de maga, alcangou 20,71 mmol
L™ (PACHAPUR et al., 2015).

Em estudos para o favorecimento da producdo de hidrogénio o volume de biogas
produzido € reduzido em relacdo quando busca-se a producdo de metano. Para Fernandez et
al. (2015) o uso de um Unico estagio para a producdo de hidrogénio apresentou maior
producdo de biogas, cerca de 60 L d*, em sistemas de dois estagios e utilizando um reator
acidogénico, a producdo de biogas reduziu-se, alcancando 3 L d™* e, quando utilizou-se os dois
estagios e reator metanogénico, a producdo de biogas méaximo foi de 40 L d™. Ja& nestes
ensaios foi identificado durante todo processo a producdo de metano, havendo apenas um pico
de producdo de hidrogénio no ensaio sem tratamento térmico na relacdo C/N 40. Este fato
pode estar associado a instabilidade do processo, também quanto a possiveis vazamentos do

sistema.
4.3.4.2 Producéo de acidos organicos volateis nos reatores UASB e MFC

No ensaio na relagdo C/N 40 com tratamento térmico ao indculo (Figura 5) a
concentracdo de &cido acético é visivel durante todo processo, havendo uma reducdo na
concentracdo deste metabdlito na MFC. Desta forma este &cido foi utilizado para geracdo de
energia. O &cido propidnico e butirico foram quantificados apenas no 6° dia no reator UASB,
ja na MFC a presenca destes acidos foi verificada ao longo do processo, sendo produzido

nesta etapa.
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Figura 5 — Concentragdo de acido acético (e, o), propidnico (e, ©) e butirico (e, o) nos
ensaios em reator UASB (e) ¢ MFC (0) na relagcdo C/N 40 com tratamento térmico.
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Na Figura 6 o acido acético foi encontrado em todos os pontos analisado do reator
UASB, porém em baixa concentracdo. Na MFC a concentracdo deste acido foi superior ao
reator UASB, verificando que houve a formacédo deste acido ou a acumulacdo dele na MFC. O
acido propibnico no reator UASB foi quantificado no 1° e no 8° dia de ensaio, nos demais
dias este metabdlito foi quantificado na MFC.

O éacido butirico foi quantificado apenas no 1° dia no reator UASB, como no estudo
anterior a concentracdo deste acido foi superior na MFC do que no reator UASB,
evidenciando que existe um acimulo deste componente na MFC. Também pode-se atribuir
este incremento devido a alimentacdo ser continua de ambos 0s reatores, assim 0s micro-

organismos presentes no reator UASB pode estar presente também na MFC.
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Figura 6 - Concentracdo de &cido acético (e, o), propionico (e, ©) e butirico (e, ©) nos
ensaios em reator UASB (e) e MFC (o) na relagdo C/N 120 com tratamento térmico.
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No ensaio que ndo foi aplicado o tratamento térmico ao in6culo houve a presenca de
maior concentracdo dos acidos organicos analisados. O &cido propidnico foi quantificado
durante todo o processos em ambos reatores, porém a concentracdo deste metabolito foi
superior na MFC, alcancando aproximadamente 2 mmol L™. O &cido butirico apresentou
reducdo da concentracdo na MFC em comparacao ao reator UASB. Havendo o consumo deste
nutriente pelas bactérias para a producdo de energia.

A concentracdo de acido acético foi baixa em ambos os reatores, porém na MFC néo
houve remocao deste nutriente para a geracdo de energia, assim havendo a producdo de deste

metabélito ou entdo o acimulo do mesmo na MFC.
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Figura 7 - Concentracdo de &cido acético (e, o), propionico (e, ©) e butirico (e, ©) nos
ensaios em reator UASB (e) e MFC (0) na relagcdo C/N 40 sem tratamento térmico.
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Segundo Reugsang et al. (2013), os principais metabdlitos encontrados em reator
UASB utilizando como in6culo Enterobacter aerogenes ATCC 13048 e glicerol bruto, foram
1,3-propanodiol, &cido latico, formico, propidnico e butirico. Vale ressaltar que foram obtidos
mais compostos nas analises dos acidos organicos volateis, porém apenas quantificado os
principais (acido acético, propibnico e butirico), os quais seriam de maior relevancia para
determinar o ciclo metabdlico para a producao de hidrogénio (FERREIRA, 2014). A presenca
de altas concentracfes de acido propidnico causa uma reducdo na producdo de hidrogénio
(WANG et al, 2006; KOSKINEN et al., 2007) e, devido a presenca deste acido durante todo
processo, a producdo de hidrogénio pode ter sido desfavorecida, além de ndo haver o
tratamento para inibicdo dos micro-organismos metanogénicos.

Esperava-se que ocorresse a reducdo destes acidos no reator MFC, devido sua
degradacdo pelas bactérias exoeletrogénicas, favorecendo, assim, a producdo de eletricidade.
Este comportamento pode ser identificado apenas no ensaio com relacdo C/N 40, com
tratamento térmico, porém ndo favoreceu a producdo de energia, como pode ser visto mais
adiante na Figura 10. Além do que a producdo de energia pode estar associado ao consumo do

glicerol residual do reator UASB.

4.3.4.3 Remocao de matéria organica e pH nos reatores UASB e MFC
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A remocdo de matéria organica ndao se manteve estdvel ao longo dos ensaios,

sugerindo maior tempo de acompanhamento do reator UASB. Em alguns pontos, a DQO dos

reatores, UASB e MFC, foi superior a alimentacdo, isto se deu devido a presenca de &cidos

organicos volateis. No ensaio com relagdo C/N 40 com tratamento térmico (Figura 8, a)

ocorreu maior variacdo de DQO ao longo do ensaio, nas demais condi¢des a variacdo da DQO

foi menor. A eficiéncia de remocdo de DQO do reator UASB, no ensaio na relacdo C/N 40,

com tratamento térmico, foi de aproximadamente 6 %, j& do reator MFC a eficiéncia ficou

préxima de 7 % nos pontos finais de acompanhamento, porém inicialmente ocorreu variacao

na remocdao de DQO entre 11 % e 35 %.

A relacdo C/N 120 no reator UASB também houve remocao proxima de 5%, e na

MFC a remogdo ficou préxima de 11 %, reduzindo este percentual ao longo do processo. Para

reatores acidogénicos, a remoc¢do de DQO ¢ baixa, devido a remocao de micro-organismos

metanogénicos e também ao tempo de retencdo hidraulico utilizado, geralmente préximos de
24 h, ou até mesmo inferior a este (FERREIRA, 2014).

Figura 8 — Concentracao de DQO na relacdo C/N 40 com tratamento térmico (a), relacdo C/N
120 com tratamento térmico e relagdo C/N 40 sem tratamento térmico, na alimentagdo (e),

UASB (e) e MFC (o).
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No ensaio com relacdo C/N 40 e sem tratamento térmico a remogdo da DQO

inicialmente variou entre 1 % e 3 %, porém nos ultimos dias de acompanhamento, a remog¢éo

ficou proxima de 20 %. Na MFC, a remocéo de DQO variou bastante, entre 2 % e 30 %, nos

ultimos dias de acompanhamento houve um aumento da DQO, o que pode estar associado a

producdo de metabdlitos secundarios, visto que a DQO também quantifica estes produtos.
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Segundo Kim et al. (2015) verificou-se que em uma associacao do reator UASB e MFC para
a remocdo de nitrogénio e DQO, com o MFC obteve-se remocdo da DQO de 61 %, sem
realizar a diluicdo do efluente, e no reator UASB a remogdo de DQO foi de 80 %, nédo
havendo tratamento térmico ao indculo.

Ferreira (2014) relatou que em reatores acidogénicos a remoc¢do de DQO € reduzida.
Em estudo para a producdo de hidrogénio, utilizando glicerol como substrato para reator
UASB, a remocdo da DQO foi de 15 %, aplicou-se o tempo de retencdo hidraulico de 14 h
(FERREIRA, 2014). Também foi relatado por Manssouri que a maxima remocao de DQO foi
de 18 %, a fonte de carbono deste trabalho foi a sacarose em reator AnSBBR, relatou também
que com o aumento da relacdo C/N a remocdo de DQO ¢é afetada negativamente. Estes
resultados sdo superiores aos obtidos neste trabalho, podendo estar associado a instabilidade
do processo, necessitando maior tempo de acompanhamento para que estes parametros sejam

estabilizados.
4.3.4.4 Condutividade elétrica nos reatores UASB e MFC

A condutividade na célula combustivel microbiana foi superior a condutividade obtida
na alimentacdo e no reator UASB. Segundo Penteado (2016), a condutividade é um fator
importante para o desempenho de MFC, relatando que altos valores de condutividade
auxiliam na reducdo da resisténcia interna do sistema, favorecendo a transferéncia de carga e
geracdo de energia. Em um estudo que verificou a influéncia dos valores de condutividade,
variando de 800 pS cm™ para 10000 pS cm™, e adicdo de tampéo fosfato (100mM), obteve
um acréscimo de 245 % na densidade de poténcia (HUANG e LOGAN, 2008), constatando a

importancia deste parametro para o bom desempenho de células combustiveis microbianas.
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Figura 9 — Acompanhamento da condutividade nos ensaios na relagdo C/N 120 com

tratamento térmico (a) e relacdo C/N 40 sem tratamento térmico (b), na alimentagdo (®), no
reator UASB (e) e MFC (e).
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A condutividade no ensaio com relacdo C/N 120 obteve valor superior ao encontrado
na relacdo C/N 40, podendo explicar a maior densidade de poténcia obtida naquele ensaio. A
condutividade elétrica representa a presenca de ions no meio liquido e a temperatura do
sistema € um fator que influencia a condutividade. Também uma &gua residual que possui
uma relacdo entre DQO:N:P de 700:10:1, possui um elevado potencial para gerar energia
elétrica direta em uma MFC (PENTEADO, 2016). Desta forma, para melhorar o desempenho
da MFC, seria necessario a suplementacdo do meio de cultivo, a fim de aumentar a
condutividade e diminuir a resisténcia Ohmica e a resisténcia a transferéncia de massa
(RODRIGO et al., 2009).

4.3.4.5 Densidade de corrente e poténcia elétrica no reator MFC

A densidade de corrente nos ensaios com a relacdo C/N 40 foi proximo (Figura 10, a,
c), mantendo-se estavel ao final do tempo analisado, representando aproximadamente 25 mA
m. Com a utilizacdo de maior concentracdo de carbono, relagdo C/N 120 (Figura 10, b), a
densidade de corrente aumenta, mantendo-se préximo de 75 mA m™. Este mesmo perfil é
verificado para a densidade de poténcia, obtendo nos ensaios com relacdo C/N 40 cerca de 4

mW m, na relagdo C/N 120 a densidade de poténcia obtido foi préximo de 20 mW m™.
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Os valores obtidos nestes ensaios ressaltam a importancia da condutividade para o
bom desenvolvimento de células combustiveis microbianas, visto que nos ensaios em que a

condutividade elétrica foi baixa a densidade de energia produzida também foi inferior.

Figura 10 - Densidade de corrente elétrica produzida na célula combustivel microbiana na

relacdo C/N 40 com tratamento térmico (a), relacdo C/N 120 com tratamento térmico (b) e
relacdo C/N 40 sem tratamento térmico (c).
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Estudo realizado por Schievano et al. (2016), relataram que a diluicdo da alimentagéo
do reator MFC ocasiona densidades de corrente mais estaveis, alcancando 1167 mA m™ e,
guando realizado a alimentacdo sem diluicdo a corrente elétrica produzida foi instavel e com
baixa producdo. Desta forma, para melhorar o desempenho da MFC, seria conveniente a
diluicdo da alimentagdo da MFC, aumentando a densidade de energia produzida.

Figura 11 — Densidade de poténcia elétrica produzida na célula combustivel microbiana na

relacdo C/N 40 com tratamento térmico (a), relacdo C/N 120 com tratamento térmico (b) e
relagdo C/N 40 sem tratamento térmico (c).
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Min e Logan (2004) utilizando MFC alimentada com &gua residual de suinocultura
que corresponde a uma DQO de 8320 mg L™, obtiveram densidade de poténcia de 45 mW m"
2. Qutro estudo, utilizando MFC e esgoto sanitario, obteve-se a densidade de poténcia de 2
mW m?, com resisténcia externa de 50 Q (MARCON, 2011). Densidade de poténcia
superiores também sdo obtidas, como por exemplo utilizando &gua residual da producéo de
vinho, obtendo cerca de 465 mW m™ e eficiéncia Coulombica (EC) de 14,7% (PENTEADO,
2016).

A eficiéncia Coulombica foi de 3,12 %, no ensaio na relacdo C/N 120. Este parametro
refere-se a energia convertida do substrato para producdo de energia elétrica direta. Valores
obtidos por Penteado (2016), em periodo inicial dos ensaios, a eficiéncia Coulombica foi de
0,004 %, valor este ainda inferior ao obtido no presente trabalho. A baixa EC obtida neste
trabalho pode estar associado com a utilizacdo dos nutrientes por outros micro-organismos

presentes no indculo, como por exemplo, 0s metanogénicos.

Tabela 4 — Valores maximos de remocédo de DQO e eficiéncia Coulombica (EC) nos ensaios
na relacdo C/N 40 sem tratamento térmico e com tratamento térmico, relagdo C/N 120 com
tratamento térmico na célula combustivel microbiana.

Ensaio Remocdo DQOcymulativa  Eficiéncia Coulomb
(%) (%)
Relacdo C/N 40 sem tratamento térmico 6,32 3,07
Relacdo C/N 40 com tratamento térmico 9,10 2,73
Relacdo C/N 120 com tratamento 11,46 3,12

térmico

Estudo utilizando glicerol como fonte de carbono, em reator para producdo de
hidrogénio e MFC, apresentou eficiéncia Coulombica de 23 %, e segundo o autor, o valor de
EC foi baixo, associando a reducdo com a perda de elétrons para a realizacdo de outras
atividades, além da geracdo de eletricidade (NIMJE et al., 2011). A maxima eficiéncia
Coulombica que MFC podem obter para culturas puras € de 40 %, sendo este o valor tipico de
consumo catabolico da matéria organica (RODRIGO et al., 2009).

A Figura 12 mostra a andlise de microscopia eletrénica de varredura realizada no

inicio dos ensaios (apenas grafite, Figura 12, a) e ao final dos ensaios (Figura 12, b). Estas
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imagens foram realizadas com o BEC, onde as regifes mais claras apresentam maior massa
molecular, evidenciando a existéncia de micro-organismos, comparando-se as duas imagens.
Nas imagens obtidas ndo foi possivel identificar claramente os micro-organismos
aderidos ao grafite, a dificuldade encontrada pode estar relacionada com o preparo da
amostra, necessitando de um tratamento mais complexo para melhor visualizagdo dos micro-

organismos.

Figura 12 - Andlise de microscopia eletrénica de varredura no inicio (a) e ao final (b) dos
ensaios realizados com a célula combustivel microbiana (MFC).

BEC 15kV WD10mm  SS60 BEC 15kV WD10mm  SS60 x100 100pm
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4.3.5 Conclusoes

A producéo de hidrogénio ndo foi favorecida com a utilizagéo de tempo de retencéo de
24 h, necessitando mais estudos para favorecer a producdo deste biogas. Em todos os ensaios
foi detectado outros produtos intermediarios, além dos acidos acético, propionico e butirico,
houve também um incremento da concentracdo de acidos na MFC. A remocdo de matéria
orgénica foi instavel ao longo dos ensaios, variando entre 3 % a 20 % no reator UASB e na
MFC a remocdo de DQO variou entre 11 % a 35 %. A condutividade elétrica foi superior no
ensaio com relacdo C/N 120, fator importante para a producdo de energia, verificando que a
maxima densidade de poténcia obtida foi neste ensaio. A maxima densidade de corrente foi de
75 mA m? e densidade de poténcia de 20 mW m™, nos ensaios com relagdo C/N 120.
Portanto, para melhorar o desempenho do processo seria necessario melhorar as condigdes de
processo, como inibir 0s micro-organismo metanogénicos no reator UASB e também
melhorar a relacdo DQO:P:N e/ou diluir o efluente para alimentacdo da MFC, otimizando a

geracdo de energia.
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5. DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho buscou-se agregar a remocdo de matéria organica, a producdo de
hidrogénio e de energia. Inicialmente foram realizados ensaios para buscar a melhor condigéo
de trabalho para degradar a matéria orgéanica, estudando a relagdo C/N e também a agitacéo
(continua, 4 h e sem agitacdo) aplicando o tratamento térmico ao inoculo de 80 °C durante 30
min. Nesta fase inicial da pesquisa a melhor condi¢do de trabalho foi a relacdo C/N de 40 sem
agitacdo, resultando em uma remoc¢do de demanda quimica de oxigénio (DQO) de 62,22 %. A
relagdo C/N apresentou diferenca significativa nos ensaios sem agitacdo, quando a agitacéo
foi de 4 h a relacdo C/N 40 apresentou maior remocao de DQO, 51,12 %, nos ensaios com
relacdo C/N 80 e 120 a remocdo de DQO nao foi significativa.

A elevada carga organica para o processo de digestdo anaerdbia causa uma reducdo na
eficiéncia de remocdo da DQO, segundo Hutnan et al. (2009), a degradacéo do glicerol com
aplicacdo de elevada concentracdo o processo se torna sensivel. A agitacdo continua ndo
apresentou diferenca significativa entre as relacbes C/N estudadas, concluindo que a maxima
carga organica aplicada ndo foi um fator influente quando os ensaios foram realizados com
agitacdo continua. Devido aos custos envolvidos com a agitacdo e a remo¢do de DQO nédo
houve diferenca significativa entre as formas de agitacdo em uma mesma relacdo C/N, optou-
se por utilizar a condi¢do da relacdo C/N 40 sem agitacdo nas proximas etapas do trabalho.

Quando aplicada estas condigdes no ensaio para verificagdo da producdo de
hidrogénio, foi observado que o tratamento térmico ao inoculo de 80 °C durante 30 min néo
foi eficiente para elimina¢do dos micro-organismos metanogénicos, produzindo 0,261 mmol
L™ de hidrogénio e, representando um fator de conversio de substrato em produto de 0,344
mol H, mol glicerol™. Desta forma, para as condicdes estudadas a aplicacio do pré-tratamento
de 80 °C durante 30 min ndo se mostrou eficiente como é encontrado na bibliografia,
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tornando-se necessario pesquisar outro tratamento térmico que seja eficiente para remocéo
dos micro-organismos produtores de metano. Entdo, foi estudado a produgdo de hidrogénio
com aplicac¢do do tratamento térmico ao inoculo de 105 °C durante 15 h, sem agitacdo e na
relacdo C/N 40, obtendo a concentracéo de hidrogénio maxima de 0,345 mmol L™, havendo
uma tendéncia ha aumentar a conversdo de substrato em produto, no final de 168 h obteve a
conversdo de 0,081 mol H, mol glicerol™. Neste tratamento a producdo de hidrogénio foi
favorecida, ndo havendo producdo de metano ao longo do processo, 168 h. A produgéo de
hidrogénio ocorreu de forma mais lenta, quando comparado com o tratamento térmico de 80
°C durante 30min, porém o mesmo apresentou producdo de metano em 24 h de processo.
Revelando a necessidade de manter o processo com um TRH de menor que 24 h para a
eliminacdo dos micro-organismos produtores de metano do reator UASB.

No tratamento térmico de 80 °C durante 30 min, a presenca de metano foi identificada
em apenas 24 h, apds este tempo houve a reducdo na producdo de hidrogénio, devido ao
consumo deste gas pelos micro-organismos metanogénicos. Segundo Wang et al. (2006) e
Koskinen et al. (2007), a presenca de alguns metabdlitos secundarios, como o 1,3-propanodiol
e acido propibnico, podem afetar negativamente a producdo de hidrogénio. Um ensaio
controle foi realizado para fins de comparacdo, ocorrendo a produc¢éo de hidrogénio minima, e
a producdo de metano foi identificada em apenas 9 h de ensaio, resultando em produgéo
méxima de hidrogénio de 0,038 mmol L. Também pode-se atribuir a baixa producéo de
hidrogénio devido ao glicerol utilizado ser residual, podendo ter presenca de algum
componente toxico aos micro-organismos, assim reduzindo a producdo de biogas. A remocéo
de glicerol maxima foi obtida no ensaio com tratamento térmico de 80 °C durante 30 min,
resultando em 99,74 %, no ensaio controle a remocdo de glicerol foi de 73,81 % e no ensaio
com aplicacdo de 105 °C durante 15 h a remocdo ao final de 168 h foi 58 %.

A fim de ampliar a escala foi realizado ensaios em reator UASB para estudar o tempo
de retencdo hidraulico de 24 h, como fator para controlar a presenca dos micro-organismos
metanogénicos. Devido a alta carga organica presente na saida de reatores acidogénicos, foi
associado a célula combustivel microbiana, a fim de utilizar a matéria organica residual no
reator UASB para a geracdo de energia na forma direta em célula combustivel microbiana.
Nestes ensaios ndo foi favorecido a producdo de hidrogénio no ensaio com relagdo C/N 40
sem tratamento térmico, havendo a necessidade de outro processo, como o tratamento térmico

ao inoculo, para que 0s micro-organismos metanogénicos sejam eliminadas. A vazdo de
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biogas nos ensaios com a aplicacdo do tratamento térmico foi préximo, ndo apresentando
grande diferenca entre a aplicacdo da relagdo C/N 40 e 120, quando no indculo ndo houve
aplicacéo de tratamento a producéo de biogas aumentou, obtendo valor préximo de 225 L d™.
A producdo de energia foi favorecida quando utilizou a relagdo C/N 120, alcangando
densidade de poténcia de 120 mW m? este valor pode ser explicado devido a alta
condutividade obtida neste ensaio, o que na relagdo C/N 40 foi menor.

Devido a producdo de &cidos organicos volateis ser superior na MFC em rela¢do ao
reator UASB, a producdo de energia pode estar associada ao consumo do glicerol residual
ainda presente apds o consumo no reator UASB. Conforme o estudo realizado quanto ao
consumo do glicerol residual, ap6s 7 d de ensaio em reatores sem agitacdo e sem tratamento
térmico, a remocao de glicerol foi de aproximadamente 70 %. Desta forma, no reator UASB
com TRH de 24 h o consumo do glicerol ndo foi total, assim sendo consumido na MFC para a
geracdo de energia.

A remocdo de matéria organica foi instavel ao longo dos processos, havendo méxima
remocao de DQO no ensaio de relagdo C/N 120, 11,46 %. Estes valores obtidos com o reator
UASB foram inferiores aos encontrados em demais estudos, necessitando melhor controle de
parametros no reator UASB, bem como melhor homogeneizacao da alimentacdo do reator. Na
MFC a diluicdo do meio de cultivo e ajuste da condutividade do meio de cultivo podem ser
alternativas para obtencéo de melhores resultados, necessitando mais estudos.

6. CONCLUSAO GERAL

A producdo de hidrogénio utilizando glicerol como fonte de carbono foi possivel,
obtendo melhor condicdo para remocdo de matéria organica na relagdo C/N 40 sem agitacéo,
reduzindo a DQO em 62,22 %. Porém quando foi quantificado a producdo de hidrogénio, o
tratamento térmico de 80 °C durante 30 min ndo foi eficiente (0,261 mmol H, L™), havendo
presenca de metano em apenas 24 h de processo e remocao de glicerol de 99,74 % ao final de
168 h. O tratamento de 105 °C durante 15 h a presenca de metano ndo foi identificado ao
longo de 168 h (0,345 mmol H, L™) e a remoc#o de glicerol foi de 58 %. Nos ensaios em que
utilizou-se o tempo de retencdo hidraulico como parédmetro para controle dos micro-
organismos metanogénicos, a presenca de metano foi identificada, ndo sendo uma forma

eficiente de sele¢do para micro-organismos produtores de hidrogénio, houve a producéo de
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energia elétrica nas células combustiveis microbiana. Na relacdo C/N 120, foi o ensaio em
que a producéo de energia foi favorecida, obtendo densidade de poténcia de aproximadamente
20 mW m™. Assim o tratamento ao inéculo é um fator de grande importancia para a produgdo
de hidrogénio, necessitando de mais estudo a respeito do tratamento térmico ao inoculo, bem
como devido a utilizacdo de glicerol residual, pode ter ocorrido a inibicdo dos micro-
organismos devido algum composto presente ao glicerol. A associacdo das células
combustiveis microbianas tornam-se um processo interessante para a associacao na digestao
anaerdbia de glicerol, auxiliando na reducdo de matéria organica e produzindo energia, porém
ainda existe pouco estudo referente a esta associacao, necessitando um conhecimento ainda

maior a fim de obter correntes elétricas maiores.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar a producéo de hidrogénio em outras relagdes C/N utilizando glicerol;

- Estudar a influéncia da agitacdo na producéo de hidrogénio;

- Utilizar outras fontes de carbono na producéo de hidrogénio;

- Aprimorar os parametros de processo no reator UASB para favorecer a producao de

hidrogénio em maior escala.
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