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RESUMO

No Brasil, embora a maior parte da demanda energética ser suprida por meio de
energia hidrelétrica, o estudo e otimizacdo de outras fontes renovaveis de energia tem
crescido devido a preocupagdo com o grande impacto local causado pela instalacédo
desses empreendimentos, além da constante baixa dos niveis dos reservatdrios de
agua observados nos udltimos anos. Neste contexto, a producdo de biogas vem
ganhando cada vez mais a atencdo de pesquisadores, que tem visado principalmente a
otimizacdo do processo através da codigestdo de dois ou mais residuos. Apesar do
incremento significativo da producéo de biogas e metano proporcionado pela adi¢cdo de
glicerol a residuos agroindustriais quando submetidos a biodigestdo anaerobia, poucos
estudos séo direcionados a producao de hidrogénio utilizando este residuo. Assim, o
presente trabalho avaliou a biodigestdo anaerdbia em dois estagios da manipueira com
adicdo de glicerol residual, visando maximizar a produgcéo de hidrogénio e metano.
Neste estudo foi utilizado in6culo de 4gua residual de suinocultura, que foi avaliado pelo
isolamento dos microrganismos anaerébios, extracdo do DNA e sequenciamento
genético, revelando que este inéculo continha bactérias do género Brevundimonas, do
subgrupo Bacillus subtilis e Bacillus cereus, e uma da espécie Bacillus licheniformis.
Para o estudo da producéo de gas, delineou-se planejamento fatorial 32 visando avaliar
os efeitos da temperatura e concentragdo de glicerol na produgéo de hidrogénio, e o
efeito da temperatura e adicdo de bicarbonato de sédio, um agente tamponante, na
producdo de metano. Verificou-se que a adigdo de glicerol proporcionou um aumento
da producéo de hidrogénio. Enquanto a produgéo de hidrogénio nos tratamentos sem a
adicdo de glicerol variou de 215,1 a 243,5 mL, nas melhores condi¢des obtidas neste
estudo (4% de glicerol e temperatura de 38,5 °C), a produgédo foi de 1102,6 mL, um
incremento superior a 400 % quando comparados aos tratamentos sem adi¢cdo deste
residuo. A analise dos efluentes destes experimentos evidenciou a necessidade de um
tratamento adicional. Desta forma, foi realizado o estudo da biodigestdo em dois
estagios, que emprega 0 uso de reatores acidogénico e metanogénico separados
fisicamente. Nesta etapa foi otimizada a producéo de metano, avaliando os efeitos da
temperatura na faixa entre 36,0 e 39,0 °C e da concentracdo de bicarbonato de sédio
(entre 2,0 e 6,0 gL™?), que foi adicionado ao efluente de um biodigestor acidogénico de
escala piloto com volume util de 50 L e que operava nas condi¢des otimizadas de
producdo de hidrogénio. As melhores condi¢des obtidas para o estagio metanogénico
foram em temperatura de 39,0 °C e concentragdo de bicarbonato de sédio de 5,0 gL™.
Nestas condi¢des, a remocao de DQO foi de 93,4 %, sendo produzido biogas com 64,5
% de metano, o que resultou em um volume de 2819,4 mL deste biocombustivel. Desta
forma, o emprego da biodigestdo em dois estagios tornou possivel maximizar a tanto a
producao de hidrogénio quanto a de metano, sendo obtidos 861,4 mLH.e 1762,1 mLCHa,
a cada litro de residuo tratado. Assim, conclui-se que 0s substratos e in6culo
empregados no estudo sdo adequados ao processo de biodigestao anaerébia, e podem
contribuir para a reducéo da dependéncia das fontes fésseis de energia.

Palavras Chave: Otimizag&o; Bioenergia; Residuos Agroindustriais.



ABSTRACT

In Brazil, although most energy demand is supplied through hydroelectric power,
the study and optimization of other renewable energy sources has grown due to concern
about the constant low levels of water reservoirs observed in recent years. In this context,
biogas production has increasingly gained the attention of researchers, who have mainly
aimed at optimizing the process through the codidigestion of two or more waste. Despite
the significant increase in biogas and methane production provided by the addition of
glycerol to agroindustrial residues when subjected to anaerobic biodigestion, few studies
are directed to the production of hydrogen using this residue. Thus, the present study
evaluated the anaerobic biodigestion in two stages of Manipueira with the addition of
residual glycerol, aiming to maximize the production of hydrogen and methane. In this
study we used inoculum of residual swine water, which was evaluated by the isolation of
anaerobic microorganisms, DNA extraction and genetic sequencing, revealing that this
inoculum contained bacteria of the genus Brevundimonas, from the subgroup Bacillus
subtilis and Bacillus Cereus, and one of the species Bacillus licheniformis. For the study
of gas production, a 32 factorial design was delineated aiming to evaluate the effects of
glycerol temperature and concentration on the production of hydrogen and methane, and
it was verified that the addition of glycerol provided an increase in the production of
Hydrogen. While the production of hydrogen in the treatments without the addition of
glycerol ranged from 215.1 to 243.5 mL, in the best conditions obtained in this study (4%
of glycerol and temperature of 38.5 °C), the production was 1102.6 mL, an increment
higher than 400%. The effluent analysis of these treatments evidenced the need for
additional treatment. Thus, a two-stage biodigestion study was carried out, which
employs the use of physically separated acidogenic and methanogenic reactors. At this
stage the methane production was optimized, evaluating the effects of temperature in
the range between 36.0 and 39.0 oC and the concentration of sodium bicarbonate
(between 2.0 and 6.0 gL-1), which was added to the effluent of a pilot-scale acidogenic
biodigester with volume of 50 L and operating in the optimized conditions of hydrogen
production. The ideal conditions for the methanogenic stage were at a temperature of
39.0 °C and a concentration of sodium bicarbonate of 5.0 gL-1. In these conditions, the
removal of COD was 93.4%, and biogas was produced with 64.5% of methane, which
resulted in a volume of 2819.4 mL of this biofuel. Thus, the use of two-stage biodigestion
made it possible to maximize both hydrogen and methane production, and 861.4 mLH,
and 1762.1 mLCH, were obtained for each liter of treated waste. Thus, it is concluded
that the substrates and inoculum used in the study are adequate to the anaerobic
biodigestion process, and can contribute to the reduction of dependence on fossil energy
sources.

Keywords: Optimization, bioenergy, agro-industrial waste.
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1. INTRODUCAO

A elevada dependéncia das fontes fésseis de energia, sobretudo do petréleo e
seus derivados, tem gerado nas Ultimas décadas um grande interesse de pesquisadores
do mundo todo no desenvolvimento de tecnologias que visem cada vez mais a utilizacdo
de fontes renovaveis de energia, dentre as quais tem ganho destaque a biomassa
moderna. No Brasil, apesar da maior parte da demanda energética ser suprida por meio
de energia hidrelétrica, que é caracterizada como uma fonte renovavel de energia, o
estudo de novas fontes energéticas tem crescido devido a preocupagéo com a constante
baixa dos niveis dos reservatoérios de agua observados nos ultimos anos.

Outro fator que tem alavancado os estudos destas fontes de energia é o
crescente aumento da populagdo mundial, da industrializacdo e das atividades
agricolas, uma vez que além proporcionar um aumento da demanda energética, tem
contribuido também para a geragdo excessiva de residuos organicos e inorganicos
(Gupta e Suhas, 2009).

Nesta perspectiva, a biodigestdo anaerobia tem sido utilizada como uma
alternativa de minimizacdo de um passivo ambiental provindo principalmente da
agroindustria. O principal produto deste processo € o hiogas, cujo poder calorifico pode
variar de 5000 a 7000 kcal m dependendo da porcentagem de metano presente (Oliver,
2008). Entretanto, este método de tratamento pode ser utilizado também para a geracéo
de hidrogénio, que apresenta a vantagem frente ao metano de néo liberar gases do
efeito estufa na sua queima ou conversao de energia quimica em energia elétrica, além
de possuir poder calorifico superior ao do metano.

Considerando esses aspectos, este trabalho propde a otimizacdo da producéo
de hidrogénio e de metano por biodigestao anaerébia em dois estagios a partir de

manipueira com adi¢céo de glicerol residual da producéo de biodiesel.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como principal objetivo avaliar e maximizar a produgéo
de hidrogénio e metano pelo processo de biodigestdo anaerdbia em dois estagios
empregando como substrato manipueira com adi¢éo de glicerol bruto.

2.2. OBJETIVOS ESPECICOS

Para alcancar o objetivo principal do trabalho, foram definidos os seguintes

objetivos especificos:

- Caracterizacao fisico-quimica dos substratos e in6culo utilizado;

- Estudo microbiolégica do inéculo utilizado por técnicas de biologia molecular;

- Producéo e quantificacdo de hidrogénio e metano em reatores com operacao
em batelada;

- Estudo da cinética de producao de hidrogénio e metano;

- Determinacédo da mistura 6tima de substratos e temperatura visando maximizar
a producéo de hidrogénio e de metano;

- Producéo e quantificacdo de hidrogénio e metano em reator de dois estagios

utilizando as melhores condi¢cbes encontradas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CENARIO ENERGETICO

A utilizagdo da energia tem um papel fundamental na sociedade moderna,
afetando os aspectos do desenvolvimento social, e sendo decisivo no sucesso
econdmico e ambiental (Amigun et al., 2008). Apesar da elevada dependéncia dos
combustiveis fosseis, que foi agravada a partir da revolugdo industrial, a matriz
energética brasileira tem se destacado devido a sua forte participagdo com fontes
renovaveis, com a energia hidrelétrica suprindo cerca de 70 % da necessidade do pais.

A necessidade em reduzir a utilizacdo de combustiveis fosseis tem atraido
atencao pelo fato da demanda de energia estar aumentando anualmente no mundo (BP,
2010- 2014). Neste cenario, 0 Brasil é visto como referéncia energética ambiental,
possuindo inUmeras alternativas de producdo de energia, elevada oferta de matéria-
prima e capacidade de producdo em larga escala (Morato et al., 2018; Bradsaw et al.,
2019).

O estudo Plano Decenal de Expansao de Energia (PDEE, 2018), desenvolvido
pela Empresa de Pesquisa Energética, aponta que, no Brasil, havera uma participagéo
das fontes renovaveis de 48% em 2027 ante os 44% apresentados em 2017, contando
ainda com um crescimento na oferta de energia, previsto até 2027, de 3,1% ao ano.

Neste sentido, a biomassa vem ganhando destaque pela sua possibilidade de
conversdo em uma variedade de formas de energia como calor, eletricidade, hidrogénio,
metanol, etanol, biodiesel e biogas (Chynoweth et al., 2001).

Dentre as novas formas de biomassa, cita-se o biodiesel como biocombustivel
liquido que visa complementar a matriz energética brasileira através da sua mistura com
o diesel petroquimico (Osaki e Batalha, 2011; Candeia et al., 2009).

Ja o biogas é uma mistura de gases obtido a partir da biomassa através da
biodigestdo anaerdbia e composto majoritariamente por metano. E um biocombustivel
importante no controle e coleta de residuos organicos e produgéo de biofertilizantes
para uso na agricultura, além de ser um processo de baixa sofisticacdo (Chynoweth et
al., 2001; Taleghani e Kia, 2005).

Entretanto, alterando alguns parametros durante a biodigestdo anaerdbia o
processo pode também ser utilizado para a produgéo gas rico em de hidrogénio (Gomes
et al., 2014).
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3.2. BIODIESEL

No processo de producao de biodiesel, ocorre a reacdo de 6leos ou gorduras
provenientes tanto de fontes vegetais quanto animais com um alcool de cadeia curta
(usualmente metanol ou etanol), tendo como produtos da reacdo ésteres de acidos
graxos (biodiesel) e glicerol (Carmo et al., 2014).

A producao global de biodiesel tem crescido nos ultimos anos. Em 2016, foram
produzidos cerca de 31 milhdes de m® (Mm?3), 7,5% a mais do que em 2015. Os
principais paises produtores em 2016 foram os Estados Unidos (5,5 Mm?), Brasil (3,8
Mm?3), Alemanha (3,0 Mm?), Indonésia (3,0 Mm®) e Argentina (3,0 Mm®) (Ren21, 2017)

A OECD (Organizacao para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico) estima
que no futuro, a producdo de biodiesel alcance 41 Mm? em 2022, e que paises como
Argentina, Estados Unidos, Brasil, Tailandia e Indonésia continuem a liderar este
mercado (OECD, 2013).

No Brasil, o principal obstaculo que dificulta o crescimento do biodiesel na sua
matriz energética € o volume de glicerol produzido durante a sua obtencéo (Adi et al.,
2009; Silva et al., 2009). Enquanto a demanda estimada por glicerol no Brasil é de
30.000 toneladas por ano, em 2015 foram produzidas cerca de 250 mil toneladas de
glicerol (Pit et al., 2019).

3.3. GLICEROL

Glicerol € um produto quimico conhecido comercialmente como glicerina, que é
incolor, inodoro e viscoso. E classificado como um alcool, de acordo com o IUPAC o
nome 1,2,3 - propanotriol, com miscibilidade em todas as propor¢des com agua. Possui
natureza higroscopica provenientes dos trés grupos hidroxil. O termo refere-se a um
produto comercial (glicerina) com pureza acima de 95% (Pitt et al., 2019).

O glicerol resultante da reacao transesterificagdo geralmente tem baixa pureza,
e varia de acordo com os métodos de conversao e o tipo de alcool e catalisador utilizado.
Ele também contém excesso de élcool, catalisador e residuos de sab&o, tornando-se
um produto de baixo valor comercial com aplicacdes restritas e, portanto, geralmente é
descartado como residuos em aterros sanitarios (Nurul et al., 2017).

Buscando tecnologias que utilizem o glicerol residual sem a necessidade de
refino, varios pesquisadores tém utilizado este produto como aditivo em processos de
biodigestao anaerdbia a substratos com menor carga organica, como agua residual de
suinocultura e manipueira, relatando incrementos significativos na producéao de biogas
(Serrano et al., 2014; Athanasoulia et al., 2014; Martin et al., 2013; Astals et al., 2013;
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Rivero et al., 2014, Nartker et al., 2014), visto que o glicerol € uma molécula de alto
conteudo energético, com grande disponibilidade de carbono e hidrogénio, e que
apresenta vantagens por ser altamente digerivel e facilmente armazenavel durante
longos periodos de tempo.

3.4. MANIPUEIRA

A manipueira é o residuo do processamento da mandioca por meio da
prensagem da massa ralada durante a producdo de farinha ou amido. E um residuo
liquido rico em macro e micronutrientes, como minerais e carboidratos, possuindo
também concentragfes significativas de glicosideos cianogénicos, como a linamarina
(Nasu et al., 2015; Cassoni e Cereda, 2011).

Para cada tonelada de raiz processada de mandioca, sdo gerados entre 250 e
420 litros de manipueira (Del Bianchi, 1998), cuja composi¢do pode variar de acordo
com a tecnologia utilizada no processamento da mandioca. O estado do Parana é o
principal produtor de mandioca da regido sul e o segundo maior do pais, perdendo
apenas para o Para. Nos ultimos anos, a producdo se manteve acima das 300 mil
toneladas/ano (SEAB, 2012). Desta forma, um volume consideravel de manipueira é
produzido anualmente, tornando essencial o tratamento deste residuo.

O processo de biodigestdo anaerdbia de residuos de mandioca é um método de
tratamento atrativo devido ao alto teor de amido presente nestes efluentes (Glampracha
et al.,, 2016), entretanto, a presenca de cianeto tem efeito inibitério em alguns
microrganismos que atuam no processo de biodigestdo (Mekuto et al., 2016).

Neste sentido, Glampracha et al. (2016) realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar o efeito da concentragcédo de cianeto na codigestado de polpa de mandioca com
residuo de suinocultura. Os autores verificaram que o cianeto presente na polpa de
mandioca foi metabolizado e degradado. Assim, o estudo concluiu que ndo houve
qualquer efeito inibitério do cianeto contido na polpa de mandioca sobre os

microrganismos presentes no residuo suino.

3.5. BIODIGESTAO ANAEROBIA

A biodigestdo anaerébia € um processo de tratamento de residuos liquidos onde
a partir da degradacdo da matéria organica sdo gerados como produto final um gés

constituido principalmente de metano (CH.) e diéxido de carbono (CO2), um efluente
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liguido de baixa carga orgéanica, e o lodo que pode ser utilizado como biofertilizante
(Demirer e Chen, 2005).

A biodigestédo anaerobia pode ser descrita como o0 consumo de matéria organica
por diferentes microrganismos heterotroficos, até a Ultima etapa de metanogénese,
onde o biogas ¢é liberado (Gabiatti et al., 2009)

De acordo com Cremonez et al. (2019), as etapas envolvidas no processo de
biodigestao séo: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese Na etapa de
hidrélise o material particulado € transformado em compostos de menor peso molecular
facilitando absorgéo pelas células. Na acidogénese, estes compostos reduzidos sédo
absorvidos pelas células das bactérias fermentativas, e excretados como forma de
acidos graxos volateis, alcodis e acido latico, além de outras substancias organicas
simples. Na etapa de acetogénese, esses produtos oriundos da acidogénese formam
0s substratos para producdo do metano, sendo eles o acetato, hidrogénio e didxido de

carbono. As principais reagfes que envolvem esta etapa estdo apresentadas abaixo.

CesH1206 + HO - 2CH3COOH + CO» + 4H> (1)
CeH1206 > CH3CH>CH>COOH + 2C0O> + 2H> (2)

Finalmente ocorre o processo de metanogénese, onde o metano é produzido por
bactérias acetotréficas, com a reducdo do &cido acético, ou pelas bactérias
hidrogenotréficas com a utilizacdo do CO,, neste caso, com o consumo do hidrogénio

produzido na etapa anterior, conforme consta nas reacdes abaixo.

CHsCOOH > CHa + CO; ©)
AHCOOH > CH4+3C0O2+2H20 (4)
4H2+CO2 - CH4+2H20 (5)

Na Figura 1 estdo apresentadas as etapas metabdlicas do processo de

biodigestao.
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Material organico complexo, solivel e insolavel)
(earbohidratos, lipidios, proteinas)

Hidrélise Enzimas Extracelulares

Material organico simples soldvel
(glicose)

Acidogénese Bactérias produtoras de
acidos

Acidos organicos simples QOutros acidos organicos

(férmico, acético) CO2, H2 (propidnico, butirico,
isobutirico)

Bactéria produtora de H2 l
Bactérias produtoras metano J

Hidrogenogénese

| cH4 e co2 |

Figura 1. Etapas do processo de biodigestdo anaerdbia. Fonte: Adaptado de Mao et al.
(2015).

Desta forma, quando o produto de interesse € o hidrogénio, devem ser utilizados
parametros operacionais que desfavorecam a ac¢do dos microrganismos
metanogénicos, interrompendo a Ultima fase do processo de biodigestdo anaerobia,
onde pode haver o seu consumo para a formagédo de metano.

Um dos fatores mais importantes que interfere significativamente no processo de
biodigestao é a razdo entre a alcalinidade total e a acidez volatil do substrato, que pode
ser medida indiretamente através do pH. Segundo Foresti (1998), o pH 6timo para a
biodigestdo anaerdbia visando a producdo de metano é de 6,8 a 7,5, no entanto, o
processo continua de forma eficiente num limite de pH entre 6 e 8, embora em taxa
menos elevada. Moura (2012), afirma que em meios alcalinos, a atividade enzimatica
das bactérias € nula, enquanto que em meio acidos, a fermentacéo produz hidrogénio.

Outro fator que afeta o processo de biodigestdo de residuos organicos é a
temperatura (Cheunbarn e Pagilla, 2000). Segundo Salomon e Lora (2009), as faixas de
temperatura associadas ao crescimento microbiano e eficiéncia do processo podem ser
classificadas como: psicrofilicas (< 20 °C); mesofilicas (20 — 40 °C); termofilicas
(> 45°C).

De maneira geral, em temperaturas medianas, a velocidade das reacbes
biol6gicas € maior, resultando numa operacao mais eficiente e um menor Tempo de
Retencdo Hidraulica (TRH). Desta forma, a temperatura ideal no processo de
biodigestao visando producdo de biogas se encontra na faixa mesofilica, entretanto,
temperaturas na faixa termofilica propiciam a producéo de hidrogénio por desfavorecer

a etapa metanogénica do processo de biodigestdo (Bond e Templeton, 2011).
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3.6. BIODIGESTAO EM DOIS ESTAGIOS

No decorrer do processo de biodigestdo anaerdbia, sdo produzidos os gases
hidrogénio e metano, que sdo os componentes que agregam poder calorifico ao biogés.
O hidrogénio entretanto, € um intermediario importante na degradagédo anaerébia de
matéria organica, que pode ser consumido na etapa final do processo (Liu et al., 2006).

Portanto, visando um alto rendimento de hidrogénio é necessario interromper o
processo de digestdo anaerdbia na etapa acidogénica (Silva et. al, 2018), e para que
isso seja possivel, devem ser estabelecidas condicGes de funcionamento favoraveis
para as bactérias acidogénicas (Ntaikou et al., 2010).

No entanto, durante a etapa acidogénica, baixas quantidades de carga organica
sdo consumidas, de modo que seus produtos metabdlicos, como os acidos organicos
por exemplo, permanecem na fase liquida (Cooney et al., 2007; Schievano et al., 2012).

Desta forma, uma segunda etapa de tratamento pode ser combinada com a fase
de producéo de hidrogénio visando otimizar o uso da matéria organica remanescente
(Silva et. al., 2018).

Neste contexto, a digestdo anaerdbia em dois estagios tem sido identificada
como um método promissor, uma vez que permite a reducdo da carga organica e
aumenta a eficiéncia global de conversdo de energia com a producdo de dois gases
com alto contetdo energético (Liu et al., 2013).

Esta separacao das etapas de acidogénese e metanogénese pode aumentar a
estabilidade de todo o processo e controlar a fase de acidificacdo na producdo de
hidrogénio (primeira fase) e, consequentemente, impedindo a inibicdo da populacéo

metanogénica durante a fase de geracdo de metano (segunda etapa) (Fu et al., 2017).

3.7. INOCULO PARA BIODIGESTAO

A adicdo de in6culo ao substrato € uma pratica comum em processos de
biodigestao anaerobia. O inicio operacional de um reator, ou partida, é de fundamental
importancia para o sucesso no tratamento de residuos e na producdo de biogas,
estando diretamente ligado a sequéncia das transformacdes metabdlicas no processo
de biodigestao anaerdbia (Liu et al., 2016).

O inéculo utilizado é fator essencial no processo. Geralmente adiciona-se nos

reatores algum substrato rico em microrganismos ativos.
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Muitas culturas puras de bactérias podem ser empregadas para produzir
hidrogénio e metano a partir de varios substratos (Wang & Wan, 2009?), sendo que as
bactérias do género Clostridium e Enterobacter sdo as mais empregadas na producao
de hidrogénio (Wang & Wan, 20097 Li et al., 2017).

Atualmente no entanto, as culturas mistas de bactérias tém sido amplamente
utilizadas como in6culo (Li et al., 2017). De forma geral, os processos fermentativos
usando culturas mistas sdo mais praticos do que aqueles que usam culturas puras, pois
sdo mais simples de operar, mais faceis de controlar, e podem ter uma fonte mais ampla
de matéria-prima (Wang & Wan, 2009%; Li et al., 2017).

Para garantir a presenca de bactérias adaptadas ao ambiente pode ser
adicionado lodo proveniente de lagoas de tratamentos do mesmo substrato a ser tratado
(Pedroza et al., 2010; Dal et al., 2016).

Entretanto, dejetos de animais, como suinos e bovinos, também vem sendo
estudados, pois costumam ser excelentes indculos (Zhang et al., 2016), uma vez que
além de conter um consércio de microrganismos, geralmente sdo ricos em nhitrogénio e
fésforo e isso representa uma ameaca ao meio ambiente, como eutrofizagdo da agua,
poluicdo do ar e degradacgdo do solo, mas pode-se mitigar estes impactos com aplica¢éo
da biodigestédo (Godos et al., 2010).

3.8. BIOGAS

Por muito tempo o biogéas foi considerado um subproduto da decomposicéo de
residuos organicos em anaerobiose (auséncia de oxigénio), entretanto, com a
ocorréncia de periodos de crise energética, passou a ser o foco de inlmeras pesquisas
e consequentemente investimentos em sua cadeia produtiva (Salomon e Lora, 2009).

O biogas, pode ser amplamente utilizado como combustivel, uma vez que possui
composicao volumétrica que varia de 55 a 70% de metano e 20 a 45% de dioxido de
carbono, além de outros gases como 500-4000 ppm de sulfeto de hidrogénio, 100-800
ppm de nitrogénio amoniacal, hidrogénio, dgua e oxigénio em menores proporcdes
(Kohn et al., 2014; Patel et al., 2016; Shan et al., 2016).

Este gas apresenta elevado poder calorifico pela presenca do metano e
hidrogénio, e pode ser obtido através de trés diferentes rotas: combustdo direta,
gaseificacdo e processos de fermentacdo anaerébia de compostos organicos, sendo
que este Ultimo € o mais utilizado, com origem a partir de residuos organicos, em sua

maioria em fase liquida (Alves et al., 2013).
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Segundo Coimbra-Araujo et al. (2014), pelo fato de os efluentes agroindustriais
organicos e os residuos do confinamento de suinos possuirem alto potencial para a
producao deste biocombustivel, a regido Oeste do Estado do Parana se destaca por ser
detentora de enorme potencial para a producao de biogas.

O biogéas pode ser direcionado para diversas aplicacdes, como: queima direta em
caldeiras, aquecimento, coccdo, promoc¢do de movimento em motores de combustao
interna, utilizados para movimentar meios de locomocao ou utilizar este para produzir

energia elétrica para diversos fins (Kaur; Phutela, 2016).

3.9. METANO

Por ser um dos compostos que conferem poder calorifico ao biogas, o metano é de
grande interesse e sua concentracdo esta diretamente relacionada ao substrato
utilizado no processo de biodigestdo e com a eficiéncia do processo (Okudoh et al.,
2014).

Conforme Alves (2013), a composi¢cdo média do biogéas varia de 55 % a 70 % de
metano, assim, o poder calorifico do biogas também varia conforme sua composicao,
sendo aproximadamente de 22.500 a 25.000 kJ m=, assumindo que o0 metano possua
35.800 kJ m? (Seman et al., 2019).

3.10. HIDROGENIO

O hidrogénio é o elemento quimico mais leve conhecido, possuindo um Unico
préton, um elétron e nenhum néutron em sua forma estavel mais comum (Cruz, 2010).
Geralmente apresenta-se em sua forma molecular, formando o gas diatbmico (H>).

O H; possui grande poder calorifico, detendo a maior quantidade de energia por
unidade de massa que qualquer outra substancia conhecida (121.000 kJ/kg). Além
disso, durante sua queima ou conversao em energia elétrica ndo sédo gerados gases
causadores do efeito estufa como é o caso dos combustiveis fosseis e até mesmo do
biogés.

A expectativa é que nas proximas décadas, o hidrogénio possa gerar energia
para residéncias, comércios, industrias e transporte. As suas principais vantagens sao:
apresentar uma densidade massica superior a muitos outros combustiveis, ndo ser

téxico, produzir uma quantidade significativamente menor de poluentes atmosféricos
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que os combustiveis fosseis, e ser obtido por uma fonte renovavel podendo ser
produzido “on site” (Gonzalez, 2008).

Além disso, 0 H, possui papel importante na inddstria, sendo aplicado em
diversos segmentos como insumo quimico. A Tabela 1 contém as aplicacdes mais

comuns do hidrogénio.

Tabela 1. Aplicacdes do Hidrogénio

Segmento Industrial Aplicacéo
Petréleo Dessulfurizacéo e hidrocragueamento
Farmacéutica Fabricacdo de Sorbitol, utilizado em cosmeéticos,
vitaminas, sulfactantes
Alimenticia Hidrogenacao de Oleos e saturacdo de gorduras
Energia Fonte de energia térmica em queimadores ou como

insumo de células a combustivel

Fonte: Adaptado de Cruz (2010).

A obtencédo de hidrogénio pode ser realizada a partir de varias fontes utilizando
diferentes rotas de producdo: através da eletrlise da agua, reforma de petréleo,
gaseificacdo de biomassa, e biodigestdo anaerébia de residuos organicos (Parizzi,
2008). Desta forma, visando identificar o hidrogénio produzido através de processos
bioldgicos, surgiu o termo Biohidrogénio.

3.11. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo dos combustiveis fésseis vem provocando uma poluicdo ambiental
bastante severa, e serdo cada vez mais escassos nas proximas décadas. Assim, é
necessario encontrar fontes alternativas de energia que sejam renovaveis e que tenham
menor potencial poluidor (Wang & Wan, 2009?).

Neste cenario, o hidrogénio € uma alternativa bastante viavel, uma vez que pode
ser obtido através de varias rotas quimicas e biolégicas e de diferentes matérias primas,
0 que o caracteriza como um combustivel renovavel (Hawkes et al., 2002, Kapdan et
al., 2016).

Além disso, durante sua combustéo para geracao de energia, é formado apenas
agua, o0 que o torna bastante ecoldgico, ndo possuindo potencial poluidor (Kapdan et
al., 2016).

Dentre os métodos utilizados para sua obtengdo, a producdo biologica via

fermentagdo anaerdbia € um dos mais atrativos, uma vez que possui facil operacéo,
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baixo gasto energético por operar em temperaturas e pressoes baixas, e ainda tem a
vantagem do tratamento de residuos organicos (Li et al., 2017).

Contudo, o tratamento dos residuos durante a producao de hidrogénio ndo é
eficiente, pois no meio liquido ainda estardo presentes uma grande quantidade de
acidos organicos, tornando possivel um segundo estagio fermentativo, onde € obtido o
metano (Liu et al., 2013).

Assim, visando contribuir com a diminuicdo da dependéncia dos combustiveis
fésseis através do emprego do hidrogénio e metano contidos no biogas como fonte
energeética, foi realizado neste estudo a otimizacao da biodigestdo anaerdbia em dois
estagios, empregando como substratos dois efluentes agroindustriais gerados em
grandes quantidades na regido oeste do Parana e com elevado potencial poluidor, a
manipueira e o glicerol.

Um dos principais diferenciais deste trabalho, além de adotar um sistema de
biodigestdo em dois estagios, é o potencial de incremento na producédo de hidrogénio e
metano que pode ser obtido com a adicdo do glicerol, mesmo que em baixas
concentracdes.

O indculo utilizado também difere este trabalho dos encontrados na literatura no
tratamentos destes substratos, e como também é produzido em grandes quantidades
no Parana e nao necessite de nenhum tratamento muito complexo, faz com que este
estudo possa servir como guia para a aplicacdo da biodigestdo anaerdbia em dois
estagios em fecularias, onde o hidrogénio e metano produzidos podem ser utilizados na
propria planta industrial para geracao de energia.
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4. MATERIAIS E METODOS

As etapas experimentais foram realizadas conforme fluxograma que consta na
Figura 4.

Substratos + Indculo

pH, DQO, ST, SV, ART, Estudo
microbiologico

Maximizagdo da

Planejamento Fatorial 32 + Branco producao de H,

RDQO, RST, RSV, RART, Acidos organicos
Volume e Concentragdo de H,,estudo da
cinética

Obtencao das condigbes otimizadas

! —

Producg&o H, escala piloto
T Volume e Concentragdo de H,,estudo da

¥ cinética
Efluente |———— Acidos organicos
Planejamento fatorial 32 L Maximizag3o da
produco de CH,
| RDQO, RST, RSV,

Obtengéo das condigdes otimizadas

Volume e Concentragao de CH,,estudo da
cinética

Efluente |————— RDQOQ, RST, RSV, RART, Acidos orgénicos __ |

Figura 2. Fluxograma contendo as etapas experimentais do estudo.

4.1. SUBSTRATO PARA BIODIGESTAO E INOCULO

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados como substratos: glicerol
bruto e manipueira. O glicerol empregado € proveniente da producéo de biodiesel com
Oleo residual da coccao de alimentos por catalise homogénea basica com hidroxido de
soédio e metanol. Na reacdo de transesterificacdo foi utilizado 0,5 % em massa de
catalisador e relagéo &lcool/6leo de 6/1. Ja a manipueira foi proveniente de uma industria
de processamento de mandioca localizada no municipio de Terra Roxa — PR.

O in6culo utilizado nos reatores foi obtido em biodigestor modelo canadense
operado com residuos liquidos de suinocultura de um matrizeiro de suinos com
capacidade para 900 animais localizado na cidade de Palotina — PR.

O inéculo utilizado no reator acidogénico foi submetido a um tratamento térmico
de 100 °C durante um periodo de 30 minutos, de modo a inibir o desenvolvimento de

microrganismos produtores de metano, de acordo com recomendado por Chang et al.
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(2011), Pendyala et al. (2012), Penteado et al. (2013).

Este processo € amplamente utilizado para o tratamento de microflora mista
quando se tem interesse em bactérias produtoras de hidrogénio (Wong et al., 2014,
Zumar Bundhoo et al., 2015)

4.2. AVALIACAO MICROBIOLOGICA DO INOCULO

Foi realizado um estudo dos microrganismos presentes no inéculo de agua
residual de suinocultura e que séo potenciais produtores de hidrogénio e metano. Desta
forma, o isolamento de microrganismos foi direcionado para aqueles que sao anaerdbios
e mesofilicos. Assim, foram inoculados 200 uL do indculo em tubo de ensaio contendo
10 mL de meio LB (Luria Bertani) liquido e incubado em jarra de anaerobiose por 48
horas a 35 °C em estufa BOD para enriquecimento da amostra e selecido de
microrganismos tolerantes a anaerobiose.

A partir desse cultivo, foram inoculados 100 uL em placas de Petri contendo meio
LB agar. As placas foram novamente incubadas em jarra de anaerobiose por 48 h a
35 °C. Apos o cultivo as colbnias isoladas foram purificadas pela técnica de esgotamento
em novas placas em meio LB agar por 48 h a 35 °C. A partir das colbnias isoladas, as
bactérias foram crescidas em meio LB liquido, novamente por 24 h a 35 °C para
crescimento bacteriano suficiente para a extracdo de DNA.

Para a analise molecular foram centrifugados por 4 minutos a 13.000 rpm em
temperatura ambiente 1,5 mL de meio LB de cada isolado para obtencdo da massa de
células para realizar a extracdo de DNA, utilizando-se o Kit de extragdo de DNA
gendémico Wizard (Promega®). Apds a extragédo, o DNA foi quantificado por eletroforese
em gel de agarose por comparagao com 5 uL de DNA padrao ladder 100 pb.

A PCR (reagao de polimerizagdo em cadeia) para amplificagdo parcial do gene
16S rRNA, foi realizada com os primers universais 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)
e 1492R (CGGTTACCTTGTTACGACTT) que tem se mostrado util no estabelecimento
de relagdes filogenéticas entre espécies de Eubactérias (WEISBURG et al., 1991)

As condi¢des de reacao foram um passo de 95 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos
de 95 °C por 40 seg para desnaturagao, 51 °C por 40 seg para anelamento dos primers
e 72 °C por 1 minuto para a extensao, além de um passo final de 10 minutos a 72 °C. A
reagcéo de PCR com volume final de 30 pL foi realizada em termociclador SimpliAmp da
marca Applied Biosystems.

As quantidades dos reagentes utilizados na PCR foram as recomendadas pelo

fabricante da enzima Taq DNA polimerase e esta representada a seguir: 3 yL de tampao
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10X 1 L de solugdo de dNTP (10 mM cada base), 0,5 yL de MgCI?* (25 mM), 1 uL de
cada um dos dois primers (10mM), 0,5 uL de Tag DNA Polimerase (5U.uL™"), 3 uL de
DNA (10 ng.uL") e HO ultrapura para completar o volume final. A confirmagéo da
amplificacdo do gene ocorreu através da presenga de uma banda de 1500 pb no gel de
agarose 1% preparado com TBE 1X.

O produto do PCR foi purificado utilizando-se metodologia com PEG 8000 e
preparado para envio para empresa de sequenciamento, utilizando-se o primer direto
(F). As sequéncias foram analisadas com o algoritimo nucleotide BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) no sitio do NCBI (National Center for Biotechnology Information)
para encontrar sequéncias similares. As sequéncias selecionadas no BLAST foram
utilizadas para o alinhamento e edicdo das bases sequenciadas incorretamente. Apés a
edicdo, as sequéncias foram analisadas novamente no BLAST para identificacdo

molecular das espécies isoladas.

4.3. PARAMETROS DE ENTRADA E DE SAIDA DOS REATORES

A manipueira e o glicerol, foram submetidos as andlises de potencial
hidrogenibnico (pH), demanda quimica de oxigénio (DQO), sélidos totais (ST), sélidos
totais volateis (SV) e agucares redutores totais (ART).

As andlises foram realizadas no material de entrada de todos os reatores e
também em seus efluentes, tornando possivel a comparacdo e a avaliagdo da
eficiéncia do processo de biodigestdo anaerbébia das misturas. As metodologias

empregadas nas andlises estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Métodos empregados na determinacao dos parametros fisico-

guimicos.
Anélise Método
pH Potenciométrico (4500-H* / APHA, 1995)
DQO Colorimétrico (5220-D / APHA, 1995)
ST Gravimétrico (2540-B / APHA, 1995)
SV Gravimétrico (2540-E / APHA, 1995)
ART Colorimétrico (2648-A / APHA, 1995)

Optou-se por realizar as analises de DQO, ST e SV pois estes parametros indicam
a quantidade de carbono disponivel para ser metabolizado pelos microrganismos.

Além destes parametros, foi realizada a quantificagcdo dos acidos organicos
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presentes na fase liquida (acético, butirico, propidnico, férmico e latico) do experimento
correspondente ao ponto central do planejamento fatorial empregado na maximizacao
da producéo de hidrogénio, uma vez que foi o tratamento com as maiores producoes de
hidrogénio do planejamento experimental. Esta andlise foi realizada também nas
melhores condi¢des obtidas neste trabalho para a producéo de hidrogénio e metano na
biodigestdo em dois estagios.

A andlise foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em sistema
Shimadzu® equipado com Coluna Aminex® HP-87H e detector UV com arranjo de
diodos SPD-20A em comprimento de onda de 208 nm. A fase movel foi composta por
agua ultrapura acidificada com 0,005 M (Penteado et al., 2013; Lazaro et al., 2012).

4.4. CARACTERIZACAO DO GAS PRODUZIDO

O gés foi coletado do sistema de biodigestores e gasometros através de conexao,
conforme ilustrado na Figura 2 E, e armazendo em ampolas gasométricas até a
realizagcdo da andlise.

A determinagdo da composi¢cdo do biogas produzido em todos os reatores foi
realizada por cromatografia gasosa em sistema Shimadzu® 2010, equipado com coluna
capilar Carboxen® 1010 plot, utilizando argénio como gas de arraste. A temperatura do
injetor foi ajustada para 200 °C e a detecc¢do realizada em detector de condutividade
térmica (TCD) a temperatura de 230 °C (Penteado et al.,2013).

4.5. MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE HIDROGENIO

4.5.1. BIODIGESTORES DE ESTAGIO ACIDOGENICO

O sistema de biodigestores e gasémetros utilizados para avaliar o efeito da
temperatura e de glicerol na producao de hidrogénio foi construido conforme proposto
por Cremonez (2016), e esta ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Esquema construtivo dos biodigestores e gasémetros, onde: A) reatores em
PVC; B) Termostato para controle de temperatura; C) Estufa; D) Mangueira de silicone;
E) Conexdao para tomada de géas; F) Gasémetro em PVC; G) Selo de agua; H) Guia dos
gasdmetros; I) Aquecedor. Fonte: Adaptado de Cremonez et al (2015).

Os biodigestores foram confeccionados em material polietileno tereftalato com
dimensdes de 40 cm de altura e 8 cm de didametro, apresentando volume total de 2,00
L. O volume util estipulado para o desenvolvimento do experimento foi de 1,6 L,
mantendo-se volume morto de 20% do reator evitando que uma possivel formagéo de
espuma ou pressao causasse refluxo na saida de coleta de gas.

Os gasdmetros foram confeccionados utilizando-se o mesmo material dos
reatores, com dimensfées de 30 cm de altura por 8 cm de didametro, apresentando
volume util de aproximadamente 1,50 L. Esses gasémetros foram imersos em selo de
solugdo acido salina de cloreto de sodio e de acido sulfurico, a fim de evitar o escape
do gas produzido, além de impedir a dissolu¢do do diéxido de carbono presente no
biogas.

4.5.2. BIODIGESTORES PARA ANALISE DOS EFLUENTES

Para acompanhar o perfil de degradacdo inicial dos substratos, foram
confeccionadas réplicas dos biodigestores usados para a producado de hidrogénio com
volume total de 0,30 L contendo amostras de substrato mais in6culo, seguindo as
mesmas proporc¢des dos reatores anteriores e com 20% de volume morto, apresentando

assim volume util de 0,24 L. Esses reatores continham uma mangueira de saida de gas
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imersa em uma solu¢cdo aquosa onde o gas gerado borbulha de modo que oxigénio nao
entre no sistema.

Estas réplicas foram carregadas com substrato e inoculo nas mesmas
proporgbes definidas no planejamento fatorial. Tanto os biodigestores utilizados nos
experimentos de producdo de hidrogénio quanto as réplicas utilizadas para a obtengéo
das amostras destrutivas foram dispostos em estufa com temperatura controlada de
acordo com o delineamento experimental e com variacdo de £ 1,0 °C, conforme ilustrado
na Figura 4.

O tempo de retencao hidraulica utilizado foi de 90 horas, baseado no periodo em
gue a producao de biogés cessou.

Figura 4. Esquema ilustrativo da estufa contendo os biodigestores para as amostras dos
efluentes.

4.5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA PARA
MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE HIDROGENIO

Para a determinacdo das condicbes 6timas de producdo de hidrogénio
considerando as variaveis razdo volumétrica de manipueira, glicerol e a temperatura foi
realizado um planejamento fatorial 32 utilizando o Software Statistica v. 7.0. A soma dos
componentes da mistura sempre foi igual a 1, ou 100 %, com a porcentagem de
manipueira variando de 95 a 99 % e as porcentagens de glicerol residual de 1 a 5 %. A

Tabela 3 contém a composigéo de cada um dos tratamentos realizados.
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Tabela 3. Composicdo dos Tratamentos para producdo de hidrogénio
Variaveis Codificadas Variaveis Numéricas

Tratamento
G (%) T (°C) G (%) T (°C)
1 -1 -1 1 37
2 -1 0 1 40
3 -1 1 1 43
4 0 -1 3 37
5 0 0 3 40
6 0 1 3 43
7 1 -1 5 37
8 1 0 5 40
9 1 1 5 43
Branco - -1 0 37
Branco - 0 0 40
Branco - 1 0 43

G- Glicerol; T- Temperatura.

Foram realizadas também 3 repeticdbes no ponto central. Estes limites de
concentracdes foram definidos com base nos resultados encontrados na literatura para
utilizacdo do glicerol como aditivo em processos de biodigestdo (Nartker et al., 2014;
Silva et al., 2018; Astals et al., 2013; Serrano et al., 2014; Athanasoulia et al., 2014).

Ja atemperatura, considerada um dos parametros que mais afeta o processo de
biodigestao, variou de 37 a 43 °C, compreendendo temperaturas na faixa mesofilica e
termofilica.

Além destes tratamentos, foi realizada a biodigestdo da manipueira sem adic&o
de glicerol residual nas mesmas temperaturas definidas no planejamento.

Foram avaliadas através do planejamento experimental as seguintes variaveis
respostas: volume de hidrogénio produzido (mL), a concentragéo de hidrogénio (%), os
parametros cinéticos da biodigestao (volume total de hidrogénio (mL), tempo de duragéo
da fase lag (h) e velocidade especifica maxima(h?)), e as porcentagens de remocéo de
o teor inicial de acUcares redutores totais (ART), teor de soélidos totais (ST) e volateis
(SV), e demanda quimica de oxigénio (DQO)

ApOs a analise das variaveis respostas obtidas experimentalmente, utilizou-se a
ferramenta de ajuste do software Statistica 7.0, para a obtencdo da temperatura e
porcentagem de glicerol de modo que se obtenha a maior producao de hidrogénio. Nesta

etapa, foram consideradas apenas as variaveis resposta volume de hidrogénio
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produzido e a concentracdo de hidrogénio.

Esta ferramenta permite a determinagcéo das melhores condi¢cbes de ajuste de
processos, tornando possivel a otimizagdo simultdnea de mudltiplas respostas,
minimizando-as, maximizando-as, ou buscando valores hominais de especifica¢gdes, de
acordo com a situagéo (Wang e Wan, 2009).

Essa funcéo converte cada resposta em uma func¢éo individual de desejabilidade
que varia de 0 a 1. Se a resposta for o valor mais desejavel ela assume o valor de 1,
caso contrario assume o valor de O e a resposta esta fora da regido aceitavel. Assim, as
variaveis independentes sao escolhidas de modo a maximizar a desejabilidade global,
que é dada pela média geométrica das desejabilidades individuais (Pimenta et al., 2014).

Uma vez obtidas as condi¢des otimizadas, foram realizados ensaios em triplicata
nestas condi¢des a fim de se comparar os resultados experimentais com 0s previstos

pelo modelo.
4.5.4. ESTUDO DA CINETICA DE PRODUCAO DE HIDROGENIO

O modelo n&o linear de Gompertz (Equacdo 6), foi ajustado as cinéticas de
producdo de hidrogénio. Este modelo vem sendo utilizado recorrentemente para a
descri¢do das cinéticas de producdo de biogas em processos de biodigestdo anaerdbia
(Donoso et al., 2010; Li et al., 2012 Parameswaran et al., 2012), e recentemente
empregado também para descrever a cinética de producao de hidrogénio (Silva et al.,
2018).

M(t) = Aexp [—exp(“mA%” e(A—t) + 1)] (6)

Em que:

M — Volume de géas produzido (mL) em fungéo do tempo (t).
A - volume maximo de gas (mL);

Umax - Velocidade especifica maxima (mL.h?);

A - tempo de duracao da fase lag (h).
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4.6. MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE METANO EM BIODIGESTAO DE DOIS
ESTAGIOS

4.6.1. 1° ESTAGIO - BIODIGESTOR DE ESCALA PILOTO DE ESTAGIO
ACIDOGENICO OPERADO NAS CONDIGOES OTIMIZADAS

O reator foi confeccionado em material policloreto de vinila, apresentando
volume total de 65,0 L. O volume (til estipulado para o desenvolvimento do experimento
foi de 50,0 L, mantendo-se volume morto de 20% do reator evitando que uma possivel
formacao de espuma ou presséo causasse refluxo na saida de coleta de gés.

O reator foi disposto em estufa, com temperatura controlada e mantida na
temperatura estabelecida como ideal, carregado com 10 L de inéculo e 40 L da mistura
otimizada de substratos. Tanto a temperatura quanto a concentracdo de glicerol
utilizadas nesta etapa foram definidas como 6timas para este processo através da
ferranta “desejabilidade” do software Statistica 7.0.

O gasOGmetro foi confeccionado utilizando o mesmo material do reator,
apresentando volume util de aproximadamente 5,0 L. Esse gasdmetro foi imerso em
selo de solucdo acido salina de cloreto de sodio e de acido sulfurico, a fim de evitar o
escape do gas produzido, além de impedir a dissolugdo do diéxido de carbono presente

no biogas.

4.6.2. 2°ESTAGIO - BIODIGESTORES DE ESTAGIO METANOGENICO

Os biodigestores foram confeccionados em material polietileno tereftalato,
apresentando volume total de 2,50 L. O volume Util estipulado para o desenvolvimento
do experimento foi de 2,0 L, mantendo-se volume morto de 20% do reator.

Os gasdmetros foram confeccionados utilizando-se o mesmo material dos
reatores, apresentando volume Util de aproximadamente 1,50 L. Esses gasdmetros
também ficaram imersos em selo de solucao acido salina de cloreto de sédio e de acido
sulfarico.

Os reatores foram dispostos em estufa, com temperatura controlada, e

carregados com 0,4 L de in6culo e 1,6 L do efluente do biodigestor acidogénico.
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4.6.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA PARA
MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE METANO

Uma vez que o efluente de reatores acidogénicos se encontram com valores de
pH e concentracdo de &cidos organicos volateis em faixas indadequadas para a etapa
metanogénica, foi realizado um planejamento fatorial 32 utilizando o Software Statistica
v. 7.0 visando determinar ndo s6 a temperatura ideal para este estagio, mas também a
concentracdo ideal de bicarbonato de sédio, que atua como um tampé&o, maximizando
a producdo de metano. Nos experimentos, as temperaturas empregadas foram de 36,0;
37,5; e 39,0; enquanto que o bicaronato foi adicionado nas concentracdes de 2, 4 e 6
g.Ll. A Tabela 4 contém as condigGes experimentais empregadas em cada um dos

tratamentos.

Tabela 4. Condi¢bes experimentais dos Tratamentos para producdo de metano
Variaveis Codificadas Variaveis Numéricas

Tratamento

B (g.LD T (°C) B (g.LY) T (°C)
1 -1 -1 2 36
2 -1 0 2 37,5
3 -1 1 2 39,0
4 0 -1 4 36,0
5 0 0 4 37,5
6 0 1 4 39,0
7 1 -1 6 36,0
8 1 0 6 37,5
9 1 1 6 39,0

B- Bicarbonato de Sédio; T- Temperatura.

Foram avaliadas através do planejamento experimental as seguintes variaveis
resposta: o volume de metano produzido, a concentracdo de metano, os parametros
cinéticos da biodigestdo (volume total de metano, tempo de duracdo da fase lag e
velocidade especifica maxima), e as porcentagens de remoc¢ao de sélidos totais (ST) e
volateis (SV), além da demanda quimica de oxigénio (DQO).

ApOs a analise das variaveis respostas obtidas experimentalmente, utilizou-se a
ferramenta de ajuste do software Statistica 7.0, para a obtencdo da temperatura e
concentracdo de bicarbonato de s6dio de modo que se obtenha a maior producdo de
metano, foram utilizadas todas as varidveis respostas nesta etapa. Uma vez obtidas as
condi¢des otimizadas, foram realizados ensaios em triplicata nestas condi¢ces a fim de

se comparar os resultados experimentais com os previstos pelo modelo.
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4.6.4. ESTUDO DA CINETICA DA PRODUCAO DE HIDROGENIO E METANO
OBTIDOS NA BIODIGESTAO DE DOIS ESTAGIOS

O modelo néo linear de Gompertz (Equacao 6), foi ajustado as cinéticas tanto de
producao de hidrogénio no biodigestor acidogénico de escala piloto, quanto de producéo
de metano no biodigestor de fase metanogénica, ambos operando nas condi¢des ideais
determinadas neste estudo.

A partir dos resultados obtidos nestes biodigestores, foi plotado o grafico de
cinética de producédo de biogas por unidade de volume util do biodigestor. Para isso, foi
utilizado a equacado bisigmoidal de Gompertz (Equacédo 7), que consiste na soma de
duas equagbes de Gompertz, a primeira correspondendo ao biogas produzido durante

fase acidogénica, e a segunda ao biogas produzido durante a fase metanogénica.

M(t) = Agexp [—exp(“”;%” e(Ag —t) + 1)] + Ay exp [—exp(“’:%”’ e(Ay —t) + 1] (7)

Em que:

M — Razé&o entre Volume de Biogas produzido e o volume do biodigestor (mL.L1) em funcéo do
tempo (t).

Ay - volume maximo de biogas produzido no biodigestor acidogénico (mL);

Umaxn - Velocidade especifica maxima de biogas no biodigestor acidogénico (mL.dia1).L?;

Ay - tempo de duracgdo da fase lag do biodigestor acidogénico (dia).

A, - volume maximo de biogas produzido no biodigestor metanogénico (mL.L?);

Umaxm - VElOCIdade especifica maxima de biogas no biodigestor metanogénico (mL.diat).L*

Ay - tempo de duracdo da fase lag do biodigestor metanogénico (dia).

4.6.5. AVALIACAO DE DESEMPENHO DA BIODIGESTAO EM DOIS ESTAGIOS

Os caélculos da avaliacdo de desempenho do processo foram semelhantes aos
relatados anteriormente por Patcharee et al. (2014) e Freda et al. (2007). Os
rendimentos de H, e CH, foram determinados com base no volume de gas produzido

por massa de DQO removida.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SUBSTRATOS PARA BIODIGESTAO E INOCULO

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados da caracterizagdo inicial dos
substratos e inoculo utilizados nos experimentos. O pH da manipueira, componente
majoritario das misturas testadas, apresentaram valores que indicam acidez do meio
reacional, sendo considerado apropriada para digestdo focada na producdo de
hidrogénio. Valores de pH na faixa de 5-6 séo considerados por Guo et al. (2010) ideais
para evitar a fase metanogénica e aumentar a geragdo de hidrogénio. Valores nesta
mesma faixa também foram utilizados por Silva et al. (2018) na producao de hidorgénio
a partir de residuos de alimentos, lodo de esgoto e glicerol em reator de duas fases,
sendo que nestes casos foi necessario o ajuste do pH .

Tanto a manipueira quanto o glicerol sdo efluentes liquidos que possuem
estruturas quimicas de facil acesso e degradacdo por meio de microrganismos
acidogénicos. Além disso, apresentam elevado percentual de sdlidos volateis dentre a
fracdo total de solidos (93,6% e 90,3%, respectivamente). Essas caracteristicas sédo
adequadas por favorecerm o acesso dos microrganismos e enzimas hidrolases aos
compostos organicos e rapida degradacdo desses compostos em acidos volateis. O
baixo valor do pardmetro Demanda Quimica de Oxigénio da manipueira torna o glicerol
um aditivo extremamente importante, pois garante a quantidade necesséria de carbono

para surprir a deficiéncia deste componente na manipueira.

Tabela 5. Parametros dos residuos empregados na biodigestao

Parametro Manipueira Glicerol In6culo
pH 5,4 8,1 7,2
DQO (g.L?) 5,2+ 0,4 876,0 £ 1,2 0,3+0,1
ST (%) 6,3+0,2 68,3+0,4 2,1+0,2
SV (%) 59%0,3 61,7+ 0,6 0,3+0,1
ART (%) 6,1+0,2 - -

Os valores sdo médias seguidas de seus respectivos desvios padrdo. pH — Potencial
Hidrogenidnico; DQO — Demanda Quimica de Oxigénio; ST — Sélidos Totais; SV —
SolidoS Volateis; ART — Aclcares Redutores Totais.
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5.2.  AVALIACAO MICROBIOLOGICA DO INOCULO

Com relagdo a avaliagdo microbiolégica do in6culo, foram isoladas quatro
espécies de bactérias distintas. Apds extracdo do DNA, foi possivel a amplificagdo do
gene 16S das quatro espécies. Os fragmentos amplificados apresentaram
aproximadamente 1500 pb de comprimento, sendo que no sequenciamento foram
obtidas sequéncias que variaram de 878 a 889 pb.

A analise do sequenciamento revelou que das quatro bactérias isoladas, trés
pertencem ao Género Bacillus e uma ao Género Brevundimonas.

Uma das espécies pertence ao sub grupo do Bacillus subtilis, com 100% de
identidade com B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. velezensis e B.siamensis. Enquanto
que a outra pertence ao sub grupo do Bacillus cereus, apresentando 100% de identidade
com B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis.

Estas espécies de Bacillus possuem a capacidade de competir com outros
microrganismos para produzir moléculas bioativas, tais como acil-Homosserina
lactonases, que em ultima analise, contribui para sua sobrevivéncia, quando as culturas
mistas sdo usadas no tratamento de efluentes organicos, sendo produzido durante seu
metabolismo acidos organicos, com a liberagao de hidrogénio (Kumar et al., 2015).

Foi identificada também a espécie Bacillus licheniformis (100% de identidade),
bactéria que tem sido empregada como in6culo na forma isolada para a producao de
hidrogénio por biodigestao anaerdbia, tendo se mostrado um inéculo com potencial para
producao de hidrogénio a nivel industrial (Srivastava et al., 2017).

Foi identificado ainda, com 100% de identidade, uma espécie do
género Brevundimonas, podendo ser B. naejangsanensis ou B. diminuta. Foram
encontrados relatos da produgado de hidrogénio utilizando a espécie B. diminuta ao se
realizar a fermentacdo em consércio com bactérias do género Bacillus (Bao et al., 2013).
Entretanto, ndo foram encontrados relatos da utilizacdo de B. naejangsanensis na

producao biolégica de hidrogénio.

5.3. MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE HIDROGENIO

O planejamento fatorial utilizado neste trabalho resultou em 9 tratamentos de
diferentes composicdes, mais a repeticdo em triplicata do ponto central (tratamento 5).
O valor de Fabelado de Snedecor a um nivel de 5% de probabilidade para este

planejamento é de 4,95. Os resultados obtidos para o volume e concentragdo de
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hidrogénio produzidos, bem como os parametros cinéticos obtidos através da equacao
de Gompertz sdo apresentados na Tabela 6.

De modo geral, todos os tratamentos com adi¢éo glicerol obtiveram incrementos
na producao de hidrogénio, o mesmo comportamento foi verificado por Silva et al. (2018)
em uma mistura de residuo alimentar, glicerol e lodo de esgoto como inoculo.
Considerando o tratamento com maior producao volumétrica deste gas, o tratamento 5,
o volume produzido foi 4,5 vezes o obtido na mesma temperatura mas sem a adicédo de
glicerol. Considerando o volume de residuos utilizados nos experimentos, a producéo

de hidrogénio variou entre 168,0 e 864,6 mLHa.Lesiduo ™

Tabela 6. Producéo de H; e estudo da cinética pela equacdo de Gompertz

Condicbes Producéo hidrogénio Cinética
Tratamento —q T V (mL) C (%) A (mL) Hmax A (h)
(%) (°C) (mL.h)
1 1 37 986,4 25,6 988,8 45,1 18,0
2 1 40 1034,6 25,3 1029,6 49,1 18,7
3 1 43 713,8 28,7 715,9 22,9 12,5
4 3 37 1022,0 46,3 1019,1 48,2 18,2
1106,7 £ 42,8 £ 1106,1 £ 51,9 + 18,9 +
5 3 40 13,1* 1,5* 19,6* 0,8* 0,4*
6 3 43 882,7 36,8 886,2 41,8 18,3
7 5 37 930,0 45,3 941,8 31,3 15,3
8 5 40 1091,6 44,6 1086,4 37,9 16,5
9 5 43 750,4 31,2 753,2 215 10,9
Branco 0 37 215,1 +10,5* 256 228,1 + 16,4 + 9,0+
0,7* 13,4* 0,4* 0,2*
Branco 0 40 243,5 £ 11,2* 253+ 248,4 17,6 = 9,1+
0,7* 9,1* 0,3* 0,2*
Branco 0 43 233,0 £18,3* 28,7 2418 £ 171 9,0+
0,8* 11,8* 0,3* 0,1*

G- glicerol, T- temperatura, C- concentracao volumétrica, V- volume de hidrogénio. Os valores
com (*) sdo médias seguidas de seus respectivos desvio padrao.
Na&o foi verificada a produgéo de metano em nenhum dos tratamentos.

Os maiores volumes de hidrogénio foram obtidos utilizando temperaturas de até
40 °C, contudo os menores tempos de duracdo da fase lag foram observados nos
tratamentos realizados a 43 °C. Ja no que se refere a concentracdo deste componente

no biogas, os melhores resultados foram verificados em temperaturas mais baixas,
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sendo os experimentos realizados a 37°C os que obtiveram percentuais mais elevados.
A Figura 5 apresenta as superficies de respostas para estes quatro parametros.

A concentracdo maxima obtida de hidrogénio foi de 46,3% no tratamento 4, que
continha 3% de glicerol residual, entretanto este aumento na concentracdo pela adicdo
de dglicerol foi inferior ao relatado por Silva et al. (2018), onde foram obtidas
concentractes de 56,4 e 54,0 % ao adicionar 1 e 3% de glicerol em uma mistura de
residuo alimentar com lodo de esgoto.

Cremonez (2016) ao realizar a producao de biogéas utilizando polimero a base
de fécula de mandioca, glicerol e in6culo de 4gua residual de suinocultura alcangou as
maiores producdes ao utilizar 1% de glicerol como aditivo. Em concentraces mais
elevadas de glicerol (3 e 5 %) ocorreu um acumulo de &cidos volateis no reator com a

consequente reducédo do pH, cessando o processo de biodigestao.
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Figura 5. Superficie de resposta para: A- producgédo de hidrogénio B- Concentracéo C- Velocidade
especifica maxima D- tempo de duracéo da fase lag.
Em que: T= temperatura (°C) e G = glicerol (%)

Os termos com asterisco sobrescrito referem-se aqueles que foram significativos a um nivel de
5%.

Todos os parametros apresentaram decréscimo com a elevacao da temperatura
acima dos 41 °C. Mu et al. (2006), digerindo substratos ricos em glicose observaram
gque a taxa de crescimento microbiano se elevou quando a temperatura foi modificada
de 33 °C para 41 °C, com tendéncia semelhante na producao especifica de hidrogénio,
sendo que em temperaturas mais elevadas ocorreu uma reducéo de forma acentuada.
A queda da produtividade pode ser resultado da desnaturacéo de enzimas microbianas,
causando morte dos microrganismos (Arimi et al., 2015).

Corroborando com isso, Roy et al. 2012 afirmam que elevadas temperaturas
proporcionam baixo rendimento na producdo de hidrogénio se comparado a producao
em fases mesofilicas pois poucas espécies de microrganismos tém capacidade de
produzir em condicdes termofilicas.

A Figura 6 contém as cinéticas ajustadas ao modelo estao agrupadas de acordo
com a temperatura empregada no processo.
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Figura 6. Cinética de Producéo de hidrogénio em temperatura constante.

No que diz respeito ao ajuste do modelo de Gompertz aos dados experimentais,
todos os tratamentos obtiveram valores de R? superiores a 0,99, a Figura 7 contém as
cinéticas que apresentaram o melhor e o pior ajuste aos dados experimentais, sendo o

tratamento 1 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Tratamentos que obtiveram o melhor pior ajuste do modelo de Gompertz.

As bactérias acidogénicas apresentam rapida estabilizacdo e adaptacdo se
comparados a microrganismos metanogénicos. Todos os tempos de fase lag foram

inferiores a 20 h desde o inicio do processo, isso garante a elevada atividade dos micro-
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organismos, que pode resultar em elevada producdo de hidrogénio ainda no primeiro
dia de digestdo. A estabilizacdo do processo em 50 h também é decorrente da
caracteristica do residuo empregado na atual pesquisa. A manipueira € um residuo que
apresenta composi¢ado simples, alto teor de soélidos volateis e aglcares redutores como
0 amido, fazendo com que sua assimilacdo pelas células microbianas e conversao em
acidos volateis seja facilitada.

Apesar de estabilizagdo do processo em aproximadamente 2 dias de
biodigestdo, o tempo de estabilizacdo obtido neste trabalho € muito superior a outros
estudos encontrados em literatura.

Mu et al. (2006) realizando digestao de glicose em fase mesofilica, atingiu
estabilizacdo da producéao de hidrogénio antes das 15 h de digestdo. Wang et al. (2016),
analisando efluentes de amido de milho, utilizando cultura mista e temperatura de
operacdo de 37 °C, obtiveram estabilizagdo na producéo em tempo inferior a 30 horas
de digestéo.

Valores semelhantes foram obtidos em outros trabalhos que empregaram
compostos mais complexos como substrato, tais com como materiais lignocelulésicos.
Trabalho de Akobi et al. (2016), digerindo hidrolisados obtidos de biomassa de madeira
em diferentes estagios, obtiveram estabilizagdo na producdo de hidrogénio em
aproximadamente 50 h de digestdo. Kannah et al. (2018), realizando digestédo de palha
de arroz, obteve tempo de fase de laténcia de 12 h, além disso, o rendimento da
producdo de gas aumenta até atingir a estabilizacao no quinto dia de digestao.

Ja trabalho de Faber e Ferreira-Leitdo (2016), otimizando a producdo de
hidrogénio utilizando glicerol residual da produgéo de biodiesel, obtiveram rendimento
maximo apoés 20 horas de incubacéo.

Muitos estudos voltados a producao de hidrogénio por digestdo anaerébia séo
realizados em processos de regime continuo. Esses regimes apresentam como
vantagem a possibilidade do aumento da eficiéncia das taxas de digestdo e producdo
de biogas, reduzindo os tempos de retencao hidraulica (TRH).

No trabalho de Dinesh et al. 2018, foi realizada uma revisdo de literatura sobre
os diversos aspectos da producdo de hidrogénio citando trabalhos com TRHs que
variaram de 1,3 até 9 dias. Ja o trabalho de revisdo realizado por Arimi et al. (2015)

apresenta estudo de casos onde os TRH sé&o inferiores a 1 h.



40

5.3.1. COMPORTAMENTO DA ACIDEZ VOLATIL E CARGA ORGANICA DO
EFLUENTES NOS BIODIGESTORES ACIDOGENICOS

A producdo de acidos volateis € um importante indicador que deve ser
acompanhado para compreenséo das rotas bioquimicas e eficiéncia do processo de
digestdo anaerébia. A partir da Figura 8, pode-se visualizar 0 comportamento da
geracdo de acidos volateis no biodigestor referente ao ponto central do planejamento
experimental obtido a partir da anélise das amostras destrutivas em 6, 12, 24 e 48 h de
digestao.
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Figura 8. Perfil de producao de &cidos volateis nos tratamentos realizados a 40 °C: 0%
glicerol (superior esquerda); 1% glicerol (superior direita); 3% glicerol (inferior
esquerda); 5% glicerol (inferior direita).

Nos reatores sem a adicdo de glicerol e com adicdo de 1%, visualiza-se nas
primeiras 24 horas o consumo do acido latico e producédo crescente do acido féormico. O
acido latico € um precursor do acido propidnico, que indica sobrecarga no sistema
apesar de sua reacao gerar hidrogénio molecular (Zhang et al., 2003). Isso ocorre

porque além da degradacdo do acido butirico, € necessaria a conversao do acido
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propiénico gerado em &cido acético para se obter o produto final da digestdo da fase
acidogénica.

Constata-se a partir dos dados analisados, para os tratamentos de maiores
concentracdes de glicerol (3% e 5%), elevadas producdes de acido propibénico e butirico,
com valores extremamente altos até o fim do primeiro dia de digestdo, decaindo
consideravelmente a partir de 48 h. Niveis de 4cido acético também séo visualizados
em maiores proporgdes nesses tratamentos. Alguns trabalhos expressam que teores
elevados de &cidos propidnico e butirico se relacionam positivamente com a producao
de hidrogénio, além de inibir o desenvolvimento de culturas metanogénicas, que
eventualmente consumiriam o hidrogénio molecular para geracdo de metano (Yokoi et
al.,1998; Close et al., 2017; Zhipeng et al., 2018).

Desta forma, as altas concentragfes desses acidos, se relacionam diretamente
ao fato de que as maiores producdes de hidrogénio molecular foram encontradas nos
tratamentos com maiores adigbes de glicerol. A formacdo de &cido acético nesses
tratamentos também esta relacionado com a geracdo de hidrogénio molecular. Esse
acido é produzido principalmente a partir da reagcdo de consumo do &acido propibnico,
constatando-se no perfil dos tratamentos que a concentracdo de acido acético se eleva
mediante diminui¢cdo da concentracdo de &cido propidnico.

A elevada concentracdo de acidos no tratamento de maior adi¢cdo de glicerol
também esta correlacionada a sua facil absor¢éo pelas células bacterianas. O glicerol
tem capacidade de entrar nas células através de transporte passivo, sendo que a
maioria desses processos ocorre em temperatura ambiente e pressao atmosférica
(Manish e Banerjee, 2008; Lo et al., 2013).

A alta concentracdo de &cidos volateis e auséncia da fase metanogénica no
processo, indicam pouca eficiéncia no tratamento dos efluentes, que foi corroborada
pelas baixas remoc¢des de ART, DQO, ST e SV, que estdo contidos na Figura 9.
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Figura 9. Superficie de resposta para as Remoc¢des de A- DQO, B- ART, C- ST, D- SV e E-
Converséao de

carga organica Hidrogénio.
Onde T= temperatura (°C) e G =

em

glicerol (%)
Os termos com asterisco sobrescrito referem-se aqueles que foram significativos a um nivel de
5%.

Com adicdo de 1% de glicerol na manipueira, as taxas de remog¢éao de agucares
redutores ficaram muito proximas das obtidas por Torres et al. (2017) ao submeter

manipueira ao processo de biodigestdo, a remogéo de carboidratos ficou entre 91 e
94%.
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De modo geral, foi constatado que a adicdo de glicerol proporcionou uma
reducdo das porcentagens de remocao de carga organica, enquanto que a temperatura
ndo afetou de forma significativa a um nivel de 5% de probabilidade o tratamento dos
efluentes.

Este efeito provocado pelo glicerol pode estar relacionado com seu elevado teor
de carbono, sendo que uma vez adcionado a manipueira, mesmo que em baixas
concentracdes, aumenta o teor de solidos sélidos e DQO da mistura.

Os valores alcancados estéo abaixo dos verificados por Larsen et al. (2013), que
obteve remocdes de 75, 81 e 98% de SV, ST e DQO respectivamente, ao adicionar 2%
de glicerol a manipueira utilizando como inoculo lodo
de lagoa anaerébia do sistema de tratamento da industria de fécula de mandioca.
Contudo, os valores obtidos por estes mesmaos autores caiu para 68, 72 e 98% ao serem
adicionados 3% de glicerol, o que corrobora com a tendéncia de um decréscimo na
remocao de carga organica a medida que se aumenta a concentragéo de glicerol.

Para a obtencéo destes valores, Larsen et al. (2013), utilizaram um tempo de
retencdo hidraulico de 5 dias e obtiveram biogas contendo 48% de metano, o que
justifica os valores de remocao de solidos mais elevados, tendo em vista que na fase
metanogénica ha o consumo dos &cidos organicos produzidos.

Isso justifica também as menores eficiéncias na conversao de carga organica em
hidrogénio verificadas neste estudo, uma vez que durante sua producdo deve ter
ocorrido a conversdo dos agucares presentes na manipueira e do glicerol em acidos
organicos.

Desta forma, as remocdes de carga organica verificadas neste trabalho
implicam na necessidade de um tratamento complementar posterior para remoc¢ao de
carbono. Um reator metanogénico é indicado para consumo da alta carga de acidos

volateis presentes no efluente.

5.3.2. PRODUCAO DE HIDROGENIO NAS CONDICOES OTIMIZADAS

A partir dos resultados da analise estatistica e do modelo matematico para a
quantidade de hidrogénio produzido (volume), foram obtidas as condi¢Bes 6timas de
temperatura e concentragdo de glicerol visando alcancar o maximo volume de
hidrogénio, sendo a temperatura ideal de 38,5 °C e concentracéo de glicerol de 4 %. A
Figura 10 contém o gréfico de desejabilidade para a otimizagdo da producdo de
hidrogénio, enquanto que a Figura 11 contém a resposta prevista pelo modelo para os

parametros cinéticos.
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A Tabela 7 contém as respostas previstas pelos modelos quando utilizadas estas
condicdes otimizadas no processo de biodigestdo, bem como os resultados obtidos nos
ensaios realizados em triplicata nestas condicgdes.

Tabela 7. Comparacdo entre os resultados experimentais e os previstos pelo modelo
para a producdo de Hidrogénio

Parametro Previsdo do Modelo  Resultado Experimental*
Hidrogénio (mL) 1093,5 1102,6 £ 21,3
Hidrogénio (%) 46,7 46,2+ 1,2
Tempo de fase lag (h) 18,1 179204
Velocidade Especifica maxima (mL.h1) 47,4 48,1+ 0,3

*Os valores sdo as médias seguidas de seus respectivos desvios padrdes.

Considerando o desvio padrdo dos resultados experimentais, todos foram os
valores previstos pelo modelo matematico estdo na faixa dos valores experimentais,
com excecdo da velocidade especifica maxima que, embora muito proximo, apresentou
na pratica um valor superior ao previsto.

Com relagéo ao valor de 38,5°C para atemperatura ideal, a maioria das bactérias
acidogénicas tém 6tima produtividade em temperaturas entre 30°C e 40°C. Ainda
considera-se que em temperaturas entre 39-41°C 6timas taxas de crescimento de
biomassa e producédo especifica de hidrogénio, decaindo em temperaturas superiores
(Mu et al., 2006; Park et al., 2010; Arimi et al., 2015).

No que se refere a concentracdo de glicerol adicionado (4%), concentracbes
superiores a 5% afetam diretamente a producao de hidrogénio. Chaurady (2010) afirma
em pesquisa utilizando como microrganismo Escherichia coli e concentracdes de 1,0,
2,5 e 5,0 % de glicerol, que concentracdes muito elevadas deste composto afetam o
processo e diminuem seu rendimento. O mesmo foi comprovado por Chookaew et al.
(2014), testando concentracdes de 1-3% de glicerol em reator anaerobio de fluxo
ascendente (UASB).

Ja o trabalho de Faber e Ferreira-Leitdo (2016) visando a maximizacdo da
producdo de hidrogénio a partir da utlizagcdo do glicerol, chegou aos melhores
resultados quando aplicou a menor concentragéo de glicerol testado em sua pesquisa
(0,05 %). Trabalho de Sittijunda e Reungsang (2012), afirmam que para digestdo de
glicerol e lodo de culturas mistas, a concentracdo de 2,2 % foi a que proporcionou a

producao maxima de hidrogénio.
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5.4. MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE METANO NA BIODIGESTAO DE DOIS
ESTAGIOS

54.1. 1° ESTAGIO - BIODIGESTOR DE ESCALA PILOTO DE ESTAGIO
ACIDOGENICO

A producéo de hidrogénio é uma rota atrativa do ponto de vista energético por
apresentar baixo consumo de energia e poder ser desenvolvido de forma conjunta ou
paralela a fase metanogénica (Cremonez et al., 2019). Apesar de ocorrer em menores
propor¢cdes se comparado a digestdo metanogénica, a digestdo &cida contribui para o
tratamento de &guas residuarias visando a reducéo de carga orgéanica e teor de sélidos
(Arantes et al., 2017).

O modelo de Gompertz foi ajustado aos dados experimentais para a producao
de hidrogénio (Figura 12) e apresentou valor de R? de 0,998. Os parametros cinéticos
obtidos pelo modelo foram de 17,9 h para o tempo de duragédo da fase lag, 2327 mL.h*
para a velocidade especifica maxima e 21687 mL para o volume maximo de hidrogénio.

Com relacdo a producdo acumulada de hidrogénio, constata-se elevada
producdo em um curto periodo de tempo (aproximadamente 10 horas) logo apos o
tempo de duragéo da fase lag estimada pelo modelo de Gompertz, cessando a produgéo
apos o tempo de 35 horas. Pode-se considerar como tempo da fase de adaptacdo dos
microrganismos o periodo anterior ao inicio da producéo de gas, periodo relacionado a

aclimatac@o dos microrganismos no meio para inicio do processo de digestao.
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Figura 12. Producgéo de hidrogénio no reator acidogénico.
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5.4.2. CARACTERISTICAS DO EFLUENTE DO REATOR DE ESCALA PILOTO

Na Tabela 8, pode-se visualizar o perfil do efluente da saida do reator
acidogénico. A partir dos resultados, constata-se remoc¢ao de solidos e DQO superiores
aos 40%, sendo condizente com o esperado de um sistema de tratamento em duas
fases, onde os &cidos volateis gerados e remanescentes da digestdo acida seréo
consumidos na etapa metanogénica do processo. A elevada geragcdo de &cidos é
corroborada pelo baixo pH (5,1) observado no efluente.

Tabela 8. Caracteristicas dos substratos e efluente do reator acidogénico

Substratos do Biodigestor Efluente do Biodigestor
Parametro  Manipueira Glicerol Inéculo Parametro

pH 5,4 8,1 7,2 pH 51+0,1
DQO (g.L?Y) 52+04 876,0+1,2 0,3+0,1 Rem.DQO (%) 439%1/4
ST (%) 6,3+£0,2 68,3+0,4 21+0,2 Rem.ST (%) 47,3+0,4
SV (%) 59+0,3 61,7+ 0,6 0,3+0,1 Rem. SV (%) 48,6 + 0,3
Os valores correspondem a média seguida de seus respectivos desvios padrao.

Rem. DQO - Remocéao da demanda guimica de oxigénio.

Rem. ST — Remoc¢éo de sdlidos totais.
Rem. SV — Remocéo de solidos volateis.

A partir da Figura 13, pode-se visualizar o perfil da producao de acidos organicos
para a digestdo acidogénica, verificado pela utilizagdo de amostras destrutivas. Com
relacdo a producdo de acidos organicos, constata-se a presenca de acidos desde a
primeira verificacdo das amostras destrutivas, apés 10 horas do inicio do processo de
digestdo. Constata-se presenca majoritaria do acido butirico, seguido do acido acético,
durante todo o periodo de amostragens. O hidrogénio molecular, no processo de
digestdo acida, normalmente é advindo das vias de producdo desses acidos pela

conversao da glicose (Wei et al., 2018).
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Figura 13. Perfil de acidos organicos para a digestao acidogénica.

O tempo da digestéo acida é bem inferior aos tempos encontrados para reatores
operando em fase metanogénica. Isso ocorre pela rapida estabilidade das bactérias
acidogénicas e grande atividade das culturas. Desse modo, definem-se tempos de
retencdo hidraulica relativamente baixos, de modo que se impeca a proliferacdo de
microrganismos metanogénicos (Corneli et al., 2016; Algapanl et al., 2018; Koroglu et
al., 2019).

Constata-se ainda que ap6s 30 horas de digestédo, a concentracdo de acidos
organicos comega a diminuir indicando o término da converséo dos acucares e inicio do
consumo dos acidos produzidos no proprio reator. O consumo dos acidos volateis,
apesar dos baixos valores de pH, ocorre na fase metanogénica, indesejada nessa etapa
do processo, que além de consumir os acidos produzidos ainda pode indicar consumo

do hidrogénio para gera¢do do metano.

5.4.3. 2°ESTAGIO - BIODIGESTORES DE ESTAGIO METANOGENICO

Apds o término da fase acidogénica, o efluente coletado foi submetido a
diferentes teores de bicarbonato de sddio para avaliacdo do desempenho dos reatores
metanogénicos. O planejamento utilizado nesta etapa foi um fatorial 32, que resultou em
9 tratamentos de diferentes composi¢cdes, mais a repeticdo em triplicata do ponto central
(tratamento 5). O valor de Franelado de Snedecor a um nivel de 5% de probabilidade para
este planejamento é de 4,95. A Tabela 9 contém as condi¢des a que foram submetidos

cada um dos tratamentos, bem como as respostas obtidas.
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A partir da Tabela 9, pode-se visualizar os resultados obtidos para producédo de
metano e volume e teor e 0s parametros cinéticos obtidos para os tratamentos
estudados. Os teores de metano variaram de 52-66 % tendo maior teor encontrado no
tratamento que combinou 4 g.L* de bicarbonato e sédio e temperatura de 37,5 °C. Com
relacdo ao volume de producéo, os melhores resultados também foram obtidos nestas
condicdes, que correspondem o ponto central do planejamento fatorial.

Tabela 9. Resultados de producdo de gas e parametros cinéticos obtidos para os
diferentes tratamentos estudados

Condicdes Producdo metano Parametros Cinéticos
Trat. "B g ) T V (mL) C (%) A (mL) Hmax A (d)
(°C) (mL.dial)
1 2 36,0 1985,6 52 1902,6 346,9 54
2 2 37,5 2113,3 54 2046,8 312,4 5,0
3 2 39,0 2118,7 59 2059,3 319,9 51
4 4 36,0 2678,1 63 2655,6 512,7 54
5 4 37,5 2766,0+17,0r 66+1* 2773,7+19,2* 546,2+45* 54+0,3*
6 4 39,0 2698,8 64 2682,31 524,1 54
7 6 36,0 2587.,4 62 2567,2 623,3 5,5
8 6 37,5 2630,5 58 2607,6 423,6 3,8
9 6 39,0 2654,3 61 2640,2 403,4 3,9

B- Bicarbonato de Sddio; T- Temperatura; V- Volume; C- Concentragdo de Metano; A- Volume
maximo de Metano; umax— Velocidade especifica maxima; A — Tempo de duracgédo da fase lag. Os
valores com (*) sdo médias seguidas de seus respectivos desvio padrao.
Né&o foi verificada a producéo de hidrogenio em nenhum dos tratamentos.

Com relagéo aos parametros obtidos a partir do modelo de Gompertz (Tabela 7
e Figura 10), o coeficiente de correlacdo (R?) para todos os tratamentos foi superior a
0,99. Visualiza-se tempos de fase lag muito aproximados para maioria dos tratamentos
testados, com maior discrepancia encontrada nos tratamentos de teor de 6% de
bicarbonato de sédio, sendo estes, relativamente menores. Em concordancia, o
tratamento com adicdo de 6 g.L de bicarbonato e temperatura de 36 °C foi o que
apresentou maior velocidade especifica maxima.

Com base na Figura 14, constata-se que para todos os tratamentos, a producao
de metano cessa entre 0 12° e 18° dia de digestdo com base na estabilizacdo dos pontos
de producédo de acumulada. Tratamentos com menores teores de bicarbonato de sédio

apresentaram término da producdo de biogas com maiores tempos de digestdo. Isso
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ocorre porque os carbonatos e bicarbonatos realizam o tamponamento dos acidos
organicos produzidos, controlando e evitando flutuagcbes do pH, mantendo assim, a
estabilidade do sistema (Akbas et al. 2015).
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Figura 14. Modelos de Gompertz ajustados aos dados de producdo acumulada de
metano para os tratamentos estudados.

A partir da Figura 15, pode-se visualizar as respostas obtidas para interagédo
entre as variaveis temperatura e bicarbonato de sédio. Tanto para producao quanto para
concentracdo de metano, constata-se que a variavel independente bicarbonato de sodio
apresenta grande influéncia nas respostas, enquanto a variagdo da temperatura ndo
afeta de forma significativa o teor e produgéo de metano. Com base nas superficies de
resposta, percentuais de bicarbonato de sédio entre 4-5 g.L* foram responsaveis pelos

melhores resultados.
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Figura 15. Superficies de resposta para as variaveis producdo de metano e
concentracdo de metano para os tratamentos estudados. Em que T= temperatura (°C)

e B = bicarbonato de sédio (g.L?). Os termos com asterisco sobrescrito referem-se
aqueles que foram significativos a um nivel de 5%

Todas as temperaturas estudadas se enquadraram em faixa mesofilica. Uma
hipétese a se constatar € que para que a temperatura afete os rendimentos de producéo
de metano, uma faixa mais ampla deve ser estudada, de modo que faixas psicrofilicas
e termofilicas também sejam alcangadas e outras culturas de microrganismos possam
se desenvolver (Cremonez et al., 2019).

No que se refere aos efluentes dos biodigestores, a partir da Figura 16, pode-se
visualizar as superficies de resposta para as variaveis referentes a remocao de carga
organica. Todos os resultados obtidos para os tratamentos estudados apontaram
remocdes de ST, SV e DQO superiores aos 80% para todas as variaveis. De forma
semelhante aos resultados obtidos para as variaveis de producéo e teor de metano, os
melhores resultados para remogéo de ST, SV e DQO encontraram-se proximos ao teor
de 4 g.L! de adicdo de bicarbonato de sédio. Da mesma forma, a variagcdo da

temperatura ndo apresenta influéncia significativa para as variaveis testadas.
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Figura 16. Superficies de resposta referentes a remocao de carga organica nas variaveis
dependentes Remocdo de ST, SV e DQO. Em que T= temperatura (°C) e B =

bicarbonato de sédio (g.L?). Os termos com asterisco sobrescrito referem-se aqueles
que foram significativos a um nivel de 5%.

5.4.4. MAXIMIZACAO DA PRODUCAO DE METANO

Desta forma, partindo dos resultados da andlise estatistica e do modelo
matematico para o volume de metano produzido através da fungéo de desejabilidade,
foram obtidas as condi¢gfes 6timas de temperatura e concentracdo de bircarbonato de
sédio visando alcancar o maximo volume volume de metano, sendo a temperatura ideal
de 39,0 °C e concentracao de bircarbonato de sédio de 5,0 g/L. Foram desconsideradas

as variaveis respostas RST e RDQO, uma vez que o valor de Fcaicuiado fOi inferior ao valor
de Ftabelado-

52



53

A Tabela 10 contém as respostas previstas pelo modelo quando utilizadas estas
condicdes otimizadas no processo de biodigestdo, bem como os resultados obtidos nos
ensaios realizados em triplicata nestas condigdes.

Tabela 10. Comparacao entre os resultados experimentais e previstos pelo modelo para
a producéo de Metano

Parametro Previséo do Resultado
Modelo Experimental*

Metano (mL) 2775,6 2819,4 + 46,7
Metano (%) 64,8 64,5+ 0,4
Tempo de fase lag (d) 4,0 3,8+£0,1
Velocidade Especifica maxima (mL.dia?) 487,7 493+12,1
RST (%) 85,0 87,6 £ 3,8
RSV (%) 94,6 95,3+2,6
RDQO (%) 94,7 93,4+3,7
Producédo de CHa L residuo 1732,5 1758,1 + 29,2

*Os valores sdo médias seguidas de seus respectivos desvios padrdes.

Considerando o desvio padrdo dos resultados experimentais, todos foram os
valores previstos pelo modelo matematico estdo na faixa dos valores experimentais,
com excec¢do do tempo de duracdo da fase lag, que embora muito proximo, apresentou
na pratica um valor inferior ao previsto, o que € positivo.

Com relagéo ao perfil de acidos organicos para a digestdo metanogénica nas
condi¢des otimizadas, contata-se a presenca de acidos desde a primeira verificagcdo das
amostras destrutivas, ap6s 2 dias do inicio do processo de digestdo, como pode ser
evidenciado na Figura 17.
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Figura 17. Acidos organicos presentes no efluente nas condigées otimizada.
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A concentracéo total de 4cidos organicos, mesmo nos dias iniciais do processo,
onde apresentaram os maiores valores, em torno de 1800 mg.L* estavam presentes em
concentracdes favoraveis. Wellinger (1997) e Kryvoruchko et al. (2009), afirmam quando
a concentracdo total de acidos volateis excede 3000 mg.L* pode ocorrer uma inibigéo
do processo de digestdo anaerobia.

A presenca majoritaria do acido acético foi verificada durante todo o periodo de
amostragens. Este 4cido, quando consumido pode ser convertido diretamente em CHa,
e CO; (Ye et al., 2013) conforme Equacéo 3, contribuindo para a obtencdo de elevados
valores de velocidade especifica maxima.

Evidenciou-se também, que ao longo de todo o processo de biodigestdo ocorreu
0 consumo dos acidos organicos, que resultam na producdo de metano, além disso, ndo
houve grandes mudancgas na proporcdo de cada um destes acidos na fase liquida, o

gque é indicio de estabilidade do processo (Wei et al., 2018).

5.5. ESTUDO DA CINETICA DA PRODUGCAO DE HIDROGENIO E METANO
OBTIDOS NA BIODIGESTAO DE DOIS ESTAGIOS

A Figura 18 contém as cinéticas de produgédo de hidrogénio no biodigestores
acidogénico de escala piloto, producdo de metano no biodigestor de fase metanogénica,
e producéo de biogas na biodigestdo em dois estégios, correspondendo a soma do
biogas produzido nos dois biodigestores operando nas condi¢cdes otimizadas neste
estudo. O modelo de Gompertz para os trés casos apresentou ajuste aos dados
experimentais superior a 0,99, e os parametros cinéticos obtidos estdo contidos na
Tabela 11.
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Figura 18. Cinéticas de producéo de gas na biodigestdo em duas etapas.

Tabela 11. Parametros cinéticos da biodigestdo em 2 estagios.

Parametro Hidrogénio Metano Biogas
A - Volume Ay =943,8
o ) 433,8 1409,7
Maximo de gas Ay=2196,3
- Velocidade =102,2
HUmax A - 46,5 2465 UmaxH
Especifica Maxima Umaxm = 393,4
A -Tempo de
Ay =0,73
Duracao da Fase 0,75 6,8
Ay =6,8
Lag

Ay - volume maximo de biogas produzido no biodigestor acidogénico (mL);

Umaxs - VElOCidade especifica maxima de biogas no biodigestor acidogénico (mL.dia?).L.
Ay - tempo de duragdo da fase lag do biodigestor acidogénico (dia).

A, - volume méaximo de biogas produzido no biodigestor metanogénico (mL.L1);

Umaxm - VElOCidade especifica maxima de biogas no biodigestor metanogénico (mL.dia1).LL;
Ay - tempo de duracéo da fase lag do biodigestor metanogénico (dia).

Foi verificado que o tempo de duracdo da fase Lag para a fase acidogénica foi
inferior a fase metanogénica, assim como o tempo de duracdo do processo de
biodigestdo, onde no reator acidogénico ocorreu a producdo de hidrogénio durante um
periodo de cerca de 35 horas, enquanto que a producdo de metano ocorreu por cerca

de 12 dias.

Volume CH,/ Volume Biodigestor (mL/L)
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Com relacéo a velocidade especifica maxima de producéo de biogas tanto no
biodigestor acidogénico quanto no metanogénico foi superior aos verificados para a
producao de hidrogénio e metano nestes reatores. Este resultado ja era esperado, uma
vez que esses gases componentes do biogas.

5.6. AVALIACAO DO DESEMPENHO DA BIODIGESTAO EM DOIS ESTAGIOS

A partir dos volumes de hidrogénio e metano obtidos no reator acidogénico de
escala piloto e do reator metanogénico, ambos operando nas condi¢cdes otimizadas
através das fun¢des de desejabilidade, foram obtidas as producgdes especificas desses
gases, que estdo contidas na Tabela 12, que contém ainda uma comparacao dos
resultados obtidos neste estudo, com o de outros pesquisadores que também utilizaram
a biodigestao em dois estagios para o tratamento de efluentes de manipueira.

O rendimento de hidrogénio obtido neste estudo correspondeu ao dobro do
verificado por Chavadej et al. (2019), e embora tenha sido abaixo do rendimento obtido
por Intanoo et al. (2016), alcangamos a maior concentracdo de hidrogénio no gas
produzido.

Com relacdo a producdo de Metano, o rendimento obtido neste estudo ficou
muito proximo ao obtido por Intanoo et al. (2016). J& o rendimento obtido por Chavadej

et al. (2019), foi cerca de 2,5 vezes maior.
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Tabela 12. Comparacdo do rendimento da biodigestdo em dois estagios tendo
manipueira como substrato.

Substrato In6culo H./RDQO  CH4/RDQO Conteldo Referéncia
(mL.g™?) (mL.g?) Energético
(Kcal.grooo™?)
Manipueira  + Agua Residual de 30,8 104,5 1,08 Este Estudo
Glicerol Suinocultura
(46,5 %)* (64,5 %)*
Residual
Manipueira + Lodo de Reator de 15,0 259,0 2,49 Chavadej et
residuo de fluxo semi-continuo al. (2019
(43,0 %)* (70,5 %)* ( )
mandioca para tratamento de
manipueira
Manipueira Lodo de Lagoa 39,8 100,0 1,06 Intanoo
anaerobica ara al. (2016
P (36,4 %)% (63,6 %)* (2016)
tratamento de

Efluente Amido de

Mandioca

* Os valores correspondem a concentragdo de H, ou CH4 no gés produzido.

No que se refere ao conteddo energético produzido por massa de DQO
consumida no processo, o resultado encontrado neste estudo ficou muito préximo ao
obtido por Intanoo et al. (2016), enquanto que o obtido por Chavadej foi cerda de 2 vezes
maior.

Vale ressaltar que os estudo realizados por Intanoo et al. (2016) e Chavadej
empregaram biodigestores operados com fluxo continuo ascendente de substrato, o que
pode ter influenciado de forma positiva os valores de produgédo de gas e o contetdo
energético, uma vez que estes resultados foram obtidos com os biodigestores operando
nos regimes de produgdo maxima.

Desta forma, consideramos que a comparacdo do rendimento obtido nestes
estudos corrobora com a tese de que a adi¢do do glicerol a manipueira e a utilizagédo de
agua residual de suinocultura como indculo séo alternativas vidveis para o tratamento
destes efluentes, apresentando ainda a vantagem da obtencédo do gas hidrogénio em
maiores concentracdes, o que pode tornar possivel seu emprego em processos mais
eficientes para obtencdo de energia quando comparados a sua queima direta em

caldeiras.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho avaliou o uso da biodigestdo anaerdbia como método de tratamento
da manipueira e glicerol residual. Foi realizada com éxito, a caracterizagao
microbioldgica do indculo de dgua residual de suinocultura, que € amplamente utilizado
em processos biolégicos de tratamento de efluentes agroindustriais, onde foram
determinados trés subgrupos e uma espécie de microrganismo, todos produtores de
hidrogénio.

Além disso, otimizou-se a producdo de hidrogénio e metano utilizando
biodigestdo anaerdbia em dois estagios, 0 que proporcionou um maior rendimento
energético ao processo aliado a uma maior remocao de carga organica dos residuos.

A adicéo do glicerol a manipueira fez com que fossem obtidos incrementos da
ordem de 400 % na producgdo de hidrogénio, e consequentemente, uma producgéo de
energia quatro vezes maior. Em adicdo, a utilizacdo de um reator metanogénico na
biodigestdo em duas etapas tornou possivel a reducdo da carga orgénica dos
substratos, além da obtencdo do gas metano.

Assim, o presente estudo pbdde contribuir de forma significativa para o aumento
do potencial de utilizacdo do biogas como fonte energética, com a perspectiva de
reducdo da dependéncia dos combustiveis fosseis, reduzindo ainda os impactos
ambientais através do tratamento de residuos organicos gerados na agroindustria por
biodigestdo anaerdbia em dois estagios.

Como sugestéo para trabalhos futuros, a utilizacdo das condi¢cbes experimentais
e composicdo dos substratos deve ser estudada em reatores UASB, que podem
proporcionar maior rendimento na producdo energética e permitir uma reducdo no

tamanho dos biodigestores quando operados em modo continuo ou semi-continuo.
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