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RESUMO

FABER, Mariana de Oliveira. APROVEITAMENTO BIOTECNOLOGICO DA
GLICERINA RESIDUAL DO BIODIESEL PARA GERACAO DE HIDROGENIO, 1,3-
PROPANODIOL E METANO. Rio de Janeiro, 2021. Tese (Doutorado em Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2021.

Glicerina é o subproduto da producdo de biodiesel, correspondente a 10% da massa total da
reacdo de transesterificacdo. Atualmente, a maior parte a glicerina gerada no Brasil é
exportada, porém este produto de baixo valor agregado pode ser utilizado internamente,
promovendo a valorizacdo da cadeia produtora de biodiesel como um todo. Por conter altos
teores de glicerol em sua composicgéo, a glicerina pode ser processada de diversas formas,
inclusive em processos biotecnoldgicos. Nesta tese, um lote de glicerina proveniente de uma
planta industrial de biodiesel foi utilizada como matéria-prima para producéo de hidrogénio
(H2) e 1,3-propanodiol (1,3-PDO) por processo fermentativo, e o efluente gerado neste
processo foi utilizado como matéria-prima para a producdo de metano (CH,4) por digestdo
anaerdbia. Ambos os processo utilizaram lodo anaerobio de estacdo de tratamento de esgoto
como indculo. Primeiramente, selecionou-se um lote de lodo anaerdbio, em fungdo do ponto
de coleta na ETE, mais propicio para a producdo de H,, bem como o tipo de pré-tratamento
deste lodo que promovesse maior producdo de H, e apresentasse estabilidade do indculo.
Realizou-se entéo a producdo de 1,3-PDO em meio contendo suplementos para a via redutora
do metabolismo de glicerol, obtendo-se 3,47 g/L a partir de 10 g/L de glicerol, o que
corresponde & eficiéncia de 61%. Em seguida foram realizadas alteragBes sequenciais no
processo fermentativo para promover o aumento da producédo de H,: aumento na concentracdo
de substrato, volume de headspace e otimizag¢do dos componentes do meio, a saber; partindo-
se de 1 g/L de glicerol, em frasco de penicilina com 10% de headspace e meio fermentativo
ndo otimizado e alterando-se para 7 g/L de glicerol, em reator manométrico com ajustes no
headspace passando para 50% comparativamente em meio composto por Tween 80, ureia e
fosfatos, foi possivel aumentar o volume especifico de H, gerado em 10 vezes e a
produtividade volumétrica em 17 vezes. O efluente obtido neste processo foi empregado
como matéria-prima para a metanogénese, sequencialmente, levando a producéo de 822 mL/L
de CH, em 39 dias. A digestdo anaerdbia do efluente da producdo de H, conduzida em meio
ndo otimizado levou a producdo de 857 mL/L em 28 dias, correspondendo a eficiéncia de
86%. O processo sequencial de producdo de H, e CH4 utilizando meio composto apenas por
glicerina, lodo anaerobio e agua resultou na produtividade energética de 142 kJ/(d.Qgiicerol) €
remocao de 95% da DQO do efluente em relacdo a alimentacdo. A digestdo anaerdbia direta
da glicerina resultou em uma producdo de CH, inferior a obtida em processo sequencial, a
partir da mesma concentracdo de glicerol, indicando que a digestdo anaerdbia em duas etapas
€ 0 processo mais indicado para valorizacdo energética da glicerina. Portanto, nesta tese foram
produzidos H,, 1,3-PDO e CHj, a partir de glicerina utilizando lodo anaerébio de ETE como
inéculo em processo simples e efetivo. Para producédo de H, e 1,3-PDO em Unico reator
batelada foi necessario suplementar o meio fermentativo com nitrogénio, fésforo e Tween 80,
porém para producdo sequencial de H, e CH4 a suplementagdo dos meios ndo se fez
necessaria.

Palavras-chave: glicerina, hidrogénio, metano, 1,3-propanodiol, fermentacdo, digestdo
anaerobia.



ABSTRACT

FABER, Mariana de Oliveira. BIOTECHNOLOGICAL USE OF BIODIESEL RESIDUAL
GLYCERIN FOR THE GENERATION OF HYDROGEN, 1,3-PROPANEDIOL, AND
METHANE. Rio de Janeiro, 2021. Thesis (PhD in Biochemistry). Instituto de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2021.

Glycerin is the by-product of biodiesel production, corresponding to 10% of the total mass of
the transesterification reaction. Currently, most of the glycerin generated in Brazil is exported,
however, this low value-added product can be exploited internally, promoting the valorization
of the whole biodiesel production chain. Since it contains high levels of glycerol in its
composition, glycerin can be processed in several ways, including biotechnological processes.
In this thesis, glycerin from a biodiesel industrial plant was used as a raw material for the
production of hydrogen (Hz) and 1,3-propanediol (1,3-PDO) by dark fermentation, and the
effluent generated in this process was used as raw material for the production of methane
(CH,) by anaerobic digestion. Both processes used anaerobic sludge from a sewage treatment
plant as an inoculum. First of all, the anaerobic sludge, depending on the collect point, most
suitable for the production of H, was selected, as well as the type of pre-treatment of that
sludge that promoted higher H, production and inoculum stability. Then, 1,3-PDO was
produced using a medium containing supplements for the glycerol metabolism-reductive
pathway, obtaining 3.47 g/L from 10 g/L glycerol, which corresponds to the efficiency of
61%. Then, sequential changes were made in the fermentation process to promote an increase
in H, production, namely; from 1 g/L of glycerol, in a penicillin flask with 10% headspace
and non-optimized fermentation medium and changing to 7 g/L of glycerol, in a manometric
reactor with 50% headspace and a comparatively medium containing Tween 80, urea and
phosphates, it was possible to increase the specific volume of H, by 10 times and the
volumetric productivity by 17 times. The effluent obtained in this process was used as raw
material for methanogenesis, sequentially, leading to the production of 822 mL/L of CH, in
39 days. The anaerobic digestion of the effluent from H, production carried out in a non-
optimized medium led to the production of 857 mL/L in 28 days, corresponding to an
efficiency of 86%. The sequential process of producing H, and CH,4 using a medium
composed only of glycerin, anaerobic sludge, and water resulted in an energetic productivity
of 142 kJ/(d.ggiycero) and 95% COD removal of the effluent comparing to the feed. Direct
anaerobic digestion of glycerin resulted in lower CH,4 production than that obtained in a
sequential process, from the same concentration of glycerol, indicating that anaerobic
digestion in two stages is the most suitable process for the energetic valorization of glycerin.
Thus, in this thesis H,, 1,3-PDO and CH,; were produced from glycerin using anaerobic
sludge as an inoculum through a simple and effective process. Aming at H, and 1,3-PDO in a
single batch reactor it was necessary to supplement the fermentative medium with nitrogen,
phosphorus, and Tween 80, although to produce H, and CH,, sequentially, the medium
supplementation was not necessary.

Keywords: glycerin, hydrogen, methane, 1,3-propanediol, dark fermentation, anaerobic
digestion.
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1. INTRODUGAO

A busca por fontes energéticas mais sustentdveis, livres de petréleo e menos
poluentes levou ao desenvolvimento de diferentes biocombustiveis, capazes de substituir
eficientemente os combustiveis tradicionais, derivados de fontes fosseis. Neste contexto o
biodiesel despontou como substituto ao diesel de petréleo, formalizado pela criacdo do
Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB) em 2004, que previa a mistura do
biodiesel ao diesel em proporcdes crescentes ao longo dos anos seguintes.

O aumento da producdo de biodiesel nas ultimas décadas no Brasil, impulsionado
pelo PNPB, teve como consequéncia a geracdo de grandes quantidades de glicerina como
subproduto e a reducdo do valor de mercado do glicerol. Por se tratar de um material com
elevado teor de glicerol, porém com baixo valor agregado, a glicerina pode ser empregada
como matéria-prima tanto em processos quimicos quanto em processos bioldgicos, para
producdo de sabdo, 1,3-propanodiol, e emolientes e umectantes paras as industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética.

A valorizagao da glicerina acarreta a reducao do custo global da cadeia produtiva
deste biodiesel, impactando ndo sé toda a economia brasileira, que é baseada no transporte
rodoviario, como também o meio ambiente.

Neste cenario a fermentacdo e a digestdo anaerdbia do glicerol presente na
glicerina apresenta-se como tecnologia promissora, considerando a diversa gama de
bioprodutos que podem ser obtidos a partir destes processos. Processos biotecnoldgicos sao
particularmente atraentes devido a sua baixa demanda energética e sua caracteristica
intrinsecamente sustentdvel, uma vez que s3ao conduzidos a temperatura préxima a
ambiente e pressao atmosférica. Dentre os bioprodutos gerados nestes processos destacam-
se o hidrogénio (H,) e o metano (CHy), por suas elevadas densidades energéticas, e o 1,3-
propanodiol (1,3-PDO), por seu mercado em franca expansao.

E importante destacar que o desenvolvimento do biodiesel a partir de oleaginosas
cultivadas em solo brasileiro, a aplicacdo do biodiesel como substituto ao diesel e a
ocupacado do posto de segundo maior produtor de biodiesel do mundo, pelo Brasil, sé foram

possiveis devido a ciéncia, a pesquisa e ao desenvolvimento tecnolégico, os quais ndo sao
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possiveis sem o devido fomento por parte do Estado. Da mesma forma, a producdo de novos
biocombustiveis e novas fontes de energia sustentavel, em escala industrial, s6 se dardo
mediante apropriada atencdo a pesquisa brasileira. Pesquisa esta que se faz nas
universidades e institutos de pesquisa publicos, tendo como mao-de-obra alunos de pds-
graduacgdo, que se mantém com bolsas oferecidas principalmente pela Capes e pelo CNPq.
Embora economicamente defasadas, sdo estas bolsas e estas instituicdes de fomento que
mantém a ciéncia viva no Brasil, apesar de tudo.

Esta tese de doutorado, financiada em parte pela Capes e em parte pela FAPER) —
programa FAPERJ Nota 10, através de bolsas de estudo e pelo CNPq via projeto Universal,
teve como objetivo abordar opc¢des biotecnoldgicas para a valorizacdo da glicerina gerada
como subproduto da producdo de biodiesel. Trés produtos de relevante interesse energético
ou industrial — H,, CH; e 1,3-PDO — foram avaliados durante este trabalho utilizando a
glicerina como matéria-prima e lodo anaerdbio de estacdo de tratamento de esgoto como
indculo, resultando em um processo operacionalmente simples.

Este primeiro capitulo tratou de introduzir o tema de estudo, contextualizando-o no
cenario atual brasileiro. No capitulo 2 sdo apresentados os objetivos geral e especificos desta
tese de doutorado. O terceiro capitulo contém o levantamento bibliografico, onde sdo
abordados temas de relevancia para o entendimento do presente estudo, baseado em
conteudos de livros e artigos indexados, portais e noticias de fontes confiaveis. No capitulo 4
estdo descritas as metodologias empregadas nos ensaios experimentais. O capitulo 5
contém os resultados obtidos experimentalmente ao logo do periodo de doutoramento,
bem como a discussdao dos mesmos, frente a outros trabalhos publicados na literatura
cientifica nacional e internacional. No capitulo 6 sdo pontuadas as conclusdes deste estudo,
de acordo com os objetivos tracados. Finalmente, no capitulo 7, sdo apresentadas sugestdes
para o prosseguimento desta linha de pesquisa, baseadas nos questionamentos surgidos
durante a discussdo dos resultados gerados. As publicacdes geradas ao longo dos ultimos

guatro anos constam no anexo, no final do documento.
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2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral foi investigar um processo biotecnoldgico para valorizacdo da
glicerina residual do biodiesel, através da producdao de hidrogénio e 1,3-propanodiol, via

fermentacdo e de metano, via digestdo anaerdbia.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:
» Selecionar o lote de lodo anaerdbio, em funcdo do ponto de coleta, mais adequado a
producao de Hy;
» Avaliar o tipo de pré-tratamento do lodo anaerdbio mais propicio e mais estavel para a
producao de Hy;
» Avaliar a produgdo de 1,3-PDO a partir de glicerina, empregando lodo anaerdbio como
in6culo;
» Avaliar a influéncia da adicdo de suplementos que favorecam a via redutora do
metabolismo de glicerol sobre a producao de 1,3-PDO;
» Avaliar o efeito da concentragdo inicial de glicerol sobre a producdo de 1,3-PDO a partir
de glicerina e tendo lodo anaerdbio como indculo;
» Otimizar o meio de producdo de H, em fungdo das concentragdes de nitrogénio, fésforo
e Tween 80;
» Selecionar o volume de headspace empregado no reator batelada para produgdo de Hy;
» Selecionar a concentracdo inicial de glicerol que leva a maiores producbes e
rendimentos de Hy;
» Avaliar a producgdo de metano a partir do efluente da produgdo de H, em comparacgdo a

producdo direta de metano a partir de glicerina.



27

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Hidrogénio

3.1.1. Caracteristicas e aplica¢bes

O hidrogénio é um gés (nas condi¢cdes normais de temperatura e pressao) incolor e
inodoro, altamente inflamavel e com elevado poder calorifico por unidade de massa (120,1
MJ/kg). A forma mais estavel do hidrogénio é a molecular, ou seja, H,. No Quadro 1 estdo

apresentadas as principais propriedades fisico-quimicas do H,.

Quadro 1. Propriedades fisico-quimicas do gas hidrogénio. Fonte: CIPA/USP

Parametro Valor
Massa molar 2 g/mol
Ponto de ebuli¢cao -253°C
Ponto de fusdo -259,1°C
Temperatura critica -240°C
Pressdo critica 12,8 atm
Temperatura de ignicao 574,3°C
Taxa de queima 9,9 mm/min
Pressdo de vapor (a -252,5 °C) 760 mmHg
Calor latente de vaporizagao 105,8 cal/g
Calor de combustao -27.823 cal/g
Limites de inflamabilidade no ar 4% - 75%
Densidade relativa do vapor 0,067
Densidade relativa do liquido (a -253 °C) 0,071
Solubilidade em 34gua insoluvel

As principais aplicacdoes do hidrogénio sdo na sintese de amoénia para producdo de

fertilizantes nitrogenados (49%) e no hidrocraqgueamento de petrdleo (37%); para a
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producdo de metanol sdo utilizados apenas 8% do H, produzido no mundo e o restante (6%)
se distribui entre as industrias alimenticia, cosmética e industrias menores, como as de
células a combustivel — estaciondrias ou para veiculos — (PARKINSON et al., 2019). A sintese
de amonia é responsdavel pela emissdo de 2% dos gases causadores do efeito estufa (GEE);
desta forma, a utilizacdo do hidrogénio proveniente de processo com baixo carbono
associado pode reduzir drasticamente a emissao de GEE na cadeia de produgdo de
fertilizantes (THE ROYAL SOCIETY, 2018).

Além dos usos industriais cldssicos, o interesse no emprego do hidrogénio como
combustivel tem aumentado muito nas ultimas décadas, fomentado por politicas de baixo
carbono em todo o mundo, em atencdo as metas definidas no Acordo de Paris. As metas
tracadas pelo Brasil neste ambito incluem a reducdo das emissdes de gases do efeito estufa
em 37% até 2025 e 43% até 2030, em comparacado as emissoes no ano de 2005 (MCTIC; ONU
MEIO AMBIENTE, 2017). Para que o Brasil alcance as metas de reducao de GEE definidas, ja é
prevista a “troca de combustiveis” em diferentes setores industriais, como as industrias de
cimento e siderurgia (MCTIC; ONU MEIO AMBIENTE, 2017). Tendo em vista a combustao
limpa - cujos produtos sdo energia e vapor d’agua - livre de GEE e altamente energética
(120,1 MJ/kg), cerca de 3 vezes superior a dos combustiveis tradicionais (Figura 1) (DING;
YANG; HE, 2016), o hidrogénio tem relevante importancia na mitigacdo dos GEE, para que o

pais alcance os indices de reducdo pactuados.

Carvao
Etanol
Biodiesel
Diesel

Gasolina

Gas Natural |

Metano

Hidrogénio

0 50 100 150

Poder Calorifico Superior (MJ.kg-1)

Figura 1. Poder calorifico superior de diversos combustiveis e biocombustiveis. Em destaque o H,, que possui
poder calorifico cerca de 3 vezes maior que os combustiveis tradicionais oriundos de fontes fdsseis.

Fonte:(WONG; WU; JUAN, 2014)
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No ambito dos transportes, dois projetos mundialmente pioneiros na criacdo de
Oonibus movidos a hidrogénio foram desenvolvidos no Brasil — o “Onibus brasileiro a
hidrogénio” e o “6nibus hibrido elétrico-hidrogénio”. O 6nibus brasileiro a hidrogénio,
desenvolvido pela parceria entre o Ministério de Minas e Energia (MME), a Empresa
Metropolitana de Transportes Urbanos de Sdo Paulo (EMTU/SP), o Programa das Nagdes
Unidas para o Desenvolvimento (PNUD) e a Universidade de Sdo Paulo (USP), com recursos
financeiros da Financiadora de Estudos e Projetos (Finep) e da Global Environment Facility
(GEF), teve seu langamento na cidade de S3o Paulo em 2009 e comegou a circular no ano
seguinte, com consumo de 15 kgy,/100 km e autonomia de 300 Km (EMTU/SP, 2018). O
onibus hibrido desenvolvido pela COPPE/UFR)J em parceria com a Finep, a Petrobrds , o
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPqg) e a Fundacgdo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (Faperj) é o Unico com tecnologia 100%
brasileira (COPPE, 2018). O primeiro protétipo foi lancado para testes em 2010, o segundo
em 2012, na Rio +20, e o terceiro protétipo, mais eficiente e com o consumo de 5 Kgy,/100
Km e autonomia de 500 Km, foi demonstrado durante os Jogos Olimpicos Rio 2016 (COPPE,
2018). Desde 2014 estes Onibus sdo utilizados no transporte publico universitario na UFRJ
(COPPE,2018). Ambos os Onibus brasileiros utilizam sistema de tracdo elétrica e célula
combustivel de hidrogénio (EMTU/SP, 2018; COPPE, 2018).

No contexto mundial existem diferentes iniciativas envolvendo o emprego de
células combustiveis de hidrogénio no transporte publico. Um exemplo de sucesso é o
programa Clean Hydrogen in European Cities (CHIC), que promoveu a difusdo de 58 Onibus a
hidrogénio na Europa e no Canada, de 2010 a 2016. Nos primeiros 5 anos de programa 1,4
milhdes de litros de diesel deixaram de ser consumidos (CHIC, 2017). O hidrogénio utilizado
por estes Onibus é produzido majoritariamente por eletrélise da agua, utilizando a

combinacdo de energias solar, edlica e hidroelétrica (CHIC, 2017).

3.1.2.Tecnologias para produc¢ao de Hidrogénio

O hidrogénio pode ser produzido tanto a partir de matérias-primas fésseis quanto

de recursos renovaveis, conforme apresentado na Figura 2. Atualmente 95% do hidrogénio é



30

produzido a partir de fontes fdsseis, majoritariamente gas natural, produtos do
cragueamento de petréleo e carvao; os 5% restantes sdao obtidos principalmente por

eletrélise, como subproduto da producéo de cloro (OECD/IEA, 2017).

Hidro- 2 Reforma
carbonetos

————— capture

* Avapor
* Oxidagéo parcial
* Autotérmica

Carbon

storage
* Pirolise
Termo- * Gasificacéo
NI« Combustéo
Alcobis + Liguefacdo
* Metanol quetag
* Etanol
* Glicerol Hidrogénio
*» Escura

* Foto fermentagéo

—
Biomassa
[

+ Eletrolise
Quet}ry » Termélise
eNergetica Jy-iNvy g

Figura 2. Matérias-primas e tecnologias para produgdo de hidrogénio. Na figura, o termo Carbon Capture

Storage (CCS) é amplamente utilizado para designar sistemas de captura e armazenamento de CO, em
rochas. Fonte: Elaboragao propria a partir das referéncias: HOSSEINI & WAHID, 2016; NIKOLAIDIS &
POULLIKKAS, 2017; THE ROYAL SOCIETY, 2018.

A reforma do gas natural além de ser a tecnologia mais utilizada, é também a forma
mais econdmica de producdo de H, atualmente (OECD/IEA, 2017), custando entre 2,08 e

2,27 USS/kg em processos sem ou com sistema de captura e armazenamento de carbono
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(CCS — do inglés, Carbon Capture and Storage), respectivamente, considerando o custo do
géas natural de USS 10/MMBtu (NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017). Além do custo, outras
vantagens da reforma a vapor sdo a alta conversao, entre 74 e 85%, e a pureza do H, obtido
(99,99%); contudo, esta tecnologia demanda o emprego de elevadas temperaturas, entre
850 e 900°C, e resulta em emissGes de CO, para a atmosfera na ordem de 0,3 - 0,4
m3co2/m3y,, apontando para a necessidade de um sistema de CCS acoplado a planta de
produc¢do de H, (NIKOLAIDIS; POULLIKKAS, 2017; THE ROYAL SOCIETY, 2018).

O processo de eletrdlise da dgua tém se mostrado vidvel apenas em locais onde o
custo da eletricidade n3o ultrapassa USS 30/MWh (OECD/IEA, 2017), visto que constitui o
principal impacto sobre o preco do H;, proveniente de eletrélise.

Neste cendrio observa-se a necessidade de desenvolvimento de processos
sustentdveis e renovaveis para producdo de H,. Processos fermentativos sdo
particularmente atraentes devido a sua baixa demanda energética e sua caracteristica
intrinsecamente sustentdvel, uma vez que sdo conduzidos a temperatura proéxima a
ambiente e pressdo atmosférica. Adicionalmente, estes processos possuem maiores
conversdes quando comparados a outros bioprocessos, como os de biofotdlise da agua (SA;
CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO S., 2014). A producdo de H, por fermentacdo pode ocorrer
tanto em presenca (foto-fermentacdo) quanto em auséncia de luz (fermentacdo escura, ou
simplesmente fermentacao).

No caso da foto-fermentacdo sdo utilizadas bactérias purpuras nao-sulfurosas, as
guais promovem a fotossintese anaerdébia utilizando energia solar e compostos organicos —
principalmente 4cidos organicos — para producdo de H, (TRCHOUNIAN; SAWERS;
TRCHOUNIAN, 2018). As vantagens desse processo sdo a completa conversdo dos acidos
organicos a H, e CO,, resultando em elevados rendimentos. Por outro lado, é um processo
de elevada demanda energética e que depende de reatores modificados para maximizar a
captac¢do de luz (HALLENBECK; GHOSH, 2009).

A fermentacdo consiste no consumo de fontes de carbono, como carboidratos,
alcoois e lipideos por fungos e bactérias anaerdbias na auséncia de oxigénio, resultando na
producdo de acidos organicos, dlcoois e H,. Devido a formacdo de outros produtos o

rendimento em H, é inferior aquele obtido por foto-fermentacdo, porém estes produtos
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podem ser recuperados ou utilizados como matéria-prima em um processo sequencial
(GARRITANO et al., 2018). Além disso, este processo possui baixa demanda energética, pois
ndo depende de iluminagdo, e pode ser realizado em reatores convencionais (HALLENBECK;
GHOSH, 2009). O in6culo da fermentagcdao pode ser composto tanto por cultura pura de
bactérias, quanto por consdércios microbianos. Quando populacdo mista é empregada como
inéculo, materiais complexos podem ser utilizados como matéria-prima, como residuos
agroindustriais, alimenticios e sélidos urbanos, e a demanda energética é menor, pois as
etapas de esterilizacdo de equipamentos e meios ndo é necessaria (SA; CAMMAROTA;
FERREIRA-LEITAO S., 2014). A producdo de H, por fermentacdo empregando populagdo

mista de microrganismos sera abordada na secdo 3.5.

3.2. 1,3-propanodiol

3.2.1.Caracteristicas, aplicagoes e principais produtores de 1,3-PDO

O 1,3-propanodiol, ou trimetileno glicol, ou 1,3-dihidroxipropano é um di-alcool,
composto por uma cadeia linear de 3 carbonos, com uma hidroxila em cada extremidade.
Possui férmula quimica C3HgO, e massa molar 76,10 g/mol. E liquido em temperatura
ambiente (ponto de fusdo: -32°C; ponto de ebulicdo: 213 - 215°C) e miscivel em 3agua
(solubilidade: 100 g/L).

Constitui um suprimento importante para a industria de polimeros, tendo como
principais produtos o politrimetileno tereftalato (PTT) e o poliuretano (PU). Também é
utilizado como insumo nas industrias de cosméticos, cuidados pessoais e produtos de
limpeza (LEE et al., 2015a). O Mercado do 1,3-PDO tem crescido rapidamente, atingindo o
valor de USS 402 milhdes em 2020 com projecdo de alcancar os USS 691 milhdes em 2025,
devido ao aumento da demanda por produtos de base biotecnoldgica associado a menores
emissGes de gases causadores do efeito estufa e menor consumo de energia, além da

expansdo do mercado de PTT (MARKETSANDMARKETS™, 2020).
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O maior mercado consumidor de 1,3-PDO é constituido pelos paises das Américas,
seguido pelos paises da APEC (Cooperagdo Econdmica Asia-Pacifico do inglés: Asia-Pacific
Economic Cooperation). Algumas das principais empresas produtoras de 1,3-PDO estdo

relacionadas no Quadro 2.

Quadro 2. Principais empresas produtoras de 1,3-propanodiol e seus respectivos paises.

Nome Pais da sede

DuPont Tate & Lyle Bio Products Company, | Estados Unidos
LLC[1][2][3][4][5][6]
Royal Dutch Shell24 Paises Baixos
Metabolic Explorer AstHEEIeE] Franca
Zhangjiagang Glory Biomaterial Co. Ltd; Bl
Zouping Mingxing Chemical Co., Ltd;H2IBI4IEE]
Haihang Industry Company Ltd.!
Hunan Rivers Bioengineering Co., Ltd.™!

China
Zhangjiagang Huamei Biomaterial Co., Ltd.!
Sheng Hong Group Holdings Ltd.™
Shanghai Jinjinle Industry Co., Ltd; !
Chongqing Kunlun Chemical Co., Ltd. !
Merck KGgA[”B] Alemanha
Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.™ Japao
Salicylates And Chemicals Pvt. Ltd! ! india

Fontes:[1]https://www.marketsandmarkets.com/pdfdownloadNew.asp?id=760;[2]https://www.grandviewrese
arch.com/industry-analysis/1-3-propanediol-pdo-market; __ [3]https://www.marketsandmarkets.com/Market-
Reports/1-3-propanediol-pdo-market-760.html;___ [4]https://www.themarketreports.com/report/global-1-3-
propanediol-market-research-report; ___ [5]https://www.marketresearchfuture.com/reports/1-3-propanediol-
market-5722; [6]https://www.grandviewresearch.com/press-release/global-1-3-propanediol-market

Além de ser a maior empresa produtora de 1,3-PDO, recentemente a empresa
DuPont Tate & Lyle Bio Products Company anunciou que ira ampliar sua capacidade de
producdo para atender 3 crescente demanda (MARKETSANDMARKETS™, 2020). Esta

empresa possui uma ampla rede de distribuicdo, incluindo para o Brasil, dos produtos
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ZEMEA® e SUSTERRA®. ZEMEA® é o 1,3-PDO de maior pureza, direcionado para a fabricacdo
de cosméticos, produtos de higiene pessoal e produtos farmacéuticos; SUSTERRA® é
empregado como modificador de viscosidade, estabilizante e fluido trocador de calor, é o
mondmero para a fabricagdo do PTT Sonora®, que por sua vez é utilizado na fabricagdo de
roupas esportivas e carpetes (“DuPont Tate & Lyle BioProducts”, 2020).

A Shell foi uma das primeiras industrias a produzir 1,3-PDO, na década de 1970. Em
1996 iniciou a producdo do PTT CORTERRA® (SHELL, 2020).

Metabolic Explorer AS (METEX) é uma spin-off da Université d’Auvergne fundada
em 1999. Em 2010 comegou a produzir 1,3-PDO em escala industrial utilizando organismo
geneticamente modificado (OGM), sendo pioneira na producdo biotecnolégica de 1,3-PDO.
Recentemente, anunciou o inicio da producdo de uma planta para producdo de 1,3-PDO e
acido butirico a partir de 6leo de colza utilizando inéculo livre de OGM para meados de 2021
(METEX, 2020). O produto TILAMAR® tem como consumidores-alvo as empresas de
cosmeéticos e cuidados pessoais com foco em sustentabilidade (DSM, 2020).

Outra empresa de relevancia mundial no mercado de 1,3-PDO é a chinesa Glory,
gue iniciou a producdo de 1,3-PDO em 2011. No Brasil ndo foram encontradas empresas
produtoras de 1,3-PDO associadas a ABIQUIM (Associacdo Brasileira da Industria Quimica).
Foi realizada uma busca no portal COMEX STAT em busca do comércio exterior brasileiro de
1,3-PDO nos ultimos 20 anos, porém este é extremamente inconstante, com importacoes
descontinuas e sem uma tendéncia definida, indicando que o Brasil deve importar os
produtos resultantes da cadeia do 1,3-PDO, como PTT, fibras e produtos acabados. Por ndo

possuirem um NCM préprio é dificil rastrear esse comércio.

3.2.2.Tecnologias para produgao de 1,3-PDO

As rotas quimicas de producdo do 1,3-PDO sdo as seguintes: reacdo de déxido de
etileno com CO, seguida por reducdo com H,; hidratacdo da acroleina, seguida por
hidrogenacao; ou hidrogendlise do glicerol.

A hidroformilacdo do 6xido de etileno é a rota adotada pela Shell, e ocorre em duas

etapas, conforme ilustrado na rota vermelha da Figura 3 (SILVA et al., 2014). Neste processo
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0 Oxido de etileno reage com mondxido de carbono em atmosfera de H,, em presenca de
catalisador organometdlico, para a formagado de 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA), o qual é
hidrogenado a 1,3-PDO em seguida, em reacdo a 135 atm e 100°C.

A rota adotada pela Degussa-DuPont utilizava acroleina como matéria-prima e
ocorria em duas etapas: na primeira etapa a acroleina era hidratada a 3-HPA, o qual era
hidrogenado a 1,3-PDO em reagdo catalisada por niquel, a 135 atm e de 75 a 145°C,
conforme representado pelas linhas azuis da Figura 3 (LEE et al., 2015b).

Outra rota quimica que leva a gera¢do de 1,3-PDO é a hidrogendlise do glicerol,
através da catdlise dessa molécula a um intermediario cationico, que é desidratado e, em
seguida, hidrogenado em presenca de catalisador organometalico. Durante as décadas de
1980 e 1990 as empresas Celanese e Shell empregavam essa rota, utilizando catalisadores
homogéneos com Rh e Pd, a temperaturas entre 180 e 350°C e pressdes variando entre 1 e 8

MPa (PRIYA SAMUDRALA, 2019).

CO+H, \/
Q
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Oxido de etileno l Hy. Co/135 atm, 100°C
. H0,5070°C | Hy, Ni /135 bar, 75-145°C v
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Acroleina 3-HPA 1,3-PDO

A | 1,3 PDO oxiredutase

HO/\(\OH Glicerol desidratase NAD+

I N NADH
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ﬂl /\’/\ HO OH = HO 0
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OH,
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Figura 3. Rotas de produgao de 1,3-PDO a partir de 6xido de etileno, acroleina ou glicerol. Em vermelho esta
representada a rota quimica utilizada pela Shell, em azul a rota quimica da Degussa-DuPont, em verde a via
biotecnoldgica e em roxo a catalise de glicerol (LEE et al., 2015b; SILVA et al., 2014). Cabe destacar que os
processos quimicos sdo realizados em altas pressoes e temperaturas, constituindo processos de elevada

demanda energética.
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Estes processos possuem inconvenientes, como a necessidade de alta pressao e
temperatura, uso de catalisadores caros, formacao de intermedidrios toxicos e dependéncia
de materiais ndo renovaveis. Por outro lado, o 1,3-PDO também pode ser obtido por rota
biotecnoldgica, em processo mais sustentavel e inserido nos preceitos da bioeconomia.

O glicerol é o Unico substrato conhecido atualmente para a producdo biolégica de
1,3-PDO por organismos nao modificados geneticamente (VIVEK et al., 2017a). A produgao
bioldgica deste composto orgéanico é realizada principalmente por bactérias anaerdbias do
género Clostridium, vastamente presentes no lodo anaerdbio (GALLARDO et al.,, 2014,
GUNGORMUSLER et al., 2010; MOON et al., 2011). O 1,3-PDO produzido pela Joint Venture
DuPont Tate & Lyle Bio Products tem como matéria-prima xarope de glicose de milho,
porém o processo se baseia na conversdo de glicose a glicerol (Figura 4) para posterior

dismutacdo deste glicerol pela via redutiva até 1,3-PDO, por E. coli modificada (SILVA et al.,

2014).
OH
r oY H 0 waoi  waps HC OH HO P OH
OH OH
Glicose Di-hidroxiacetona fosfato Gliceraldeido-3-fosfato Glicerol

Figura 4. Conversao microbioldgica de glicose a glicerol.

A empresa METEX ja produzia 1,3-PDO por fermentagao, porém utilizando OGM. A
partir de 2021 serd iniciada a producdo deste alcool utilizando indculo ndo modificado
geneticamente. Foi anunciado o inicio das operagdes de uma planta para produc¢ao de 1,3-
PDO e acido butirico a partir de dleo de colza pela subsididria METEX NOOVISTA. A METEX
possui depdsito de 12 patentes em diferentes paises que protege o processo de mutagdes
direcionadas e sequenciais de uma cepa de C. acetobutylicum sp e sua aplicacdo como
indculo para producgao de 1,3-PDO e 4acido butirico em alta concentracao de glicerina, em
torno de 120 g/L de glicerol (FIGGE, 2012).

Desta forma, existem diferentes estratégias para a producdo de 1,3-PDO, onde as

rotas bioldgicas se destacam pela utilizacdo de matérias-primas renovaveis, baixa demanda



37

energética e rendimentos mais elevados, tornando a producdo bioldgica de 1,3-PDO
economicamente mais atrativa. Vale destacar que no processo proposto nesse trabalho o
1,3-PDO é produzido de forma concomitante ao H,, o que a principio pode parecer uma
desvantagem pela competi¢do entre as vias oxidativa e redutiva vem sendo avaliado como
uma oportunidade. A producdo de 1,3-PDO através da fermentacdo do glicerol serd

abordada de forma mais completa na se¢do 3.5.4.

3.3. Metano

3.3.1.Caracteristicas, aplicagoes e vias de producdo do metano

O metano é um gas (ponto de fusdo: -182°C; ponto de ebulicdo: -161°C) inodoro de
formula quimica CH4 e massa molar 16,04 g/mol. Seus limites de inflamabilidade sdo 4,4% e
17%, e sua temperatura de autoignicdo é 595°C. E um gés altamente energético, com poder
calorifico inferior de 50 kJ/g.

Devido a sua densidade energética, o metano é um gas de grande interesse, com
aplicagdes tanto industriais quanto residenciais. Este compde mais de 70% (v/v) do gas
natural (http://www.anp.gov.br/gas-natural), permitindo substitui-lo em suas aplica¢des
como combustivel doméstico, industrial ou automotivo, para geracdao de gas de sintese ou
para sinteses de produtos quimicos, fertilizantes e gas hidrogénio (U.S. ENERGY
INFORMATION ADMINISTRATION, 2020).

As tecnologias de producdo de metano englobam a digestdo anaerdbia de
compostos organicos — via biotecnolégica (BHARATHIRAJA et al., 2018), a gaseificacdo de
materiais fdsseis ou renovaveis (ZHAO; XU; WANG, 2019; ZOU et al.,, 2019) — via
termoquimica, e a tecnologia conhecida como Power-to-gas (HIDALGO; MARTIN-
MARROQUIN, 2020) — via quimica. Tendo em vista a necessidade de se ter uma matriz
energética cada vez mais sustentavel, renovdvel e que utilize processos com baixa demanda

energética, a producao de metano por via biotecnoldgica se destaca no cenario global atual.
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3.3.2.Biogas e biometano

O produto gasoso obtido na digestdo anaerdbia de materiais organicos é
denominado biogas, contendo (v/v) entre 50% e 75% de CH4 de 25% a 45% de CO; e
pequenas quantidades de Hy(<1%), H,S (20 — 20.000 ppm) e outros gases-traco (FRIEHE, J;
WEILAND, P; SCHATTAUER, 2010). Na Figura 5 estao representadas as principais matérias-

primas e o processamento para producdo de biogds e biometano, além das aplicacdes

destes.
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Figura 5. Principais matérias-primas, processamento e aplicacdes de biogas e biometano no Brasil. Adaptado

de (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE BIOGAS, [s.d.]). Outras matérias-primas organicas também podem ser

utilizadas para geracdo de biogds e biometano nos préximos anos. O biometano certificado pela ANP pode

ser misturado ao gas natural, tendo como principal vantagem a possibilidade de utilizar a estrutura logistica

existente.
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O biometano certificado pode ser misturado ao gds natural e comercializado
utilizando a rede de distribuicdo de gas canalizado ja existente (gasodutos), ou entdo, na
forma de gas comprimido (caminh&es-feixe) (ANP, 2019). A qualidade do biometano é
regulamentada por meio das resolu¢ées ANP n° 8/2015, n2 685/2017 e n2 685/2017.

O interesse pela producdo de biogas tem crescido exponencialmente no Brasil. Nos
ultimos 10 anos o numero de usinas produtoras de biogds aumentou de 100, em 2009, para
550, em 2019; alcangando a poténcia instalada de 42,8 MW em 2020, capacidade suficiente
para suprir 34,5% da demanda por energia elétrica ou 70% da demanda de diesel no pais, de

forma sustentavel e renovavel (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE BIOGAS, [s.d.]).

3.4. Aglicerina residual do biodiesel e seu potencial como matéria-prima

A producdo de biodiesel cresceu substancialmente nas ultimas décadas em todo o
mundo, movida pela busca por combustiveis mais sustentdveis e renovaveis, capazes de
gerar menos poluentes decorrentes tanto de sua queima quanto de seu processo produtivo
e exploratdrio. Neste sentido, diversos paises ao redor do mundo desenvolveram politicas
publicas de incentivo ao uso e a produc¢ao de biodiesel. Nos Estados Unidos, maior produtor
de biodiesel do mundo, motivados pela reducdo da dependéncia de petréleo estrangeiro e
pela diminuicdo da emissdo de gases do efeito estufa, foram produzidos 6,5 milhdes de m?
de biodiesel em 2019 (EIA, 2020). O Brasil ocupa o posto de segundo maior produtor
mundial de biodiesel, tendo produzido 5,9 milhées de m*® deste biocombustivel em 2019
(ANP, 2020), fortemente influenciado pela obrigatoriedade de adicdo de biodiesel ao diesel a
partir de 2008, no ambito do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB).

O PNPB foi criado em 2004 com a finalidade de inserir o biodiesel na matriz
energética brasileira, promovendo inclusdo social e desenvolvimento regional (MME, 2020).
No que tange ao fomento a producdo de biodiesel, a adicdo de biodiesel ao diesel foi
autorizada em 2004, na proporcdo de 2% (B2) em carater facultativo. A adi¢cdo obrigatdria se
iniciou em 2008, sob a lei 11.097/2005; a partir de entdo foram autorizadas misturas

crescentes de biodiesel ao diesel, conforme apresentado na Figura 6.


http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-anp/resol-anp/2015/janeiro&item=ranp-8--2015
http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-anp/resol-anp/2017/junho&item=ranp-685--2017
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Atualmente, a mistura obrigatdria é a B13, ou seja, 13% de biodiesel no diesel de
petréleo (ANP,2021). Como consequéncia dessas adi¢cdes obrigatérias crescentes a produgdo
brasileira de biodiesel saltou de 736 m® em 2005 para 5,9 milhdes de m3® em 2019,
diretamente acompanhada pela geracao de glicerina - principal subproduto da industria de

biodiesel - como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Produgao brasileira de Biodiesel e geragao de glicerina no periodo de 2005 a 2019, e misturas de
biodiesel ao diesel (BX) facultativas ou obrigatdrias neste periodo, no Brasil. Elaboragdo prépria com os

dados de ANP, 2020. mBiodiesel (m3), --- Glicerina (m3), » Adi¢do obrigatéria (BX).

O biodiesel é produzido majoritariamente a partir de reagdo de transesterificacdo
e/ou esterificacdo de triglicerideos de acidos graxos, respectivamente, presentes em dleos
animais e vegetais (RESOLUCAO ANP N2 45, DE 25.8.2014 - DOU 26.8.2014), com um alcool
primario (geralmente metanol ou etanol). Nesta reacdo, além do biodiesel, é gerado um
subproduto rico em glicerol, denominado glicerina, na proporcao de 1 mol de glicerina para
cada 3 mols de biodiesel, representando 10% em massa (JOHNSON; TACONI, 2007; POTT;

HOWE; DENNIS, 2014). Na Figura 7 é apresentado um diagrama de blocos do processo de
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producdo de biodiesel via transesterificacdo de oéleos vegetais, e geracdo de glicerina,

principal processo realizado nas plantas produtoras de biodiesel no Brasil.
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Figura 7. Diagrama de blocos da produgao de biodiesel via transesterificacao de dleos vegetais.

Apesar de conter elevados teores de glicerol em sua composicdo, a glicerina

proveniente da produgao de biodiesel ndo é facilmente assimilada pelo mercado do glicerol,

em virtude da presenca de resquicios de metanol (ou etanol), sabdo, sais e acidos graxos

resultantes do processo de transesterificacdo (JOHNSON; TACONI, 2007; KONG et al., 2016).

A aplicagdao da glicerina nas industrias de alimentos, cosméticos e farmacéutica

somente é possivel mediante o refino e a purificacdo deste material, alcancando a pureza de

99,5% a 99,7% exigida pelas industrias em questdo (CIRIMINNA et al., 2014; SCHULTZ; DE
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SOUZA; DAMASO, 2014). Segundo ISAHAK e colaboradores (2015), o menor custo de
purificacdo da glicerina é de USS 0,15/kg, combinando neutralizacdo, centrifugacio,
evaporacao e destilacdo para recuperacao do excesso de metanol.

Devido a grande produgdo de biodiesel, um excedente de glicerina é formado.
Apenas em 2019, cerca de 650 mil m*® de glicerina foram gerados no Brasil (ANP, 2020);
neste mesmo ano o Brasil exportou 430 mil toneladas de glicerina (COMEX STAT, 2020).
Porém, o excesso de oferta pode desvalorizar a glicerina economicamente, tendo como
consequéncias o desequilibrio da balanga comercial deste produto e o aumento do prego do
biodiesel (ANITHA; KAMARUDIN; KOFLI, 2016; GARLAPATI; SHANKAR; BUDHIRAJA, 2016;
QUISPE; CORONADO; CARVALHO, 2013).

Em virtude do aumento da oferta, o preco da glicerina sofreu desvalorizacdo
dréstica nos ultimos anos, conforme apresentado na Figura 8. Em 2019 o valor médio de
exportacdo de glicerina bruta foi USS 0,16/Kg, 6,6 vezes menor que a média de precos

praticada nos 5 anos que antecederam o PNPB (COMEX STAT, 2020).

500 -+ - 1.5

450 -

Milhdes

400 -

o - 1.1
350 A N g

300 -+

250 ~

Valor (USS$/Kg)

200 -

Exportagdo (Kg)

150 -

100 -

50 -

0 T T T T T T

o2 A 0P 0 oS! (o P 98 oV gt e

Figura 8. Exportagdo brasileira de glicerol bruto ou purificado no periodo de 1999 a 2019 (COMEXSTAT,
2020). As barras indicam os valores em massa, enquanto as linhas indicam os valores negociados em délar
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Como a glicerina é comercializada, ela ndo pode ser considerada um residuo, mas
sim um subproduto da industria de biodiesel. Devido a sua grande desvalorizagao, pode-se
considerar a glicerina um produto de baixo valor agregado, embora possua grande potencial
como matéria-prima. Neste cendrio, o desenvolvimento de processos que utilizem a
glicerina residual do biodiesel como matéria-prima é essencial. Uma vasta gama de produtos
pode ser obtida a partir de glicerol, empregando glicerina como matéria-prima em processos

guimicos ou bioquimicos, como pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9. Glicerol como “bloco de constru¢do” para diversos produtos.
Fonte: Elaboragao propria a partir das referéncias:(BAGHERI; JULKAPLI; YEHYE, 2015; GARLAPATI; SHANKAR;
BUDHIRAIJA, 2016; KONG et al., 2016).

Dentre as diversas aplicacdes da glicerina, os processos fermentativos se destacam
por sua baixa demanda energética, sua versatilidade e por seu carater sustentavel,

intimamente alinhado as diretrizes da Bioeconomia.
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3.4.1.0 aproveitamento biotecnoldgico da glicerina

O glicerol presente na glicerina residual do biodiesel € uma fonte de carbono muito
promissora para processos biotecnoldgicos, visto que seu transporte para o interior das
células microbianas é independente de energia. Tanto microrganismos aerdbios quanto
microrganismos anaerdbios sdo capazes de metabolizar glicerol, tendo como resultado um
amplo espectro de bioprodutos passiveis de producdo a partir deste substrato.

O biodleo, ou SCO (single cell oil), utilizado como matéria-prima alternativa aos
Oleos vegetais para producdo de biodiesel pode ser sintetizado por microalgas e leveduras, a
partir de glicerol (CHEN; WALKER, 2011; DOBROWOLSKI et al., 2016). Etanol pode ser
produzido por bactérias, geneticamente modificadas ou ndo, e por leveduras utilizando
glicerol como fonte de carbono (COFRE et al., 2011; STEPANOV; EFREMENKO, 2016; SUZUKI
et al., 2015). Diversos acidos organicos de interesse industrial, como acido succinico, acido
propidnico, acido citrico, acido glicérico e acido latico sdo produzidos por bactérias mediante
metabolismo de glicerol (VIVEK et al., 2017b). Polihidroxialcanoatos (PHAs), biopolimeros
biodegradaveis, podem ser obtidos a partir de glicerol por bactérias (KOLLER et al., 2016).
Outro produto de grande interesse industrial que pode ser obtido através da fermentacgao
de glicerol por bactérias é o 1,3-PDO, vastamente empregado na fabricacdo de fibras
sintéticas e poliésteres (WISCHRAL et al., 2015). Muitos destes produtos resultantes da
fermentacdo do glicerol sdo produzidos concomitantemente a geracdo de biogds (H, + CHy +
C0O,), que é um produto valioso devido a sua alta densidade energética (HE; MCNUTT; YANG,
2017).

As bactérias constituem o principal tipo de microrganismo capaz de metabolizar
glicerol para a formacdo de produtos de interesse industrial, comercial e energético. Neste
universo, um dos principais géneros de bactéria empregados é o Clostridium. Bactérias deste
género sdao reconhecidas por sua capacidade de produzir H,, acidos organicos e alcoois.

Uma possibilidade interessante para o aproveitamento biotecnoldgico da glicerina
residual do biodiesel é a producdo de hidrogénio. Neste processo, o gas de interesse,
presente na fracdo gasosa é direcionado para diferentes fins, como reacdes de

hidrocragueamento de petréleo, reacdes de hidrogenacdo (industrias de alimentos e
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cosméticos), producdo de fertilizantes ou geracdo de energia através de células a
combustivel (RAMACHANDRAN, 1998). A fracdo liquida, designada efluente da produgdo de
hidrogénio (EPH), é rica em diferentes produtos finais de fermentacdo, como 1,3-PDO e
acido butirico, que podem ser separados do meio agregando valor ao processo global de
fermentacdo da glicerina (SARMA et al., 2015). Atencdo especial deve ser dada ao 1,3-PDO,
visto que este dlcool de elevado valor de mercado somente é produzido quando glicerol é
utilizado como substrato, reforcando o interesse na aplicacdo da glicerina como matéria-
prima (VIVEK et al., 2017a).

A glicerina é um material viscoso, o que pode dificultar seu acesso ao interior das
células microbianas. Neste sentido, o uso de surfactante no meio de fermentacdo/digestdo
anaerobia leva a reducdo da viscosidade do meio e ao aumento do consumo de glicerol,
conforme descrito por PACHAPUR e colaboradores (2016), que também observaram
aumento da produgdo de H, em sistemas contendo Tween 80 como surfactante. Decorrente
da geracdo de H; sdo formados dois principais co-produtos, os acidos acético e butirico, que
podem ser direcionados para a producao de metano por digestdo anaerdbia, elevando o

potencial de aproveitamento da glicerina residual do biodiesel.

3.4.2.Digestdo anaerodbia de glicerol por organismos presentes em lodo anaerdébio

de estacdo de tratamento de esgoto

O processo de digestao anaerdbia, como o nome sugere, ocorre na auséncia de
oxigénio, sendo mediado por microrganismos capazes de degradar matéria organica nestas
condicbes. Em auséncia de oxigénio as células podem utilizar aceptores de elétrons
inorganicos, como nitrato (NOj3), sulfato (SO4>) e carbonato (COs”); a depender do aceptor
final de elétrons diferentes produtos sdo gerados, como acido nitroso/éxido
nitroso/nitrogénio  (HNO,/N,0/N,), sulfeto de hidrogénio (H,S) e metano (CHa),
respectivamente (TORTORA, FUNKE, 2012). Este tipo de processo ocorre naturalmente nos
solos, pantanos, sedimentos de rios e fundos de lagos ou mares — ambientes tipicamente

anaerdbios — mas também podem ser conduzidos em reatores, promovendo o tratamento
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de efluentes com presenca de matéria organica e geracdo de uma mistura de gases como
resultado desta digestao (CHERNICHARO, 1997).

Lodos anaerébios sdo vastamente empregados como indculo para digestdo
anaerdbia, contudo culturas de microrganismos, puras ou mistas, também podem ser
utilizadas neste tipo de processo. As principais vantagens de se utilizar os lodos anaerébios
provenientes de estacdo de tratamento de esgoto (ETE) sdo a facil manipulagdo, nao
exigindo condicao estéril durante o processo nem infraestrutura especifica para manutencao
e propagacao do inéculo, impactando diretamente no custo global do processo; por serem
consércios naturalmente desenvolvidos sdo mais estaveis e adaptados a condigdes
adversas; e possibilitam o uso de matérias-primas mais complexas, por conterem em sua
composicdo uma ampla gama de microrganismos que variam desde hidroliticos até
metanogénicos (DE SA et al., 2013; FALOYE; GUEGUIM KANA; SCHMIDT, 2014; WANG; WAN,
2008; WONG; WU; JUAN, 2014).

A utilizacdo de lodos anaerdbios como indculo para o processo de digestdo
anaerdbia envolve a atuacdo dos diferentes microrganismos ali presentes sobre os
diferentes substratos que constituem a matéria-prima. De forma geral, a digestdo anaerdbia
de compostos organicos ocorre em 4 etapas: hidrdlise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese, onde em cada etapa uma classe de microrganismo presente no lodo
anaerdbio exerce seu protagonismo, conforme ilustrado na Figura 10 (SA; CAMMAROTA;
FERREIRA-LEITAO S., 2014). A matéria orginica é metabolizada em moléculas menos
complexas, resultando na geracdo de CH,4 e CO; ao final do processo.

O processo de digestdo de matéria organica se inicia com a hidrélise de moléculas
maiores, como particulados, fibras e polimeros, geralmente catalisada por enzimas
secretadas por bactérias hidroliticas, e resulta em moléculas menores, sollveis e permeadveis
nas membranas celulares (CHERNICHARO, 1997; PATINVOH et al., 2017).

Como o glicerol € uma molécula simples, a etapa de hidrélise ndo ocorre durante
sua digestdo anaerdbia, a qual é iniciada diretamente na etapa de acidogénese, tornando o

processo mais rapido quando comparado a digestdao de matérias-primas mais complexas.
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MATERIA ORGANICA

Bactérias hidroliticas HIDROLISE

Produtos de hidroélise

ACIDOGENESE

Bactérias acidogénicas

Acidos organicos, alcoéis, H,, CO,

Bactérias acetogénicas

v v

Bactérias

N ’ homoacetogénicas
Metanogénicas Metanogénicas

SO,2/NO; ACETOGENESE
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Bactérias nitrato 1

e sulfato ‘|, hidrogenotrdficas acetocldsticas METANOGENESE

h toram

Diminui¢do da
complexidade molecular

Figura 10. Etapas da digest3o anaerdbia de matérias organicas por lodo anaerdbio. Adaptado de SA;

CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO S., 2014.

Os compostos sollveis resultantes da etapa de hidrélise sdo metabolizados no
interior de células bacterianas, como as dos géneros Clostridium e Enterobacter (HUNG;
CHANG; CHANG, 2011; RUGGERI; TOMMASI; SANFILIPPO, 2015), durante a etapa
denominada acidogénese. Os produtos da acidogénese sao H,, CO,, acidos organicos volateis
(principalmente 4cido acético e 4cido butirico) e alcodis de cadeia curta (SA; CAMMAROTA;
FERREIRA-LEITAO S., 2014), os quais sdo excretados pelas bactérias.

Os produtos gerados durante a acidogénese sdo consumidos na proxima etapa de
digestdo, seja durante a acetogénese, seja durante a homoacetogénese, com o objetivo de
fornecer as moléculas organicas na forma adequada para o consumo pelas arqueias
metanogénicas acetoclasticas na etapa final do processo de digestdo. A acetogénese
consiste na geracdo de 4acido acético a partir do consumo de acucares, da oxidacdo de
alcoois ou pela degradacdo de acidos graxos, sendo resultante do metabolismo das bactérias
acetogénicas heterotréficas (BUNDHOO; MOHEE, 2016; SAADY, 2013). Na homoacetogénese
ocorre o consumo de H, e CO,, gerados na acidogénese, para sintese de acido acético, pela

acdo de bactérias homoacetogénicas autotroficas (SAADY, 2013).
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Por fim, na etapa final da digestdo anaerdbia, as arqueias metanogénicas atuam
sobre as moléculas restantes no meio para sua transformagdo em CH; e CO,. Com o
desprendimento desses gases, ha grande reducdo da demanda quimica de oxigénio do meio,
e por isso o processo de digestdo anaerdbia é amplamente empregado no tratamento de
esgoto e efluentes (CHERNICHARO, 1997).

No Quadro 3, constam os principais organismos metanogénicos, os principais

substratos utilizados por cada um deles e as respectivas reacdes de metanogénese.

Quadro 3. Substratos e reagées de metanogénese de acordo com diferentes tipos de organismos (SERRANO-

SILVA et al., 2014; TAKAI, 1970).

Organismo Substratos Reacao

Arqueia
HzECOz 4H2+C029 CH4+2H20
hidrogenotrofica

Arqueia
acido formico |4 HCOOH - CH,; +3 CO; +2 H,0
formatotréfica

Arqueia
acido acético |CH3;COOH = CO; + CH4
acetocl3stica

Arqueia .
Acido butirico |2 CH3CH,CH,COOH + 2 H,0 + CO,~> 4 CH3COOH + CH4
metanogénica

Paralelamente a metanogénese, podem ocorrer rea¢des de reducao de nitrato e
sulfato, mediadas por bactérias redutoras de nitrato autotrdficas e bactérias redutoras de
sulfato hidrogenotréficas, respectivamente. Essas rea¢des ocorrem na presenca dos ions
nitrato ou sulfato, tendo como agente redutor — doador de elétron — o H, presente no meio,
gerado na acidogénese. Os produtos gerados nas reacdes de reducdo em meio aquoso sao
geralmente H,S e amoénia (BUNDHOO; MOHEE, 2016), as reagGes de reducdo de nitrato a
nitrito e de sulfato a sulfito estdo representadas nas reacdes 1 e 2, a seguir (GONZALEZ et al.,

2006; MIZUNO; LI; NOIKE, 1998):

0; + H, & NO; + H,0(1)
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4H, +50; +H* © HS™ +4H,0 (2)

De forma geral, ao final da digestdo anaerdbia a matéria organica é convertida em
células microbianas — que permanecem na fase liquida — e biogds (CH4/CO,/H,S) — que se
desprende para a fase gasosa. Como ha desprendimento de carbono da fase liquida para a

fase gasosa, ha reducdo da demanda quimica de oxigénio no meio digerido.

3.5. Obtencao de H, e 1,3-propanodiol utilizando glicerol como fonte de carbono

e lodo anaerdbio de ETE como inéculo

Pode-se observar que ao longo do processo de digestdo anaerdbia de glicerol pelos
organismos presentes no lodo anaerébio de ETE existem tanto etapas de producdo de H,
(acidogénese) quanto de consumo deste gas (metanogénese, homoacetogénese e reacdes
de reducdo de nitrato/sulfato), como pode ser observado de forma geral na Figura 10. Para
que haja acimulo de H; ao final da fermentacado realizada por lodo anaerdbio, é necessario
gue as etapas envolvidas no seu consumo sejam evitadas ou inibidas. Quanto a producdo de
1,3-PDO, as arqueias metanogénicas sao capazes de oxida-lo a CH; e CO,, portanto é
necessario que se eliminem estes microrganismos do indéculo para que haja acumulo

também deste produto no meio de fermentacao.

3.5.1.Controle da metanogénese

As arqueias metanogénicas hidrogenotrdficas consomem H, e CO, para formacao
de CHy, resultando no esgotamento do H, produzido pelas bactérias acidogénicas. Portanto,
€ necessario que a acdo destas arqueias seja evitada.

Alguns géneros de bactérias produtoras de H,, como Clostridium, tém a capacidade
de formar endosporos quando submetidos a condi¢bes hostis, ao contrario das arqueias
metanogénicas que nado resistem a condi¢des ambientais desfavordveis. Endosporos sao

estruturas dormentes que se formam dentro das células bacterianas, de modo a proteger
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suas organelas vitais e promover a resisténcia microbiana em ambientes adversos (TORTORA
GJ, FUNKE BR, 2012).

Os pré-tratamentos do lodo se baseiam em submeter o lodo a condi¢des severas
(de temperatura, pH, tensdo de oxigénio, presenca de substancias téxicas ou inibidoras de
metabolismo, por exemplo (WANG; WAN, 2008)) com a finalidade de estimular a
esporogénese bacteriana e a inibicdo das arqueias consumidoras de H,. Assim, quando
expostos a um ambiente favordvel, os endosporos podem se reidratar e as bactérias
retomam seu metabolismo natural (Figura 11), enquanto as arqueias metanogénicas nao
possuem esta capacidade, sendo eliminadas total ou parcialmente. Desta forma, apds o pré-
tratamento o lodo anaerébio fica enriquecido em bactérias formadoras de endosporos
(BUNDHOO; MOHEE; HASSAN, 2015a), ndo havendo consumo de H, pelas arqueias

metanogénicas hidrogenotréficas.

ONOO%%

Amb. favoravel Amb. hostil Amb. favoravel
Célula integra Formacao do esporo Reidratacao da célula

Figura 11. Esquema representativo do processo de esporogénese. Em ambiente favoravel a célula se mantém
integra, porém se este ambiente se torna desfavoravel, inicia-se o processo de esporogénese para protecio
das organelas vitais para a célula. Quando o ambiente é novamente favoravel, a célula se reidrata voltando a

atividade metabdlica. Elaboragao prépria.

Existem diversas estratégias descritas na literatura para promover a inibicdo das
arqueias metanogénicas, incluindo métodos fisicos e quimicos (GHIMIRE et al., 2015;

KUMARI; DAS, 2016). Segundo WANG; YIN (2017) os tipos de pré-tratamento mais
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investigados na literatura sdo o térmico e os baseados em alteracdes de pH, sejam acidos ou

alcalinos. No Quadro 4 estdao apresentadas diferentes metodologias de pré-tratamento de

lodo anaerdbio e os aumentos obtidos na producdo de H,, em relacdo ao emprego de

inéculo sem pré-tratamento.

Quadro 4. Diferentes metodologias de pré-tratamento do lodo anaerdbio para produgdo de H,, e os ganhos

alcangados frente ao uso de indculos ndo submetidos a pré-tratamento (controle).

Fonte de

Tipo de pré-tratamento carbono Condices Experimentais | Ganho™ | Referéncia
Térmico 90°C; 10min. 250% VIANA et
. e
Acido Glicerina pH 3; 24h 150% L 2019

al.,
Adicdo de cloroférmio 0,05% (v/v) 425%
Efluente de
L cultura de ) WANG et
Térmico . 70°C; 30 min. 380%
camarao al., 2018
marinho
Térmico 100°C; 15min. 100%
Acido pH 3; 24h 27% YIN; HU;
Alcalino Glicose pH10; 24h 125% WANG,
o 5 kGy; 3,6x10' Bq; 286 2014
Radiagdo ionizante Gama . 194%
Gy/min
Térmico 100°C; 1h 33% ZHANG:
Ultrassonico ) ) 400 W; 25,000 Hz; 15 min 38% ’
] hidrolisado i REN;

Ultravioleta ] 25 W; 15 min -6%

- de milho WANG,
Acido pH 3; 24h 19% 2014
Alcalino pH 12; 24h 5%

FALOYE;

KANA;

Microondas Glicose pH 11; 2 min.; 860 W 32% '
SCHMIDT,

2014

Térmico 100°C; 60 min. 101% DE SA et

B} e
Acido Sacarose pH 2; 60 min. 54% | 2013

al.,

Alcalino pH 12; 60 min. 71%

Térmico 90°C; 30min. 84% CHAGANTI;
Acido . pH 3; 24h 95% KIM;

] Glicose

Alcalino pH 11; 24h 82% LALMAN,

Adicdo de 4cido linoleico 2g/L 121% 2012
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Térmico 105°C; 45min. 543%

Acido pH 3; 24h 686%

Alcalino Glicose pH 12; 24h 493% | PENDYALA
Adicdo de sacarose 80 gpqo/L; 200 rpm; 2 dias -86% |etal., 2012
Adicdo de 4cido linoleico 2g/L 736%

Adic3o de BESA® 50mM 779%

Térmico 95°C; 30min. 213%

Acido pH 3; 24h 424%

Alcalino Glicose pH 10; 24h 346% | CHANG; LI;
Aeracgao ar; 24h 125% LIU, 2011
Adicado de Cloroférmio 1%; 24h 61%

Adic3o de BES® 10 mM; 24h -11%

Térmico 100°C; 15min. 339%

Clalor seco (estufa) 105°C; 2h + 2h dessecador | 161% ROSSI et
Acido Glicerina pH 3,0; 24h -59%

Alcalino pH 10,0; 24h -98% al, 2011
Choque térmico -10°C; 24h / 30°C; 6h 12%

Térmico 100°C; 15min. 228%

Acido pH 3; 24h 47% | ANG
Alcalino Glicose pH 10; 24h 92% WAN 20’08
Aerac3o ar; 24h 22% ’
Adicao de Cloroférmio 2%, 24h -19%

®Ganho: aumento da produgdo ou do rendimento em H, em comparagdo com o controle (sem tratamento).

@BESA: 4cido 2-bromo etano sulfénico

B)BES: 2-bromo etano sulfonato

3.5.2.Controle da homoacetogénese

Bactérias homoacetogénicas utilizam a via de Wood-Ljungdahl (Figura 12), ou via

redutora da acetil coenzima A, para sintetizar acetato a partir de CO, utilizando H, como

doador de elétrons. Esta via pode ser representada pela reacdo 3 (RAGSDALE; PIERCE, 2008).

2C0,+4H, © CH;C00~ + H* +2H,0 (3)
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De acordo com SAADY (2013) a homoacetogénese é responsavel pelo de consumo
de 11% a 43% do H, presente em reatores operados em regime de batelada simples e
bateladas sequenciais, respectivamente. As bactérias homoacetogénicas sdo estritamente
anaerdbias, sobrevivem em ampla faixa de temperatura e muitas delas possuem a

capacidade de formar endosporos, o que torna o controle da homoacetogénese mais

complicado.

At At

’H{\N 2e, 2H*
\ RV AV VaVal
_ H / \ k
2e, H* H R H-‘i\ll\l
CHs N

H,O 2e, 2H*

l}l\ Co' co M Co,
LN / \ .
H R Metil- CFesp CODH/_Acet|I-
transferase CoA-sintase
0 Co" ~~CH3
HoNo N _N 5
H* = e}
SNy |
Hoo HN ;
OHC™ "R H 10
o] HN.
R
H,O
App, p, ATP
HCOO-, H*
T 2e, 2H*
CO,

Figura 12. Via de Wood-Ljungdahl (via redutora da acetil Co-A). CFeSP: proteina de ferro-enxofre
metiltransferase; CODH: monodxido de carbono desidrogenase. Adaptado de: Yikrazuul - Own work, CC BY-SA

3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=5622492.

Como o controle da homoacetogénese ndo pode ser realizado a partir da inibicdo

das bactérias homoacetogénicas, muitos autores tém descrito metodologias alternativas


https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=5622492
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como o controle cinético, o controle termodinamico, o controle da agitacdo e a retirada de
CO;, do headspace (WOOSHIN PARK, SEUNG H. HYUN, SANG-EUN OH, BRUCE E. LOGAN,
2005), porém ainda é dificil identificar e quantificar a homoacetogénese, visto que o
consumo de H, ocorre concomitantemente a sua produgao.

PAUSS e colaboradores (1990) demonstraram que em reatores bioldgicos,
independentemente do tipo de alimentagdo realizada, ha grande limitagdao na transferéncia
de massa de H,, podendo acarretar uma superconcentracdao deste gds no meio liquido,
porém o oposto ocorre com o CO,. Como o aumento da agitacdo promove a melhoria da
transferéncia de massa, aumentando a taxa de producdo de H;e a liberacdo deste gas do
meio liquido para o meio gasoso, esta é uma estratégia para a reducdo da ocorréncia de
homoacetogénese a curto prazo (FONTES LIMA; ZAIAT, 2012), porém a longo prazo pode
haver ressolubilizacdo de H, e CO, no meio devido ao aumento da pressao interna do reator,
principalmente em reatores batelada. Neste sentido, a retirada de biogas do reator constitui
uma das possibilidades para o controle da homoacetogénese. CHANG e colaboradores
(2012) avaliaram trés diferentes metodologias de retirada de gds do headspace e notaram
um aumento de 5 vezes na producdo de H, quando o gas foi retirado continuamente,
seguido de absor¢ao do CO, em solugdao de NaOH 1M, o que foi relacionado a supressao da
homoacetogénese.

Em uma abordagem diferente, LIU e colaboradores (2020) avaliaram uma ampla
faixa de pH (4 — 11) e relacionaram com a abundancia de espécies, concluindo que pH 5 é o
ideal para reduzir o consumo de H, via homoacetogénese, enquanto em pH 7 - 8 ocorre o
contrario. Em estudo recente WANG e colaboradores (2020) mostraram a eliminacdo de
bactérias homoacetogénicas do género Acetobacterium através da adicdo de cloroférmio e
obtiveram um aumento de cerca de 4 vezes no volume de H, produzido.

Em processo continuo, CAROSIA e colaboradores (2021) mostraram que as relagdes
C/N e C/P de 100 - 200 e 300, respectivamente favorecem o processo fermentativo para
geracdao de H,, acido acético e etanol; além disso o tempo de retencdo hidraulica (HRT)
também interfere na producdo e no consumo do H,, onde menores valores de HRT
acarretam maiores producdes de H, e predominancia de bactérias Ethanoligenens sp. e

Clostridium sp.
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3.5.3.Controle das redugdes de nitrato e sulfato

As reducdes de nitrato e sulfato a nitrito e sulfito sdo realizadas por bactérias
redutoras de nitrato e sulfato, respectivamente. Estas bactérias, presentes na populacdo
microbiana de lodo anaerdébio, utilizam hidrogénio como doador de elétrons, competindo
com as bactérias produtoras de H, e levando a deplecdo deste gds no meio de fermentacao
(BUNDHOO; MOHEE, 2016).

ConcentragGes de sulfato acima de 3 g/L foram relatadas como suficientes para
promover a competicdo entre bactérias produtoras de H, e bactérias redutoras de sulfato
em populages mistas, resultando na diminui¢do do H, acumulado no reator em até 90%
enguanto em culturas puras, ndo ha relatos de reducdo da producdo de H, decorrente da
presenca de sulfato (CHEN; YIN; WANG, 2021; ELBESHBISHY et al., 2017).

A adicdo de nitrato também impacta a producdo de H, negativamente, podendo
levar a nenhuma produc¢do de H, em meio contendo 4 g/L de nitrato e glicose como fonte de
carbono (LEE et al., 2015c).

As reacOes de reducdo de nitrato/sulfato podem ser evitadas através da ndo
disponibilizacdo destes ions no meio fermentativo (SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO S.,
2014). Outra abordagem é o ajuste do pH para valores menores que 6, apontados como

inibitérios para essas bactérias (CHEN; YIN; WANG, 2021).

3.5.4.Vias metabdlicas envolvidas na acidogénese a partir de glicerol

O metabolismo do glicerol por bactérias do género Clostridium (Figura 13) se divide

em duas vias — redutora (em laranja) e oxidativa (em verde).
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Figura 13. Rota Metabdlica de glicerol em Clostridium spp e enzimas envolvidas nas vias redutora (em
laranja) e oxidativa (em verde), incluindo os principais metabdlitos com interesse biotecnolégico. Fonte:
Elaboragdo prépria a partir das referéncias: (DE SA et al., 2013; JOHNSON; TACONI, 2007; KUBIAK et al.,

2012; SAINT-AMANS, GIRBAL, ANDRADE, 2001).
1. Glicerol desidratase (GDHt); 2. 1,3-propanodiol oxidoredutase (PDOR); 3. Glicerol
desidrogenase (GDH); 4. Dihidroxiacetona quinase; 5. Triosefosfato isomerase; 6. Glicoquinase; 7.
Succinato desidrogenase; 8. Piruvato quinase; 9. D-lactato desidrogenase; 10. Piruvato-ferredoxina
oxidoredutase; 11. Hidrogenase; 12. NADH-ferredoxina oxidoredutase; 13. NADPH-ferredoxina
oxidoredutase; 14. Fosfotransacetilase; 15. Acetato quinase; 16. Tiolase; 17. Butiril-CoA
desidrogenase; 18. Fosfotransbutilase; 19. Butirato quinase; 20. Acetaldeido desidrogenase; 21. Etanol

desidrogenase; 22. Butiraldeido desidrogenase; 23. Butanol desidrogenase.
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Na via oxidativa, o glicerol sofre diferentes reacdes até a geracdo de
fosfoenolpiruvato, NADH e ATP. O fosfoenolpiruvato é convertido em piruvato, que por sua
vez vai a acetil-CoA, levando a reducdo da ferredoxina (Fd) (piruvato + CoA + Fd,, <> acetil-
CoA + CO; + Fdeq) (NTAIKOU; ANTONOPOULOU; LYBERATOS, 2010). A ferredoxina reduzida
fornece elétrons para as enzimas hidrogenases, que catalisam a reacdo de formacao de H,
(2H" + 2e” <> H,) (DE SA et al., 2011). Os produtos finais da convers3o de acetil-CoA sdo os
acidos acético e butirico. Desta forma, a producdo de H, é associada as produgdes de acido
acético e acido butirico, durante a etapa denominada acidogénese.

Estequiometricamente, o rendimento maximo de H, é associado a producdo de
acido acético correspondendo a 3 moly,/Molgicero, €Nquanto o rendimento associado a
producdo de d&cido butirico é 2 moly/molgjicero, de acordo com as reagdes a seguir

(PACHAPUR et al., 2015):
C3HgO3 + Hzo > C2H402 + COZ +3 Hz (4)
C3H3039 1/2 C4H802 + COZ +2 Hz (5)

A via redutora consiste em apenas duas etapas, porém depende da a¢do de trés
enzimas. Na primeira etapa da via redutora, e também a etapa limitante deste metabolismo
(LIU et al., 2016), o glicerol é desidratado a 3-HPA sob acdo da enzima GDHt (glicerol
desidratase). Esta enzima pode ser independente ou dependente de vitamina B12; inativada
ou ndo por glicerol; sensivel ou ndo a oxigénio (JIANG et al., 2016). Geralmente, as enzimas
GDHt de organismos produtores de 1,3-PDO naturalmente ocorrentes sao dependentes de
vitamina B12; apesar de estimular a producdo de 1,3-PDO, a adicdo de vitamina B12 ndo é
um fator limitante para o processo, pois alguns organismos sao capazes de sintetizar esta
vitamina (LIU et al., 2016), mas para isso necessitam da presenca de ions cobalto no meio
(HUANG; GONG; TSAO, 2002). A presenca de ions K" no sitio ativo da enzima GDHt possui
papel importante para a desidratacdo do glicerol, pois mantém o substrato na posi¢do e na
orientacdo adequadas e também aumenta a energia de ligacdo do mesmo (LIU et al., 2016;
YAMANISHI et al., 2002).

Como a GDHt pode ser inibida por seu produto (3-HPA), é importante que a

segunda etapa da via redutora ocorra, pois envolve a reducdo do 3-HPA em 1,3-PDO
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catalisada pela enzima PDOR (1,3-propanodiol oxidoredutase). PDOR é ativada na presenca
de ions metélicos, como Fe** e K* (JIANG et al., 2016). A PDOR é uma &lcool desidrogenase
Fe-NAD dependente, logo utiliza o NADH produzido na primeira etapa da via oxidativa, e por
isso a enzima GDH (glicerol desidrogenase), que converte glicerol a dihidroxiacetona (DHA),
€ importante para o bom funcionamento da via redutora, mesmo fazendo parte da via
oxidativa. As enzimas PDOR e GDH dependem uma da outra, para que o balango redox seja

mantido (Figura 14).

GLICEROL

DHA 1,3-PDO

Figura 14. Enzimas envolvidas no balango redox do metabolismo de glicerol. As enzimas envolvidas na via
redutora e oxidativa sdo: 1: GDHt; 2: PDOR; 3: GDH. O balango redox NAD*/NADH é mantido pelas enzimas

PDOR - da via redutora — e GDH - da via oxidativa.

O NADH gerado na via oxidativa alimenta preferencialmente a via redutora, que
culmina na producgdo de 1,3-PDO (SARMA et al., 2017); mas também pode ser consumido
para producdo de etanol, butanol, succinato, lactato e propionato (Figura 13). Desta forma,
ao final da fermentacdo para producdo de H,, resta um efluente rico em acidos organicos,
alcodis e 1,3-PDO (SARMA et al., 2015).

A grande vantagem da coproducdo de H, e 1,3-PDO é a diferenca entre os estados
fisicos dos dois produtos. Ao final do processo o H, encontra-se na fragao gasosa, enquanto
o 1,3-PDO permanece na fase liquida, fisicamente separados. De toda forma, o 1,3-PDO
precisa ser separado dos demais produtos finais de fermenta¢do, como acidos organicos e
alcodis. Contudo, a etapa de separacdo do 1,3-PDO proveniente de rota bioldgica pode
representar de 50 a 70% do custo global do processo (XIU; ZENG, 2008). A recuperagao do
1,3-PDO pode ser dificultada devido as baixas concentra¢des do produto no meio, ao carater

hidrofébico do 1,3-PDO e ao elevado ponto de ebulicdo do mesmo. Os principais métodos de
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separacdo de 1,3-PDO de meios fermentados sdo evaporacdo, destilacdo, filtracdo com
membrana, pervaporagao, cromatografia de troca idnica, extragao liquido—liquido, extracao
reativa e salting-out (HERMANN; PATEL, 2007; WISCHRAL, 2016; XIU; ZENG, 2008).

Na Figura 15 esta representado o processo de produgdo de H, e 1,3-PDO quando se
emprega glicerina como matéria-prima e lodo anaerébio de ETE como inéculo, conforme

proposto nesta pesquisa.

Fermentagéo > > > Recuperacio/ Purificagio

GLICERINA H,1 COy

v

Lodo anaerdbio

pré-tratado

* Principais produtos gasosos.

Figura 15. Representagao esquematica do processo de produgao de H, e 1,3-PDO empregando-se glicerina

como matéria-prima e lodo anaerdbio de ETE como indculo.

O segundo principio da Quimica Verde, denominado Economia de Atomos, sinaliza
sobre a necessidade de minimizacdao da geracdo de residuos através da incorporagao do
maior numero de atomos dos reagentes no produto final. A utilizacdo da glicerina para
geracao de H, possibilita a incorporacdao de apenas 6 atomos de H dos 8 presentes no
substrato em questdo, considerando o rendimento maximo tedrico, sem nenhuma
incorporacgao dos atomos de carbono e oxigénio também presentes na molécula de glicerol,
totalizando a incorporacdo de apenas 42,8% dos atomos da molécula precursora no produto
final. Além disso, com maior utilizacdo dos dtomos constituintes da matéria-prima nos
produtos finais, o efluente do processo provoca menor impacto ambiental. Uma maneira de
se aproveitar melhor os 4tomos da molécula de glicerol é através da utilizacdo do EPH como
matéria-prima para a geracao ou a recuperacao de outros produtos de interesse, como o

metano. Neste caso ha incorporacdo do carbono no gas, resultando na reduc¢do da DQO do
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efluente, que pode ser tratado de forma mais simples antes da sua destinacdo em corpos

hidricos.

3.6. Producao de metano utilizando o efluente da produgao de H, como matéria-

prima

O metano é um gas de grande interesse energético com aplicacdes tanto industriais
quanto residenciais, que pode contribuir para a diversificagdo da matriz energética brasileira
de maneira sustentavel. O biometano pode ser misturado ao gds natural e comercializado
utilizando a rede de distribuicdo de gds canalizado ja existente, ou entdo, na forma de gas
comprimido.

Uma alternativa promissora para o aproveitamento do efluente da producdo de H,
é o emprego deste, como matéria-prima, para a producdo de CH4. Desta forma, os acidos
acético e butirico podem ser convertidos ao gas de interesse, mediante digestdo anaerdbia
completa, sob acdo das arqueias metanogénicas acetoclasticas. Neste processo, o acido
acético é convertido a metano por acdo das arqueias acetoclasticas, enquanto o acido
butirico é convertido a metano e acido acético por arqueias metanogénicas utilizando CO,
como aceptor de prétons (vide Quadro 3); o acido acético gerado pode ser convertido
novamente a metano, pela via anterior (TAKAI, 1970).

A partir de populag¢des microbianas mistas, como o lodo anaerébio oriundo de ETE,
de 70 a 90% do metano é produzido via acetato e apenas 10 a 30% via H,/CO, e/ou formato
(SERRANO-SILVA et al., 2014). Ou seja, o processo de producdo de CH,; sequencial a
producdo de H, resulta em uma pequena perda de producdo em relagdo a producdo direta
de CH; porém com grande ganho energético devido a geracdao de H,. Além disso, a
producdo de metano leva a reducdo da demanda quimica de oxigénio (DQO), promovendo o
tratamento do efluente da producdo de H,. Ao final deste processo restam o lodo anaerdbio
residual, o qual pode ser utilizado como fertilizante (quando devidamente processado para o
devido fim) ou enviado para aterros sanitarios (como é feito nas ETE), e o efluente com DQO
reduzida, o qual demanda apenas um polimento antes de poder ser despejado em corpos

hidricos, desde que atenda as resolucdes ambientais vigentes.
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Na Figura 16 encontra-se representado o processo sequencial para producao de H; e

CH, a partir de glicerina e utilizando lodo anaerdbio de ETE como inéculo.

Fermentagao > > >  Digestdo Anaerébia > > > Recuperagao/ Purificagéo

GLICERINA

Lodo anaeroébio
pré-tratado

Lodo anaerdbio

in natura
Lodo anaerobio

residual

* Principais produtos gasosos

Figura 16. Representagdo esquematica do processo de produgdo sequencial de H, e CH, empregando-se

glicerina como matéria-prima e lodo anaerébio de ETE como inéculo. DQOg: DQO residual

Assim sendo, o processo sequencial para producao de H, e CH; a partir de glicerina
engloba utilizagdo de matéria-prima renovavel, aproveitamento de residuo industrial,
tratamento de efluente, economia de atomos e eficiéncia energética, em um processo

renovavel e sustentavel.

3.7. A produgao sequencial de H, e CH,; e a politica de descarboniza¢ao

A Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio), criada do &ambito do
cumprimento das metas brasileiras no Acordo de Paris, tem como principais objetivos a
expansao dos biocombustiveis no Brasil e a reducdo das emissdes de gases causadores do
efeito estufa, tendo metas anuais de descarbonizacdo e emissdo de créditos de
descarbonizacdo (CBIOs) para tal (Lei n? 13.576/2017). Para o calculo dos CBIOs, de um

determinado biocombustivel, sdo considerados a matéria-prima utilizada e a reducao de GEE
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decorrentes da queima, em comparacdo com o substituto fossil daquele biocombustivel, em
toneladas de CO, equivalente.

Neste cendrio a producdo de biodiesel tende a crescer, em substituicdao ao diesel de
petréleo, disponibilizando mais glicerina ao mercado. Por constituir um produto de baixo
valor agregado, a utilizacdo desta glicerina como matéria-prima para a producdo de outros
biocombustiveis, como o H, e o CHy, torna-se ainda mais atrativa.

O H, proveniente de fonte renovavel, como a glicerina, pode ser enquadrado tanto
na utilizacdo de matéria-prima renovavel, quanto na redu¢dao da emissdo de GEE, visto que
sua combustdo gera apenas vapor d’dgua e energia como produtos. Desta forma, a producao
biolégica de H, ganha mais uma vantagem frente aos demais processos. Como os CBIOs
podem ser comercializados na bolsa de valores, o custo global do processo sofre reducgao.
Esta reducdo pode ser ainda maior se a producao de H, for associada a producdo de CHy,
sequencialmente. Isto porque o CH; também gera CBIOs, devido a sua matéria-prima
residual (efluente da producdo de H,). Assim sendo, o presente trabalho traz uma
abordagem biotecnoldgica relevante para a cadeia produtiva do biodiesel com claras
vantagens econdmicas e ambientais. E importante destacar que as caracteristicas produtivas
do Brasil, com grande foco no agronegdcio, abrem diferentes oportunidades similares. Dessa
forma, o correto investimento e a aplicacdao de uma visao estratégica nesta tematica podem

trazer além dos ganhos ambientais e econémicos, desenvolvimento regional e humano.
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4. MATERIAIS E METODOS

Na Figura 17 estdo esquematizadas as principais informacdes sobre cada etapa do

desenvolvimento experimental desta tese, e o principal produto obtido em cada uma delas.

Selegéo dolote de
lodo anaerdbio

Pré-tratamento 4cido
Frasco de penicilina
1glL

10% head'space
Sem suplementagéo
A 4

Selegao do tipo de Produgéo de 1,3-
pré-tratamento do PDO em meio
inoculo suplementado

Pré-tratamento térmico
Frasco de penicilina

Pré-tratamento térmico
Frasco de penicilina

1glL 1-50 gL
10% headspace 10% headspace
Sem suplementagéo Suplementacéo
Otimizagéo do Aumento da
meio de produgéo concentragéo

de Hg

Pré-tratamento térmico
Reator manométrico
3giL

10% headspace
Suplementagéo

inicial de glicerol

A 4
Ajuste do volume
de headspace do
reator

Pré-tratamento térmico
Reator manométrico

3giL
50% headspace 4 ,, B
Suplementagao Glicerina P_rodugao de_CH4
>| direta, a partir de
Aumento da ] q glicerina y
concentragéo —
inicial de glicerol J Reator manométrico e ™)
oL EPH Produg#o de CH,
50% headspace -~ s
> sequencial a
| produgéo deH; )
b e e e e e e e e - - = A e - = i J

Figura 17. Representacgdo simplificada das etapas desta pesquisa.
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4.1. Glicerina residual da producao de Biodiesel

A glicerina residual do processo de produgao de biodiesel, utilizada como matéria-
prima neste trabalho, foi gentilmente cedida pela empresa ADM do Brasil (unidade
Rondondpolis/MT). Trata-se, portanto, de um subproduto industrial real. Poucas
informacgdes acerca do processo industrial foram fornecidas pela empresa; sabe-se que se
trata de uma glicerina loira, como pode ser observado na Figura 18. Os resultados da

caracterizagao da glicerina estao contidos no item 5.1.

N
¥ — /
e

Figura 18. Glicerina residual do processo de produgao de biodiesel, fornecida pela ADM do Brasil

(Rondonépolis/MT).

4.2. Lodo anaerdébio

4.2.1.0rigem e caracteristicas do lodo anaerdbio

O lodo anaerébio, utilizado como indculo neste trabalho, foi coletado em uma
estacdo de tratamento de esgoto (ETE) localizada na cidade do Rio de Janeiro/RJ (Figura 19 e
Figura 20), que utiliza o processo de lodos ativados e promove os tratamentos primario e
secundario do esgoto urbano.

Foram coletados dois lotes de lodo, contendo lodo oriundo do digestor anaerébio

e/ou do adensador, conforme indicado na Figura 19, de acordo com as seguintes proporgdes:
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»  Lote A: 1/3 adensador; 2/3 digestor (v/v)
> Lote B: 100% adensador

DECANTADOR REATOR DECANTADOR CORPO
A Grae DESARENADOR MEDIDOR DE PRIMARIO SECUNDARIO RECPTOR
VAZAO
— R
b e — >
M= —=
Fase
solida
Lodo primério
g Lodo de retorno
DIGESTOR Lodo
ANAEROBIO DIGESTOR aerobio

PRIMARIO SECUNDARIO

DESIDRATACAO TRANSPORTE  pysposicio
FINAL

ey

Sobrenadante ) Drenado  «d
(retornaaoiniciodo 1 (retorna ao inicio do (retorna ao inicio do
1
processo) ! processo) processo)

L TN

C

Figura 19. Fluxograma tipico de um sistema de lodos ativados convencional (SPERLING, 2002)(A) e locais de

coleta do lodo anaerdbio de ETE: adensador (B) e digestor (C).
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Figura 20.Lodo anaerdbio coletado em uma ETE (Rio de Janeiro/RJ).

O volume de lodo utilizado como indculo foi tal que fornecesse 7,5 g/L de sdlidos
suspensos volateis (SSV), um indicador indireto da matéria organica contida no lodo que,
neste caso, representa o teor de células microbianas no mesmo.

O indculo empregado para producdao de H, foi composto por lodo anaerdbio pré-
tratado, enquanto o inéculo para a produgdo de CH,4 foi o lodo anaerébio in natura.

O pré-tratamento do lodo anaerdbio tem a finalidade de inibir a acdo das arqueias
metanogénicas, consumidoras de H,. Foram investigados dois tipos de pré-tratamento: acido

e térmico, conforme descrito nas segdes seguintes (4.2.2 e 4.2.3).

4.2.2.Pré-tratamento acido do lodo anaerdbio

Adicionou-se HCl 10 mol/L ao lodo anaerdbio até que o pH do mesmo alcancasse o

valor de 2,0. O lodo anaerdbio foi mantido em pH 2,0 sob agitacdo constante por 60

minutos, apds este periodo adicionou-se NaOH 5 mol/L até que o pH atingisse o valor de 5,5

(DE SA et al., 2013).

4.2.3.Pré-tratamento térmico do lodo anaerdbio

Submeteu-se o lodo anaerdbio a temperatura de 65°C por 30 minutos

(BAGHCHEHSARAEE et al., 2008). O pré-tratamento foi conduzido em frasco fechado, em
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banho-maria e sob agitacdo magnética constante (Figura 21). As rampas de aquecimento
(~*15°C — 65°C) e resfriamento (65°C — 35°C) duraram, em média, 10 minutos. Apds o
resfriamento o pH do lodo foi ajustado para 5,5, utilizando as solu¢des de HCl 10 mol/L e/ou

NaOH 5mol/L.

Figura 21. Pré-tratamento térmico do lodo anaerdbio. Utilizou-se frasco fechado para evitar a perda de agua,
termOmetro acoplado a tampa para controle da temperatura, banho-maria e agitagao magnética para

garantir homogeneidade de temperatura.

4.3. Selegdo do lote de lodo anaerdbio

Inicialmente, ambos os lotes de lodo anaerébio coletados foram submetidos a um
pré-tratamento acido. Em seguida, os lodos anaerdbios pré-tratados foram aclimatados em
estufa a 35°C por tempos variados, em frasco fechado e sem agitacdao. Apds aclimatacdo o
lodo foi empregado como inéculo em ensaio fermentativo para producdo de H,, em meio
contendo 1 g/L de glicerol proveniente da glicerina. A quantidade de lodo anaerdbio

adicionada ao meio de fermentacdo foi calculada com base nos sdlidos suspensos volateis
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(SSV), de forma a se alimentar o reator com 7,5 gssv/L. Estes ensaios foram realizados em
triplicata, em frascos de penicilina de 100 mL, contendo 90 mL de meio reacional (Figura 22).
Apds a adicdo dos componentes do meio de fermentacdo (lodo anaerdbio pré-tratado,
glicerina e agua) e do ajuste do pH a 6,0, os frascos foram purgados com N, por 45 s a fim de
se garantir um ambiente anaerdbio. Os frascos foram lacrados e encubados a 35°C e 160
rpm por 24 h. Foi realizado um experimento controle tendo como inéculo o lodo anaerébio

ndo pré-tratado.

Figura 22. Frasco de penicilina utilizado nos experimentos de fermentacdo. Volume total: 100 mL, volume de

meio: 90 mL.

Adicionalmente, foi realizado o acompanhamento da producdo de H;ao longo do
tempo, tendo os lodos anaerdébios pré-tratados ndo aclimatados como indculo. Os ensaios
realizados em frasco de penicilina foram feitos por frasco-exclusdo. A pressdo interna do
frasco foi medida com auxilio de um mandmetro, inserido na tampa do frasco antes da

amostragem do gds e do liquido.

4.4. Selegao do tipo de pré-tratamento do lodo anaerébio

Foram realizados estudos de aclimatacdo nos dois lotes de lodo anaerébio, apds

pré-tratamento acido, a fim de se selecionar o lote mais adequado para a producdo de H,
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(secdo 4.3). Em seguida, utilizou-se o lote de lodo anaerdbio selecionado para a definicdo do
tipo de pré-tratamento (dcido ou térmico) que propicia maior estabilidade ao lodo pré-
tratado.

Para tanto, o lodo anaerdbio pré-tratado foi mantido em estufa a 35°C por tempos
variados, em frasco fechado e sem agitacdo. Este lodo anaerébio pré-tratado e aclimatado
foi utilizado como indculo em fermentagdes contendo 1 g/L de glicerol proveniente da
glicerina residual do biodiesel. Apds a adicdo do lodo anaerdbio pré-tratado, da glicerina e
da agua, o pH foi ajustado para 6,0 e os frascos foram purgados com N, por 45 s a fim de se
garantir um ambiente anaerdbio. Os frascos foram lacrados e encubados a 35°C e 160 rpm
por 24 h. Apés 24 h de fermentacdo, mediu-se as pressdes internas dos frascos e retirou-se
amostras gasosas e liquidas. Os ensaios foram conduzidos em triplicata, em frascos de
penicilina de 100 mL contendo 90 mL de meio de fermentacdo. A producdo de H, por lodo
anaerodbio submetido ao pré-tratamento térmico e ndo aclimatado foi acompanhada por 37
h para melhor entendimento do processo fermentativo. Estes experimentos foram

realizados por frasco-exclusao.

4.5. Produgao de 1,3-propanodiol em meio suplementado para favorecimento da via

redutora do glicerol

Como mencionado anteriormente (se¢do 3.5) bactérias do género Clostridium,
presentes no lodo anaerdbio, sdo capazes de consumir glicerol com consequente geracdo de
acidos organicos, alcoois, CO, e H,. O glicerol é metabolizado em duas vias concorrentes, a
via oxidativa — de producdo de acidos organicos, alcoois, CO, e H, — e a via redutora — que
culmina na producao de 1,3-PDO.

Com a finalidade de favorecer a via redutora adicionou-se alguns suplementos ao

meio de fermentacdo, listados a seguir:



70

e Para melhor funcionamento da enzima glicerol desidratase (12 etapa da via redutora):
vitamina B12 (5 mg/L), CoCl,.6H,0 (5 mg/L) e K,HPO,4 (5 g/L)(HUANG; GONG; TSAO,
2002; WISCHRAL et al., 2015);

e Para melhor funcionamento da enzima 1,3-propanodiol oxidoredutase (22 etapa da via
redutora): FeCls.6H,0 (3 mg/L) (JIANG et al., 2017);

e Para estimular a sintese de enzimas e o crescimento celular: extrato de levedura (1 g/L)
como fonte de nitrogénio.

Os ensaios foram realizados em triplicata em frascos de penicilina de 100 mL
contendo 90 mL de meio fermentativo, a pH 6,0, 35°C e 160 rpm. O indculo utilizado foi lodo
anaerdbio pré-tratado termicamente padronizado para se atingir o valor de 7,5 gssy/L no
meio de fermentac¢do. A fonte de carbono utilizada foi a glicerina, padronizada para que o
meio de fermentacdo contivesse de 1 a 50 g/L de glicerol, a depender do ensaio. Os frascos
contendo o meio de fermentagcdo foram purgados com N, por 45 s para garantir a
anaerobiose e entdo lacrados.

Numa primeira etapa a producdo de 1,3-PDO foi avaliada em 4 condicbes: 1 g/L de
glicerol com e sem suplementacdo e 10 g/L de glicerol com e sem suplementacdo; estes
ensaios foram realizados por frasco-exclusdo, com tempo fixo de 24 h, totalizando 12
frascos. Em seguida, avaliou-se a producao de 1,3-PDO em meios suplementados e contendo
1, 10, 20, 30, 35 e 50 g/L de glicerol; estes ensaios foram realizados por frasco-exclusdo, com
tempos de 24 h e 48 h, totalizando 36 frascos.

A eficiéncia de conversdo do glicerol a 1,3-PDO foi calculada a partir do rendimento
obtido experimentalmente em relacdo ao rendimento maximo tedrico para esta conversao
(Equagdo 1). O rendimento maximo tedrico (Yp/smsx) de 1,3-PDO a partir de glicerol é 0,72
mol/mol, correspondendo a 0,59 g/g (CHEN et al., 2018; VIVEK et al., 2017a; WISCHRAL et
al., 2016). Desta forma:

Y,
Eff.(%) = Y’Vﬂ

P/Smax

x 100%
(Equagdo 1)

Na qual,

Eff.: eficiéncia de conversdo do glicerol a 1,3-PDO
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Yp/s exp: rendimento obtido experimentalmente

Yp/s max: rendimento maximo tedrico

4.6. Otimiza¢dao do meio de producao de H,

Foram realizados dois planejamentos experimentais em sequéncia: um
planejamento fatorial 2° seguido de um delineamento composto central rotacional (DCCR),
com 3 parametros. Nestes planejamentos experimentais foram utilizadas como variaveis
independentes as concentragdes de nitrogénio (N), fosforo (P) e Tween 80, como
surfactante, no meio de fermentacdo, tendo-se como variavel dependente (varidvel de
resposta) a produgao especifica de H,. Para o delineamento dos experimentos, o tratamento
estatistico dos dados e a geracdo do modelo matematico foi utilizado o Software Statistica®
13.0 (TIBCO Software).

Os experimentos foram conduzidos em frascos de penicilina de 100 mL, contendo
90 mL de meio. Foram fixados os seguintes parametros: concentracdo inicial de glicerol (3
g/L), inéculo (7,5 gssv/L), pH 6,0, 35°C e 160 rpm. Glicerina (3g/L) foi utilizada como fonte de
glicerol, lodo anaerébio de ETE submetido ao pré-tratamento térmico foi utilizado como
indculo (7,5 gssv/L), ureia foi utilizada com fonte de nitrogénio e uma mistura equimolar de
K,HPO,4 e KH,PO4 foi utilizada como fonte de fésforo. Um experimento controle foi realizado
em triplicata, substituindo-se as solu¢des de fonte de nitrogénio, fontes de fésforo e Tween

80 por agua destilada.

4.6.1.Planejamento fatorial 23

No planejamento fatorial 2* cada varidvel independente foi avaliada em 2 niveis,

codificados como -1 e +1, totalizando 8 corridas experimentais. Adicionalmente, foram
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realizadas 3 réplicas do ponto central, codificado como nivel 0. As condigGes experimentais

de cada nivel estdo expostas na Tabela 1.

. . . 7 . . . . 3
Tabela 1. Valores de cada variavel independente nos respectivos niveis avaliados no planejamento fatorial 2

(12 parte da otimizacdo do meio de produgdo de H,).

Niveis
Variaveis Independentes
-1 0 +1
N (mg/L) 5,0 6,5 8,0
P (mg/L) 1,5 2,0 2,5
Tween 80 (mg/L) 5,0 10,0 15,0

As significancias estatisticas de cada variavel e das interagdes entre varidveis foram
analisadas por ANOVA (analise de variancia). O intervalo de confianca adotado para as
anadlises estatisticas foi de 90% (p-valor < 0,1), apontado como adequado para a 12 etapa de

otimizacdo envolvendo processos biotecnolégicos (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

4.6.2.Delineamento composto central rotacional com 3 fatores

O DCCR foi realizado a partir da adi¢cdo de niveis axiais (a), codificados como -1,68 e

+1,68, 3 matriz de experimentos do planejamento fatorial 2° (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de cada variavel independente nos respectivos niveis avaliados no DCCR (22 parte da
otimizagdo do meio de produgdo de H,). Como os niveis -1, 0 e +1 foram os mesmos do planejamento fatorial

23, apenas os niveis -1,68 e +1,68 sdo inéditos.

Niveis
Varidveis Independentes
-1,68 -1 0 +1 +1,68
N (mg/L) 4,0 5,0 6,5 8,0 9,0
P (mg/L) 1,2 1,5 2,0 2,5 2,8

Tween 80 (mg/L) 1,6 5,0 10,0 15,0 18,4
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Desta forma, 6 novas condicdes experimentais foram empregadas para producdo de
H,, correspondendo aos niveis axiais, tornando possivel a geracdo de um modelo
matematico quadratico que descreva a producao de H, em funcdo das concentragcdes de N,
P e Tween 80. As significancias estatisticas de cada varidvel e das interagdes entre varidveis
foram analisadas por ANOVA (andlise de variancia). O intervalo de confianca adotado para as
analises estatisticas do DCCR foi de 95% (p-valor < 0,05), apontado como adequado para a
etapa final de otimizacdo envolvendo processos biotecnolégicos (RODRIGUES; IEMMA,
2009).

A Equacdo 2 a seguir representa um modelo matematico quadratico genérico usado
para descrever varidvel de resposta em funcdo das varidveis independentes. A partir da
andlise dos efeitos de cada varidvel é possivel obter os valores de cada coeficiente,
transformando o modelo genérico em um modelo especifico para a descricdo do volume

especifico de H, nas faixas estudadas.

R :BO + B]_.Xlz + Bz.XzZ + Bg.XgZ + B4.X1 + Bs.X2+ BG-X3 + B7.X1.X2 + Bg.X]_.Xg + Bg.XZ.X_D,
Equacao 2

Na qual,
R: Resposta;
Bn: Coeficientes

Xp: Variaveis independentes

Para o entendimento da interacdo das varidveis entre si e das varidveis com a
resposta, foram geradas superficies de resposta, sendo possivel visualizar a regido onde se
encontra a maxima resposta. O ponto de maximo foi obtido através da derivagdao do modelo
matematico, obtendo-se os coeficientes de regressdo. Assim, obteve-se o valor de cada
varidvel independente que leva a otimizacdo da resposta, ou seja, as concentracdes de N, P e

Tween 80 que levam ao maior volume especifico de H,.
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4.6.3.Validagao experimental

Determinadas as concentra¢cdes otimas de N, P e Tween 80, dois ensaios
experimentais foram realizados para a confirmagao, ou validagao, da producgao especifica de
H, maxima predita pela regressdo do modelo matematico quadratico. Cinco replicatas da
condicao 6tima foram conduzidas em frascos de penicilina, enquanto 3 replicatas da mesma
condicdo foram conduzidas em reatores manométricos de 300 mL, contendo 270 mL de

meio de fermentacdo (Figura 23).

=~
_—

Figura 23. Reator manométrico idealizado e construido no Laboratdrio de Biocatalise do INT, durante a
orientacdo do trabalho de conclusdo de curso do aluno Ricardo de Santana (EQ/UFRJ) (SANTANA, 2019). A
pressao interna pode ser verificada ao longo do processo fermentativo, permitindo melhor
acompanhamento do processo e simplificando o trabalho experimental, quando comparado a frasco-
exclusdo. Além disso, o reator possui valvulas para amostragem de gas e de liquido, permitindo o

acompanhamento completo da fermentagdo ao longo do tempo.
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4.7. Influéncia do volume de headspace e da concentragdo inicial de glicerol sobre a

produgdo de H,

Foram realizados trés ensaios fermentativos contendo 3 g/L de glicerol (da glicerina)
e volumes de headspace de 15%, 50% e 75% do volume total do reator, no qual:

Viotal = Vmeio + Vheadspace.

O aumento do volume de headspace ocasiona reducdo da pressdo interna do
reator, a qual foi verificada por man6metro. Estes experimentos foram realizados em
duplicata em pH 6,0 a 35°C e 160 rpm por 24 h (ou até que a pressao interna do reator se
mantivesse constante). Além da glicerina, o meio de fermentacdo continha 5,7 mg/L de
Tween 80, 6,6 mg/L de N (14,1 mg/L de ureia) 2,8 mg/L de P (6,1 mg/L de KH,PO4 e 7,9 mg/L
de K;HPOQ,), 7,5 gssv/L de lodo anaerdbio pré-tratado termicamente. Os reatores foram
purgados com N, por 1,5 min.

Observada a influéncia do volume de headspace, este foi fixado em 50% do volume
total do reator, enquanto a concentragdo inicial de substrato foi variada entre 3 g/L e 9 g/L.
Foram mantidas as mesmas condicdes anteriores, porém a medida que se aumentou a
concentracdo de glicerol, aumentou-se as concentracbes dos suplementos

proporcionalmente, de acordo com o apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo do meio de fermentacdo nos experimentos realizados com 50% de headspace e
concentragdes crescentes de glicerol. Adicionou-se 7,5 g¢s,/L de lodo anaerdbio pré-tratado termicamente.
As concentragGes de Tween 80, ureia e fosfatos foram aumentadas proporcionalmente ao aumento da

concentragao de glicerol.

Concentragao (mg/L)

Glicerol 3000,0 5000,0 7000,0 9000,0
Tween 80 5,7 9,5 13,3 17,1
Ureia 14,1 23,6 33,0 42,4
KH,PO, 6,1 10,2 14,3 18,4

KoHPO,4 7,9 13,1 18,3 23,6
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4.8. Producgao sequencial de H, e CH,

A produgao sequencial de H, e CH,4 foi realizada de forma a se utilizar o efluente da
producdo de H, como matéria-prima para a produc¢ao de CHg.

Na primeira etapa do processo realizou-se a fermentacdo de glicerina com lodo
anaerodbio pré-tratado termicamente, para produgdo de H,. O meio de fermentacdo foi
composto por 7 g/L de glicerol, 7,5 gssy/L de lodo anaerdbio pré-tratado, 13,3 mg/L de
Tween 80, 33 mg/L de ureia, 14,3 mg/L de KH,PO,4 e 18,3 mg/L de K,HPO,4; o pH do meio foi
ajustado para 6,0 e o headspace inicial correspondeu a 50% do volume total. O meio de
fermentagao foi distribuido em 4 reatores manométricos, os quais foram purgados com N,
por 90 s antes de serem incubados a 35°C sob agitacdo de 160 rpm por 24h. O meio
fermentado foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 4 (20-25 pum) para remocao grosseira
dos sdélidos em suspensdo. O liquido resultante da filtracao foi utilizado como matéria-prima
para producdo de CHy4, na etapa subsequente. A titulo de comparacdo, o mesmo ensaio foi
realizado sem a adi¢do dos suplementos (Tween 80, ureia, KH,PO4 e K;HPOQ,), adicionando-
se agua destilada em substituigdo.

Para produg¢do de metano utilizou-se o0 mesmo headspace e a mesma concentragao
de SSV empregados na producao de H,, completando-se o volume com os efluentes obtidos
nas fermentacGes de glicerina com e sem suplementacdo. Neste caso, o lodo anaerdébio foi
utilizado in natura, ou seja, nao foi submetido a nenhum tipo de pré-tratamento. O pH do
meio de digestdo foi ajustado para 7,0 e distribuido em reatores manométricos, os quais
foram purgados com N, por 90 s antes de serem incubados a 35°C sem agitacao. Cada

condigao foi avaliada em duplicata.

4.9. Producao direta de CH, a partir de glicerina

Ensaios de digestdo anaerdbia da glicerina foram realizados para se obter a

producdo direta de CH,4. Nestes ensaios utilizou-se a glicerina residual do biodiesel como

fonte de glicerol, fixando-se a concentracgdo inicial deste substrato em 7 g/L, e empregou-se
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lodo anaerdbio in natura como indculo, a 7,5 gssv/L. Os ensaios foram conduzidos em pH 7,0,
em duplicata, utilizando-se reatores manométricos contendo headspace correspondente a
50% do volume total. Os reatores contendo os meios de digestao foram purgados com N,
por 90 s e entdo incubados a 35°C, sem agitagao, por 41 dias.

Avaliou-se a digestdo em meio suplementado (mesmas condi¢bes da fermentacdo

para produgao de H; - secdo 4.8) e em meio ndo suplementado, comparativamente.

4.10. Quantificacdo do biogas

Tanto em frascos de penicilina, quanto em reatores manométricos, a pressao
interna dos reatores foi medida com auxilio de manémetro. Nos experimentos conduzidos
em frascos de penicilina, o mandémetro foi inserido no septo de borracha antes da abertura
do frasco; nos reatores manomeétricos foi possivel realizar o acompanhamento da pressao ao
longo do processo.

Tendo-se o valor da pressao, é possivel se calcular o volume ocupado pelo biogds
em pressao atmosférica, e o nimero de mols de biogds presente na amostra.

O volume equalizado de biogas foi calculado pela equac¢do de expansao isotérmica

para gases ideais, simplificada como:

(P X V)reator = (P X V)atm

Equagdo 3
(Bran + Patm) X Vs = Paem X Vbiogas
Equacgdo 4
i P, + P, XV
Assim, Vbiogés = (Pman P atm)XVHs
atm

Equagao 5

Em que:

Pman: pressdao manométrica

Patm: pressao atmosférica
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Vus: volume do headspace

Viiogss: Volume de biogas

O numero de mols de biogas foi calculado pela equagao dos gases ideais:

PXV=nXRXT

Equacgdo 6

_ (Pmant Patm)X Vhs
RXT

Assim, n
Equacdo 7

Em que:

n: nimero de mols de biogds

R: constante universal dos gases ideais

T: temperatura de fermentagdo

Amostras gasosas foram analisadas por cromatografia gasosa para quantificacdo
das concentracdes de H,, CH4 e CO,. Desta forma, calculou-se o volume e o nimero de mols

de cada um destes componentes na amostra, de acordo com as equac¢fes a seguir:

Vo= Vbiogés X Yc

Equacdo 8

Neg = Npjogas X Ve

Equacdo 9

Em que:

V.: volume do componente

yc. fracdo molar do componente

n¢: numero de mols do componente

Componente: H,, CH; ou CO,
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4.11. Modelagem da produgao de biogas

Nos ensaios cinéticos, onde a producdo de biogds foi acompanhada ao longo do
tempo, as modelagens dos perfis de geracdo de H, e CH, para predicao dos parametros
cinéticos foram realizadas segundo a equacdo de Gompertz modificada (BARRERA-

QUINTERO et al., 2017a):

Rmax*e
[FRax*a,-0+1]
el Mmax

H(t) = Hpaxe™

Equacgdo 10

Onde:

H: volume especifico de biogds, em mL/L

Hmax: volume especifico maximo de biogas, em mL/L

Rmax: taxa maxima de producdo de biogas, em mL/(L.h) ou mL/(L.d)

Ao: fase adaptativa, em h ou d.

A equacdao de Gompertz modificada é amplamente utilizada para descrever a
cinética de producdo de biogas e pode ser empregada para predicdo de parametros tanto

para H, quanto para CH4 (BARRERA-QUINTERO et al., 2017b; PAN et al., 2016).

4.12. Metodologia analitica
4.12.1. Cromatografia gasosa

As anadlises do biogas com relacdo as concentracdes de H,, CH; e CO, foram
realizadas em micro-cromatégrafo gasoso (Agilent Technologies®) equipado com dois canais
e um detector de condutividade térmica. As colunas cromatograficas utilizadas foram: HP-

PLOT U (3 m x 0,32 mm x 30 um) e HP-PLOT Molecular sieve 5A (10 m x 0,32 mm x 12 um), a
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60 e 100°C, respectivamente e tendo como gds de arraste He e N,, respectivamente. A

temperatura do injetor foi de 90 °C e a temperatura de entrada da amostra foi de 110 °C.

4.12.2. Cromatografia Liquida

As analises de glicerol, 1,3-propanodiol e acidos acético e butirico foram realizadas
em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu®) equipado com detector de indice de
refracdo e detector UV-Vis. Foi utilizada a coluna Aminex HPX-87H (BioRad), em modo
isocratico a 55°C, utilizando como fase mdvel H,SO4a 0,005 mol/L a um fluxo de 0,6 mL/min.
O volume de injecdo das amostras foi de 10 pL.

Todas as amostras liquidas foram previamente filtradas em membrana de PTFE

hidrofilico com porosidade de 0,22 um.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagao da glicerina residual do Biodiesel
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A glicerina utilizada como fonte de glicerol, proveniente de processo industrial de

producdo de biodiesel, foi caracterizada segundo metodologias-padrdo. As caracteristicas

fisico-quimicas da mesma estdo dispostas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas da glicerina utilizada como fonte de glicerol neste trabalho. Trata-se

de um subproduto industrial, gerado na unidade Rondonépolis/MT da produtora de biodiesel ADM do Brasil.

Parametro Valor Metodologia
pH 4,01 medida direta
DQO 626,13  goy/L APHA, 2005
Glicerol 66,00 % m/m HPLC
Metanol 0,029 %m/m CG
Umidade 13,33 % m/m medida direta
Enxofre 8 mg/kg ASTM D5453:2016"
Carbono 32 % (m/m) ASTM D5291:2016
Hidrogénio 9,2 % (m/m) ASTM D5291:2016
Nitrogénio 0,105 % (m/m) ASTM D5291:2016
Sédio 74,99  mg/kg ABNT NBR 15553:2015
Potassio 3,56 mg/kg ABNT NBR 15553:2015
Calcio <0,1 mg/kg ABNT NBR 15553:2015
Magnésio <0,1 mg/kg ABNT NBR 15553:2015
Fosforo 13,11  mg/kg ABNT NBR 15553:2015
indice de acidez 0,74 mgKOH/g EN 14104
Massa especifica a 20 °C 1,2509 g/cm? ABNT NBR 14065:2013
Massa especifica a 35 °C 1,2419 g/cm? ABNT NBR 14065:2013
Viscosidade cinematica a 35°C 43,7 mm?/s ASTM D445
Viscosidade cinematica a 40°C 32,57 mm?/s ASTM D445
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Poucas informagdes acerca deste material foram fornecidas pela empresa, porém
sabe-se que a ADM do Brasil utiliza 6leo de soja como matéria-prima para produgdo do
biodiesel (https://www.biodieselbr.com/usinas_brasil/fabrica/adm-2;
http://wwwb5.sefaz.mt.gov.br/-/mato-grosso-tera-a-maior-fabrica-de-biodiesel-do-mundo).
Com base nos teores de glicerol e metanol, a glicerina em questdo foi destilada para
recuperagao do alcool, porém nao foi purificada.

As relagdes C/N e C/P desta glicerina sdo 304 e 24.409, respectivamente, indicando
baixos teores de nitrogénio e fésforo nesta matéria-prima. Porém a demanda quimica de
oxigénio (DQO) é elevada (0,6 kgo,/L), apontando seu potencial poluidor, mas também seu

potencial como matéria-prima para producao de biogas.

5.2. Caracterizacdo do lodo anaerébio

O lodo anerdbio, coletado em dois lotes, foi brevemente caracterizado em termos
de sdlidos suspensos, valores estes que sdo usados para padronizar a quantidade de lodo

gue deve ser empregada como indculo. Os valores obtidos estdao presentes na Tabela 5

Tabela 5. Caracterizagdo simplificada dos lotes de lodo anaerdbio utilizados como indculo nesta pesquisa.
SST: solidos suspensos totais; SSF: sdlidos suspensos fixos; SSV: sélidos suspensos volateis. Os SSV
representam uma medida indireta da matéria organica no lodo e, portanto, foram utilizados a titulo de

padroniza¢dao do tamanho do indculo.

Lote A Lote B
1/3 adensador
100% adensador
2/3 digestor
SST (g/L) 18,28 15,95
SSF (g/L) 6,95 5,57
SSV (g/L) 11,33 10,40

SSV/SST 62% 65%
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Observa-se que o lodo anaerdbio utilizado neste trabalho continha baixo teor de
sélidos totais (SST), quando comparado a alguns trabalhos da literatura (FLORES-LARIOS et
al.,, 2015; VIANA et al., 2019), porém condizente com outros (FALOYE; GUEGUIM KANA;
SCHMIDT, 2014; FARHAT et al., 2018). O teor de sélidos de um lodo anaerdbio depende da
sua origem, logo, pode variar bastante. Por este motivo, fixou-se o teor de sélidos suspensos
volateis inoculado nos reatores, de forma a padronizar o tamanho do indculo.

Cabe destacar que de 62 a 65% dos sélidos suspensos correspondiam aos sélidos
suspensos volateis (SSV), que representam indiretamente a quantidade de células ali
presentes. Como é um lodo anaerdbio, é esperado que contenha baixo teor de matéria
organica. Os solidos suspensos fixos correspondem ao teor de componentes inorganicos no
material.

De forma geral, o teor de componentes organicos decresce com o tempo, enquanto
o teor de componentes inorganicos aumenta, devido a mineralizacdo do lodo que é
resultado da morte celular de alguns organismos por falta de nutrientes. Ao longo deste
trabalho acompanhou-se a composicdao de sélidos do lodo a fim de evitar o uso de um
indculo mineralizado. A ultima analise do lodo anaerébio revelou uma reducado de 4,4% nos
solidos suspensos volateis, revelando que o lodo pbéde ser bem preservado ao longo dos 4

anos de desenvolvimento da tese.

5.3. Selecao do lote de lodo anaerdbio

A coleta de lodo anaerdbio em uma ETE que emprega tecnologia de lodos ativados
pode ser realizada tanto diretamente do digestor, quanto do adensador. Com a finalidade de
identificar o tipo de lodo mais propicio para a producgao de H,, foram coletados dois lotes de
lodo anaerdbio: o lote A, composto por aproximadamente 1/3 de lodo do digestor e 2/3 de
lodo do adensador, em volume; e o lote B, composto somente por lodo do adensador. Para
tornar possivel a comparacao entre os lotes, a concentracdo de solidos suspensos volateis

foi fixada em 7,5 g/L no inicio das fermentagdes.
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Como a primeira etapa do processo desenvolvido nesta tese consistia na producao
de H;, os lodos foram submetidos a um pré-tratamento acido. Os lodos pré-tratados foram
aclimatados e empregados como inéculo para a fermentacao por 24 h.

O pré-tratamento se baseia na exposicao do lodo anaerébio a um ambiente hostil,
de modo que os microrganismos incapazes de esporular sejam inibidos, enquanto os
formadores de esporos resistem na forma de endosporos. A maioria das espécies produtoras
de H,, como Clostridium spp. e Bacillus spp. esporula quando submetida a uma condicdo
hostil, enquanto os principais consumidores de H, — arqueias metanogénicas
hidrogenotroficas — ndo possuem este mecanismo (RAFIEENIA; LAVAGNOLO; PIVATO, 2017).
Portanto, ao final do pré-tratamento as bactérias produtoras de H,, encontram-se na forma
de endosporos, morfologia celular desidratada formada como meio de protecdo as
organelas vitais do organismo e que ndo apresenta atividade metabdlica (PIGGOT et al,,
1976). Para germinac¢do do endosporo em célula metabolicamente ativa, é necessario que o
meio torne-se novamente favoravel (temperatura, pH, nutrientes...) (BUNDHOO; MOHEE;
HASSAN, 2015b). A germinacdo do enddsporo pode ocorrer, portanto, durante a etapa de
aclimatagao.

Corroborando esta teoria, LEE; SONG & HWANG, (2009) mostraram uma drastica
reducdo no numero de células vidveis em lodo anaerdbio pré-tratado com acido; foi
mostrado também o aumento do nimero destas células vidveis 24 h apds o pré-tratamento
acido, das quais a maioria foi identificada como pertencente ao género Clostridium,
indicando a resisténcia dessas bactérias ao pré-tratamento.

Na Figura 24 estdo apresentados os resultados de volume especifico de biogas
guando se utilizou o lodo anaerébio do lote A pré-tratado e submetido a diferentes tempos
de aclimatagao, bem como o consumo de substrato. No ensaio controle, no qual foi utilizado
o lodo A in natura, observou-se baixo consumo de substrato e producdo de CH,4, enquanto
nos demais ensaios a composicdo do biogas era de H,, CO, e N, (da purga).

Houve uma progressao da producdo de H, conforme o tempo de aclimatacdo foi
prolongado, entre 0 e 24 h, o mesmo ocorreu com o consumo de substrato, indicando que
0s microrganismos produtores de H, presentes no lodo A necessitaram de um tempo de

adaptacdo apds o pré-tratamento.
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Figura 24. Volume especifico de Biogas (H H,; B CH,) gerado apds 24 h de fermentagao, utilizando como
inéculo o lodo anaerdbio proveniente do Lote A (1/3 adensador; 2/3 digestor), apds pré-tratamento acido e
submetido a diferentes tempos de aclimatagdo. O eixo x representa os tempos de aclimatagdo aos quais o
lodo pré-tratado foi submetido. Apés aclimatacgéo o lodo foi inoculado em meio contendo 1 g/L de glicerol da
glicerina e mantido a 35°C e 160 rpm por 24 h. C: controle onde se utilizou como inéculo o lodo anaerébio in

natura; ¢ consumo de glicerol.

Os resultados obtidos nas fermentacdes em que o lodo B foi empregado (Figura 25)
ndao acompanharam a mesma tendéncia daqueles obtidos em fermentag¢des onde se utilizou
o lodo A como indculo. Ndo houve diferenca estatistica significativa (teste t com 95% de
confianga) entre as médias das producdes de H, obtidas com o lodo B ndo aclimatado (0 h) e
o lodo B aclimatado por até 8 h. Depois de 8 h, pode-se observar uma reducdo da producdo
de biogas apesar de o consumo de substrato permanecer total. Novamente, houve baixo

consumo de substrato e baixa producdo de metano ao se utilizar o lodo in natura (C).
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Figura 25. Volume especifico de Biogas (l H,; M CH,) gerado apds 24 h de fermentacao, utilizando como
indculo o lodo anaerdbio proveniente do Lote B (100% adensador), apds pré-tratamento acido e submetido a
diferentes tempos de aclimatacdo. O eixo x representa os tempos de aclimatagdo aos quais o lodo pré-
tratado foi submetido. Apds aclimatacio o lodo foi inoculado em meio contendo 1 g/L de glicerol da
glicerinae mantido a 35°C e 160 rpm por 24 h. C: controle onde se utilizou como inéculo o lodo anaerdbio in

natura; ¢ consumo de glicerol.

Na Tabela 6 encontram-se sumarizadas as producdes especificas de H,, e as
concentracdes de acido acético, acido butirico e 1,3-PDO, bem como o percentual de
consumo de glicerol, obtidos nos ensaios de aclimatacao dos lodos anaerdbios dos lotes A e
B apds pré-tratamento acido. Os valores que constam nesta tabela correspondem ao final da

fermentacdo (24 h).



Tabela 6. Valores de volume especifico de H,; concentragdes de acido acético (Hac), acido butirico (Hbut) e 1,3-propanodiol (PDO); e consumo de glicerol,

resultantes da fermentag3o de 1(g/L) de glicerol da glicerina por 24h, utilizando dois lotes de lodo anaerdbio aclimatados a 35° por diferentes intervalos de

tempo.
Aclimatacdo (h) H, (mL/L) Hac (g/L) Hbut (g/L) PDO (g/L) Consumo de glicerol
0 8,76 + 0,51 0,21 £+ 0,01 0,12 + 0,05 0,44 + 0,01 39,54% t 0,76%
2 11,15 + 1,03 0,35 £ 0,01 0,10 £ 0,01 0,52 + 0,02 53,60% t 2,21%
< 6 14,47 + 2,12 0,22 + 0,00 0,09 £+ 0,00 0,34 = 0,00 53,48% * 0,00%
g 8 17,91 + 0,02 0,24 + 0,01 0,24 + 0,02 0,29 = 0,08 80,80% * 3,64%
24 24,62 *+ 0,58 0,27 £ 0,01 0,27 = 0,03 0,29 + 0,02 91,93% + 0,01%
48 11,42 + 4,16 0,27 + 0,00 0,11 + 0,00 0,22 + 0,03 89,52% * 0,51%
0 19,74 + 1,83 0,07 + 0,01 0,15 + 0,03 0,22 + 0,03 99,04% + 1,17%
4 18,86 + 1,07 0,07 £ 0,01 0,15 = 0,01 0,27 £ 0,05 100,00% = 0,00%
8 24,84 + 5,05 0,08 + 0,01 0,16 + 0,01 0,23 = 0,02 100,00% * 0,00%
; 15 14,86 + 1,17 0,10 £ 0,00 0,21 = 0,01 0,35 £ 0,00 100,00% = 0,00%
. 18 14,64 + 0,58 0,12 + 0,01 0,21 + 0,01 0,37 =+ 0,02 100,00% * 0,00%
21 10,31 + 0,58 0,12 £+ 0,01 0,18 = 0,01 0,31 £ 0,01 100,00% = 0,00%
24 9,65 + 0,00 0,12 £+ 0,00 0,00 = 0,00 0,44 + 0,00 100,00% = 0,00%




Observa-se que a fermentacao realizada pelo consdrcio microbiano do lodo A foi do
tipo acética. De 0 h a 24 h de aclimatac¢do, a medida que o consumo de substrato aumentou
as concentra¢des de acidos acético e butirico também aumentaram, com consequente
aumento da produgdo de H,, indicando que os microrganismos selecionados pelo pré-
tratamento dcido necessitaram da aclimatacdo para serem capazes de metabolizar o glicerol
na etapa de fermentacdo. Adicionalmente, observa-se uma reduc¢do da produc¢do de 1,3-
propanodiol, indicando que o lodo n3o aclimatado tem preferéncia pela via redutora, que é
uma via mais direta, porém sem geragao de energia para a célula. Em tempos mais longos de
aclimatacao a producgdo de 1,3-PDO diminui, enquanto a concentragdo dos dcidos aumenta.
O lodo aclimatado por 48 h quando utilizado no processo fermentativo por 24 h mostrou
baixa producdo de H, e consequentemente dos dacidos associados ao seu metabolismo.
Como esperado, a concentracdo de 1,3-PDO também foi baixa ao final de 24 h. Nesta
condicdo, o lodo permaneceu em auséncia de substrato por muito tempo, podendo ter
ocorrido morte celular. Desta forma, o indculo utilizado na fermentacdo poderia conter
menor quantidade de células viaveis.

O emprego do lote B como indculo para a fermentacdo mostra um perfil diferente
daquele observado anteriormente, com o lote A, visto que os microrganismos ali presentes
sdo capazes de consumir o glicerol sem a necessidade de aclimatacao e o principal acido
produzido foi o butirico. Neste caso houve acumulo crescente de H, quando se utilizou lodo
aclimatado entre 0 h e 8 h. O uso de lodo aclimatado por tempos mais longos levou a
reducdo do H, acumulado, porém com concentra¢cdes maiores de acidos, o que pode ser
resultado da acdo de bactérias homoacetogénicas, que consomem CO, e H, para formacgao
de 4acido acético. O lodo aclimatado por mais tempo levou a formacdo de 1,3-PDO, ao
contrdrio do que se observou com a utilizacdo do lote A de lodo.

Como a constituicdo de microrganismos no lodo anaerdbio é muito variada e
complexa, os metabdlitos analisados sdo resultado da acdo de diferentes géneros de
microrganismos, cada um com suas caracteristicas metabdlicas particulares. A analise
realizada neste trabalho é macroscépica e fenomenoldgica, e tem como objetivo a selecdo
do consércio mais promissor para a producdo de H,. Para melhor entendimento do processo

de fermentacdo, trés ensaios fermentativos foram acompanhados ao longo do tempo
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(Figura 26, Figura 27 e Figura 28), tendo como indculos: lote A n3do aclimatado, lote A
aclimatado por 24 h e lote B nao aclimatado. Foram acompanhados os seguintes
parametros: concentracdes de glicerol, dcido acético, acido butirico e 1,3-propanodiol; e
volume especifico de H,.

O uso do lote A ndo aclimatado (Figura 26) levou a uma producdo mais baixa de H,,
bem como de 4cidos acético e butirico, visto que estes acidos sdo produzidos
concomitantemente a producdo de H,. Além disso, a producdo de 1,3-PDO se iniciou antes
da producdo de H,, e houve maior geragdo de 1,3-PDO ao longo do processo fermentativo,
em comparacdao com o ensaio fermentativo em que o lodo foi aclimatado (Figura 27),
indicando uma preferéncia das bactérias pela via redutora quando ndo ha aclimatacdo e

preferéncia pela via oxidativa quando ha aclimata¢do, conforme apontado anteriormente.
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Figura 26. Cinética da producgdo de H, empregando lodo anaerdbio do Lote A pré-tratado com acido e ndo
aclimatado.S, = 1 g/L de glicerol; X, = 7,5 gssv/L; pH 6,0; B H,; -- equacdo de Gompertz modificada; 4 1,3-PDO;

acido butirico; ® acido acético; ¢ glicerol.
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Figura 27.Cinética da produc¢do de H, empregando lodo anaerdbio Lote A pré-tratado com acido e aclimatado
por 24 h.S, = 1 g/L de glicerol; X, = 7,5 gss\/L; pH 6,0; B H,; -- equagdo de Gompertz modificada; 4 1,3-PDO;

acido butirico; ® acido acético; ¢ glicerol.

Os parametros da equac¢ao de Gompertz modificada indicaram 17 h de fase
adaptativa e volume especifico maximo de H, de 11 mL/L, com coeficiente de determinacgdo
(R?) de 0,9754 para a cinética com lodo n3o aclimatado e 12 h de fase adaptativa e volume
especifico maximo de H, de 30 mL/L, com R? de 0,9949 para a cinética com lodo aclimatado.
Verificou-se que o lodo do lote A demanda menos tempo de adaptacdo, porém necessita de
uma etapa de aclimatacdo para que sejam alcancados valores mais expressivos na producao
de H,. Na fermentacdo em que se utilizou o lodo A ndo aclimatado, apds 48 h de
fermentacdo ainda havia uma tendéncia de aumento da producdo de H,, porém o processo
foi interrompido, visto que ndo seria interessante um processo tao longo. Quando o lodo A
foi aclimatado por 24 h foi possivel atingir a estabilidade de producdo apds 21 h.
Considerando-se o tempo global do processo, ou seja, o tempo de aclimatacdo somado ao
tempo de fermentacdo, a produtividade volumétrica maxima (Qpmasx) alcancada com o lodo

anaerdbio do lote A ndo aclimatado foi 0,41 mL/(L.h) em 0 h + 23 h (tempo total: 23 h),



91

enquanto a Qpmasx obtida aclimatando-se este lodo por 24 h foi 0,64 mL/(L.Lh)em 24 h + 21 h

(tempo total: 45 h), correspondendo a um aumento de 58%.

O emprego do lote B de lodo anaerdbio como inéculo mostrou que o lodo nao
aclimatado possui maior fase adaptativa (17 h), porém neste caso a taxa de producdo de H,
foi mais elevada, levando a produgdo de 20 mL/L em 24 h de fermentagdo. Observa-se que
as vias redutora e oxidativa de metabolismo do glicerol ocorrem paralelamente e tem maior
atividade entre 17 h e 24 h. Adicionalmente, foram produzidos 0,4 g/L de 1,3-PDO, o que é

interessante para a préxima etapa do processo global da biorefinaria.

1.2 30

0.8 + _l_!.___.__ 20
L

0.6 - ! - 15

Concentragdo de alcodis e acidos (g/L)
-
Produgdo especifica de H, (mL/L)

0.2 - I T T T +s

_eb-'e- 2z ~e— 84— — -3
0.0 m =====-m O3 L0

0 10 20 30 40
Tempo (h)

Figura 28. Cinética da producdo de H, empregando lodo anaerdbio Lote B pré-tratado com acido e ndo
aclimatado. Sy = 1 g/L de glicerol; X, = 7,5 gssv/L; pH 6,0; B H,; -- equag¢io de Gompertz modificada; 4 1,3-

PDO; M acido butirico; ® acido acético; ¢ glicerol.

A producdo de H, pelos organismos do lodo do lote B foi associada a producdo de
acido butirico, enquanto a do lodo do lote A foi associada ao acido acético. A via do acido
acético leva a maiores rendimentos de H,, porém as produtividades alcancadas utilizando-se

o lodo A (Qpmax = 0,64 mL/(L.h)) foram inferiores aquelas alcan¢adas utilizando-se o lodo B
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(QPmax = 0,80 mL/(L.h)), considerando-se o tempo total de processo (tempo de aclimatagdo +
tempo de fermentag¢do). Adicionalmente, houve consumo total do substrato adicionado ao
lodo B, indicando que a populacdo microbiana encontrava-se mais ativa apds o pré-
tratamento. Por estes motivos selecionou-se o lote B de lodo anaerdbio para o

prosseguimento da pesquisa.

5.4. Selecao do tipo de pré-tratamento do lodo anaerébio

Foram avaliados os pré-tratamentos térmico e acido do lodo anaerébio do lote B.
Os resultados do pré-tratamento acido estao contidos na se¢do anterior, portanto realizou-
se uma avaliacdo da necessidade de aclimatacdo do lodo B pré-tratado termicamente (Figura

29).
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Figura 29. Volume especifico de biogas (l H,; M CH, ) gerado apds 24 h de fermentagdo, utilizando como
inéculo o lodo anaerébio proveniente do Lote B (100% adensador), apés pré-tratamento térmico e
submetido a diferentes tempos de aclimatac¢ado. O eixo x representa os tempos de aclimatagdo aos quais o
lodo pré-tratado foi submetido. Apds aclimatagio o lodo foi inoculado em meio contendo 1 g/L de glicerol da
glicerina e mantido a 35°C e 160 rpm por 24 h. C: controle onde se utilizou como indculo o lodo anaerdbio in

natura; ¢ consumo de glicerol.
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Observa-se que o lodo B quando submetido ao pré-tratamento térmico nao
demandou aclimatagdo, corroborando os resultados anteriores apds o pré-tratamento acido.
A principal vantagem de se utilizar o lodo do lote B pré-tratado termicamente é a sua
estabilidade apds o pré-tratamento, visto que a producdo de H, se manteve no mesmo
patamar independentemente do tempo de aclimatacdo. Considerando-se um intervalo de
confianga de 95% o tempo em que o lodo B pré-tratado termicamente manteve seu
potencial de producdo de H, foi 2,6 vezes mais longo que seu tempo de estabilidade apds
pré-tratamento acido.

Desta forma, foi realizada uma cinética de produgdao de H, utilizando-se o lodo B
pré-tratado termicamente e ndo aclimatado, na qual se acompanhou também as
concentragdes de glicerol, 1,3-propanodiol e acidos acético e butirico ao longo do tempo

(Figura 30).
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Figura 30. Cinética da produgdo de H, empregando lodo anaerdbio Lote B pré-tratado termicamente e nao
aclimatado. Sp = 1 g/L de glicerol; X, = 7,5 gssy/L; pH 6,0; B H,; -- equagio de Gompertz modificada; 4 1,3-

PDO; M acido butirico; ® acido acético; ¢ glicerol.
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A producdo de H; se iniciou apds 13 h de processo, atingindo o volume especifico
maximo de 20 mL/L apds 21 h, segundo a equagdo de Gompertz modificada ajustada com R?
= 0,9813. A producdo de H, inicialmente ocorreu associada a de acido acético (8 h—15 h) e
posteriormente (15 h — 21h) a de &acido butirico, mostrando um perfil de fermentacao
acético-butirica. O H, produzido permaneceu acumulado no headspace de 21 h até 37 h de
processo; adicionalmente, a concentracdao de acido acético se manteve constante neste
intervalo de tempo, indicando que ndo houve atividade homoacetogénica relevante apds o
pré-tratamento térmico realizado. E possivel observar ainda que a producdo de 1,3-PDO se
iniciou antes da producdo de 4cidos e H,, o que seria natural visto que a via redutora é mais
simples e envolve menos etapas se comparada a via oxidativa. Esta producdo cessou apés a
estabilizacdo da produgdo de H,, quando ainda havia cerca de 10% do substrato inicial no
meio fermentativo, os quais foram utilizados para producao de 1,3-PDO.

A produtividade volumétrica maxima de H; alcangada nesta etapa foi 0,95 mL/(L.h),
20% superior aquela obtida empregando-se o lodo B pré-tratado com acido. Considerando-
se o perfil cinético de producdo de H,, a ndo necessidade de aclimatagao e a estabilidade do
lodo B pré-tratado termicamente, este foi selecionado para o prosseguimento da pesquisa.

As selecbes do lote de lodo anaerdbio e do tipo de pré-tratamento a ser empregado
constituiram etapas fundamentais para o inicio do processo de produc¢ao de H,, tendo sido
possivel aumentar a produtividade de H, em 48%, comparando-se os resultados obtidos com
o lote B pré-tratado termicamente com aqueles obtidos com o lote A pré-tratado com acido
e aclimatado por 24 h. Adicionalmente, foi possivel utilizar um lodo que ndo demande a
etapa de aclimatacdo e que seja estavel, resultando em maior liberdade pratica na execugao
dos experimentos. Deste ponto em diante o lodo anerdbio do lote B serd mencionado
apenas como lodo anaerébio.

O objetivo desta etapa da pesquisa foi selecionar o lote de lodo anaerdbio e o tipo
pré-tratamento que resultassem na melhor producdo de H,. Portanto ndo foram realizadas
analises microbioldgicas dos lodos utilizados, o que seria de grande valor para a elucidacdo
de questOes levantadas aqui. A andlise metagenOmica dos diferentes lotes de lodo
anaerdbio e em diferentes estagios do processo (antes e apds os pré-tratamentos, em

diferentes etapas da aclimatacdo e da fermentacdo, por exemplo) complementaria a
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discussdo e contribuiria no aprofundamento dos resultados do ponto de vista microbiano e
bioquimico, mas estas andlises ndo puderam ser realizadas e ficam como sugestdo para

trabalhos futuros dentro desta linha de pesquisa.

5.5. Produgao de 1,3-propanodiol em meio suplementado para favorecer a via redutora

do glicerol

A producdo bioldgica de 1,3-PDO, realizada por bactérias, ocorre pela via redutora
do metabolismo de glicerol. Esta via consiste em apenas duas etapas: a desidratacdo de
glicerol a 3-hidroxi-propionaldeido, catalisada pela enzima glicerol desidratase; e a redugao
de 3-hidroxi-propionaldeido a 1,3-propanodiol, mediada pela enzima 1,3-propanodiol
oxidoredutase. A via redutora ocorre paralelamente a via oxidativa e com o objetivo de
favorecer a via redutora, foram adicionados alguns elementos ao meio de fermentacdo
identificados como ativadores das enzimas glicerol desidratase e 1,3-propanodiol
oxidoredutase, além de uma fonte de nitrogénio.

Inicialmente, utilizou-se 1 e 10 g/L de glicerol proveniente da glicerina como fonte
de carbono, em meios contendo ou ndo a suplementagdo de vitamina B12, COCl,.6H,0,
K,HPO,4, FeCls.6H,O e extrato de levedura. As concentracdes obtidas de 1,3-PDO estdo
apresentadas na Figura 31.

E possivel observar que nos meios contendo a concentracdo inicial de 1 g/L de
glicerol, os resultados de produgdo de 1,3-PDO sdo estatisticamente iguais (teste t com 95%
de intervalo de confianga) nos meios suplementados ou ndo. Os rendimentos obtidos foram
de 0,41 e 0,35 g/g, respectivamente, correspondendo as eficiéncias de 68% e 60%. Estes
resultados indicam que ndo houve inibicdo das enzimas da via redutora, ou um grande
desvio da fonte de carbono para a via oxidativa, visto que as concentra¢des finais de acidos
foram baixas (0,11 g/L de acido acético e 0,10 g/L de acido butirico; e 0,07 g/L de acido
acético e 0,12 g/L de acido butirico, respectivamente — vide Tabela 7).

O aumento da concentracao inicial de glicerol em 10 vezes resultou no aumento de

4,4 vezes na producdo de 1,3-PDO em meio ndo suplementado e 7,5 vezes em meio
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suplementado; as eficiéncias de conversdo de glicerol a 1,3-PDO foram 30% e 61%,
respectivamente. Desta forma, percebe-se uma diferenca significativa de conversao do
glicerol a 1,3-PDO. Adicionalmente, as concentracdes finais de acido acético e acido butirico
foram similares nas duas condi¢des (respectivamente: 0,46 e 0,62 g/L em meio ndo
suplementado contra 0,37 e 0,86 g/L em meio suplementado), indicando que houve
favorecimento da via redutora mediante suplementa¢dao com B12, C02+, Fe2+, K" e extrato de

levedura.
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Figura 31. Concentracdo final de 1,3-PDO a partir de 1 ou 10 g/L de glicerol (glicerina) em meio sem
suplementacdo ( ) ou com suplementacdo (=) de 5 mg/L de vitamina B12, 5 mg/L de CoCl,.6H,0, 5 g/L de
K,HPO,, 3 mg/L de FeCl;.6H,0 e 1 g/L de extrato de levedura. Experimentos realizados em triplicata, em
frascos de penicilina de 100 mL contendo 90 mL de meio, a pH 6,0, 35°C e 160 rpm. O indculo utilizado foi

lodo anaerébio pré-tratado termicamente, a uma concentragio de SSV de 7,5 g/L.

Estes resultados corroboram o estudo de HUANG; GONG e TSAO(2002), o qual
mostrou que a adi¢do de vitamina B12 e COCIl, tem efeito positivo sobre a producgao de 1,3-
PDO a partir de glicerol, mesmo em concentragdes reduzidas (5 mg/L), utilizando cultura
pura de Klebsiella pneumoniae como indculo. Em outro estudo, VIVEK e colaboradores
(2017c) incluiram vitamina B12 como componente importante para o meio de producdo de
1,3-PDO por Lactobacillus brevis. Adicionalmente, empregando lodo anaerdbio, PARANHOS
e SILVA (2018) confirmaram que K* e vitamina B12 exercem influéncia positiva significativa
sobre a producdo de 1,3-PDO a partir de glicerina. Utilizando cultivo de Clostridium sp.(1)

WISCHRAL e colaboradores (2015) apontaram que K;HPO, foi um dos componentes que
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mais influenciou positivamente a producdo de 1,3-PDO, dentre 20 componentes
investigados; (2) MARTINS e colaboradores (2020) selecionaram KH,PO,4 entre os 6 principais
componentes dentre 15 estudados para a composicdao do meio de producdo de 1,3-PDO; isto
provavelmente porque a enzima glicerol desidratase é ativada por K" (JIANG et al., 2016).
Outro componente apontado como estatisticamente significativo foi o FeSO,4 (MARTINS et
al., 2020; MOON et al., 2011), o qual fornece Fe’" ao meio, ion presente no sitio catalitico da
enzima 1,3-propanodiol oxidoredutase. Extrato de levedura foi amplamente utilizado como
fonte de nitrogénio, sendo apontado como fator significativo para a produc¢do de 1,3-PDO a
partir de glicerol (MARTINS et al., 2020; MOON et al., 2011; VIVEK et al., 2017c; WISCHRAL et
al., 2015).

Para que se obtenha concentracdes elevadas do produto de interesse e que se
aproveite de forma eficiente o material empregado como matéria-prima no processo, ha de
se buscar a aplicacdo da maior concentragdo de substrato possivel na alimentagao. Por isso,
foi realizada a produgao de 1,3-PDO em meios suplementados contendo concentragdes

crescentes de glicerol, na faixa de 1 a 50 g/L, conforme apresentado na Figura 32.
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Figura 32. Producao de 1,3-PDO (=) em meio suplementado contendo crescentes concentragoes de glicerol
(m) (proveniente da glicerina). Valores apds 24 h de fermentag¢3o nos processos contendode 1a30g/Le
ap6s 48 h nos processos contendo 35 ou 50 g/L. A eficiéncia de conversio de glicerol em 1,3-PDO (m) foi

calculada em relagdo ao rendimento maximo teérico de 0,59 g-PDO/g-glicerol.

Eff=[(Yp/sexp)/(Yp/steorico)]*100%.
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Tabela 7. Concentragdo inicial de glicerol (S;), consumo de substrato (RPS), concentragdes finais de acido acético (Hac), acido butirico (Hbu), 1,3-PDO, rendimento

de 1,3-PDO (Y;/s) e eficiéncia de conversdo de glicerol a 1,3-PDO. Valores ap6s 24 h de fermentagdo nos processos contendo de 1 a 30 g/L e ap6s 48 h nos

processos contendo 35 ou 50 g/L. A eficiéncia de conversio de glicerol em 1,3-PDO foi calculada em relagdo ao rendimento maximo teérico de 0,59 g-PDO/g-

glicerol. Eff=[(Yp/sexp)/(Yp;stedrico)]*100%. Meio ndo suplementado (0); meio suplementado (e).

S Si RPS Hac (g/L) Hbu (g/L) 1,3-PDO (g/L) Ypss (8/8) Eff. (%)

o 1 g/L 100,0% + 0,0% 0,07 = 0,01 0,12 + 0,00 0,39 + 0,02 0,35 * 0,02 59,99 + 0,02
o 10 g/L 98,9% + 0,1% 0,46 + 0,04 0,62 + 0,04 1,74 + 0,23 0,18 + 0,02 30,10 + 0,03
° 1 g/L 100,0% + 0,0% 0,11 * 0,05 0,10 = 0,05 0,46 = 0,03 0,41 + 0,02 68,34 + 0,04
° 10 g/L 95,7% t 3,4% 0,37 + 0,03 0,86 £ 0,13 3,47 £ 0,46 0,36 £ 0,05 60,82 *+ 8,42
° 20 g/L 59,6% * 6,7% 0,45 + 0,04 0,73 + 0,11 3,40 = 0,40 0,18 + 0,01 30,70 + 1,53
° 30 g/L 28,5% + 0,0% 0,58 + 0,05 0,63 £ 0,13 3,54 £ 0,40 0,12 + 0,02 20,69 + 2,95
° 35 g/L 54,1% + 1,3% 0,52 + 0,09 0,79 + 0,40 4,14 + 0,25 0,12 £+ 0,01 20,63 + 1,26
° 50 g/L 52,7% * 6,2% 0,63 + 0,26 0,78 + 0,01 4,96 + 0,60 0,10 + 0,01 16,35 + 1,98
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Houve um grande crescimento na producdo de 1,3-PDO decorrente do aumento da
concentragdo de glicerol de 1 g/L para 10 g/L, porém nas concentragGes superiores a 10 g/L
a producdo de 1,3-PDO ndo acompanhou o teor de substrato disponivel no meio. Dessa
forma, os rendimentos decresceram com o aumento da concentragdo inicial de glicerol,
resultando em eficiéncias cada vez menores.

Na Tabela 7 pode-se observar que o consumo de glicerol (RPS) decaiu com o
aumento da concentragao inicial de glicerol, de 96% em meio contendo 10 g/L para 53% em
meio contendo 50 g/L, indicando uma possivel inibicdo do metabolismo em funcdo da
concentracdo de substrato. Além disso, as concentracdes de acido acético e, principalmente,
de acido butirico sofreram pouca alteracdo frente a alteracdo da concentracdo inicial de
substrato. Apds aumento de 400% na concentragdo inicial de substrato, a produg¢do de acido
acético cresceu apenas 69% e a de acido butirico sofreu reducdo de 10%, reforcando os
indicios de inibicdo por substrato.

WISCHRAL e colaboradores (2015) relataram 8 g/L de glicerol como a concentragdo
otima para producdo de 1,3-PDO e consumo de substrato obtendo 3,85 g/L de 1,3-PDO;
concentracdes menores proporcionavam rendimentos similares ao 6timo, porém valores
maiores levavam a reduc¢do do rendimento, resultado similar ao obtido neste estudo.

Existem trabalhos na literatura que apontam o consumo de concentracdes de
glicerol superiores a 50g/L, porém sdo utilizadas culturas puras de microrganismos pré-
cultivadas (MARTINS et al., 2020; VIVEK et al., 2017c). Utilizando lodo anaerdbio, PARANHOS
e SILVA (2018) alcangaram 16,4 g/L de 1,3-PDO a partir de 30 g/L de glicerol (Yp;s = 0,57 g/g)
em batelada utilizando meio suplementado com K*, vitamina B12 além de sais e extrato de
levedura, contudo o processo foi conduzido por 168 h, o que resulta em uma produtividade
volumétrica de 0,097 g/(L.h), ou seja, 45% menor que a obtida neste trabalho ao se
empregar 30 g/L (24 h); DIETZ e ZENG (2014) relataram a produgdo de 70 g/L (Q, = 2,6
g/(L.h)) utilizando lodo anaerdbio de uma planta de biogas, porém em batelada alimentada.

Neste contexto, a abordagem mais promissora para producdo de 1,3-PDO a partir
de glicerol é o processo em batelada alimentada ou continuo (CHEN et al., 2018), diminuindo
assim a inibicdo do metabolismo pelo aumento da concentracdo do substrato ao mesmo

tempo que promove a adaptacdo do inéculo ao meio de fermentacdo (DIETZ; ZENG, 2014). A
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concentragdo de 10 g/L é promissora para o inicio da alimenta¢do, como ponto de partida

para a avaliacao das estratégias dos processos citados.

5.6. Otimizacdao do meio de produgado de H,

A glicerina utilizada neste trabalho continha baixissimos teores de nitrogénio e
fosforo, conforme abordado na se¢ao 5.1, contudo estes elementos sao, de maneira geral,
fundamentais para os processos fermentativos. O nitrogénio é essencial para a sintese de
proteinas, de parede celular e de acidos nucléicos (CAROSIA et al., 2017). O fésforo é
requerido para sintese de ATP e de membrana celular, sendo crucial para a manutencdo e o
crescimento celular (CAROSIA et al., 2017; LIU et al., 2015).

Outro fator que pode limitar o metabolismo do glicerol é sua viscosidade, mais
elevada que a do meio aquoso. A adicdo de surfactante ao meio de fermentacdo contendo
glicerol leva a reducdo da tensdo superficial e, consequentemente, da viscosidade do
glicerol, tornando-o mais disponivel, o que resulta no maior consumo de glicerol pelos
microrganismos e no aumento da produgao de H, (PACHAPUR et al., 2016).

Desta forma, as varidveis independentes escolhidas para a otimizacdo do meio de
producao de H, foram: a concentracdao de N, a concentracdo de P e a concentragcao de

Tween 80.

5.6.1.Planejamento fatorial 23

O planejamento fatorial 2* (2 niveis e 3 variaveis independentes) foi escolhido como
12 etapa da otimizacdo, devido ao numero de parametros que se desejava avaliar
(RODRIGUES; IEMMA, 2009). Como foram selecionadas 3 varidveis independentes, é possivel
realizar um planejamento fatorial completo em 11 corridas experimentais (incluindo as 3
repeticdes do ponto central), conforme apresentado na Tabela 8. Foram realizadas réplicas
do ponto central para viabilizar o calculo do erro puro e a estimativa dos efeitos das

varidveis, possibilitando assim a andlise de variancia e o ajuste do modelo linear proposto
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em um planejamento fatorial. A partir do planejamento fatorial, foi possivel verificar os

efeitos e significancias estatisticas de cada varidvel estudada sobre a produgao de H,.

Tabela 8. Matriz experimental do planejamento fatorial 2’ e os resultados de volume especifico de H, gerado

em cada condigao avaliada. Os experimentos 9, 10 e 11 sdo repeti¢cdes do ponto central (nivel 0).

Ensaio N P Tween 80 e
(mL/L)
1 -1 -1 -1 16,7
2 +1 -1 -1 29,1
3 -1 +1 -1 40,7
4 +1 +1 -1 41,0
5 -1 -1 +1 204
6 +1 -1 +1 32,6
7 -1 +1 +1 19,8
8 +1 +1 +1 36,3
9 0 0 0 41,0
10 0 0 0 45,5
11 0 0 0 43,9
Controle* - - - 20,1

* sem adicdo de fontes de N, P ou surfactante

Na Tabela 8 é possivel observar que o volume especifico de H, variou entre 16,7
mL/L e 45,5 mL/L, indicando que as diferencas de composi¢cdo dos meios de fermentacdo
afetam a producdo de H,. O volume especifico de H, obtido no experimento controle (sem
adicdo de fontes de N, P ou surfactante) foi de 20,1 *+ 2,8 mL/L, este valor foi superior aquele
obtido no ensaio 1 (16,7 mL/L), porém sdo muito préximos quando se considera o desvio
experimental obtido nos pontos centrais. As réplicas do ponto central apresentaram
variancia pequena, indicando boa repetibilidade do processo.

De acordo com a ANOVA (Tabela 9) e com o grafico de Pareto (Figura 33) as
concentracdes de N e P foram as varidveis com maior significancia estatistica, ou seja, com

maior efeito sobre a producdo de H,. Ambas as contribuicdes dessas varidveis foram
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positivas, o que significa que o aumento das respectivas concentra¢des no meio de producao
pode levar ao aumento da produgao de H,. Portanto, estas varidveis sdao importantes para o

processo e, logo, devem constar no modelo matematico de predi¢do da producdo de H,.

Tabela 9. ANOVA (andlise de variancia) do planejamento fatorial 2°. Fatores em negrito foram

estatisticamente significativos no intervalo de confianga de 90%.

Soma dos Grau de Quadrado
Fator F p-valor
Quadrados Liberdade Médio
Curvatura 423,2630 1 423,2633 82,26528 0,011939
(1) N 214,8170 1 214,8167 41,75169 0,023124
(2) P 190,0890 1 190,0891 36,94564 0,026015
(3) Tween 80 42,2450 1 42,2447 8,21066 0,103269
Interagao 1x2 7,6860 1 7,6857 1,49379 0,346122
Interagao 1x3 31,8880 1 31,8879 6,19772 0,130500
Interagao 2x3 133,8880 1 133,8885 26,02250 0,036346
Falta de Ajuste 33,3080 1 33,3077 6,47368 0,125943
Erro Puro 10,2900 2 5,1451
Total 1087,4740 10

R?=0,95991; Adj.= 0,86636

A concentracdo de Tween 80 foi marginalmente significativa (p-valor = 0,10327), e a
interacdao entre fésforo e Tween 80 foi significativa; portanto a varidvel ‘concentracao de
Tween 80’ deve ser mantida na etapa seguinte do planejamento.

O coeficiente de determinacdo entre os dados experimentais e os dados preditos
pelo modelo foi de 95,99% (Tabela 9). Além disso, a falta de ajuste do modelo e o erro puro
ndo foram significativos, indicando que o modelo gerado possui bom ajuste com os dados

experimentais, como também pode ser observado na Figura 34.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: P H2
2**(3-0) design; MS Pure Error=5,145103
DV PH2
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Figura 33. Grafico de Pareto dos efeitos padronizados. As barras a direita da linha vermelha representam as
variaveis que foram estatisticamente significativas (p< 0,1), ou seja, sdo relevantes para o processo e para o
modelo matematico. Os valores ao lado das barras correspondem aos efeitos de cada variavel e das interagées

entre variaveis, representando o peso de cada variavel sobre a resposta.
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Figura 34. Valores observados (o) versus valores preditos pelo modelo (-). Observa-se que houve bom ajuste

do modelo aos resultados obtidos experimentalmente.
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A andlise de varidncia (Tabela 9) apontou que as faixas de concentracdo avaliadas
encontram-se na regido da curvatura (curvatura estatisticamente significativa), o que
também pode ser observado na Tabela 8, onde as maiores producdes de H, foram obtidas no
ponto central. Desta forma, para que se obtenha um modelo quadratico basta adicionar os
pontos axiais a este planejamento fatorial, tornando-o um delineamento composto central

rotacional (DCCR).

5.6.2.Delineamento composto central rotacional com 3 fatores

A adicdo dos pontos axiais ao planejamento fatorial permite o célculo de termos
guadrdticos; a partir desta adicdo o modelo linear anterior passa a ser um modelo
quadratico, e assim, é possivel visualizar a curvatura da superficie de resposta e obter-se um
ponto de inflexdo, que pode ser de mdaxima producdo, minima producdo ou um ponto de
sela (CALADO; MONTGOMERY, 2003). Por se tratar da etapa final da otimizacdo, adotou-se
um intervalo de confianca maior, de 95% (p-valor < 0,05).

Na Tabela 10 estao dispostos os resultados de volume especifico de H, produzido em
cada ensaio do DCCR. Cabe ressaltar que os ensaios 9, 10, 11, 12, 13 e 14 foram inseridos na
matriz do planejamento fatorial 23, realizado anteriormente, a fim de completar o modelo
tornando-o um modelo quadratico. Em resumo: os ensaios de 1 a 8 correspondem aos
pontos fatoriais, os ensaios de 9 a 14 aos pontos axiais e 0s ensaios 15, 16 e 17 sao os

pontos centrais.
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Tabela 10. Matriz experimental do DCCR com 3 fatores e produgdes especificas de H, em cada condi¢ao. Em

negrito, os ensaios que foram adicionados a matriz anterior, referentes aos pontos axiais.

Ensaio N P Tween 80 H, (mL/L)
1 -1 -1 -1 16,7
2 -1 -1 +1 20,4
3 -1 +1 -1 40,7
4 -1 +1 +1 19,8
5 +1 -1 -1 29,1
6 +1 -1 +1 32,6
7 +1 +1 -1 41,0
8 +1 +1 +1 36,3
9 -1.68 0 0 36,6
10 +1.68 0 0 41,5
11 0 -1.68 0 39,2
12 0 +1.68 0 47,3
13 0 0 -1.68 37,0
14 0 0 +1.68 36,1
15 0 0 0 41,0
16 0 0 0 45,5
17 0 0 0 43,9
Controle - - - 20,1

A andlise de variancia do DCCR (Tabela 11) mostra que com ampliacdo das faixas de
estudo, a concentracdao de Tween 80 passa a ser estatisticamente significativa e devem ser
considerados no modelo matematico tanto seu termo linear, quanto seu termo quadratico,
indicando forte influéncia desta variavel sobre a producdo de H,. A concentracdo de N
também exerce forte influéncia sobre a producdo de H,, visto que seu termo quadratico foi
estatisticamente significativo. A concentracdo de P foi significativa (termo linear), assim

como a interacdo entre as concentrac¢des de P e Tween 80.
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Tabela 11. ANOVA (analise de variancia) do DCCR. Fatores em negrito foram estatisticamente significativos

no intervalo de confianc¢a de 95% (p-valor < 0,05).

Soma dos Grau de Quadrado
Fator F p-valor
Quadrados Liberdade Médio
(1) N (L) 25,981 1 25,9809 5,0496 0,153656
N (Q) 157,849 1 157,8494 30,6796 0,031083
(2) P (L) 143,099 1 143,0985 27,8126 0,034125
P(Q) 58,155 1 58,1550 11,3030 0,078231
(3) Tween 80 (L) 193,062 1 193,0618 37,5234 0,025630
Tween 80 (Q) 242,008 1 242,0082 47,0366 0,020605
Interacdo 1Lx2L 7,686 1 7,6857 1,4938 0,346122
Interagao 1Lx3L 31,888 1 31,8879 6,1977 0,130500
Interagdo 2Lx3L 133,888 1 133,8885 26,0225 0,036346
Falta de Ajuste 420,905 5 84,1810 16,3614 0,058597
Erro Puro 10,290 2 5,1451
Total 1330,188 16

R2 =0,67584; Adj. = 0,25906

Embora o coeficiente de determinacdo tenha sido de 0,67584, a falta de ajuste do
modelo ndo foi significativa, indicando que o modelo quadratico obtido é confidvel para
descrever a producdo de H, em funcdo das concentracdes de N, P e Tween 80. Com base nos
efeitos das varidveis, que podem ser observados no gréfico de Pareto (Figura 35), os termos
concentracdo de Tween 80 (quadrdtico e linear), Concentracdo de N (quadratico),
concentracdo de P (linear) e interacdo entre P e Tween 80 devem compor o modelo

matematico.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: P H2
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=5,145103
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Figura 35. Grafico de Pareto dos efeitos padronizados. As barras a direita da linha vermelha representam as
variaveis que foram estatisticamente significativas (p< 0,05). Os valores ao lado das barras correspondem

aos efeitos de cada variavel e das interagbes entre variaveis.

Deste modo, o modelo matemadtico que descreve o volume especifico de H,

produzido em fungdo das concentracdes de Tween 80, N e P é o seguinte Equagdo 11:

Hy(mLyy/L) = 44.12 — 3.74*[N]* 4.63*[Tween 80]*+ 3.85*[P] — 1.46*[Tween 80] —
4.09*[P]*[Tween 80]

Equagdo 11
Na qual,
H,: volume especifico de H; produzido

[N]: concentracdo de nitrogénio no meio de fermentacao
[Tween 80]: concentracdao de Tween 80 no meio de fermentacao

[P]: concentracdo de fésforo no meio de fermentacao

Para melhor entendimento da influéncia das varidveis sobre a resposta, foram
geradas 3 superficies de resposta (Figura 36). Desta forma pode-se claramente observar a
presenca de um ponto de maximo em concentracdes medianas a baixas de Tween 80, altas
concentracOes de P e concentracdes medianas a altas de N, considerando as faixas de

concentragdes estudadas.
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A variavel de maior significancia estatistica foi a concentragao de Tween 80. A
presenca de surfactante no meio de fermentagao provoca a diminui¢cdo da tensdo superficial
e a viscosidade de glicerol, resultando na maior disponibilidade desta molécula para
consumo pelos microrganismos (WANG; TIU; LIU, 1996). O que pode explicar o aumento de
77% no volume de H, produzido ao adicionar-se Tween 80 a 0,5% no meio contendo POME
(do inglés, palm oil mill effluent), um material mais viscoso que 0s meios aquosos
tradicionais (LEANO; BABEL, 2012). PACHAPUR e colaboradores (2016) identificaram
aumento do consumo de glicerol de 78% para 91% com consequente aumento da producdo
de H, em 22% mediante adigdo de 15 mg/L de Tween 80.

O aumento do volume especifico de H, produzido neste trabalho ndo se deve
somente a adicao de surfactante no meio de fermentagcao, mas também a adicdo de N e P,
como pode ser observado na Figura 36 A e C. Na Figura 36 B, que mostra o volume especifico
de H, produzido em funcdo das concentracbes de N e P, é possivel observar que os
resultados com a produc¢do mais elevada foram obtidos em meios contendo concentragdes
mais altas tanto de N quanto de P. SREETHAWONG e colaboradores (2010) mostraram a
relacdo entre a concentracdo de N no meio de fermentacdo e o consumo de substrato,
segundo os autores houve menor produgdo de H, em concentracdes elevadas de N (1,3 g/L)
e também em concentra¢des mais baixas, evidenciando a necessidade de se definir a faixa
de concentracdo de N adequada para o processo, o que varia de acordo com a matéria-
prima utilizada.

DEMOLING; FIGUEROA; BAATH (2007) pontuaram que o crescimento bacteriano em
ambiente anaerébio nao é limitado apenas pela disponibilidade de fonte de carbono, mas
também pela limitacdao de N e P, chamada de limitacao secundaria. Porém, o fornecimento
destes elementos no meio de fermentacdo deve ocorrer de forma balanceada, visto que o
excesso de N ou P pode resultar em desvios na via metabdlica, levando a diminuicdo da
producdo de H, (ARGUN et al., 2008; CAROSIA et al., 2017), o que pode ser observado na
Figura 36 B, onde elevada concentracdao de N combinada com baixa concentracdo de P, ou
elevada concentracdo de P associada a baixa concentracdo de N resultam em valores mais

baixos para o volume especifico de H, produzido (regido verde da superficie de resposta).
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Fitted Surface; Variable: P H2
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Figura 36. Superficies de resposta do volume especifico de H, produzido em fungdo das concentragdes de (A)
Tween80eP, (B) P e N, e (C) Tween 80 e N. As regides vermelhas correspondem as maximas produgdes de

H,, enquanto as regides verdes representam os menores valores desta resposta.
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Neste ponto, faz-se necessaria a determinacdo dos valores das varidveis no ponto
otimo, obtido a partir de derivagdes do modelo quadratico e da realizagdo dos testes da
derivada primeira e da derivada segunda, sequencialmente. O maximo volume especifico de
H, predito pelo modelo foi de 47,9 mL/L, empregando-se 6,6 mg/Lde N, 2,8 mg/Lde Pe 5,7
mg/L de Tween 80 (condigcdo otimizada).

Observa-se que a adicdo de fontes de N e P se faz necessdria para a producao
satisfatdria de H,, assim como a adi¢dao de surfactante Tween 80. Com base neste estudo, e
na determinacdo dos teores de N, P e Tween 80 que levam a mdaxima producdo de H,, pode-
se buscar materiais residuais para serem empregados como fonte de N e P e biossurfactante

em substituicdo ao Tween 80 e, desta forma, tornar o processo mais renovavel.

5.6.3.Validagao experimental

Experimentos de validacdo foram realizados nas condi¢Ges 6timas, tanto em frascos
de penicilina quanto em reatores manométricos, com a finalidade de verificar se o modelo
matematico forneceu uma predicdo satisfatéria (95% de confianca) e se é possivel alterar o
sistema reacional — de frasco de penicilina para reator manométrico — sem prejuizos para o
estudo. Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos de
validacao da otimizagdo. Observa-se que tanto em frascos de penicilina quanto em reatores
manomeétricos os valores de volume especifico de H, encontram-se dentro do intervalo de
95% de confianga, indicando que o modelo gerado é adequado para representar o processo
experimental. Ainda, os resultados obtidos por fermentacao em reator manométrico foram
18% superiores aqueles alcancados em frasco de penicilina, provavelmente devido a

vedacdo mais efetiva e resistente a pressao.
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Tabela 12. Valores preditos e valores observados experimentalmente para o volume especifico de H, na
condigdo otimizada (6,6 mg/L de N, 2,8 mg/L of P e 5,7 mg/L de Tween 80). Os limites -95% e +95%
representam a faixa onde a resposta experimental valida o modelo matematico, considerando-se um

intervalo de confianga de 95%, baseado em uma distribuigao normal. N;5.0=5; Ngeator=3

Limites Valor Valor
P (mL/L)
-95% +95% Predito Observado
Frasco de penicilina 39,2 56,7 47,9 47,5+2,1
Reator 39,2 56,7 47,9 56,2 +2,8

Com a utilizacdo dos reatores manométricos foi possivel acompanhar a producado de
H, ao longo do tempo, obtendo-se dados suficientes para realizar a modelagem do volume
especifico de H, pela equacdo de Gompertz modificada, conforme mostrado na Figura 37. O
coeficiente de determinacao obtido nesta modelagem foi de 0,97, indicando bom ajuste.
Através desta modelagem, estimou-se o volume especifico de H, maximo de 57,9 mL/L, a
uma taxa maxima de producdo de 8,9 mL/(L.h) alcancada entre 20 e 22 h de fermentacéo,

tendo uma fase adaptativa de 16,9 h.
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Figura 37. Volume especifico de H, ao longo do tempo representada por dados experimentais (m) e curva
modelada pela equagdo de Gompertz modificada (-); N=2. Ensaios conduzidos em reatores manométricos de
300 mL contendo 270 mL de meio de fermentag¢do composto por 3 g/L de glicerol proveniente da glicerina,
7,5 gssv/L, 6,6 mg/Lde N, 2,8 mg/L of P e 5,7 mg/L de Tween 80. As fermentac¢des ocorreram em pH 6,0, a
35°C e 160 rpm.
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Como o lodo anaerdbio foi pré-tratado termicamente para promover a eliminacao
das arqueias metanogeénicas, as bactérias produtoras de H,, encontravam-se na forma de
enddsporos no final do pré-tratamento e, logo, no inicio da fermentacdo. Ao serem
incubadas em pH, temperatura e nutrientes adequados, estas bactérias tendem a se
hidratar, retomando sua forma celular biologicamente ativa. Este processo pode ser
observado na forma de fase adaptativa (entre 0 h e 17 h - Figura 37).

De 17 h a 24 h de processo fermentativo, observou-se uma fase exponencial de
producdo de H,, relacionada a acidogénese e a fase exponencial de crescimento bacteriano
(KAMALASKAR et al., 2016). A partir de 24 h a producdo de H, cessou, indicando o final da
fermentacao do glicerol.

O meio fermentado foi analisado somente no final do processo, onde se obteve 0,2
g/L de acido acético, 0,5 g/L de acido butirico e 1,5 g/L de 1,3-PDO, além do consumo de
99% do glicerol. Os acidos acético e butirico sdo produzidos concomitantemente a produgdo
de H; pela via oxidativa, enquanto o 1,3-PDO é produzido paralelamente, pela via redutora
do glicerol, representando uma via concorrente a de producdo de H;, o que leva a
diminuicdo dos rendimentos deste gds. Portanto é necessdrio se estudar uma estratégia de

favorecimento da via oxidativa, frente a redutora.

5.7. Influéncia do volume de headspace e da concentragdo inicial de glicerol sobre a

produgdo de H,

A pressao do sistema em batelada afeta negativamente a producdo de H, (LEE et al.,
2012; NUNES FERRAZ JUNIOR et al., 2020), portanto existem diferentes estratégias para se
promover a reducao da pressdao em escala de laboratdrio e, consequentemente, o aumento
da producdo de H,, tais como retirada do biogas produzido (CLARK; ZHANG; UPADHYAYA,
2012; NUNES FERRAZ JUNIOR et al., 2020), uso de respirdbmetro (LOGAN et al., 2002),
emprego de elevado volume de headspace (OH et al., 2009) e aplicacdo de vacuo (LEE et al.,

2012).
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Nesta pesquisa, a forma mais prdtica de se reduzir a pressdo no reator,
considerando-se a estrutura laboratorial existente, foi o emprego de maior volume de
headspace, o que também contribui para a melhor homogeneizacdo do meio de
fermentacdo, proporcionando maior interacdo entre indculo e substrato. Assim sendo,
realizou-se a fermentacdo de 3 g/L de glicerol em meio otimizado, empregando-se 15%, 50%
ou 75% de headspace no reator.

Na Figura 38 estdo expressas as pressdes nos reatores e os respectivos volumes
especificos de H, observados em cada condicdao. Cabe ressaltar que nos experimentos
realizados anteriormente utilizou-se 10% de headspace, 10 mL para os ensaios realizados em
frascos de penicilina (Vt = 100 mL) e 30 mL para os ensaios conduzidos em reatores

manométricos (Vt =300 mL).
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Figura 38. Volume especifico de H, (m) e pressao interna no reator (=) em diferentes percentuais de
headspace. Experimentos realizados em duplicata em reatores manométricos com capacidade total de 300
mL, contendo 3 g/L de glicerol proveniente da glicerina, 5,7 mg/L de Tween 80, 6,6 mg/L de N (14,1 mg/L de

ureia) 2,8 mg/Lde P (6,1 mg/L de KH,PO, e 7,9 mg/L de K,HPO,), 7,5 gss\/L de lodo anaerébio pré-tratado

termicamente, a pH 6,0, 35°C e 160 rpm por 24 h.
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Observa-se que o volume especifico de H, acumulado no reator aumentou de forma
inversamente proporcional a pressao interna do reator, ou seja, quanto maior o volume de
headspace, menor a pressao interna e maior a produc¢do de H,. O aumento do volume de
headspace de 10% (condicdo anterior) para 15% ndo resultou em aumento significativo do
volume especifico de H,, porém, foi possivel elevar o volume especifico de H, em 91%
apenas aumentando o headspace de 15% para 50%, alcancando o valor de 93 mL/L.

Apesar de possuirem médias distintas, ndo houve diferenca estatistica (teste t com
95% de confianca) entre as producdes especificas de H, alcangadas nos ensaios em que se
empregou 50% ou 75% de volume de headspace. Isto porque o uso do volume muito
elevado de headspace dificultou a coleta da amostra gasosa, resultando em um desvio
padrao elevado no ensaio em que se empregou 75% de headspace.

Apesar do relevante aumento no volume especifico de H, produzido, a
concentracdo inicial de glicerol empregada neste sistema ainda é baixa, levando a volumes
reduzidos de H;, no final do processo e demandando grande diluicdo da matéria-prima. Por
isso, avaliou-se a producdo de H, em diferentes concentracbes de glicerol, mas com o
volume de headspace fixado em 50%.

Alguns trabalhos disponiveis na literatura apontam o ajuste das relagdes C/N e C/P
como cruciais para a producgdo satisfatdria de H,; valores proximos de 200 para C/N e de 700
a 1000 para C/P foram apontados como promissores (ARGUN et al., 2008; CAROSIA et al.,
2017; OZTEKIN et al., 2008). Neste trabalho as razées C/N e C/P eram 304 e 24.409 no meio
ndo suplementado, enquanto as do meio suplementado (otimizado) eram 128 e 508,
respectivamente. A fim de se manter as razdes C/N e C/P definidas na otimizagdo, adicionou-
se fontes de N e P proporcionalmente ao aumento da concentrac¢do de glicerol; o mesmo foi
feito com Tween 80. A Figura 39 apresenta os resultados de volume especifico e de
rendimento de H, alcangados em cada um destes ensaios.

E possivel observar o aumento no volume especifico de H, relacionado ao aumento
da concentracgdo inicial de glicerol, de 3 a 7 g/L, e uma pequena queda na producdo obtida
com 9 g/L, porém os rendimentos em H, ndo acompanharam o mesmo perfil obtido para os
resultados de volume especifico, indicando um possivel desvio na via metabdlica.

Comparando-se estes resultados com os resultados da etapa anterior (3 g/L, sem otimizacdo
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do meio de fermentac¢do) tem-se um aumento de quase 14 vezes no volume especifico de H,
produzido, o que representa um ganho efetivo de 97% (considerando-se o aumento da

concentragado inicial de glicerol).
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Figura 39. Volume especifico (m) e rendimento (=) de H, em diferentes concentragdes iniciais de glicerol
proveniente da glicerina. Experimentos realizados em duplicata em reatores manomeétricos com capacidade
total de 300 mL, contendo 150 mL de meio (50% de headspace), 7,5 gssv/L de lodo anaerdbio pré-tratado
termicamente, a pH 6,0, 35°C e 160 rpm. Para cada 1g/L de glicerol foram adicionados 1,9 mg/L de Tween 80,
2,2 mg/Lde N (4,7 mg/L de ureia) 0,9 mg/L de P (2,0 mg/L de KH,PO, e 2,6 mg/L de K,HPO,). A fermentacdo
durou 24 h.

A Tabela 13 mostra os valores iniciais e finais de glicerol no meio de fermentacdo,
bem como seu percentual de consumo, a pressao final do reator e as concentragdes finais de

acidos acético e butirico e de 1,3-PDO.
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Tabela 13. Concentragdes de glicerol oriundo de glicerina no inicio (Si) e no final (Sf) dos ensaios,
fermentativos, redugdo percentual de substrato (RPS), pressao interna do reator no final da fermentagao
(Pine,¢) € concentragdes de acido acético (Hac), 1,3-PDO e acido butirico (Hbu) apés 24 h de processo.
Experimentos realizados em duplicata em reatores manométricos com capacidade total de 300 mL, contendo
150 mL de meio (50% de headspace), 7,5 gss\/L de lodo anaerébio pré-tratado termicamente, a pH 6,0, 35°C e
160 rpm. Para cada 1g/L de glicerol foram adicionados1,9 mg/L de Tween 80, 2,2 mg/L de N (4,7 mg/L de
ureia) 0,9 mg/L de P (2,0 mg/L de KH,PO, e 2,6 mg/L de K,HPO,).

Glicerol
(concentragido 3g/L 5g/L 7g/L 9g/L
inicial)
S; (g/L) 3,31 5,09 7,27 8,50
S¢(g/L) 0,09 + 0,00 0,09 + 0,00 0,04 + 0,04 0,13 = 0,07
RPS 97,4% + 0,1% 98,2% + 0,1% 99,5% + 0,6% 98,5% + 0,8%
Pints (@tm) 1,50 £ 0,02 1,51 £ 0,03 1,80 + 0,02 1,78 + 0,01
Hacs (g/L) 0,32 + 0,01 0,29 = 0,03 0,28 = 0,02 0,35 = 0,03
1,3-PDOx (g/L) 1,15 + 0,05 2,49 + 0,17 3,59 + 0,15 4,21 + 0,07
Hbu; (g/L) 0,19 + 0,02 0,43 + 0,02 0,83 + 0,01 0,86 + 0,04

Em todas as condi¢des houve consumo praticamente total do substrato, mostrando
gue ndo houve inibicdo do processo fermentativo. Contudo, observa-se uma preferéncia
pela producdo de acido butirico em detrimento do acido acético; por ser um ramo da via
oxidativa que resulta em menor producdo de H,, a via butirica acarreta em menor
rendimento em H,, explicando porque o aumento do rendimento ndao acompanhou o
aumento da producdo quando se aplicou entre 3 e 7 g/L de glicerol inicial. Isto pode ter
ocorrido devido ao aumento da pressao no reator ou devido a maior concentragao de H, no
headspace, posto que a via acética prevalece em baixas pressoes parciais de H,, enquanto a
via butirica prevalece em altas pressdes parciais de H, justamente para frear a producao de
H, e, consequentemente, a concentracao de H, no headspace (CLARK; ZHANG; UPADHYAYA,
2012). Adicionalmente, a concentracdo de 1,3-PDO teve um perfil crescente conforme o
crescimento da concentracdo de glicerol no inicio da fermentacdo, indicando um possivel
desvio do fluxo de carbono para a via redutora do metabolismo de glicerol. Estes resultados

podem ser relevantes para a producao de 1,3-PDO, visto que a suplementacdo realizada
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para favorecer a producao de H, é mais barata que aquela empregada para producao de 1,3-
PDO e também possibilitou o aumento da produgao do mesmo.

Desta forma, o mais interessante seria empregar o processo fermentativo
suplementado com Tween 80, nitrogénio e fésforo para a producdo de H, e 1,3-PDO dentro
do contexto de biorrefinaria da glicerina. A separa¢do do 1,3-PDO do meio fermentativo
deve ser investigada futuramente de forma a valorizar a pesquisa aqui desenvolvida.

Como a condicdo mais favoravel para producdo de H,, dentre as avaliadas, foi 7 g/L
de glicerol inicial, realizou-se o acompanhamento desta producdo ao longo do tempo, em
meio contendo a suplementagdo otimizada e em meio sem suplementag¢dao. Na Figura 40
estdo representados os dados experimentais e a modelagem das producgdes utilizando-se a

equacao de Gompertz modificada.
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Figura 40. Volume especifico de H, em meio n3o suplementado (1) e em meio suplementado com 13,3 mg/L
de Tween 80, 15,4 mg/L de N (32,9 mg/L de ureia) 6,3 mg/L de P (14,0 mg/L de KH,PO, e 18,2 mg/L de
K,HPO,)( A ) em fun¢dao do tempo. Experimentos realizados em duplicata em reatores manométricos com
capacidade total de 300 mL, contendo 150 mL de meio (50% de headspace), 7 g/L de glicerol (glicerina), 7,5

gssv/L de lodo anaerébio pré-tratado termicamente, pH 6,0, a 35°C e 160 rpm.
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O volume especifico de H, maximo obtido em meio suplementado foi de 292 mL/L,
25% superior ao alcancado em meio ndo suplementado (233 mL/L), corroborando os
resultados obtidos na etapa de otimizagdo do meio de fermentac¢do (se¢do 5.6). Na Tabela 14
encontram-se os dados de composicdo final do meio fermentado. Observa-se que houve
consumo total do substrato em ambas as condi¢des, porém no meio suplementado houve
maior producdo de 4cido acético, via que possui maior rendimento tedrico H, (vide
equacdes 4 e 5). Adicionalmente, a produgao de 1,3-PDO foi 40% superior em meio
suplementado, indicando que a suplementacdo do meio ndo favoreceu somente a via

oxidativa, mas também a via redutora do metabolismo de glicerol.

Tabela 14. Concentragdes de glicerol oriundo de glicerina no inicio (S;) e no final (S¢) dos ensaios,
fermentativos, redugdo percentual de substrato (RPS) e concentragdes de acido acético (Hac), 1,3-PDO e
acido butirico (Hbu) apds 28 h de processo. Experimentos realizados em duplicata em reatores
manométricos com capacidade total de 300 mL, contendo 150 mL de meio (50% de headspace), 7 g/L de
glicerol (glicerina), 7,5 gssv/L de lodo anaerébio pré-tratado termicamente, a pH 6,0, 35°C e 160 rpm. SS: meio
sem suplementagdo; CS: meio suplementado com 13,3 mg/L de Tween 80, 15,4 mg/L de N (32,9 mg/L de
ureia) 6,3 mg/L de P (14,0 mg/L de KH,PO, e 18,2 mg/L de K,HPO,).

ss cs
S: (g/L) 7,86 7,83

St (g/L) 0,06 + 0,02 0,07 + 0,06
RPS 99,2% + 0,3% 99,1% + 0,8%
Hac; (g/L) 0,25 + 0,02 0,37 + 0,01
1,3-PDO¢ (g/L) 2,82 + 0,03 3,99 + 0,02
Hbu (g/L) 0,95 + 0,05 0,92 + 0,02

Os resultados apresentados revelam que a suplementacdo do meio contendo
glicerina com nitrogénio e fésforo promoveu melhorias na producdo de H, e favoreceu
também a via redutora, resultando no aumento da producdo de dois dos produtos de
interesse no presente trabalho. A adicdo de sais ndo é indicada no contexto de quimica
verde, porém a substituicdo destes sais por fontes renovaveis e residuais de N e P apresenta-

se como possivel solucdo para este impasse. Tendo em mente as concentracées de N e P
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necessarias para o estimulo do processo fermentativo, pode-se buscar suplementacdes
alternativas dentro dos residuos brasileiros que fornecam estes sais ao meio de
fermentacdo. O Tween 80, que atua como surfactante, pode ser substituido por
biossurfactante de forma a ndo comprometer a sustentabilidade do processo.

Além disso, a pressado total do sistema pode levar a altera¢des na producdo de H,,
representando um fator importante para o processo. Concentra¢des acima de 7 g/L levam a
reducdao do rendimento em H,; neste caso, deve-se investigar formas alternativas de
conducdo do processo, como o reciclo do indculo, a alimentacdo em pulsos ou continua do
processo e retirada do biogas produzido. Como o 1,3-PDO é gerado inevitavelmente quando
o substrato é glicerol, é interessante que se investiguem métodos de separacdo do mesmo,
de forma a valorizar o processo global.

Devido ao metabolismo do glicerol ocorrer em duas vias paralelas e dependentes, a
producdo de H, a partir desta fonte de carbono leva a rendimentos muito inferiores ao
rendimento maximo tedrico (3 molyz/Molgjicero)). Na Tabela 15 sdo apresentados resultados
decorrentes de diferentes pesquisas para producdo de H, via fermentacdo de glicerol, em
processo batelada. Observa-se que poucos trabalhos relatam rendimentos superiores a 1
mol/mol, o que corresponde a 33% de eficiéncia. Assim sendo, este tipo de substrato deve
ser considerado sempre numa abordagem de biorrefinaria. Em tal sistema, a mesma
matéria-prima é usada com diferentes propdsitos, ratificando a abordagem tecnoldgica
escolhida no presente estudo.

Alguns trabalhos relatam o uso de meios de fermentacdo complexos, com mais de
10 componentes, o que os torna caros e mais dificeis de serem empregados em escala maior
ou em processo alimentado (JAUREGUI; LADINO; MALAGON-ROMERO, 2018; MANGAYIL et
al., 2015; POLETO et al., 2016). Outros trabalhos utilizam uma segunda fonte de carbono,
além do glicerol, no meio de fermentacdo, como OPDC — palm oil decanter cake —
(KANCHANASUTA; PISUTPAISAL, 2017) e esgoto sanitario (VARELLA RODRIGUES et al., 2020),

superestimando os rendimentos de H, a partir de glicerol.



Tabela 15. Comparagao entre os resultados obtidos nesta tese, para produgao de H,, e outros resultados relatados na literatura, em batelada.
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Fonte de
Yp/s° Tempo de
Inéculo glicerol Composi¢do do meio de fermentagido (g/L)
(mol/mol) fermentagdo
(Si)
4,4 NH4Cl; 1,6 K;HPOy; 2,27 KH,POy; 1,0
Clostridium spp isolados de lodo glicerina  MgCl,.6H,0; 1,0 KCI; 1,0 Na-acetato.3H,0; b
1,42 72 h [1]
anaeradbio (1g/L) 2,0 tryptona; 0,05 Naditionita e 0,002
resazurina.
glicerina 5,0 peptona; 5,0 extrato de levedura; 5,0
Lodo granular termofilico 0,8 54,8 h [2]
(3g/L) extrato de carne.
glicerina
Lodo anaerébio granular adaptado y 0,21 ureia; 0,58 Na,HPO,; endonutrientes. 1,13 160 h [3]
(4 g/L)
glicerina
Lodo anaerébio granular adaptado y 5 extrato de levedura, esgoto sanitdrio 0,74 50h [4]
(7 g/L)
1 K;HPOg4; 0,5 KH,PO4; 1extrato de
glicerol levedura; 0,2 MgS04.7H,0; 2 (NH4),S04;
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 0,37 42 h [5]
(10g/L)  0,015CaCly;0,005 FeS0,4.7H,0; e 2mL/L de

solucdo micro-mineral.
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Lodo anaerdbio granular lavado e glicerina

2% m/v de palm oil decanter cake (OPDC) 0,13 36 h [6]
reativado em glicose, sem pré-tratamento (15 g/L)

7 K2P04,' 5,5 KH2PO4, 1 (NH4)2$O4,
0,25MgS0,4.7H,0; 0,021 CaCl,.2H,0;

0,12Na;Mo00,4.2H,0; 0,002 acido nicotinico;
Bacillus amyloliquefaciens isolado de uma glicerina

0,000172 Na,Se0s; 0,00002 NiCly; 5 0,5 48 h [7]
mistura de residuos (15 g/L)
triptona; 5 extrato de levedura; 0,5
MI’]Clz.HzO; 0,1 H3BO_:,,' 0,5 NazEDTA,' 0,001
CUCIszo, 0,01 AIk(SO4)2
13,3 mg/L de Tween 80; 32,9 mg/L de
glicerina este
Lodo anaerdbio ureia; 14,0 mg/L de KH,PO,4 e 18,2 mg/L de 0,14 26 h
(7 g/L) trabalho

K;HPO,.

®Rendimento (moly2/molgiicerol); b mMOln2/MOlgicerolconsumido- Sit cOncentragdo inicial de glicerol
[1] (MANGAVYIL et al., 2015); [2](RODRIGUES et al., 2019); [3] (JAUREGUI; LADINO; MALAGON-ROMERO, 2018)(SITTUUNDA; REUNGSANG,
2018); [4](VARELLA RODRIGUES et al., 2020); [5]; [6] (KANCHANASUTA; PISUTPAISAL, 2017); [7]1(POLETO et al., 2016).
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A adaptacdo do indculo antes do processo fermentativo foi uma técnica bastante
empregada nos artigos encontrados na literatura como estratégia para enriquecer o inéculo
e reduzir a fase adaptativa, resultando em maiores produtividades e maior capacidade de
consumo de glicerol em concentracdes mais elevadas (JAUREGUI; LADINO; MALAGON-
ROMERO, 2018; KANCHANASUTA; PISUTPAISAL, 2017; MANGAYIL et al., 2015; POLETO et al.,
2016; RODRIGUES et al., 2019; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018; VARELLA RODRIGUES et al.,
2020).

Alguns autores avaliaram concentragGes iniciais de glicerol superiores a 15 g/L
(JAUREGUI; LADINO; MALAGON-ROMERO, 2018; KANCHANASUTA; PISUTPAISAL, 2017;
VARELLA RODRIGUES et al., 2020), porém isso acarretou a reducdo do consumo de substrato
e a diminuicdo da producdo de H,, conforme também observado neste estudo. Verifica-se,
portanto, a necessidade de se conduzir o processo fermentativo de forma alimentada, seja
em batelada alimentada, processo semi-continuo ou processo continuo de mistura
completa, para que o inéculo seja capaz de metabolizar maiores quantidades de glicerol e,
logo, produzir quantidades maiores de H,.

O rendimento obtido neste trabalho foi reduzido frente aos demais encontrados na
literatura, porém o inéculo aqui utilizado ndo foi adaptado, o que acarreta uma etapa a
menos no processo global, simplificando-o. Adicionalmente, o meio de fermentacao
utilizado nesta pesquisa foi composto apenas por quatro componentes além da glicerina,
configurando-se como um meio mais simples e mais barato comparado a maioria do
trabalhos mencionados anteriormente. Cabe ressaltar também que o tempo de fermentacao
empregado nesta pesquisa (26 h) foi o menor dentre os trabalhos selecionados, que levavam
de 36 h a 160 h para atingir a maxima producdo de H,.

Na Figura 41 pode-se observar a evolu¢do do volume especifico e da produtividade
volumétrica de H, ao longo do desenvolvimento desta tese. Nota-se que foi possivel
aumentar o volume especifico de H, produzido em 10 vezes e a produtividade volumétrica
em 17 vezes mediante aumento de 7 vezes na concentracao inicial de glicerol, evidenciando
a influéncia da otimizacdo dos componentes do meio de fermentacdo e do ajuste do volume

de headspace empregado no sistema reacional sobre a producao de H,.
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Considerando-se os resultados obtidos até aqui, verifica-se que houve uma grande

evolugao da producdo de H, desde o sistema inicial até o sistema final, porém ainda existem

maneiras de melhord-lo de forma a torna-lo mais eficiente como, por exemplo, a alteracao

da forma de conducdo — de batelada simples para batelada alimentada — ou realizar o reciclo

do indculo, promovendo a adaptacdo do mesmo — neste caso o processo semi-continuo

pode ser mais interessante.
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Figura 41. Evolugao dos resultados de produgdo de H, ao longo do desenvolvimento da tese em termos de

volume especifico (m) e produtividade volumétrica (m). A descrigdo de cada etapa consta na Tabela 16.

Tabela 16. Descri¢cao das condi¢cdes experimentais das etapas mencionadas na Figura 41. Si: concentragao

inicial de glicerol.

Pré-tratamento

Etapa Sistema reacional Si  Headspace Suplementacao
do lodo anaerébio
1 Acido Frasco de penicilina 1 g/L 10% nao
2 Térmico Frasco de penicilina 1 g/L 10% nao
3 Térmico Frasco de penicilina 3 g/L 10% sim
4 Térmico Reator manométrico 3 g/L 10% sim
5 Térmico Reator manométrico 3 g/L 50% sim
6 Térmico Reator manométrico 7 g/L 50% sim
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5.8. Produgao sequencial de H, e CH4

Com o intuito de promover um melhor aproveitamento energético da matéria-
prima, o efluente da producdo de H, gerado no processo anterior (se¢do 5.7) foi utilizado
como matéria-prima para a producdao de CH,4 (CS). Este efluente possui metabdlitos
organicos, como acido acético, acido butirico e 1,3-PDO, que podem ser utilizados como
fonte de carbono no processo de digestdo anaerdbia. Neste caso, bactérias acetogénicas e
arqueias metanogénicas acetocldsticas sdo os principais microrganismos envolvidos neste
processo (RAWOOF et al., 2020). A titulo de comparacgao, realizou-se a produgdo de H, em
meio simples, contendo apenas glicerina, lodo anaerdbio e agua, e utilizou-se este efluente
para a metanogénese (SS). Os perfis cinéticos de producdo de CH,4 a partir destes efluentes

de producdo de H; estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42. Cinética de produgdo de CH, utilizando EPH como matéria-prima. Ensaios realizados em reatores
manométricos, em pH 7,0, contendo 7,5 g¢s,/L de lodo anaerébio in natura como inéculo e incubados a 35°C
sem agita¢do.[] efluente da produgido de H, em meio ndo suplementado; A efluente da producio de H, em

meio suplementado.
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Observa-se que, apds 41 dias de digestdo, o volume especifico de CH,4 produzido foi
similar em ambos os ensaios, porém o processo em que se empregou o EPH oriundo de meio
de fermentacdo simples (EPH-SS) foi mais rdpido, atingindo o volume especifico maximo de
CH, de 857 mL/L em 28 d, enquanto na digestdo de EPH proveniente de meio suplementado
(EPH-CS) levou ao volume especifico maximo de 822 mL/L em 39 d.

As composicdes inicial e final dos meios de digestao anaerébia contendo EPH-SS ou
EPH-CS estdo dispostas na Tabela 17, bem como os indicadores das produg¢des de metano e

os parametros cinéticos dessas produc¢des em cada um dos sistemas avaliados.

Tabela 17. Composigdo inicial e final do meio de digestdo anaerdbia empregando EPH-SS ou EPH-CS como
matéria-prima, indicadores da produgdao de metano e parametros cinéticos da equa¢dao de Gompertz

modificada nestas duas condicdes. A eficiéncia foi calculada em relagao ao rendimento maximo teérico de

350 mL/gpqo-
EPH-SS EPH-CS

inicial final inicial final
Gicerol (g/L) 0,03 0,00 0,03 0,00
Ac. acético (g/L) 0,13 0,00 0,20 0,00
1,3-PDO (g/L) 1,65 0,00 2,15 0,00
Ac. butirico (g/L) 0,62 0,35 0,45 0,48
DQO (mg/L) 2815,28 266,98 3440,98 447,73
Remocgao de DQO - 91% - 87%
CH4 (mL/L) - 857,26 - 821,88
Rendimento (mL/gpqo) - 332,48 - 271,37
Eficiéncia - 86% - 67%
A(d) - 3,79 - 12,47
H, (mL/L) - 803,31 - 800,81
Rm (mL/L.d) - 55,98 - 57,75
R? - 0,9101 - 0,9901

O meio contendo EPH-SS continha menores concentra¢cdes de acido acético e 1,3-

PDO, conforme discutido no item 5.7, logo a DQO inicial deste sistema era menor que a DQO
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do sistema que continha EPH-CS como matéria-prima (Tabela 17). Em ambos os ensaios
houve consumo total do acido acético e do 1,3-PDO, porém o acido butirico ndo foi
totalmente consumido. No meio que continha EPH-SS 43% do dacido butirico foi consumido,
mas no meio em que se empregou EPH-CS como matéria-prima o mesmo ndo ocorreu,
houve um pequeno acréscimo na concentracao deste acido, contudo essa diferenca
encontra-se no intervalo de incerteza experimental. E possivel que o EPH-CS contivesse
tracos de Tween 80, ureia e fosfatos (KH,PO,4 e K;HPQ,), utilizados como suplementos para a
producdo de H,, e estes componentes podem ter influenciado negativamente a
metanogénese. JANKE e colaboradores (2016) verificaram que a presenca de KH,PO4 no
meio de digestdo anaerdbia promove o acumulo de acidos orgéanicos, possivelmente devido
a inibicdo da metanogénese; por outro lado, a adicdo de ureia ao meio de digestdo
anaerdbia leva a uma maior estabilidade da digestdo anaerdbia por aumentar a alcalinidade
do sistema, porém ndo evita a inibicdo deste processo. Isto explicaria o acimulo do acido
butirico no sistema contendo EPH-CS.

As remogdes de DQO foram de 91% e 87% nos meios contendo EPH-SS e EPH-CS
como matéria-prima, respectivamente. Esta diferenca é pequena, principalmente
considerando-se a incerteza da metodologia de andlise da DQO (método colorimétrico),
todavia a eficiéncia da conversdo em metano foi superior no meio contendo EPH-SS (86%
frente a 67% no meio em que EPH-CS era a matéria-prima).

Em ambos os ensaios, a equacdo de Gompertz modificada proveu modelos bem
ajustados aos dados experimentais, com coeficientes de determinacdo de 0,9101 e 0,9901
quando se empregou EPH-SS e EPH-CS como matéria-prima, respectivamente. Os
parametros cinéticos referentes ao volume especifico maximo (Hp) e a taxa maxima de
producdo (R) foram similares nos dois modelos, porém a fase adaptativa (A) em EPH-SS foi
3,3 vezes menor, quando comparada a fase adaptativa em EPH-CS, representando a
principal vantagem deste sistema.

Considerando-se o processo sequencial de produc¢do de H, e CH4 como um todo, o
meio ndo suplementado leva a um potencial energético 38% maior que o meio
suplementado (166,5 kJ/d contra 120,2 kl/d, respectivamente). Além disso, € um meio mais

barato, visto que a adicdo de suplementos ndo é necessaria.
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Comparando-se este trabalho com trabalhos encontrados na literatura recente
referentes a producdo sequencial de H, e CH4 a partir de diferentes matérias-primas em
processo batelada (Tabela 18), observa-se que os resultados aqui obtidos sdo coerentes,
principalmente em relagdo a etapa metanogénica e a elevada remogao de DQO. O estudo de
PRAPINAGSORN, SITTIJUNDA e REUNGSANG (2018) se destaca dos demais pela elevada
producdo de ambos os gases em curto espaco de tempo, o que pode ser resultado da
inclusdao de Clostridium butyricum ao consoércio utilizado como inéculo. No trabalho de
KOTHARI e colaboradores (2017), a utilizacdo de cultura pura (Enterobacter aerogens) como
inéculo levou a expressiva producdo de H, a partir de efluente de laticinios, porém a
producdo de metano ndo acompanhou o mesmo rendimento, resultando na baixa remocao
de DQO.

A produgdo de metano a partir de residuos alimenticios € um assunto muito
abordado na literatura ha bastante tempo, porém a produc¢ado sequencial de H, e CH,4 a partir
deste tipo de residuo é mais recente, devido aos entraves encontrados para
homogeneizacdo do meio de fermentacdo. Alguns autores solucionaram esta questdo
adicionando materiais mais viscosos, como 6leos e glicerina, a matéria-prima alcangando
producbes elevadas tanto de H, quanto de CH4 apesar do tempo prolongado de
fermentagdo (RAFIEENIA; PIVATO; LAVAGNOLO, 2018).

WEIDE e colaboradores (2019) avaliaram 12 diferentes residuos organicos das
inddstrias alimenticia, téxtil, de bioplasticos, de bioenergia, de processamento de leite e de
producdo de acucar e concluiram que nem todos os residuos sdo propicios a digestdo
anaerdbia dividida em duas etapas. Dos 12 residuos estudados, metade deve ser utilizada
como matéria-prima para producao de H, e CH4 sequencialmente, dos quais os residuos que
contém amido ou aglcar como substrato levaram as maiores producdes de H,. Desta forma,
julgou-se importante avaliar a producdo direta de metano, a partir da glicerina, a fim de se
determinar se a glicerina € uma matéria-prima vidvel para a producdo de H, e CHs —
sequencialmente — ou apenas CH;— de forma direta — definindo assim a estratégia de

processamento deste produto de baixo valor agregado.
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Tabela 18. Comparagao entre os resultados obtidos nesta tese, para produgao sequencial de H,e CH,, e outros resultados relatados na literatura, em batelada.

p L. . Remocao
Inéculos: H, / CH, Matéria-prima H, Thz CH, Tcha de Déo
Enterobacter aerogens / esterco Efluente da industria de
562 mL/L 26 h 590 mL/L 7d 64% [1]
bovino laticinios
Clostridium butyricum + esterco Silagem de capim-
554 mL/L 14 h 1002 mL/L 8,5d nr [2]
de elefante / lodo anaerdbio elefante
96%
Lodo anaerébio granular Residuo alimenticio 380,5 mL/L 40 h 2991 mL/L 32d [3]
(TOC)
Residuo amilaceo - 160
Lodo anaerdbio granular 7d 270 L/kgopm 42 d nr [4]
indUstria alimenticia L/kgoom
Residuo amilaceo - 144
Lodo anaerdbio granular 7d 216 L/kgopm 42 d nr [4]
indUstria téxtil L/kgoom
Lodo anaerdbio - sem este
Glicerina 190 mL/L 28 h 857 mL/L 28d 95%
suplementacgao trabalho
Lodo anaerdbio - com este
Glicerina 278 mL/L 26 h 822 mL/L 39d 91%
suplementacao trabalho

T.,: tempo de acidogénese; Teua: tempo de metanogénese; nr: ndo relatado; ODM: matéria organica seca (organic dry matter). [1]JKOTHARI et al.,
2017; [2]PRAPINAGSORN; SITTIJUNDA; REUNGSANG, 2018; [3]RAFIEENIA; LAVAGNOLO; PIVATO, 2017; [4]WEIDE et al., 2019.
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5.9. Producgao direta de CH, a partir de glicerina

A producdo direta de CHg, a partir de glicerina, também foi investigada utilizando-se
os dois meios de produgdo (sem e com suplementagcdo) a fim de se avaliar qual dos
processos (direto ou sequencial) possui maior potencial para geracdo de vetores
energéticos, e verificar a influéncia da adicdao de Tween 80, ureia, KH,PO,4 e K;HPO,4 sobre a
digestdo anaerdbia. Foi utilizada a mesma concentracdo de glicerina empregada no inicio do
processo sequencial (producdo de H;) e a mesma concentragdo de sélidos suspensos volateis
do lodo anaerdbio, desta vez sem tratamento prévio. Avaliou-se a producdo de metano em
meio suplementado e em meio ndo suplementado, utilizando-se os valores otimizados para

producdo de H,. Os perfis cinéticos obtidos nestes dois ensaios estdo apresentados na Figura
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Figura 43. Cinética de producdo de CH, utilizando glicerina como matéria-prima. Ensaios realizados em
reatores manométricos, em pH 7,0, contendo 7,5 gss/L de lodo anaerdbio in natura como inéculo e 7 g/L de
glicerol oriundo da glicerina como matéria-prima, e incubados a 35°C sem agitacdo.[] produgédo de CH, em

meio ndo suplementado; A produgdao de CH, em meio com suplementagao.
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Novamente, observa-se uma cinética de producdao de metano mais lenta em meio
suplementado. O meio de digestdao anaerdbia direta, a partir de glicerina, possivelmente
continha teores mais elevados de Tween 80, ureia e fosfatos, quando comparado ao meio de
producdo sequencial (EPH-CS, secdo 5.8), devido ao consumo destes durante a primeira
etapa do processo sequencial. Por este motivo a diferenga entre os perfis cinéticos ficou
mais evidente na producao direta de CHg.

Na Tabela 19 estdo dispostas as concentragdes iniciais e finais de glicerol, acidos
acético e butirico e 1,3-propanodiol, as DQOs iniciais e finais, os indicadores de producdo de
CH,4 e os parametros cinéticos desta producdo. Em ambos os ensaios houve consumo total
do glicerol, indicando que a ndo houve inibicdo do sistema pela fonte de carbono. A
concentracdo final de acidos acético e butirico e 1,3-PDO indica que a fase acidogénica
ocorreu a partir do consumo deste glicerol, porém a metanogénese nado foi completa. Houve
redugao de cerca de 40% nas DQOs dos sistemas, provavelmente decorrente da liberagao de
CO, durante a fase acidogénica.

O acumulo de acido butirico e, principalmente, de acido acético indica que houve
algum tipo de inibicdo da metanogénese protagonizada pelas arqueias metanogénicas
acetoclasticas. A inibicdo especifica de arqueias metanogénicas acetoclasticas por fosfato foi
identificada em consércios microbianos presentes em planta¢des de arroz (CONRAD; KLOSE;
CLAUS, 2000), porém ndo se encontrou relatos acerca desta inibicdo em lodo anaerdbio.
Adicionalmente, este acimulo de acidos nao foi resultado apenas da presenca de fosfato no
meio de digestdo, visto que no ensaio realizado sem adicdo de suplementos o mesmo
também ocorreu.

Possivelmente, o metano produzido neste processo de digestdo anaerdbia direta
teve o H, gerado durante a acidogénese como substrato, visto que nao foi possivel detectar
a presenca de H, no biogas analisado ao longo da digestdo anaerdbia. A producdo de
metano a partir de H, e CO,; é realizada por arqueias metanogénicas hidrogenotroficas, que
poderiam estar mais ativas do que as arqueias metanogénicas acetoclasticas no lodo
anaerdbio utilizado, devido a maior sensibilidade das arqueias acetoclasticas a presenca de

acetato quando comparadas as arqueias hidrogenotroficas (XU et al., 2014).
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Esta hipotese poderia ser confirmada a partir da andlise metagendmica do lodo

anaerodbio nas diferentes etapas da pesquisa, porém nao foi possivel realizar este tipo de

analise durante o desenvolvimento deste trabalho.

Tabela 19. Composigao inicial e final do meio de digestdao anaerébia empregando glicerina como matéria-

prima com ou sem adi¢do de suplementos (CS e SS, respectivamente), indicadores da produgdo de metano e

parametros cinéticos da equagao de Gompertz modificada nestas duas condigdes. A eficiéncia foi calculada

em relagdo ao rendimento maximo tedrico de 350 mL/gpqo-

SS cs

inicial final inicial final
Glicerol (g/L) 8,22 0,02 7,52 0,01
Ac. acético (g/L) 0,00 2,43 0,00 2,41
1,3-PDO (g/L) 0,00 2,88 0,00 2,84
Ac. butirico (g/L) 0,00 0,80 0,00 0,00
DQO inicial (mg/L) 5419,87 3152,94 5065,02 2999,91
Remogao de DQO - 42% - 41%
CH4 (mL/L) - 518,67 - 424,34
Rendimento (mL/gpqo) - 226,12 203,09
Eficiéncia - 27% - 24%
A (d) - 10,75 - 3,46
H, (mL/L) - 483,21 - 417,84
Rm (mL/L.d) - 222,11 - 22,19
R? - 0,9914 - 0,9914

A eficiéncia da produg¢dao de metano em relagdo a DQO inicial correspondeu a 27% e

24% nos meios sem e com adicdo de suplementos, respectivamente. Contudo, estas

eficiéncias aumentam para 65% e 58% se forem calculadas em relacdo a DQO consumida,

indicando que a baixa geracdao de metano pode ser atribuida a inibicdo parcial da

metanogénese. De 30% a 40% do metano gerado em uma metanogénese correspondem a

via hidrogenotréfica, enquanto de 60% a 70% sao resultado da via acetoclastica (PAN et al.,
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2016), o que corrobora a hipdtese aqui levantada. Contudo, outras analises devem ser
abordadas a fim de se alcangar uma conclusao sdlida.

Comparando-se os processos sequencial e direto para digestdo anaerdbia de
glicerina, nas condicdes estudadas, observa-se que a digestdo anaerdbia realizada em duas
etapas é mais interessante tanto pela maior producdao de gases energéticos, quanto pela
maior remocao de DQO do sistema, assim como observado em outros trabalhos presentes
na literatura (MASSANET-NICOLAU et al., 2015; NASR et al.,, 2012; SAKARIKA et al., 2020;
TANGKATHITIPONG et al., 2017). A neutralizacdo do pH do meio entre as etapas pode ser
crucial para o sucesso da produ¢do sequencial, principalmente quando o substrato é
facilmente metabolizado, gerando altas concentra¢cGes de acidos em curto intervalo de
tempo, provocando queda brusca no pH do meio e causando a inibicdo das arqueias

metanogénicas (RAWOOF et al., 2020).

5.10. Consideragoes finais

Os processamentos biotecnoldgicos da glicerina para producdo de H, e 1,3-PDO,
paralelamente, ou H, e CH4, de forma sequencial, representam alternativas interessantes
para a valorizacdo deste subproduto internamente, valorizando a cadeia de producdo de
biodiesel como um todo.

A fermentacdo da glicerina para producdo de H;, e 1,3-PDO deve ser conduzida em
meio suplementado. Considerando-se os dois tipos de suplementacdao avaliados neste
trabalho, o meio contendo 7 g/L de glicerol (da glicerina), 13,3 mg/L de Tween 80; 32,9 mg/L
de ureia; 14,0 mg/L de KH,PO,4 e 18,2 mg/L de K,HPO, foi o mais interessante, levando a
geracdo de 292 mL/L de H, e 4 g/L de 1,3-PDO (0,69 mol/mol). Estes resultados mostram que
é possivel produzir 1,3-PDO em sistemas simples e ndo estéreis. Novos estudos devem ser
realizados a fim de empregar concentracdes maiores de glicerol sem que haja reducdo do
rendimento, empregando técnicas de adaptac¢do do indculo e alimentacdo do reator.

Por outro lado, o processo de digestdo anaerébia em duas etapas para producgao

sequencial de H, e CH,4 deve ser realizado sem adicdo de suplementos, o que constitui uma
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grande vantagem tanto do ponto de vista econémico quanto do ponto de vista ambiental,
considerando que os principios da quimica verde sugerem evitar a incorporacao de outros
reagentes ao processo. Foram gerados 190 mL/L de H, e 857 mL/L de CH,, além da reducdo
de 95% da DQO. A producao de H, e CH,4 alcancada neste trabalho demonstra o potencial
energético do processamento da glicerina em duas etapas, levando a gera¢do de dois gases
de destacado interesse energético, principalmente nos préximos anos.

Desta forma, a biorrefinaria da glicerina para produgdo de H,, 1,3-PDO e CH, seria

constituida de dois segmentos, conforme apresentado na Figura 44.

1. Produgdo de H, e 1,3-PDO em unico reator

y——— 7g/Lglicerol
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2. Producdo de H, e CH, em dois estagios

H, = 190 mL/L
&y = 232 ki/d
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Figura 44. Diagrama geral dos resultados obtidos nesta pesquisa. A biorrefinaria da glicerina proposta seria
constituida de dois segmentos: no primeiro, H, e 1,3-PDO seriam obtidos em reator tinico mas em fases
diferentes, enquanto no segundo seriam gerados H, e CH, por processo de digestdao separado em duas

etapas. Y: rendimento do produto por substrato; EPH: efluente da producgdo de H,; €: energia gerada por

unidade de tempo; €,,:5: €nergia total gerada no processo por unidade de tempo e de massa de substrato.
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Tendo-se em vista que a glicerina é produzida na maioria dos estados brasileiros, a
geracao de vetores energéticos renovdveis, como o H, e o CH;, ou de um produto quimico
com mercado em ascensdo, como o 1,3-PDO, a partir deste subproduto da cadeia produtora
de biodiesel constitui uma grande oportunidade para a maior diversificacdo da matriz
energética brasileira de forma sustentdvel, para valorizagdo da glicerina internamente e

para a difusdo de processos sustentaveis e renovaveis.
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6. CONCLUSOES

Nesta tese foram desenvolvidos dois processos para obtengdo de H,, 1,3-PDO e CH,
a partir da glicerina residual do biodiesel. Foram produzidos H, e 1,3-PDO simultaneamente
por fermentacdo em meio suplementado ou H, e CH; sequencialmente por digestdo
anaerdbia em duas etapas em meio nao suplementado.

O lodo anaerébio proveniente do adensador da ETE foi o indculo mais propicio para
a produgao de Hs.

O pré-tratamento térmico promoveu aumento na produtividade volumétrica de H,
em relacdo ao lodo anaerdbio pré-tratado com acido, além de proporcionar maior
estabilidade ao lodo anaerdbio pré-tratado.

Foi possivel se produzir 1,3-PDO a partir de glicerina empregando-se lodo anaerdbio
como indculo, porém é necessdrio que se adicione suplementos ao meio de fermentacao a
fim de se favorecer a via redutora.

Foi possivel dobrar a producdo de 1,3-PDO apenas adicionando suplementos ao
meio de fermentag¢do. Adicionalmente, concentragGes iniciais de glicerol superiores a 10g/L
podem levar a inibicdo metabdlica.

A adigdo de nitrogénio, fésforo e Tween 80 ao meio de fermentagdao contendo
glicerina como matéria-prima resultou em aumento na produc¢ao de H,. Foi possivel otimizar
a producdo de H,, alcangcando-se 57,9 mL/L apds 24 h de processo, mediante adi¢do de 6,6
mg/Lde N, 2,8 mg/Lde P e 5,7 mg/L de Tween 80 em meio contendo 3 g/L de glicerol.

O volume de headspace no reator influenciou a producdao de H,; o aumento do
volume de headspace de 15% para 50% acarretou um volume especifico de H, 91% maior
utilizando-se a mesma concentracao inicial de glicerol.

O aumento da concentracdo de glicerol no inicio da fermentacdo levou ao aumento
do volume de H, produzido, porém concentragcGes superiores a 7 g/L podem ocasionar
desvio da via metabdlica, e consequente reducdo da producdo de H,.

A digestdo anaerdbia do efluente da producdo de H,levou a geracdo de 822 mL/L
de CHs; em 39 dias, quando a fermentacdo foi conduzida em meio otimizado. Contudo, a

produtividade volumétrica obtida na digestdo anaerdbia do efluente da producdo de H, em
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meio simples foi 45% superior, resultando em um potencial energético 38% maior quando o
processo sequencial foi realizado na auséncia de Tween 80, ureia e fosfatos.

A metanogénese direta, a partir de glicerina, promoveu baixa producao de metano,
tanto em meio suplementado quanto em meio ndo suplementado, provavelmente
ocasionada pela inibicdo das arqueias metanogénicas acetoclasticas. Houve acumulo de
acidos e 1,3-PDO no meio de digestdo anaerdbia direta, resultando na remocdo de 41% da
DQO e eficiéncia de geracdao de metano de apenas 24%, evidenciando que a digestdo

anaerdbia dividida em duas etapas é energeticamente favordvel.

Este trabalho constituiu o inicio da aplicacdo da glicerina para producao de H,, 1,3-
PDO e CH4 no Laboratdrio de Biocatdlise do INT. Avancos significativos foram alcangados,
porém muitos questionamentos também foram levantados. Desta forma, algumas sugestoes

para a continuidade e o avango desta pesquisa estdo contidos no préoximo tépico.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Identificar as espécies presentes no lodo anaerébio em diferentes etapas do
processo, como: antes e depois do pré-tratamento, antes de depois da producdo de

H, e antes e depois da produg¢do de metano;

Avaliar o pré-cultivo do indculo em glicerol, promovendo a adaptagdao do mesmo.
Alterar o tipo de conducdo do processo — de batelada simples para semi-continuo

com reciclo do indculo.

Avaliar, dentre os suplementos adicionados ao meio de fermenta¢dao, quais sao

relevantes e fundamentais para a producdo de 1,3-PDO;

Realizar a producao de 1,3-PDO em processo batelada alimentada utilizando indculo

pré-cultivado em glicerol;

Recuperar o 1,3-PDO produzido por fermentacdo;

Selecionar dentre os 4 componentes adicionados ao meio (Tween 80, ureia, K;HPO,4 e
KH,PO,4) quais podem ser retirados sem prejuizos para o processo sequencial de

producdo de H; e CHg;

Avaliar fontes baratas e residuais para suplementacdao de nitrogénio e fdésforo ao

meio de fermentacao;

Avaliar a substituicdo de Tween 80 por biosurfactantes;

Realizar a metanogénese direta de glicerina empregando a mesma DQO inicial da

metanogénese do processo sequencial (~ 3go,/L);
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» Avaliar a influéncia da agitagdo, do pH inicial, da relagdo DQOmatéria-prima/SSVinsculo®

das relagdes C/N e C/P sobre a metanogénese.
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Glicerina e POME (do inglés, Palm Oil Mill Effluent) séo efluentes gerados em grande quantidade no
Brasil pelas industrias de biodiesel e de 6leo de palma, respectivamente. Bactérias presentes em
lodos anaerobios sdo capazes de metabolizar a matéria organica presente nestes efluentes, gerando
hidrogénio (H,) ou metano (CH,) — produtos de grande interesse devido a elevada densidade
energética. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo de producdo sequencial de
hidrogénio e metano utilizando glicerina ou POME como matérias-primas, de forma a incorporar um
maior percentual de atomos das matérias-primas nos produtos, em compara¢cao com 0s processos de
producdo destes gases separadamente. Foram empregados glicerina ou POME fornecidos por
indUstrias brasileiras e lodo anaerdbio cedido pela CEDAE. Para producéo de H, o lodo anaerdbio foi
pré-tratado a pH 2,0 por 1h para selecdo dos organismos produtores do gas de interesse, enquanto
para producao de CH, foi empregado o lodo anaerébio in natura. O POME foi hidrolisado com 0,75%
m/v de PEV (Preparado Enzimético Vegetal) por 2h, a 45 °C; pH 7,0 e 200 rpm, para liberagcao dos
acidos graxos de cadeia curta. A glicerina foi diluida a 4 g/L. Uma primeira etapa de producgéo de H,
foi conduzida a 35 °C, pH 6,5 e 150 rpm, utilizando 22,5 mL de glicerina ou 19 mL de POME e 10 g/L
de sélidos suspensos volateis de lodo pré-tratado. O efluente deste processo, denominado HPLW (do
inglés, Hydrogen Production Liquid Waste) foi utilizado como matéria-prima para produgcédo de CHy, a
37 °C, pH 7,0 e relacdo lodo:HPLW de 1:3 (v/v). A partir de glicerina foram produzidos 20,3 + 1,6
mL/L de H, apds 23h de processo e 209,1 + 25,7 mL/L de CH, ap6s 20 dias de processo. A utilizacdo
de POME levou as producdes de 584,0 + 1,5 mL/L de H, apds 24h de processo e 221,6 + 5,5 mL/L de
CH, apés 25 dias de processo. Adicionalmente, o aproveitamento do HPLW promoveu a reducdo de
DQO (demanda quimica de oxigénio) de 55% e 57% nos efluentes gerados a partir da fermentacao
de glicerina e POME, respectivamente. O processo sequencial para producéo de H, e CH, a partir de
glicerina ou POME engloba utilizagdo de matérias-primas renovaveis, aproveitamento de residuos
industriais, tratamento de efluentes, economia de atomos e eficiéncia energética, em um processo
renovavel e sustentavel.
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Currently, hydrogen is generated from fossil fuels, however the H, production using low-carbon
methods, such as fermentative processes could be very interesting considering energy-saving and
environmental aspects. The bioconversion of several raw materials into H, via dark fermentation
can be performed either by consortia or by pure cultures of bacteria. Regarding the use of consortia,
like anaerobic sludge, some advantages could be pointed out: simple manipulation, easy control and
operation of the process, sterile conditions are not required which results in the reduction of global
process cost, and the wild microorganisms are more resilient to unfavorable conditions.
Nevertheless, there are both H,-producing and H,-consuming microorganisms in the anaerobic
sludge; the presence of H,-consuming microorganisms could impair H, production, representing the
main disadvantage of using anaerobic sludge as inoculum. With the aim of overcoming this
disadvantage, it is possible to submit the inoculum to a pretreatment process in order to eliminate
the undesirable microorganisms; several methodologies have been reported in this sense, amongst
all, acid and thermal are the most used. In this work acid (AP) and thermal (TP) pretreatments of
anaerobic sludge were evaluated as well as the stability of pretreated anaerobic sludge (PAS) and its
potential application as inoculum to produce H, via fermentation of glycerin. Residual glycerin from
Biodiesel production was chosen as raw material due to its high availability in Brazil and low added
value, which might represent an economic issue to the Biodiesel production chain. AP was carried
out at pH 2,0 for 1h and TP at 65°C for 30 minutes. AP-PAS and TP-PAS were acclimated at 35°C and
pH 5,5 for 7 different periods. After acclimation the PAS was incubated at 35°C, pH 6 and 160 rpm
with 1 g/L of glycerol from glycerin during 24h. Biogas production was quantified by gas
chromatography; glycerol consumption and byproducts production were determined by liquid
chromatography. For both tested pretreatments, the acclimation step does not offer significant
improvement on H, yield. Comparing the pretreatments, PAS from TP was more stable. It was
obtained 20.24 mL/L after 24h of fermentation. It is possible to conclude that TP is an efficient kind
of pretreatment for anaerobic sludge; the PAS does not need acclimation before incubation on
fermentative process, however it could be done if necessary, as PAS is stable for 21 h. Glycerin is a
potential raw material to H, production by dark fermentation.
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Brazil is the main sugarcane producer in the world. In the last year, 615 thousand tons of sugarcane
was produced in Brazil. Sugarcane straw is a lignocellulosic residue from the sugarcane harvest,
which corresponds to approximately 1/3 of the sugarcane plant. Hemicellulosic fraction, the second
largest compound of lignocellulose, has mainly pentoses in its composition. However, C5 fraction
obtained from sugarcane straw show great potential as raw material for hydrogen production by
dark fermentation. Hydrogen is a promising fuel, with a high energy density (142 kJ/g) and provides
only water during its combustion. The aim of this study was to convert pentoses from sugarcane
straw hemicellulose into hydrogen through dark fermentation. After straw chemical
characterization, 22,5% of sugarcane straw was represented by hemicellulose, 28,9% by
cellulose and 20% by lignin. An acid pretreatment was carried out (121°C; 30 min; Straw:H,S04 2,9%
= 1:4 (m/v)) to solubilize the hemicellulosic sugars and the liquid fraction obtained, called
hemicellulosic hydrolysate, was used as raw material in the dark fermentation. Anaerobic sludge
was the source of fermentative microorganisms; in order to inhibit the H2-consuming organisms,
the anaerobic sludge was submitted to a thermal pretreatment at 65°C for 30 min. The
fermentation process was performed in 100 mL penicillin bottles containing 90 mL of the
fermentation medium, which was composed by hemicellulosic hydrolysate (1g/L or 5g/L of total
carbohydrates) and pretreated anaerobic sludge (10 gss/L). The fermentative medium
was purged with nitrogen for 45 seconds to promote anaerobiosis and then all flasks were
incubated at 35°C and 160 rpm for 24 hours. During fermentative process, the highest hydrogen
yield occurred in lower initial concentrations of substrate (2,14 moly,/molioiy
carbohydrate) Mmoreover, all the substrate was consumed. Using 5g/L of hemicellulosic hydrolysate
carbohydrates, the production yield was 0,78 moly;/MOliotal carbonydrate aNd 77% of the substrate was
consumed after 24h. Acetic and butyric acids were produced as fermentation by-products in both
cases, demonstrating the main metabolic pathway choose by the microorganisms. Thus, the
acid pretreatment was effective for carbohydrate solubilization from hemicellulose; and the
hemicellulosic hydrolysate was an interesting raw material to fermentative hydrogen production.
Furthermore, it was observed high H, yields at lower concentrations of substrates, however, a
kinetic study is necessary to deeply understand the formation of fermentative products and
consumption of substrates.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The Palm Oil industry is growing faster, as the global demand for its products greatly overcomes its production.
POME As palm oil production increases, also does its effluent, Palm Oil Mill Effluent (POME). POME is a complex
Dark fermentation effluent, which is not toxic, but due to its elevated organic content, it is considered extremely polluting.
Biological hydrogen Generally, POME is submitted to both physical and chemical treatments before being discarded into receiving
BwlOg,lcal methane . streams or other water bodies. This process might be costly for the industry and there 98is no income from
Organic load reduction o . . . . . .
Integrative process effluent treatment, therefore another destination for this effluent is desirable. As an alternative, this residue
could be exploited as raw material in biological processes, specially hydrogen and methane production, due to
the presence of carbohydrates, lipids and proteins that might be metabolized during the dark fermentation
process. Hydrogen can be used in different industries, such as chemical, biochemical and food industries.
Methane is an important combustible, which could substitute natural gas and hydrogen as a very promising fuel.
This review approaches sustainable and renewable processes for POME exploitation as raw material for re-
newable energy production.

1. Introduction

Palm oil is a major commodity for developing countries in Southeast
Asia, specially Indonesia and Malaysia, which are responsible for 86%
of the global production [1]. While global demand increases, Thailand,
Colombia and, more recently, Brazil are also beginning to emerge as
key players of that market [2,3].

The main reasons why palm oil consumption has been on the rise in
the last years are their multiple uses (e.g., food industry, biofuels,
cosmetics) and lower cost when compared to other oils [4]. The global
palm oil market was valued at USD 62 million in 2014 and it is expected
to reach USD 88 million by 2022, with a production of 128.20 million
tons of oil/year, of which approximately 11.5% will be palm kernel oil
[5].

In order to supply world demand for palm oil, its producers are
augmenting the total production, also elevating the amount of residues
generated in the process. The oil extraction generates a highly polluting
residue, Palm Oil Mill Effluent (POME), which cannot be spilled directly
into water bodies [6].

POME is a complex effluent, which is not toxic, but due to its ele-
vated organic content, is considered extremely polluting [7]. Its char-
acterization might vary according to the production process and raw
material utilized [8-10]. While technologically advanced mills could
process up to 150 MT of fresh fruit branches (FFB) per hour and gen-
erate POME with Chemical Oxygen Demand (COD) as low as 16 g O5/
mL, more primitive ones are able to process up to 2.5 MT of FFB and
can originate POME with a COD as high as 100 O,/mL [8,11]. There are
several steps in the Palm oil production process, but POME is produced
mainly during three of them: the sterilization of bunches, after kernel
separation from the shells (in a hydrocyclone) and after oil clarification
[12]. As observed, it is a complex material, containing high con-
centrations of organic material, oil and greases and suspended solids.
Therefore, adequate treatment or usage is necessary before discharging
it into rivers or seas [13-15].

Usually, treatment stations are considered non-profitable invest-
ments, leading to insufficient treatment of the effluent and, therefore,
contamination of the surrounding area and water bodies. POME is
usually treated by non-biological treatments as coagulation—flocculation,
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adsorption or membrane filtration [16-19]. Neither of those methods
were able to treat POME adequately, while generating income to the
industry [13]. A more economically, viable and environment friendly
alternative is to use POME as raw material to biological processes [20],
such as polymers production, methane and biohydrogen production and
also for biodiesel synthesis [21-23].

As for hydrogen, this gas is very interesting since it could be used as
feedstock in various processes, such as petrochemical, food, micro-
electronics, ferrous and non-ferrous metal processing, chemical and
polymer synthesis, and metallurgical process industries [24] or as
combustible in fuel cells [25]. Several researches have focused on the
fuel application of hydrogen due to its clean combustion, high specific
energy and non-toxicity; associated with the current scenario of de-
preciation of petroleum price and increment on sustainable develop-
ment [23,25,26]. Although most hydrogen is produced by chemical
routes from fossil sources [27], development of a biotechnological
process to produce hydrogen is very attractive from a sustainable de-
velopment perspective, since it applies renewable resources and re-
quires low energy inputs as compared to chemical processes.

As for methane, it is a gas, whose world reserves have been
dwindling quickly, as it is widely used. In addition to its elevated ca-
lorific power, the main reason for its fast depletion is its simple ex-
traction process, as it is generally found in abundance in petrol wells
[28]. It is widely used in industries or domestic houses to generate
power [29]but more noble uses are being applied to it, such as me-
thanol synthesis [30,31] or converting CH, and CO,, two greenhouse
gases, into synthesis gas [32]. Literature is extensive in what regards
CH,4 production from biomass via chemical or biochemical processes.
Amongst the biochemical processes, which can be carried under at-
mospheric pressures and room temperatures, anaerobic digestion is a
traditional and well known technology, allowing high yields of CH,.
[33,34]. Furthermore, anaerobic digestion is an alternative solution for
providing energy for remote areas, which is still an issue for the major
producers of POME, such as Indonesia and Malaysia [35]. In addition to
the fact that this energy can be used locally, it is also possible to supply
the country’s electrical system with the exceeding power generated by
H, and CH4 combustion.

This review approaches the employment of POME as raw material
for hydrogen and methane production via a dark fermentation process,
as well as a sequential production of hydrogen and methane, providing
an interesting alternative that meets environmental conservation and
energy production in a sustainable model, which could benefit local
communities in remote areas.

2. The dark fermentation process
2.1. General aspects of dark fermentation

A Dark fermentation process consists in the application of strict or
facultative anaerobic organisms for converting substrates, such as
simple sugars, glycerol, fatty acids and carbohydrates into volatile fatty
acids, alcohols, solvents, CO,, H, and CH, [36,37].

The main advantages of dark fermentation as compared to other
biological processes for hydrogen production lie in its light-in-
dependence and consequently low energy input requirement, the pos-
sibility of employing renewable biomasses as feedstock and faster H,
production rates [37-39]. On the other hand, the bottlenecks of this
process are low yields of H, and large quantities of by-products in the
final medium [40]. However, most of these by-products are value-
added, like organic acids, 1,3-propanediol and ethanol [34], which
might be recovered from the medium.

Moreover, hydrogen production liquid waste (HPLW) might be ap-
plied as raw material for production of methane, lipid, bioplastic and
electricity [34]. Also, HPLW could be utilized in a photofermentation
system in order to provide electron donors, generating more H, in a
hybrid process [41].
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Dark fermentation of agro industrial wastes associated with the
utilization of HPLW either for bioproducts recovery or as raw material
in other processes represents a promising alternative to hydrogen pro-
duction from a biorefinery perspective.

2.2. POME to H, via dark fermentation

As discussed in Section 1, POME is a complex material and its
composition varies depending on palm oil processing. Generally, POME
contains high concentrations of organic molecules such as fatty acids,
proteins, carbohydrates, nitrogenous compounds, lipids (including
triacylglycerol); and minerals [42]. This organic matter could be me-
tabolized during dark fermentation processes either by pure culture or
bacterial consortia.

Bacterial consortia, such as anaerobic sludge, are mainly used when
complex materials are applied as feedstock, due to the presence of as-
sorted organisms that could act synergistically, enhancing the de-
gradation and consumption of these materials [43-45]. When a con-
sortium of bacteria is used as inoculum, degradation of complex
material occurs in four phases: hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis
and methanogenesis [43,46,47], in which different organisms act con-
currently, as represented in Fig. 1.

Firstly, complex substrates, such as long chain fatty acids and tria-
cylglycerols are hydrolyzed into simpler molecules, such as oleic acid,
palmitic acid and glycerol by hydrolytic bacteria. In the second phase,
acidogenic bacteria promote the conversion of those molecules into
volatile fatty acids, typically acetic and butyric acids; and eventually
alcohols, like 1,3-propanediol (formed by glycerol metabolism) and
ethanol. In the sequence, the metabolism of organic acids generates
acetate and butyrate and also cogenerates H, during acetogenesis.
Finally, generated H, might be reduced to methane by methanogenic
microflora [48]. However, since POME is a complex material, the
substrates could not be easily available for bacterial cells, resulting in
long adaptive phases and/or low conversion rates [49].(Fig. 2)

In order to produce hydrogen, it is mandatory to eliminate H,-
consuming bacteria from the medium, avoiding methanogenesis [38].
Since most of H,-producing organisms are able to sporulate, it is rela-
tively simple to eliminate H,-consuming microorganisms when using
mixed cultures [50]. The basis of pretreatment is to stimulate the
sporulation of H,-producing bacteria and to eliminate non-spore
forming bacteria, typically Ho-consumers, by establishing a hostile en-
vironment. There are several types of pretreatment that can be chosen
considering the microflora in the seed sludge [43,51]. An alternative

! POME :

1 1

1| Carbohydrates | Proteins | Lipids | :
Hydrolysis l I 1

Aminoacids
Fatty Acids
Sugars
Acidogenesis \
Alcohols

Organic Acids

! |

| Acetate H Hydrogen || co, |
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| CO, || Methane |
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Fig. 1. Schematic model for dark fermentation of POME by bacterial consortia.
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Fig. 2. Methane consumption increase forecast until 2040. It is estimated that
CH,4 demand will rise, accompanying the global necessity for power. Source:
IEO (2016).

source of hydrogen consumption is the sulfate reducing bacteria me-
tabolism. Sulfate reducing bacteria (SRB) are able to capture hydrogen
produced in dark fermentation in concentrations as low as 0.02 ppm
and convert it into sulfidric acid (H»S) when sulfate is present in the
medium [52]. Previous studies determine that SRB have a thermo-
dynamic advantage over homoacetogenic and methanogenic bacteria,
as its reaction releases 165 kJ per mol of hydrogen [53]. In order to
minimize the effect of SRB in sulfate rich mediums, enhancing the
hydrogen content, pH values around 5.5 are reported to present the
highest yield of hydrogen [52].

Another approach towards bacterial culture for hydrogen produc-
tion is the isolation of some species from anaerobic sludge and their
application as pure or co-culture [54-57], suspended or immobilized
[58,59]. There are miscellaneous bacteria in the anaerobic sludge, as
presented in Table 1 that might be isolated and applied as pure inocula.
In this universe, Clostridium sp. and Enterobacter sp. are mainly studied,
due to their endogenous capability of generating higher H, yields
[38,45,60].

Hiligsmann et al. [55] compare H, production by several species of
Clostridium sp. isolated from anaerobic sludge. No significant improve-
ment was observed, which indicates that anaerobic sludges are more
profitable for H, production than pure cultures, especially when a

Table 1
Main species of bacteria presented in the anaerobic sludge (Guo et al., 2010;
Ntaikou et al., 2010; ATCC, 2016).

Organism

Characteristics

Clostridium butyricum
Clostridium acetobutyricum
Clostridium beijerinckii
Clostridium thermolacticum
Clostridium tyrobutyricum
Clostridium thermocellum
Clostridium paraputrificum

Escherichia coli

Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae

Caldicellulosiruptor saccharolyticus

Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum

Thermotoga maritima

Thermotoga elfii

Bacillus coagulans

mesophile, strict anaerobic and
spore forming

mesophile, strict anaerobic and
spore forming

mesophile, strict anaerobic and
spore forming

thermophile, strict anaerobic and
spore forming

mesophile, strict anaerobic and
spore forming

thermophile, strict anaerobic and
spore forming

mesophile, strict anaerobic and
spore forming

mesophile, facultative anaerobic
mesophile, facultative anaerobic
mesophile, facultative anaerobic
thermophile, strict anaerobic
thermophile, strict anaerobic

thermophile, strict anaerobic
thermophile, strict anaerobic
mesophile, facultative anaerobic
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complex material is used as substrate due to the mechanism of action on
synergism of seed sludge microflora. Additionally, Mishra et al. [57]
tested a pure culture of Klebsiella pneumonia, a co-culture of K. pneu-
monia and Clostridium freundii, and an acidogenic mixed consortium in
order to produce hydrogen from distillery effluent. Once more, mixed
consortium showed the best result. They also pointed Clostridium sp. as
the major contributing species in the mixed culture applied in that
study.

According to Hung et al. [45], other organisms rather than Clos-
tridium sp. present in anaerobic sludge have significant roles in Hj
production. For instance, Enterobacter aerogenes and Bacillus sp. could
contribute to the dark fermentation process by supporting the anaerobic
environment maintenance; Streptococcus sp. could interact with Clos-
tridium sp. forming a granular structure that increases hydrogen pro-
duction; and Bifidobacterium sp., Bacillus sp. and Megasphaera sp. might
assist hydrogen production by breaking down complex materials.

In the literature, a wide variety of mesophilic hydrogen producing
bacteria has been reported, such as Clostridia (C. butyricum, C. pasteur-
ianum, C. saccharobutylicum) and Enterobacter (E. aerogenes).
Termophilic hydrogen producing bacteria as T. thermosaccharolyticum,
C. thermocellum and B. thermozeamaize have also been reported.
However, its optimum hydrogen production, even though higher than
mesophilic bacteria, requires considerable energy input [61-63]

Table 2 shows results reported in the literature involving the ap-
plication of POME as a substrate source for hydrogen production
through the use of a mixed culture. Both thermophile and mesophile
sludges were successfully employed in different researches.

Some authors submit POME to pretreatment in order to enhance
substrate bioavailability. Leafio et al. [65] employed ultrasonication of
POME aiming to improve substrate surface area; as a result, pro-
ductivity increased by 38%. A 49% increment was achieved by Pi-
sutpaisal et al. [15] when an ozonated POME was used for hydrogen
production. According to the authors, ozonation pretreatment could
break down complex molecule into simpler molecules that might be
easily converted into hydrogen. Nevertheless, the pretreatment of
POME in order to raise the bioavailability of its substrates is still an
incipient approach towards biohydrogen production enhancement.
Research should be developed as an effort to evaluate different types of
pretreatment and to elucidate its mechanisms to turn substrates more
accessible for bacterial cells.

Valladao et al. [70] used an enzyme pool to hydrolyze poultry
slaughterhouse effluent, rich in fats and proteins, into free acids that
could be metabolized by microorganisms. Additionally, Serri et al. [71]
demonstrated a satisfactory enzymatic hydrolysis of triglycerides into
fatty acids and glycerol, feasible molecules for dark fermentation. It is
known that POME holds palm oil traces, triglycerides, carbohydrates
and proteins; hence, enzymatic hydrolysis could be an interesting al-
ternative in that it applies hydrolases for enhancing bioavailability of
POME. In this sense, Garritano et al, [49] showed that previous POME
hydrolysis by plant enzyme preparation improved H, productivity by
102%.

The hydrogen produced by dark fermentation of POME might be
used in fuel cells for electricity generation. Lin et al. [72] used the
hydrogen purified from Hy-rich gas produced by dark fermentation into
a proton-exchange-membrane fuel-cell (PEMFC) system to generate
electricity. An analogous system was used by Campo et al. [73] without
any hydrogen purification step. An Electrolyte Membrane (PEM) fuel
cell was chosen by Martinez et al. [74] to convert fermentative hy-
drogen without further purification into electricity. This electricity
could feed the palm oil production plant or even supply the local energy
demand [75].

The aforementioned studies confirm the high potential for using
biohydrogen in fuel cells. However, there are some challenges related to
such use. The possible presence of H,S in the biogas could be a barrier
to this application, since this compound severely poisons the fuel cell
catalyst [76]; hence, in that case a separation system is needed. In
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Table 2

Results reported in literature applying POME for biohydrogen production using mixed culture.
Mode of Pretreated POME Temperature ("C) pH H, Production Productivity H, Yield Reference
Operation (mLy2/Lpome) (mLyz/Lpome-h) (mLy2/8cop)
Batch No 60 5.5 4708.0 454.0 - Atif et al. [10]
Batch Ozonation 55 6.0 479.8 11.0 77.1 Tanikkul and Pisutpaisal [14]
Batch Ozonation 37 6.0 - - 182.3 Pisutpaisal et al.[15]
Batch No 36 5.8 1321.0 144.0 - Rasdi et al. [64]
Batch Ultrasonication 44 7 - - 17.1 Leafo et al.[65]
Batch No 35 5.5 1084.1 22.6 10.0 Mohammadi et al. [66]
Batch No 37-55 6 985.3 76.0 27.1 Yossan et al.[67]
Batch No 60 5.5 3430.0 - - Mamimin et al.[68]
Batch Acid hydrolysis 38 5.8 2023.7 - - Krishnan et al. [69]
Batch No 35 6.5 2429.7 101.2 - Garritano et al.[49]
Batch Enzimatic 35 6.5 2752.3 229.3 57.3 Garritano et al.[49]
Fed Batch No 60 5.5 2419.0 436.0 - Atif et al.[10]
Continuous No 60 5.5 4200.0 - - Singh et al.[58]
Continuous No 37 5.5 3534.0 589.0 - Valladao et al.[70]
Continuous No 55 55 - 80 215 Krishnan et al. [69]

addition, the H, volume and yield determine the feasibility regarding
commercial implementation [77]. According to Rahman et al. [77], the
integration between biological hydrogen production and fuel cell
electricity generation would be possible in the future, as long as high
yield and production rates are achieved, as well as efficient separation
systems.

3. General aspects of methane production and usage

Worldwide consumption of methane is projected to increase from
120 trillion cubic feet (tcf) in 2012-203 tcf by 2040 (International
Energy Outlook report, 2016). Regarding all the energies sources being
used nowadays, natural gas has seen the largest increase amongst them
all. This is not only due to its calorific power of approximately 55 MJ/
kg, which turns the gas into an interesting combustible to generate
power, but also the fact that it is often found in the same drill well as
petrol places methane in a competitive position amongst other possible
combustible resources. The relatively easy extraction process of CH,4 has
contributed to popularize the use of this gas in several sectors of in-
dustry.

In order to accompany the rise of natural gas demand projected in
the International Energy Outlook (IEO, 2016) the biggest producers of
methane will need to increase their supplies by almost 69% until 2040,
which would represent a big impact in natural CH4 reserves.
Furthermore, in a six-year window, 12 countries became natural gas
importers, among which three of the biggest palm oil producers —
Malaysia, Indonesia and Thailand.

In this sense, as methane obtained from drill wells is not a renew-
able resource, researches are being developed in order to verify the
feasibility of producing it through different ways and one of the most
interesting ones is via anaerobic digestion. It is known that POME is a
suitable effluent not only for hydrogen, but also for CH, production via
anaerobic digestion. Due to the recently developed necessity for me-
thane in major palm oil producer’s countries, publications in this area
have become more abundant.

3.1. Pome to CH, via anaerobic digestion

Methane production via anaerobic digestion occurs by two different
metabolic pathways: acetic acid dismutation into CH4 and CO,; and H,
reduction performed by anaerobic methanogenic archaea [78]. If the
reactor is operated under mesophilic conditions, most of CH,4 produc-
tion will occur via the first pathway, while under thermophilic condi-
tions, the second pathway is favored [28].

The main difference between dark fermentation aiming H, pro-
duction and anaerobic digestion aiming CH,4 production is the action of

methanogenic archaea. Although the majority of CH4 production in a
methanogenic system derives from CO, reduction (CO; + 4H,; — CHy
+ 2H,0) process by methanogens, a small amount is derived from
acetate fermentation [79]. In this metabolic pathway, acetic acid un-
dergoes a dismutation reaction, catalyzed by an enzyme, to produce
CH,4 and CO,. In the reaction, an electron is transferred from the car-
bonyl function to the methyl group of acetic acid, producing CH, and
CO-, [80].

Table 3 shows results reported in the literature for methane pro-
duction using POME as raw material and whether or not it was sub-
mitted to a pretreatment. Similarly, for hydrogen producing processes,
some authors submit POME to different pretreatments aiming higher
methane yields. The highest yields were obtained by using pretreated
POME. Ozonation pretreatment performed by Chaiprapat and Laklam
[81] was capable of augmenting CH, yield by seven times when com-
pared to control conditions. Similar yield results were obtained by
Azhari and Abdurahmana [82] through the use of ultrasonicated POME.
As discussed in Section 2.2, POME pretreatment aims to increase nu-
trients bioavailability to fermentative microorganisms. In this manner,
not only H, yields are increased, but POME pretreatments also play a
major role regarding methane production improvement.

Different strategies have been tested with a view to enhancing
methane production. According to M. Y. Nurliyana et al. [86], the ad-
dition of Empty Fruit Branches (EFB) modifies the C/N ratio, increasing
the availability of nitrogen in the medium. Nitrogen is an essential
element for aminoacids and nucleic acids synthesis and its depletion
may incur in slower growth. In this manner, the provision of adequate
quantities of this element augments final methane yield by 11, 9 times
as compared to the control experiment. In order to avoid hydrogen
consumption, it is recommended to carry CH; production as a se-
quential process to hydrogen production.

3.2. Sequential production of H, and CHy

While the vast majority of H, and CH, generation are being held
separately, an integrated system is being successfully reported in the
recent literature [88]. In this integrated approach, H, and volatile fatty
acids (VFA) are generated simultaneously in a first step and the residual
fermentative media, after H, recovery, is used for methane production
[89,90]. In this context, Lin et al. [91] connected an UASB reactor in
series with a CSTR and would submit POME to dark fermentation in the
system. In UASB, H, was generated alongside with dark fermentation
byproducts, such as VFAs and small chain alcohols; then HPLW was
conducted to the CSTR. Approximately 75% of the total CSTR volume
was filled with HPLW, while 15% was made up of untreated sewage
sludge (rich in methanogenic microflora). The study reported an energy
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Table 3
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Results reported in literature applying POME for methane production by using a mixed culture.

Mode of Operation Pretreated POME pH CH,; Production (mLcya/Lpome)

Productivity (mLcga/Lpome-h)

CH, Yield (mLcus/8cop) Reference

Continuous No 6.8 17,800
Continuous No 7.0 3490
Continuous Ozonation 7.0 26,010
Continuous No 6.8 25,230
Continuous No 7.0 5776
Continuous EFB* 5.6 20,000
Continuous No 7.2 16,800
Continuous Ultrasonication 7 26,790
Continuous No 55 -

247.22 356.0 Najafpour et. al [83]

145.41 61.5 Chaiprapat and Laklam [81]
1083.7 646.1 Chaiprapat and Laklam [81]
1051.2 580 Abdurahman et al. [84]
240.66 361 Faisal and Unno[85]

833.33 - Nurliyana et. al [86]

700 240 Chan et. al [87]

1116.2 470 Abdurahmana et. al [82]
133.3 320 Krishnan et. al [69]

& EFB: Empty Fruit Branches.

yield of 15.43 MJgcop’, one of the highest energy yields in the lit-
erature obtained by using POME as raw material, due to the combi-
nation of hydrogen and methane generation system.

It was shown in Section 2.1 that dark fermentation alters the fer-
mentation media composition, as fermentative bacteria are able to
metabolize complex molecules into simpler ones, while producing a
mixture of biogas. As H, production via dark fermentation advances,
HPLW will require adequate treatment. Interrupting the fermentative
process in acidogenesis (in which Hj is produced and recovered) will
generate an effluent rich in organic matter [92]. An economically fea-
sible way to solve this problem would be to carry out the dark fer-
mentation process until its last step — methanogenesis [93].

Methanogenic metabolism is capable of catalyzing the generation of
CH,4 while consuming the acetic acid present in HPLW, drastically re-
ducing COD contents, as under anaerobic conditions, the mineralization
of organic matters is incomplete unless methane is produced [94]. In
this sense, some articles [95-97] have demonstrated that a process in
which a second reactor (Fig. 3) would capture the HPLW generated in
the first step of the process could be coupled in the system line by using
the effluent of H, producing process for generating CH,, augmenting
overall gas production.

As shown in Table 4, the sequential process has been more widely
studied in the last few years and provides interesting results. A 94%
COD removal was achieved by Krishnan et al. [96]. The same author
also managed to obtain the highest hydrogen yield and productivity and
the second highest methane yield by using POME as raw material and
by making use of a continuous process. Nualsri et al. [88], obtained the
highest methane yield and productivity. This is not only due to a con-
tinuous process, but also by the raw material used, which was su-
garcane juice. Sugarcane juice is a simple raw material that is made up

N2 H2 ( ) CH4
POME Production| Production
Pre-treated
anaerobic Sludge
sludge effluent

680

mainly of carbohydrates, molecules easily assimilated by bacteria
during dark fermentation.

Taking into account that palm oil industries are located in devel-
oping countries, the sequential production of H, and CH, is attractive
since it is a simple process derived from a traditional technology, that
could treat an effluent while generating energy and fuels. These pro-
ducts might be used in the industry itself, adding value to the global
process and reducing costs with energy consumption and effluent
treatment, or generating energy locally to the neighborhood, dimin-
ishing logistics issues related to gas transportation. In addition, the
sequential process does not require complex reactors or light source.
Fig. 4 shows a schematic representation of energy generation in a palm
oil plant integrated with hydrogen and methane production. A gen-
eration of 5 L of POME was considered for each 1 L of palm oil produced
with a COD of 56,000 mgp,/L and a 30% loss in energy conversion. It
would be possible to produce 3.3 MJ/Lp.moi and reduce the chemical
oxygen demand of the effluent by 94%.

4. Other applications of POME

POME is a versatile raw material, which can be used not only for
producing biogas via dark fermentation but in a series of other pro-
cesses [34,87]. It was successfully reported to be an adequate compo-
nent of microalgae growth medium mainly because of its organic con-
tent, but also due to the presence of nitrate and orthophosphate in its
composition [99,100]. Those organisms consume POME for biodiesel
production [101] and consequently reduce the chemical oxigen de-
mand from effluent. This represents both an increase in the economic
potential of the industry and also an advance in the environmental
question regarding final POME disposal.

Fig. 3. Sequential H, and CH, production representative
scheme: POME and pre-treated sludge are added into a
first reactor, in which hydrogen will be produced via dark
fermentation. The sludge precipitates and is discarded,
while HPLW goes to a second reactor and is inoculated
with in natura anaerobic sludge for CH4 production.

—0—{ |

Anaerobic
sludge
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Table 4
Results reported in literature applying different raw materials for sequential hydrogen and methane production through the use of a mixed culture.
Raw Material Mode of H2 Yield H2 Productivity (mLH2/ CH4 Yield CH4 Productivity Total COD References
Operation (mLH2/gCOD) gCOD.d) (mLCH4/gCOD) (mLCH4/gCOD.d) removal
Glucose Batch 159 53.0 284 17.8 - Giordano et al. [97]
Food Industry Waste Batch 45.8 15.3 274 6.9 - Giordano et al. [97]
Tequila Vinasses Batch 190 10.5 257.9 7.2 75% Buitrén et al. [98]
Sugarcane Syrup Batch 91.7 - 298 8.2 95% Nualsri et. al[88]
Sugarcane Syrup Continuous 87.5 700 270 90 97.5% Nualsri et al. [88]
POME Continuous 215 107.5 320 64 94% Krishnan et al. [96]
POME Continuous 180 90 271 18.1 - O-Thong et al. [62]
__________ s Pamoit hydrogen in the process and maintains an optimal environment for H,
: / Industry \ : production, while diminishing COD contents and making the residual
| (1L Palm Ofl) I fluid more environmentally friendly.
1 1
1 Water 1
2492 1 Bodies Effluent o ) 5. Final remarks
Treatment I
Plant I Nowadays, sustainable development is a huge concern around the
-94% ) | world. In this context, the palm oil industry is in keeping with this
oe- cop / : trend, since it encourages family farming, which fosters development of
Anaerobic Dark 537,5 k) poor areas. For instance, in Malaysia, 30% of palm oil is produced by
Bigeston Fermentation small farmers [100]. In the Brazilian county Moju, in Para state, human
\ y/ development Index (HDI) increased 90% from 1991 until 2010 due to a
HPLW

H2

Fig. 4. Potential energy generation of a sequential H, + CH,4 dark fermentation
process, considering: 30% of loss; POME generation of 5 Lpome/Lpaimoil ; COD
content of 56,000 mgos/Lpome; 215 Lua/kgcop and 320 Leps/kgcop [961;
890 kJ/molcy4; 286 kJ/mol g,

POME has also been added as an ingredient to growth media for a
variety of bacteria. As it constitutes a rich medium, without inhibitors,
a satisfactory microorganism growth is observed [102]. In the case of a
submerged fermentation process, the microorganism inoculated will
produce a secondary metabolite that has aggregated value. The organic
material present in POME is consumed while the bacterial population
grows, and, along with bacterial growth, the concentration of sec-
ondary metabolites also increases [103,104].

It can also be used for producing hydrogen in a photofermentative
system, in which Purple non-sulfur bacteria (PNSB) acts to produce H.
During the growth phase, these bacteria use organic compounds, such
as small organic acids, as electron donors to form ATP for their meta-
bolic processes [105]. Electrons obtained in the oxidation of those acids
travel through a variety of electron carrier proteins and are delivered to
ferredoxin, which delivers them to nitrogenase. In the presence of
molecular nitrogen, nitrogenase catalyzes the formation of ammonia,
while under anaerobic conditions the enzyme acts as a hydrogenase
dependent of ATP, using electrons generated during organic acids oxi-
dation for reducing protons and forming molecular hydrogen
[106,107].

Also, a sequential process combining both dark fermentation and
photofermentation has been studied and promising results have been
reported [79,89,108]. Photofermentative organisms use dark fermen-
tation secondary metabolites as substrate to H, production, increasing
biogas yield. While some of the secondary metabolites produced do not
impair cell growth, acetate concentration is critical in the fermentation
media, and can reduce H, production [96]. The increase in the acid
concentration in the medium will lower its pH, altering the optimal
condition for H, production [109]. Photofermentative organisms are
able to oxidize organic acids generated in dark fermentation and gen-
erate ATP in the process. The oxidation of those molecules generates

policy that stimulated palm cultivation (Brazilian Senate, 2015). Fur-
thermore, palm could be cultivated in degraded lands, making feasible
industry expansion while avoiding greenhouse gas emissions from de-
forestation. In ethanol producing countries, where the soil is progres-
sively degraded by sugarcane monoculture, a viable option is to alter-
nate between palm and sugarcane crops, combining soil recovery and
ethanol and palm oil production [110].

As the palm oil industry will continue to grow in the near future so
will the yearly production of its effluent. Therefore, it is mandatory to
find an economically viable use for POME. A noble and interesting use
for POME would be to convert it into a biogas, which could be used for
generating power locally. Biological processes provide an interesting
approach towards biogas generation through effluents. Of all biological
processes, dark fermentation has the highest H, yields and produces
both CH,4 and H,.

The integration between palm oil industry and biogas (Hx + CH,)
production represents an interesting approach in keeping with green
chemistry principles, since almost all of them might be achieved in this
global process, in particular the use of renewable feedstock, design for
energy efficiency and design for degradation.
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Sir,

The twenty-first century is a transition era between pet-
roleum-based and bio-based products. The oil reserves
depression and the environmental issues triggered the
warning light for more sustainable industries and proc-
esses. Within this era of use of renewable resources and
development of greener and more safety processes, bio-
catalysts emerged as a real alternative for several indus-
trial sectors, formerly chemicals. Even though enzymatic
processes are widely applied in the food and beverage
industry, the discovery of recombinant DNA technology
and protein sequencing and engineering allowed the
raise of biocatalysts and the increase of enzyme technol-
ogies in industrial applications.

The global market of industrial enzymes is projected
to reach USD 6.30 Billion by 2022 (MarketsandMarkets
2016). In 2017, Brazilian enzymes’ imports reached USD
165 million, being 12% cellulases, enzymes related to
two growing sectors in biocatalysis in Brazil, biofuels and
specialty chemicals (Ministério da Industria 2018).

Brazil is worldwide recognized as an important biofuel
producer, being the second largest producer of both bio-
ethanol and biodiesel. The main successful case example
of enzyme application in biofuel production is the
second-generation ethanol plant of Raizen, initiated in
2014 with installed capacity to produce 42 million litres
of ethanol (Raizen 2018). Concerning biodiesel, the North
American company Blue Sun Energy started a commercial
facility for enzymatic biodiesel production in Brazil,
applying lipases (Biodiesel 2018).

The company Olfar, with an annual production of 378
million litres of biodiesel, was the first company in Brazil
to implement the enzymatic neutralization in a biodiesel
plant (Olfar 2018).

In the specialty chemical sector, several companies are
investing in Brazil in research and development of enzym-
atic processes, reflected by the increasing number of
patent applications. Amyris has a patent application in
enzymatic methods to produce muconic acid (Schweitzer
et al. 2015) (112012016855); Braskem applied to various
patents in methods to produce and use dehydratases
(Koch et al. 2018) (112017025554), use of a modified ace-
toacetyl-CoA hydrolase (Slovic et al. 2017) (112016006321),
and enzymatic methods to convert alkenes (Prause et al.
2015) (102013029576). Oxiteno has applications to protect
the use of an enzymatic pool of hydrolases and an

enzymatic process to produce a mixture of esters (Da Silva
et al. 2017) (102015030362).

The Brazilian scenario of enzymes and their applications
in industry are growing, showing the relevance of
researches and discussions about this subject. In this sense,
since 1995, the Brazilian Seminar on Enzyme Technology
(ENZITEC) has brought together competent researchers in
the field successfully disseminating their high impact
developments. The 12th edition of ENZITEC, held from July
17 to 20, 2016, in Caxias do Sul, joined under the confer-
ence topic “Challenges and innovations in enzymatic proc-
esses” 310 participants, being 38% University professors
and researchers, 31% graduate students, 26% undergradu-
ate students, and only 5% professionals from industry,
demonstrating the need for greater interaction between
the academic and business environment.

Some works of the 12th edition of ENZITEC were
selected for this special issue:

1. Solid-state fermentation of co-products from palm
oil processing: production of lipase and xylanase and
effects on chemical composition (Oliveira et al. 2018)

2. Mixture design of starchy substrates hydrolysis by an
immobilized glucoamylase from Aspergillus brasilien-
sis (Almeida et al. 2018)

3. Biotransformation of (4)-carvone and (—)-carvone
using human skin fungi: a green method of obtain-
ing fragrances and flavours (dos Santos et al. 2018)

4, Production of recombinant B-galactosidase in bio-
reactors by fed-batch culture using DO-stat and lin-
ear control, authored by de Andrade et al. (2018)

5. Hydrolysis of crambe oil by enzymatic catalysis: an
evaluation of the operational conditions (Tavares
et al. 2018)

6. Discrimination between rival laccase inhibition mod-
els from data sets with one inhibitor concentration
using a penalized likelihood analysis and Akaike
weights (Pinto et al. 2018)
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The employment of hemicellulose fractions from bagasse acid (HF-AC - rich in xylose) and hydrothermal
(HF-HT - containing high amounts of xylooligosaccharides) pretreatments led to yields of 265 and 177
MLy2/gcarbohydrate after 18 and 45 h of fermentation, respectively. The anaerobic sludge used as inoculum
was able to hydrolyze the xylooligosaccharides of HF-HT into simpler sugars, enabling microbial
hydrogen production. The acid hydrolysis of xylooligosaccharides in HF-HT before fermentation

improved the productivity by 30% and showed similar yield (231 mLy/gcarbohydrate)- The adaptive phase

Keywords:
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for HF-HT consumption was influenced by the hydrolytic step and by inhibitors, as the kinetics of hy-
drolyzed HF-HT was deeply affected in the first 18 h compared to HF-AC. Higher amounts of HF-AC in the
media promoted fermentation inhibition, which could be related to the increased concentrations of
acetic acid and carbohydrates, two factors that enhance the system osmolarity.

© 2019 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

The conventional process of sugar and ethanol production from
sugarcane (first generation ethanol) generates lignocellulosic resi-
dues, such as bagasse and straw. In Brazil, considering an estimated
production of 646 million tons of sugarcane in the 2017/18 harvest
[1], approximately 168 million tons of bagasse and straw were
generated [2,3]. These lignocellulosic materials can be used as
feedstock for cellulosic ethanol production, also known as second
generation ethanol (2G ethanol). The production of 2G ethanol
involves several steps, including biomass conditioning, pretreat-
ment, enzymatic hydrolysis, fermentation and distillation [4].
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E-mail addresses: livian_sa@yahoo.com.br (L.R.V. de Sa), marianafaber@outlook.
com (M.O. Faber), ayla.santana@int.gov.br (AS. da Silva), christe@eq.ufrj.br
(M.C. Cammarota), viridiana.leitao@int.gov.br (V.S. Ferreira-Leitao).

https://doi.org/10.1016/j.renene.2019.08.089
0960-1481/© 2019 Published by Elsevier Ltd.

Pretreatment is one of the key steps of this process and methods
based on the hydrolysis and solubilization of hemicellulose, such as
dilute acid and hydrothermal pretreatment, are amongst the most
studied pretreatment techniques; both acid and hydrothermal
pretreatments aim at solubilizing the hemicellulose content [5—8].
The acid pretreatment of bagasse is usually carried out with dilute
sulfuric acid (1-5% w/v) at temperatures ranging from 120 to
180 °C and pressures up to 1.01 MPa, with a hemicellulose removal
efficiency of ~90% releasing monomeric carbohydrates, mainly
xylose [9]. On the other hand, hydrothermal pretreatment is based
on the use of superheated water (160—240 °C) without the use of
chemical agents or catalysts, resulting mainly in the release of
carbohydrates in the form of xylooligosaccharides [5,6,10].

In the 2G ethanol production process, the cellulosic fraction is
enzymatically hydrolyzed into glucose, which is fermented by
Sacharomyces cerevisiae, the commonly used microorganism for
ethanol production. However, the xylose-rich stream derived from
hydrothermal and acid pretreatments cannot be used as substrate
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by non-genetically modified Saccharomyces cerevisiae, requiring
genetically engineered yeast or the development of ethanol pro-
duction processes using other xylose-fermenting microorganisms
[11]. This makes the hemicellulose fraction less attractive for this
purpose. Within the biorefinery concept, this fraction rich in
hemicellulose derived sugars may be used as feedstock for other
purposes, such as dark fermentation aiming at H, production in an
integrated process for the 2G ethanol productive chain [12]. The
interest in hydrogen as biofuel has increased in the last decades,
due to its high energy density and low emission of air pollutants
and greenhouse gases [13]. Hydrogen could also be applied in
heating, transport and power industries [ 14].

Currently, 95% of the hydrogen produced around the Globe has
natural gas, methane or coal as raw material, which contribute to
global warming [15]. In this scenario, it is important to study low
carbon processes to obtain Hy, such as by biological processes using
waste materials as feedstock. Hydrogen generation from biomass
conversion occurs at the absence of oxygen in a process called dark
fermentation, where biomass is broken down by microorganisms
that metabolize the substrates released into H, and other by-
products, such as organic acids.

Dark fermentation for H, production can be performed
employing either pure or mixed microbial cultures as inocula
[12,16—19]. Generally, it is assumed that the use of mixed microbial
communities, such as anaerobic sludge, present advantages over
pure cultures in processes using biomass derived feedstock, due to
their ability to tolerate and metabolize certain amounts of com-
pounds that can act as microbial inhibitors, such as 2-furaldehyde
(furfural), 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF) and acetic acid
[20]. Additionally, anaerobic sludge contains both hydrolytic and
acidogenic bacteria [21], making it more suitable for hydrogen
production from hemicellulose fraction from hydrothermal pre-
treatment, which has high amounts of oligosaccharides that re-
quires an efficient hydrolysis step to enable H, production.

It has been shown that the increase in oligomeric ratio in
hemicellulose fractions led to a longer adaptive phase and lower H;
production rate [22]. However, few studies have evaluated hemi-
cellulose fractions containing oligosaccharides as feedstock for dark
fermentation, and systematic comparison of its effect in regard to
the use of monosaccharides-rich streams is also rare. Therefore, it is
crucial to investigate the dark fermentation process applying real
hemicellulose fractions containing monosaccharides and oligosac-
charides, to understand the factors that could affect this process.

The aim of this study was to evaluate the H, production using
standard xylose and hemicellulose fractions from acid and hydro-
thermal pretreatments of sugarcane bagasse under comparative
conditions to identify the effect of the hydrolysis step and its role in
the kinetics of H, production. In addition, increased amounts of
hemicellulose fraction, containing both sugars and inhibitors, were
added to the fermentation media to assess the effect of sugar
concentration and microbial inhibitors on the H, production.

2. Materials and methods
2.1. Inoculum

The anaerobic sludge used as inoculum in this work was ob-
tained from a municipal sewage treatment plant located in Rio de
Janeiro, Brazil. The concentration of volatile suspended solids (VSS)
in the anaerobic sludge was approximately 27,000 mg VSS/L. In
order to drastically reduce the H-consuming microorganisms and
to select the spore forming and H,-producing microorganisms, the
inoculum was acid pretreated for 60 min by adding HCI 10 mol/L
until reaching pH 2.0 [12]. In this study, a detailed characterization
of microbial community presented in the sludge was not

performed. However, in our previous study, the presence of species
of genus Clostridium was confirmed in an anaerobic sludge obtained
from the same source as used in this study [12].

2.2. Pretreatment of lignocellulosic biomass

Sugarcane bagasse, provided by the Brazilian company Dedini S/
A Inddstrias de Base was subjected to dilute acid and hydrothermal
pretreatments. The chemical composition of the untreated bagasse
was: 39.99 +3.50% of cellulose, 21.82 +4.43% of hemicellulose,
26.51 +1.45% of lignin, 1.40 + 0.04% of ashes and 7.41 +0.71% of
extractives. The determination of the carbohydrate, lignin, extrac-
tives and ashes content was done as previously reported [23].

Dilute acid pretreatment of sugarcane bagasse was conducted in
an autoclave at 130°C for 30 min, under autogenous pressure of
approximately 0.2 MPa, using 1.6% (v/v) H,SO4 with a solid:liquid
ratio of 1:4 (w/v) [6]. After acid pretreatment, solid and liquid
fractions were separated by filtration using a glass fiber membrane
and analyzed for its carbohydrate contents according to a standard
protocol [24]. Then, the liquid fraction was neutralized with 5 mol/L
NaOH to pH 5.0 and subsequently used as raw material for the H;
production.

Hydrothermal pretreatment was performed in a 1 L reactor (Parr
4842, Parr Instrument Company) at 170 °C for 40 min using a sol-
id:liquid ratio of 1:10 (w/v). Nitrogen gas was introduced into the
reactor at an initial pressure of approximately 2.03 MPa, to keep the
inert atmosphere. At the end of the process, the solid and liquid
fractions were separated by filtration using a glass fiber membrane
[25]. The liquid fraction was analyzed for its carbohydrate contents
for subsequent use as a substrate in the Hy production. The total
carbohydrate was estimated by post-hydrolysis of the hemicellu-
lose fraction with HoSO4 2.4% (v/v) at 121 °C for 1 h to convert the
oligosaccharides in free monosaccharides. Carbohydrates, organic
acids, furfural and HMF generated in this process were determined
by high-performance liquid chromatography (HPLC). The difference
between monomer amounts in hydrolyzed and non-hydrolyzed
fractions was used to calculate the amount of oligomers [24].

2.3. Culture medium for the H, production

Hemicellulose fractions from the acid and hydrothermal pre-
treatments of sugarcane bagasse were used to produce H; in a
comparative study with standard xylose.

Batch experiments were performed in 100 mL glass flasks sealed
with rubber lids to avoid contact with air. The culture medium was
composed of 38.6 mL of solution containing 20 mmol/L standard
xylose or hemicellulose fraction at a concentration of 20 mmol/L of
carbohydrate, 1.4 mL of nutrient solution and 50 mL of acid pre-
treated anaerobic sludge, which was the amount of inoculum
necessary to reach a final VSS of 10,000 mg/L and an appropriate
ratio of gVSS/gxylose [26]. The nutrient solution was composed of
(g/L) KHoPOy4 (2.5), KoHPO4 (2.5) and NH4CI (19.8).

Different initial concentrations of carbohydrate in the fermen-
tative medium were used to evaluate the H, production by
increasing substrate concentration using dilute acid pretreatment
of the hemicellulose fraction from sugarcane bagasse. In these
cases, the culture medium was composed of 50 mL of acid pre-
treated anaerobic sludge (VSS 10,000 mg/L), 38.6 mL of hemicel-
lulose fraction at a concentration of 20, 60 or 160 mmol/L of
carbohydrate and 1.4 mL of nutrient solution.

All the fermentation media and solutions prepared from hemi-
cellulose fractions were adjusted to pH 6.5 with 5 mol/L NaOH. The
vials were purged with N, for 60s to ensure an anaerobic envi-
ronment and incubated in a shaker at 35°C and 150 rpm. All ex-
periments were performed in triplicate.
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2.4. Analytical methods

Samples collected from the fermentative media were analyzed
by high-performance liquid chromatography (HPLC Shimadzu LC
10 AT) to determine xylose, glucose, cellobiose, arabinose, acetic
and butyric acids, HMF and furfural. The liquid samples were
centrifuged at 1775xg for 5min and the supernatants obtained
were filtered through a 0.22 pum Millipore filter. The analytes were
determined using an Aminex HPX-87H column (BioRad) and a
carbohydrate deashing guard cartridge (BioRad). The column
temperature was 55 °C and the mobile phase was H,SO4 5 mmol/L
with a flow rate of 1.0 mL/min. Xylose, glucose, cellobiose and
arabinose were analyzed using a refractive index detector (RI).
Acids, HMF and furfural were analyzed by UV—Vis detection at
210 nm [27].

Biogas analyses were performed on a Micro GC (Agilent Tech-
nologies 3000A) with thermal conductivity detector (TCD) to
determine Hy and CHy4. GC analyses were performed using HP-PLOT
U 3mx0.32mm x 30um) and HP-PLOT Molecular sieve 5A
(10 m x 0.32 mm x 12 pm) columns at 60 and 100 °C, respectively.
The injector temperature was set at 90°C and the sample inlet
temperature was 110 °C. Helium and nitrogen were used as the
carrier gases for the HP-PLOT U and HP-PLOT molecular sieve 5A
columns, respectively.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of hemicellulose fractions of sugarcane
bagasse obtained from acid or hydrothermal pretreatment

Promising results have been reported in the literature with the
use of hemicellulose fractions from pretreatment of lignocellulosic
biomass for Hy production via dark fermentation [16,19,28—30].
However, in addition to carbohydrates, these fractions may also
contain compounds that act as potential inhibitors for bacterial
growth and metabolism, such as acetic acid, HMF and furfural
[28,31].

Table 1 shows the characterization of hemicellulose fractions
from hydrothermal and acid pretreatments used for the H, pro-
duction, hereafter called HF-HT and HF-AC, respectively. The con-
centrations of compounds in the HF-HT are shown before and after
an acid hydrolysis process. This convention has been adopted
because the hydrothermal pretreatment releases a liquid fraction
containing monosaccharides and oligosaccharides, while the acid

Table 1
Composition of the hemicellulose fraction of sugarcane bagasse obtained from dilute
acid (HF-AC) and hydrothermal (HF-HT) pretreatments.

Compound HF-AC® (mmol/L) HF-HT” (mmol/L)

before acid hydrolysis  after acid hydrolysis

Cellobiose  nd 2.02 +0.02 0.17 +£0.01
Glucose 25.82+1.21 0.44 +0.00 3.56+0.14
Xylose 162.63 +1.07 32.53+0.01° 80.13+0.11
Arabinose  8.12+0.07 4,73 +0.01 5.40 +0.03
Acetic acid 95.16 + 0.08 24.33 +0.02 51.00 + 0.06
HMF¢ <0.08 0.71 +£0.00 0.56 +0.00
Furfural 5.72 +0.01 9.17 +£0.01 10.21 £ 0.05

2 Hemicellulose fraction of sugarcane bagasse obtained from dilute acid
pretreatment.

 Hemicellulose fraction of sugarcane bagasse obtained from hydrothermal
pretreatment.

¢ Concentration of only free xylose. Xylooligomers were equal to 41.88 mmol/L.

4 HMF = 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde. nd: not detected. The values represent
the mean and standard deviation of the analysis of three samples from each liquid
fraction.

pretreatment hydrolyzes the hemicellulose fraction directly to
monosaccharides [5,6,10]. Although xylose concentrations were
different when comparing HF-AC and HF-HT, due to the difference
in solid:liquid ratio used in each methodology, both pretreatments
resulted in similar xylose recovered, equivalent to 9.8 g and 12.0g
xylose produced per 100 g of treated bagasse, for acid and hydro-
thermal treatment, respectively.

Xylose is the major hydrolysis product obtained after pretreat-
ment (Table 1), as sugarcane bagasse contains a xylan-rich hemi-
cellulose, representing ~85% of the total hemicellulose content
[32,33]. In addition to xylose, the liquid fractions also had small
concentrations of arabinose, which is reported as the second most
abundant sugar in sugarcane hemicellulose, and glucose, which can
be either derived from hemicellulose structure or by minor
degradation of the cellulosic fraction. The presence of cellobiose, a
disaccharide of glucose, was also observed in the HF-HT, probably
derived from the partial hydrolysis of cellulose. Most of the xylose
present in the HF-HT is in the form of oligomers, about 60%
(Table 1). Thus, to effectively metabolize this fraction for the Hj
production, the fermentative bacteria need to perform a hydrolysis
step by producing hemicellulose degrading enzymes.

Furthermore, the second largest constituent in the hemicellu-
lose fractions was acetic acid, as the hemicellulose fraction of
sugarcane biomass is acetylated at a xylose to acetyl group ratio of
approximately 8.8:1 [32]. Acetic acid is mentioned in the literature
as a potential inhibitor of microbial metabolism and has been re-
ported as an inhibitor of H, production [34,35]. Acetic acid and
arabinose concentrations increased after the acid hydrolysis of HF-
HT, which indicates that the xylooligomers contain ramifications of
those components.

Additionally, both HF-HT and HF-AC contained HMF and
furfural, due to the dehydration of hexoses and pentoses, respec-
tively [36]. The influence of HMF and furfural, which can inhibit the
cell growth and the activity of numerous enzymes in the glycolytic
pathway, has not been extensively evaluated in the fermentative
system for H, production [37,38].

3.2. Hy production from hemicellulose fractions

3.2.1. Kinetic study of H, production comparing acid and
hydrothermal hemicellulose fractions with xylose standard

The biological production of hydrogen using carbohydrates as
substrate is characterized as an acetic-butyric-type fermentation.
These carbohydrates enter the glycolytic pathway, forming acetic
and butyric acids along with H, and CO,. This biological process
may be summarized by the following equations:

Pentoses: CsH190s5 + 1.67 H,O — 1.67 CH3COOH + 3.33 Hy + 1.67
CO, (1)

CsH1905 — 0.83 CH3CH,CH,COOH + 1.67 Hy + 1.67 COy (2)
Hexoses: CgH120¢6 + 2 HyO — 2 CH3COOH + 4H;, + 2 CO, 3)
CgH1206 + 2 H,O — CH3CH,CH,COOH + 2H;, + 2 CO, (4)

Fig. 1 shows Hy production kinetics (Fig. 1A), substrate con-
sumption (Fig. 1B) and production of acetic (Fig. 1C) and butyric
(Fig. 1D) acids from HF-AC and HF-HT. It is important to highlight
that no methane amounts were observed during fermentation
process, evidencing a satisfactory pretreatment of anaerobic sludge
used as inoculum. Media containing standard xylose were used for
comparison, resulting in a reference value of Hy production from
pure xylose at the evaluated experimental conditions. Similar
profiles were observed for H, yield in media containing either
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Fig. 1. Kinetic profiles of H, yield (A), substrate consumption (B) and production of acetic (C) and butyric (D) acids from HF-AC (@ ), HF-HT (/\) and medium containing standard
xylose (M). HF-AC and HF-HT stand for hemicellulose fraction obtained from dilute acid and hydrothermal pretreatments of sugarcane bagasse, respectively.

standard xylose or HF-AC during the first 24 h, obtaining maximum
Hj production yields correspondent to 275 and 265 mLyp/gcarbohy-
drate» Tespectively, after 18 h of fermentation (Fig. 1A). After this
period, H; yield decreased approximately 30% in the HF-AC me-
dium when compared to the yield obtained with standard xylose
medium. Comparatively, the fermentation of HF-HT presented
slower kinetics, showing a significant increase in H; yield between
12 and 24 h. After this period, the H; yield continued to increase at a
slower rate, reaching the maximum yield, 228 mLu>/gcarbohydrates
after 45 h of fermentation.

As discussed, HF-HT contains both monosaccharides and oligo-
saccharides. Therefore, Fig. 1B charts an increase in monomers (a
sum of xylose, glucose and arabinose) concentration in the first 8 h
of process, suggesting the effective hydrolysis of oligosaccharides
into monosaccharides. The requirement of this hydrolysis step
might be related to the slower H, production. On the other hand,
HF-AC contains free monosaccharides in its composition; thus, its
fermentation profile was similar to those obtained in the medium
containing standard xylose as substrate. The evaluation of the ac-
tivity of hydrolytic enzymes was not performed in this work,

however, we hypothesize that enzymes are being produced by the
microbial consortia, as the presence of hemicellulose degrading
enzymes is required for the effective fermentation of HF-HT, with
endoxylanases and B-xylosidase being responsible for depolymer-
ization of xylooligosaccharides to xylose and arabinofuranosidases
and acetyl xylan esterases for the removal of arabinofuranosyl and
acetyl residues, respectively [39]. Previous studies have demon-
strated the presence of microorganisms of the genus Clostridium in
the fermentative medium for H, production using the same source
of anaerobic sludge and inoculum treatment [12,40]. Possibly, these
microorganisms could be the major actors in the hydrolysis of
xylooligosaccharides, as Clostridium genus is known for its multi-
enzyme complexes of high molecular weight called cellulosomes
[41]. In addition to the enzymes associated with the cellulosome,
microorganisms of the genus Clostridium are also able to produce
extracellular xylanases, thereby increasing their potential to
degrade xylooligosaccharides [42]. Furthermore, the experimental
conditions used in this study (pH 6.5 and temperature 35 °C) are
within the range observed for stability of the xylanases from Clos-
tridium genus microorganisms (pH 5 to 8 and temperature from 30
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to 50 °C) [43]. However, the action of other microorganisms in this
process cannot be excluded, as the inoculum is a mixed culture.

During the fermentative process, the H; production was
accompanied by the production of acetic (Fig. 1C) and butyric
(Fig. 1D) acids, characterizing a butyrate fermentation type. An
increase in production of both acids was observed in the first 24 h of
fermentation in all media tested. After this period, the production
of acids remained almost constant, except for an increased acetic
acid production in the medium containing the HF-AC and an
increased butyric acid production in the medium containing stan-
dard xylose. This significant increase in the production of acetic
acid in the medium containing the HF-AC after 24 h might be
related to the reduction of Hy observed in this medium (Fig. 1A),
since homoacetogenic bacteria found in fermentative environ-
ments are able to convert H, and CO; into acetic acid [44]. It has
been reported that homoacetogenic bacteria are not inhibited
during the acid pretreatment of the inoculum and, therefore, can be
reactivated in new reaction conditions [45—47]. The increase in the
concentration of butyric acid observed in standard xylose medium
might be related to the deviation of the metabolism to maintain the
redox balance of the cell when subjected to high concentrations of
H, [48,49].

The inhibitory concentrations of HMF and furfural are specific to
each type of microorganism; however, it is generally recognized
that concentrations of about 1 g/L, corresponding to 8 mmol/L HMF
and 10 mmol/L furfural, can introduce a significant impact in mi-
crobial growth [31]. HMF concentration in the media containing
HF-AC was under the detectable limit, while in the media with HF-
HT, it was lower than 0.05 mmol/L during the fermentative process
(Supplementary Table 1). The concentrations of furfural in the
media containing HF-AC or HF-HT were also low equal to
0.02 mmol/L and 0.87 mmol/L, respectively. Furfural was not
detected at the end of fermentations and the action of microor-
ganisms may have converted it into other compounds. The con-
version of furfural by microorganisms typically present in
anaerobic sludge has been reported, which proves that Clostridium
genus microorganisms are able to convert furfural into furfuryl
alcohol during their growth phase [50] and that sulphate-reducing
bacteria can promote the conversion of furfural to acetic acid [51].

3.2.2. H, production using hydrolyzed hydrothermal fraction

Although the concentrations of inhibitory compounds were low
in both media, it is worth noting that HF-HT media contained 40
times more furfural than HF-AC media. Therefore, to investigate if
the slower fermentation kinetics of HF-HT media were related only
to the oligosaccharides hydrolysis or could also be affected by the
presence of other compounds, HF-HT was subject to a diluted
H,S04 hydrolysis process to hydrolyze the xylooligosaccharides,
which were subsequently used for the fermentation process. Fig. 2
compares the H; yield and carbohydrate consumption in media
containing HF-AC, HF-HT and hydrolyzed HF-HT. Fig. 2A and B show
that the hydrolyzed HF-HT results in a maximum Hj yield of 231
MLy/Scarbohydrate at 24 h, similar to the yield (228 mLyy/gcarbohy-
drate) Obtained using HF-HT after 45 h of fermentation. These faster
kinetics improved the productivity by 30%, comparing hydrolyzed
HF-HT (9.6 mLu2/(&carbohydrate-n)) with HF-HT (7.4 mLy2/(8carbohy-
drate-h)). Additionally, differences in H, production profile in hy-
drolyzed HF-HT and HF-AC could be observed. While the H; yield in
hydrolyzed HF-HT media was 20 mLyz/Scarbohydrate at 12h
fermentation, the use of HF-AC as fermentation substrate resulted
in 189 mLy2/gcarbohydrate for the same fermentation time. This dif-
ference, however, was less prominent at 24 h, with yields corre-
sponding to 231 and 265 mLyy/gcarbohydrate, fOr fermentations with
hydrolyzed HF-HT and HF-AC, respectively.

These results are evidence that the slower production of H; in

media containing HF-HT is not just related to the presence of sugars
in oligomeric form. Furfural, HMF and other unidentified phenolic
compounds generated during the hydrothermal pretreatment may
affect the metabolism of the cells and contribute to the slower
production. Siqueira and Reginatto (2015) [52] showed that 5.2 and
10.4 mmol/L of furfural could inhibit H, production by 35 and 57%,
respectively; in addition, these concentrations delayed the lag
phase by 58 and 213%, respectively. Other studies have related the
presence of furfural to both inhibition on H; production and
increased lag phase [31]. Even though the concentration of those
compounds are low compared to the reference values for toxicity,
as discussed above, the combination of several inhibitors can result
in a potentialized effect [37]. It is important to emphasize that the
concentration of inhibitory compounds that could be affecting the
fermentation kinetics can be modulated by the selection of
different pretreatment parameters.

Table 2 summarizes results reported in the literature related to
H, production using hemicellulose fractions obtained from acid
and hydrothermal pretreatments of different types of biomass
compared to the present study. As depicted in Table 2, only a few
articles report the use of hemicellulose fraction from hydrother-
mally pretreated biomasses. Among these, only Nasr et al. (2014)
[22] discussed the influence of oligosaccharides on the hydrogen
production, also reporting the consumption of these sugars
throughout the fermentative process. In the present work, the hy-
drolytic stage for the conversion of oligosaccharides into simple
sugars was evidenced. The presence of oligosaccharides also had a
greater influence on H, productivity than on H; yield, due to the
longer adaptive phase (hydrolysis + adaptive processes) observed
in the HF-HT fermentative process.

The H; yield obtained using HF-HT as raw material was prom-
ising, generating an elevated amount of Hy, compared to other
studies. This result encourages studies to exploit hemicellulose
fraction as raw material for dark fermentation process. This is the
first report to compare the kinetic profiles of these two real
hemicellulose fractions for hydrogen production.

3.3. Evaluation of H, production by increasing substrate
concentration from hemicellulose fractions

The high H; yields obtained in this work, using HF-AC and HF-
HT from sugarcane bagasse, are directly related to the initial car-
bohydrate concentration in the fermentative media (~9 mmol/L).
However, it is extremely important to verify the Hy production at
increased concentrations of substrate, as this is directly related to
the generation of higher amounts of product and to the reduction of
water demand in industrial processes [58,59].

To evaluate this, increased amounts of HF-AC were used as raw
material for fermentation. The increase in concentration of carbo-
hydrates using HF-AC as raw material resulted in a decrease in
sugars consumption and H; yield (Table 3); sugar consumption
decreased by 38% in the medium with higher substrate concen-
tration, which possibly relates to several factors, such as the inhi-
bition caused by the increased concentration of organic acids,
higher substrate concentration, osmolarity of fermentative me-
dium, or even the presence of HMF and furfural in the fermentative
medium [34,35]. It is known that increments in acetic and butyric
acid concentrations can cause changes in cellular metabolism,
thereby causing a decrease in Hy production [34]. These acids, in
their undissociated form and low pH, are able to cross the cell
membrane and to dissociate into the cell, thus reducing intracel-
lular pH [60—62]. According to Siqueira and Reginatto (2015) [52],
an acetic acid concentration of 11.8 mmol/L could inhibit Hy pro-
duction by 50%. Therefore, the initial concentration of acetic acid
(10.30 mmol/L) in the medium containing HF-AC with 27 mmol/L of
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Table 2
Comparative study on H, production using hemicellulose fractions obtained from acid and hydrothermal pretreatments of different types of biomass.
Biomass Biomass pretreatment Inoculum Initial carbohydrates Yield Productivity Reference
concentration (mLHZ/gcarbohydrate) (mLHZ/gcarbohydrate-h))
Wheat straw Hydrothermal Thermophilic mixed culture 5.0 mmol/L 318.40 9.80 [54]
Sugarcane bagasse Hydrothermal Anaerobic sludge:cow 4.18 mmol/L 689.59 6.53 [53]
dung 1:1 (w/w)
Sugarcane bagasse Hydrothermal Anaerobic sludge 9 mmol/L 177.30 (231.40) 7.39 (9.64) This work
(hydrothermal +
oligomers hydrolysis)
Sugarcane bagasse Dilute acid C. butyricum TISTR 1032 20g COD/L? 136.9 (mL/gpqo) 3.42 (mL/gpqo.h)) [30]
Corn stover Dilute acid Thermoanaerobacterium 45.0 mmol/L 279.14 11.63 [55]
thermosaccharolyticum W16
Corn cob Acid steam-explosion C. hydrogeniproducens HR-1 ~ 8 g/L (reducing sugars) 132.19 11.02 [56]
Waste sorghum leaves  Dilute acid Anaerobic sludge 11.3 mmol/L 213.14 5.76 [57]
Sugarcane bagasse Dilute acid Anaerobic sludge 9 mmol/L 271.21 11.30 This work

¢ The concentrations correspond to the total chemical oxygen demand of hemicellulose fractions, not only to carbohydrates.

carbohydrates might act as a potent inhibitor of this process.

Another aspect that could be contributing to the inhibition of H;
production is the system osmolarity, which is related to the con-
centration of a solution expressed as the total number of solute
particles per liter, thus osmolarity is related to both the concen-
tration of substrate and organic acids. High concentration of
dissociated acids in the fermentative medium can promote an in-
crease in ionic strength, which, at high levels, might inhibit mi-
crobial growth and even cause cell disruption [35,63,64].

Summarizing, inhibition of dark fermentation might be related
to several phenomena, such as inhibitions by substrate, by end
products, by furanic and phenolic compounds or by osmolarity, due
to solutes concentration augmentation.

The H, production was strongly inhibited by HF-AC at initial
carbohydrate concentration of 70 mmol/L, resulting in a yield of
17.4 mLyy/gcarbohydrate and only 7% of substrate consumption. In this

Table 3

medium, acetic acid production was equivalent to 5.90 mmol/L, as
the medium already contained a concentration 33.56 mmol/L
derived from the hemicellulose fraction.

Several authors surmised that part of the inhibition of H, pro-
duction might be associated with furanic compounds such as HMF
and furfural in the fermentation medium. Nevertheless, in the
condition evaluated in this study, HF-AC contained much lower
amounts of these compounds than those reported as inhibitory in
the literature [31,52,65]. The concentration of carbohydrates from
sugarcane hemicellulose fraction between 64 and 160 mmol/L
would negatively affect H, production [29]. Hence, the application
of hemicellulose fraction as raw material for H, production should
be tied in with its dilution to diminish the inhibitory effect of acetic
acid and high carbohydrate amounts. Thus, the present results
show that H, production could be inhibited by increasing the
hemicellulose fraction content in the fermentative media, possibly

Hydrogen and organic acid production at different initial total sugar concentrations obtained at 24 h fermentation of HF-AC.

Initial substrate Substrate consumption Final HAc™?

Produced HAc® Produced HBu® H, Production H, Production H, Yield

H; Productivity

(mmOI/L) (lTllTlOl/L/%) (mmOI/L) (mmOI/L) (mmol/L) (I‘[llTlOl)ﬂ (m]—)a (mLHZ/gcarbohydrate )a (rnLH2/gcal'lmhydl'at1:~h);1
9 9/100 7.80+0.06 3.90+0.06 4.67 +0.02 1.30 +0.02 31.7+0.5 2585+ 1.7 10.8+£0.3

27 16.74/62 23.80+0.13 13.50+0.13 9.66 +0.09 1.29+0.11 31.6+28 86.0+2.9 3.6+05

70 4.9/7 39.46+0.33 590+0.33 0 0.68 +0.04 16.6+1.0 17.4+0.6 0.7+0.1

2 Mean =+ Standard deviation (n = 3); HAc = acetic acid; HBu = butyric acid; "HAc initial concentration: 3.90, 10.30, and 33.56 mmol/L for media containing 9, 27, and

70 mmol/L of carbohydrates.
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due to the combined effects of the high initial acetic acid concen-
tration in the fermentative medium and the elevated concentration
of carbohydrates, which both increase the system osmolarity.

4. Conclusions

High H, productivities were obtained in media containing
hemicellulose fractions from acid or hydrothermal pretreatments
of sugarcane bagasse, corresponding to 11.30 and 7.39 mLy2/(gcar-
bohydrate-n), respectively. The use of hydrolyzed HF-HT showed a
higher effect on both yield and productivity (30%). The adaptive
phase for HF-HT consumption was influenced not only by the hy-
drolytic step, but also by the presence of inhibitors, as the kinetics
of hydrolyzed HF-HT was deeply affected in the initial period of
fermentation when compared to HF-AC.

As demonstrated, the bacteria existing in the fermentative
medium were able to perform the hydrolysis of xylooligo-
saccharides and produce Hy via dark fermentation. Therefore, the
employment of mixed cultures has been considered as an inter-
esting alternative for the use of this hemicellulose fraction, because
other bioconversion processes require a prior stage of hydrolysis of
xylooligosaccharides. These results demonstrated the great po-
tential for integration of H, production via anaerobic fermentation
and 2G ethanol production through the use of hemicellulose frac-
tions derived from a biomass pretreatment.

The ethanol industry in Brazil is one of the biggest in the world,
generating huge amounts of residual biomass. In addition, 2G
ethanol production is a well studied and consolidated process to
diminish residue generation and to promote its valorization.
However, in a biorefinery concept other options could be also
considered in a complimentary way. As mentioned before, hemi-
cellulose fraction cannot be readily fermented by the traditional
used yeast Sacharomyces cerevisiae, opening the possibility to use
this fraction for biogas production, promoting a more rational use
this feedstock.
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