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RESUMO

Os é4cidos carboxilicos, sdo dcidos produzidos por via anaerdbia durante a fermentagdao
da matéria organica, sendo precursores da formacao de metano. Entre os principais dcidos
gerados, estdo o dcido caproico, que possui vdrias aplicagdes na industria quimica; o 4cido
valérico, matéria-prima para fabricacdo de biocombustiveis e o acido heptandico,
utilizado na producdo de biodiesel, de antimicrobianos e biopldsticos. O glicerol,
subproduto gerado em grande quantidade na produgdo do biodiesel também pode ser
aproveitado para diversos fins, principalmente como matéria-prima na industria quimica
para geracdo de produtos biotecnoldgicos. Entretanto, com o aumento da demanda de
biodiesel imposto pela legislacdo brasileira, futuramente poderd haver glicerol em
excesso no meio ambiente. Entdo, neste trabalho, utilizou-se glicerol com adicao de etanol
apos o 80° dia de operagdo, em um reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo
(UASB), com o objetivo de gerar produtos com valor agregado a partir do processo de
alongamento de cadeia carboxilica. O reator tinha volume util de 13,8 L, foi operado com
carga organica volumétrica (COV) de 8 gDQO.L!.d"!, pH 5,3 e inoculado com lodo de
uma estacio de tratamento de esgotos (ETE) da Companhia de Agua e Esgoto do Ceard
(CAGECE). Por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) constatou-se que os
principais produtos gerados foram 1,3 — PDO, 4cido valérico e acido propidnico,
totalizando mais de 70% dos metabdlitos produzidos, mesmo com pouca variagdo de
concentracao do etanol adicionado, o que pode significar na produgao interna do propanol
pelo sistema e sua atuagdo como doador de elétrons no processo de alongamento de cadeia
carboxilica. Acredita-se assim, que o glicerol se adequa melhor ao alongamento de cadeia

carboxilica impar.

Palavras-chave: alongamento de cadeia carboxilica, glicerina, reator UASB.



ABSTRACT

Carboxylic acids are acids produced anaerobically during fermentation of organic matter,
precursors of methane formation. Among the main acids produced are caproic acid, which
has several applications in the chemical industry; valeric acid, biofuel feedstock and
heptanoic acid, used in the production of biodiesel, antimicrobials and bioplastics.
Glycerol, a by-product produced in large quantities in the production of biodiesel can also
be used for various purposes, mainly as raw material in the chemical industry for the
generation of biotechnological products. However, with the increased demand for
biodiesel imposed by Brazilian legislation, in the future there may be excess glycerol in
the environment. Then, in this work, glycerol with ethanol addition was used after the
80th day of operation in an upflow anaerobic sludge blanket reactor (UASB), in order to
generate value-added products from the carboxylic chain elongation process. The reactor
had a useful volume of 13.8 L, was operated with organic volumetric load of 8 gDQO.L-
1.d-1, pH 5.3 and inoculated with sludge from a Sewage Treatment Plant (ETE) of the
Company of Water and Sewerage of Ceard (CAGECE). By high performance liquid
chromatography (HPLC) the main products generated were 1,3-PDO, valeric acid and
propionic acid, totaling more than 70% of the metabolites produced, even with little
variation of the concentration of ethanol added, which can mean in the internal production
of propanol by the system and its performance as an electron donor in the process of
carboxylic chain elongation. It is believed that glycerol is best suited for odd carboxylic

chain elongation.

Keywords: carboxylic chain elongation, glycerin, UASB reactor.
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1. INTRODUCAO

Diante da crise energética mundial causada pela diminui¢do da oferta de
combustiveis fosseis, aspectos relacionados a producdo de combustiveis foram sendo
repensados, como os seus custos, disponibilidade sustentada, impacto no aquecimento
global, exigéncias das legislacdes ambientais, o que contribuiu para o surgimento de

diversas alternativas para a falta de combustiveis. (OLIVEIRA et al., 2007)

Fontes alternativas podem ser definidas como produtos possiveis de serem
utilizados para a geracdo de energia, obtidos total ou parcialmente da biomassa
(TOLMASQUIM, 2003). Durante a segunda guerra mundial, com o desabastecimento
de petréleo no mundo, pesquisadores de varios paises procuraram alternativas, surgindo
na Bélgica, a ideia de transesterificar 6leos vegetais com etanol, sendo obtido o biodiesel

(SUAREZ et al., 2007).

O biodiesel, ¢ um combustivel obtido pela mistura de ésteres de dcidos graxos
com monoalcodis de cadeia curta, como o metanol ou o etanol (SUAREZ et al., 2007).
Essa mistura é produzida pela reacdo de transesterificacio de 6leos ou gorduras,
substancias encontradas em tecidos animais e vegetais de matrizes consideradas
sustentdveis. No Brasil, a demanda por esse 6leo continua crescente, j4 que segundo a
Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), em 2008 exigia-
se uma porcentagem de adicdo minima de biodiesel no diesel de 4%, essa fracdo
aumentou para 5% em 2010 e com a Lei n° 13.263/2016 foi determinado um cronograma

de aumento do teor de biodiesel, que chegard a 10% em 2019 (BRASIL, 2016).

No entanto, em cada quilograma de biodiesel produzido sao obtidos como
subproduto, cem gramas de glicerol (YAZDANI; GONZALEZ, 2007), um subproduto
gerado em grande quantidade, que apesar do alto impacto ao meio ambiente se descartado
incorretamente, pode ser aproveitado para diversos fins. As principais utilidades do
glicerol sdo como matéria-prima na inddstria quimica, para a geracdo de produtos
biotecnoldgicos (TEMUDO et al., 2008) e na producdo de metano e hidrogénio, como
forma de geracio de energia (SILES LOPES et al., 2009; ITO et al., 2005).

Entre uma das alternativas de utiliza¢do de glicerol, encontram-se os dcidos

carboxilicos, produtos biotecnoldgicos que podem ser produzidos por microrganismos
14



pelo processo de alongamento de cadeia carboxilica (POPJAK et al., 1951), na
fermentagdo do glicerol residual em biorreatores anaerdbios. Esses dcidos possuem
diversas aplicagdes na industria, entre elas estdo a produgdo de vernizes, tensoativos,
desinfetantes, plastificantes, produtos farmacéuticos e alimenticios (LIU et al., 2013; LEE
et al., 2014), além de surgirem como uma alternativa de aproveitamento da crescente
quantidade de residuo que estd sendo ofertada, utilizando um processo de transformacado
menos agressivo ao meio ambiente e com menos custos comparado com a industria

quimica, que necessita utiliza-lo purificado (WANG et al., 2001).

Neste trabalho propde-se a utilizacdo de um reator anaerébio com cultura
mista para a producao de dcidos carboxilicos, principalmente os dcidos valérico, caproico
e heptanoico, utilizando como matéria-prima glicerol proveniente de uma industria de
biodiesel, substrato que ainda ndo havia sido testado para essa finalidade. Esta alternativa
€ pouco estudada na literatura e pode contribuir futuramente para a sustentabilidade das
industrias de combustiveis com o tratamento de residuos, além da geracdo de produtos

com alto valor agregado no mercado.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

e Avaliar a produgdo de 4cidos carboxilicos a partir da fermentacdo anaerébia de

glicerol oriundo de biodiesel.

2.2.0bjetivos especificos

e Investigar o processo de alongamento de cadeia carboxilica até dcido caproico ou
heptanoico com e sem adi¢do de etanol no afluente.

e Determinar a efetividade de inibicdo das bactérias metanogénicas durante o
processo de producgdo de dcidos carboxilicos em pH 4cido.

e Determinar as concentracdes dos principais metabdlitos obtidos nos biorreatores

e respectivos valores de DQO relativas.

16



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Digestao anaeroébia

O processo de degradacdo anaerébia da matéria orginica surgiu como
biotecnologia para tratamento de residuos organicos e dguas residuais (ANGELIDAKI et
al., 2007), juntamente como oportunidade de utilizar residuos variados para producdo de
carboxilatos que serdo convertidos em bioprodutos (AGLER et al., 2011). Existe ainda a
possibilidade de utilizar a digestdo anaerdbia para geracdo de energia, producdo de calor,
além de producdo de hidrogénio, metano, dlcoois e dcidos carboxilicos a partir de

produtos ricos em proteinas, lipideos e carboidratos (AGLER et al., 2012).

De acordo com Chernicharo (1997), a digestdo anaerébia envolve varios
processos metabdlicos complexos, como em um ecossistema em que hd a
interdependéncia de grupos de microrganismos especificos em estadgios bioquimicos
consecutivos, tornando a fermentacdo anaerdbia possivel. O processo de decomposi¢cdo
dos compostos organicos geralmente é considerado como tendo dois estdgios principais:
a decomposicdo de compostos organicos em materiais organicos mais simples,
principalmente dcidos graxos voldteis, bem como a geracdo de diéxido de carbono e

metano (ANGELIDAKI et al., 2006).

Para que a degradacdo ocorra, primeiramente bactérias fermentativas
acidogénicas precisam converter compostos organicos complexos (substrato) em
compostos mais simples, por hidrélise e fermentacdo; os microrganismos acetogénicos
utilizam os compostos organicos intermedidrios formados, os dcidos graxos volateis, para
a producdo de hidrogénio e diéxido de carbono e por fim, os produtos gerados
anteriormente sdo convertidos em metano e diéxido de carbono pelas arqueas
metanogénicas. Essas etapas sdo comumente classificadas em hidrdlise, fermentacdo

priméria e secundaria (CHERNICHARO, 2007) e estao representadas na figura 1.

17



Figura 1 — Esquema simplificado das rotas metabdlicas envolvidas na digestdo anaerébia

de matéria organica complexa.

Compostos orgdnicos complexos
(carboidratos, lipideos, proteinas)
e,

Compostos organicos simples
/ (agucares, aminoacidos, peptideos)
' R

]
HS"+ CO; > CHa+CO:  |<

Fonte: Adaptado de Lettinga et al. (1999).
3.2. Principais acidos organicos produzidos por via anaerébia

Durante a fermentacdo da matéria orginica ocorre a produgdo de acidos
organicos intermedidrios, precursores da formacdo do metano (CHERNICHARO 2007).
Esses dcidos também conhecidos como dcidos graxos volateis (AGV) podem ser
produzidos a partir da fermentag@o de acticares utilizando bactérias em vez de leveduras
(AGLER et al., 2011), podendo ser classificados em AGV de cadeia curta (AGCC), os
acidos monocarboxilicos saturados que possuem até cinco atomos de carbono (LIU et al.,
2014) e os AGV de cadeia média (AGCM), os que possuem de seis a nove dtomos de
carbono ligados a cadeia (GROOTSCHOLTEN et al., 2014), como estdo representados

na tabela 1:

18



Tabela 1- Principais dcidos organicos produzidos a partir da fermentagcdo anaerdbia de

compostos organicos.

Grupo  Nome comum Nome Férmula Estrutura Quimica
IUPAC Quimica

Acético Etanoico C2H402 HCOOH
Propi6nico Propanoico C3HeO2 CH3;—COOH

AGCC | Latico 2-Hidroxi C3HeOs CH3;—CH>—COOH
n-Butirico Butanoico C4H3O CH3—CH(CH3)-COOH
n-Valérico Pentanoico CsHi002 CH;3—(CH,) »—~COOH

AGCM n-Caproico Hexanoico CeH 1202 CH3—CH(CH3)-CH>—COOH
n-Enantico Heptanoico C7H1402 CH;3—(CH2);—COOH
n-Caprilico Octanoico CsHi602 CH3—-CH(CH3)—~(CH») >-COOH
n-Pelargbnico Nonanoico CoHi302 CH;3—(CH2)s—COOH

Fonte: Adaptado de Raposo et al. (2013).

O 4cido caproico, € um acido carboxilico de cadeia média que além de ser
produzido na fermentagdo anaerdbia de compostos biodegradaveis, pode ser produzido
também pela fonte petroquimica (WASEWAR; SHENDE, 2010). Este 4cido pode ser
usado como precursor de combustivel renovével (hexanol) (DEKISHIMA et al., 2011),
como aditivo na industria de alimentos e de racdo para suinos e aves (ROSSI et al., 2010)
e matéria-prima na industria quimica e farmacéutica (NAGAQO; YANAGITA, 2010; LEE
etal.,2014).

Em sistemas anaerébios, naturalmente, os microrganismos tendem a
decomposicdo de compostos organico para compostos com menor teor de energia livre,
como o metano (CHERNICHARO, 2007). Com a alteracao das condi¢des predominantes,
a partir da adicdo de compostos redutores, como o etanol, e com a inibicdo de
microrganismos metanogénicos pela reducdo de pH ou por adicdo de substancias

especificas, a producdo do 4cido caproico ou de 4dcido caprilico se torna, em sistemas
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anaerdbios, a Unica alternativa de degradacao a partir de acetato e butirato (ANGENENT

etal., 2016).

O 4cido valérico, outro 4cido gerado durante a digestdo anaerdbia, &
tradicionalmente obtido por hidrdlise de materiais lignoceluldsicos, para uso como
matéria-prima na fabricagdo de biocombustiveis conhecidos como “valeric biofuels”
(LANGE et al., 2010). Os biocombustiveis sdo produzidos por um processo simples e de
baixo custo, além de se misturarem tanto com gasolina como com diesel, melhorando a
igni¢do da combustdo (CONTINO et al., 2013), (LANGE et al., 2010). Essas vantagens,

tornam o 4cido valérico um produto promissor entre os produzidos por via anaerébia.

O é4cido heptanoico, derivado do alongamento de cadeia do 4cido valérico, é
um produto bioquimico produzido principalmente pela pirdlise do 6leo de mamona
(DAS; TRIVEDI; VASISHTHA, 1989). O heptanoato € utilizado na producdo do
biodiesel (RENZ, 2005), de antimicrobianos, bioplasticos, (WOOLFORD, 1975;
LIEBERGESELL et al., 1991) além de estar sendo estudado como potencial agente
inibitorio da corrosdo para utilizacdo em tintas (AGHZZAF et al., 2014).

Uma alternativa para producdo de acido heptanoico, é o processo de
alongamento de cadeia em cultura mista, no qual se pode obter producdo mais eficiente
de heptanoato, e a seletividade dos 4cidos carboxilicos de cadeia média por esse processo
pode ser superior a 80% (AGLER et al., 2012; GROOTSCHOLTEN et al., 2013a).
Grootscholten et al. 2013a utilizaram um filtro anaerébio ascendente alimentado com

propionato e etanol com TDH de 17 h, e obtiveram cerca de 3,2 g.L‘1 de dcido heptanoico.
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3.3.Alongamento de cadeia carboxilica

Segundo Agler et al. (2011), o processo de alongamento de cadeia carboxilica
para a formacdo de 4cidos graxos de cadeias maiores, consiste em um processo de
oxirredu¢do, no qual o composto organico mais oxidado reage com o composto mais
reduzido. De acordo com Steinbusch ef al. (2011), Agler et al. (2012) e Angenent et al.
(2016), o processo de alongamento de cadeia carboxilica (PACC) é um processo ciclico
que adiciona uma molécula de acetil-CoA, derivada de etanol a um carboxilato,
alongando seu comprimento de cadeia de carbono de acetato [C2] a n-butirato [C4], n-
butirato [C4] a n-caproato [C6], n-caproato [C6] a n-caprilato [C8]. No entanto, se 0s
niveis de propionil-CoA estiverem elevados, poderd haver sua incorporacao no lugar do
Acetil-CoA, ocorrendo o alongamento de propionico [C3] a n-valerato [C5] e n- valerato

[C5] a heptanoato [C7] (TORELLA et al., 2013).

Para que o processo de alongamento de cadeia carboxilica (PACC) ocorra,
necessita-se da existéncia de substratos simples, que geralmente sdo produzidos durante
a fermentacdo primaria (STADTMAN; BARKER, 1950; AGLER et al., 2012). Essas
substancias sdo convertidas em acetil-CoA, um composto chave no metabolismo celular,
que tem atuacgdo essencial no processo de alongamento de cadeia, sendo considerada uma

fonte de energia importante (AGLER et al., 2012).

Por isso, para a formagao de dcidos carboxilicos com cadeias mais longas,
sdo utilizados substratos simples de origem externa ou interna a partir da digestao
priméaria de compostos complexos (AGLER et al., 2012), geralmente com etanol ou
hidrogénio, que participam da formagdo de acidos carboxilicos de cadeia média como
doadores de elétrons no PACC (WANG et al., 2001), além da possibilidade de utilizar
também o propanol, outro composto considerado adequado para o alongamento de cadeia
(COMA et al. 2016). Os doadores de elétrons ao serem oxidados fornecem energia
metabdlica (ATP) ao PACC, além de serem convertidos em equivalentes redutores

(NADH) para o ciclo de B-oxidacao reversa. (SPIRITO et al., 2014).

3.4.0 Glicerol
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O glicerol, também chamado de glicerina, ¢ um composto organico com
férmula quimica C3HsOs. E um 4lcool inodoro, viscoso, higroscépico e um subproduto
do biodiesel, obtido em maior quantidade pela reacdo de transesterificacdo (figura 1), que
utiliza um éster e um 4dlcool juntamente com um catalisador, para formar o biodiesel e
outro alcool (glicerol) (SILVA et al., 2009). Possui utilidade em diversas inddstrias: como
na farmacéutica, cosméticos, detergentes, tintas, automéveis, alimentos (TEMUDO et al.,

2008), papel, celulose, téxtil e de couro (WANG et al., 2001).

Figura 2 - Reacdo de Transesterificagao.

OCOR OH
/ Catalisador /
OCOR + i H3C—OH ——= OH + 3 RCOO—CH;y
OCOR OH
Triglicerideo Alcool Glicerol Metil éster

Fonte: Adaptado de Ricaczeski et al. (2006)

No entanto, a reacdo de transesterificacdo gera um glicerol residual com
diversas impurezas, 0 que o torna menos competitivo em relacdo aos que sdo gerados a
partir de outros processos, como a fermentacdo bioldgica e a sintese quimica de produtos
petroquimicos (VIANA et al., 2012). As principais impurezas presentes nesse residuo
sd0: metanol, sais, metais pesados, dcidos organicos, cloretos e sulfatos (SILES LOPES
et al., 2009; RYWINSKA et al., 2009), afetando os custos operacionais nos processos

industriais que necessitam de glicerol puro.

Uma alternativa para o uso de glicerol sem necessidade de purificacdo, € sua
conversdao bioldgica, em biorreatores, para produtos com maior valor de mercado
(PACHAURI; HE, 2006). Segundo Yazdani e Gonzalez (2007), conversdes quimicas e

bioldgicas podem ser usadas para transformar glicerol em produtos mais valiosos, com
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destaque para os processos bioldgicos que o transformam mesmo com niveis elevados de

contaminantes e como consequéncia acabam reduzindo os custos do processo.

3.5.Bioquimica da fermentacao de glicerol

Segundo Yazdani e Gonzalez (2007), a utilizacdo da fermentacdo anaerdbia
para converter glicerol de baixo valor gerado na producdo de biodiesel em novos
produtos, aparece como um caminho promissor para alcangar a viabilidade econdmica da
inddstria de biocombustiveis, devido a possibilidade de fermentacdo por vdrios

organismos que sintetizam produtos com diversas funcionalidades.

No processo de fermentacdo, diferentemente da respiragcdo, a oxidacdo da
matéria organica € feita na auséncia de um aceptor final de elétrons. Para que a
fermentacdo seja obtida, sdo necessdrios processos metabdlicos complexos com
consorcios de microrganismos em rotas metabdlicas sequenciais (CHERNICHARO,
2007).

Com a fermentagdo do glicerol, hd a possibilidade de producdo de diversos
compostos: solventes como etanol e butanol, dcidos organicos (acetato, propianato,
butirato), 1,3-propanodiol e dihidroxiacetona (TEMUDO et al., 2008). Esses produtos
sdo obtidos durante o processo de degradacdo do substrato pelo consércio de
microrganismos, com destaque para os &cidos orginicos que sdo 0s principais
intermedidrios da digestdo anaerdbia, sendo rapidamente consumidos se houver a
presenca de bactérias acetogé€nicas e metanogénicas em quantidade suficiente e condi¢des

ambientais favoraveis (CHERNICHARO, 2007).

De acordo com Biebl et al. (1999) as rotas metabdlicas fermentativas do
glicerol (Figura 3) podem ocorrer por via redutora ou via oxidativa. Pela via redutora, é
produzido 1,3 propanediol (1,3-PDO), em um processo de dehidratacdo em que 3-
hidroxipropionato sofre redu¢do. Na via oxidativa, o glicerol € desidrogenado, formando
dihidroxiacetona que, ap6s sofrer fosforilagao, pode ser convertido a succinato, e depois

a propionato ou a piruvato e seus respectivos produtos, além da producdo do acido
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caproico a partir do alongamento de cadeia do dcido butirico ou acetato com etanol, em

proporcdes molares diferentes.

Figura 3 - Representacdo simplificada das rotas metabdlicas envolvidas na fermentagao

do glicerol a formagdo dos 4cidos organicos.

/A
SUCINATO
NADH" + H">
NAD" PROPIANATO

NADH +H~

NAD*

LACTATO

NADH™+H* D
NAD-

CAPROATO ‘

Fonte: Adaptado de Agler et al. (2011) e Silva et al. (2009).

Segundo Temudo et al. (2008), o uso de culturas mistas, pode-se tornar uma
alternativa vidvel para a producdo de 4cidos organicos a partir de glicerol residual. Esse
tipo de processamento diminui os custos, ndo sendo necessdrias condi¢des estéreis, além
da contribuicao dos indculos com alta diversidade de microrganismos que sao menos
sensiveis as condi¢des impostas ao sistema, adaptando-se as modificacdes ocorridas de

forma melhor.
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No entanto, pardmetros do sistema como o pH, temperatura e carga organica
necessitam ser controlados com o intuito de que nao haja consumo de dcidos organicos
interessantes formados na fermentacdo de glicerol e para influir nos produtos da
acidogénese (HORIUCHI et al., 2002). Com o pH do meio controlado, ou através da
adi¢do de substancias inibidoras de bactérias metanogénicas, ha limitacdo da presenca
desses microrganismos, com isso os dcidos intermedidrios ndo sio utilizados na mesma
proporcao que sdo produzidos, resultando em actimulo de 4cidos organicos e selecdo dos
produtos fermentativos formados a partir de glicerol (TEMUDO et al., 2008; DIETZ e
ZENG, 2014).

3.6.Fatores que afetam a digestao anaerébia de glicerol

Diferentemente do glicerol puro (95% de pureza), o glicerol oriundo do
biodiesel tem varias impurezas, que podem afetar as atividades do consoércio de
microrganismos e, como consequéncia, prejudicar a digestdo anaerdbia e a formacao dos
acidos carboxilicos. Entre as principais impurezas estdo: metanol, metais pesados, sabdo,
compostos organicos (SILES LOPES et al., 2009; RYWINSKA et al., 2009), acidos de
cadeia longa, cloretos e sulfatos que sdo considerados toxicos e recalcitrantes, causando

danos significativos na microbiota (HANAKI et al., 1981).

Além da presenca de substincias prejudiciais, a escassez de nutrientes
também influencia a digestdo anaerobia. Os microrganismos necessitam de fontes
nutricionais juntamente com fontes de carbono e energia para a realizacdo de atividades
metabolicas e crescimento, como ocorre em outros processos bioldgicos (SINGH et al.,

1999).

De acordo com Chernicharo (1997), os beneficios de qualquer tratamento de
efluentes sdo alcancados de forma otimizada se houver uma sequéncia logica de agdes,
através de controle operacional. Na digestdo de glicerol residual, os principais parametros
operacionais € de dimensionamento sdo: carga organica volumétrica (COV), devido ao
fato de a taxa de conversdo do substrato ser o fator limitante do processo quando se usa
efluentes concentrados, o tempo de detenc¢do hidraulica (TDH), pela necessidade de

contato entre o substrato € 0s microrganismos por um tempo minimo, € o tempo de
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retencdo celular (TRC), de forma que ndo haja perda excessiva da biomassa

(CHERNICHARO, 1997).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Reator UASB (Reator anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo)

O reator UASB utilizado durante a pesquisa (Figura 4) foi operado e
monitorado no Laboratério de Tecnologia da Biomassa (LTB), da Embrapa Agroindustria
Tropical (Embrapa) em Fortaleza- CE. O reator de vidro borossilicato possui 0,10 m de
diametro, 1,35 m de altura, volume util de 13,8 L. Oito torneiras na extensao do reator
permitiram a retirada de amostras utilizadas na andlise do perfil do lodo anaerébio do

reator.

Figura 4 — Fotografia e esquema do reator UASB destinado a producdo de
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Fonte: autor.

Para o controle de pH do meio instalou-se um controlador automético de pH,
que mantinha o pH entre 5,0 e 5,3 por adi¢do de hidréxido de sédio (NaOH) 50%, ja que
em condi¢des normais de funcionamento do reator, o sistema tende a acidificacdo. O
biogéds produzido no reator foi monitorado com a utilizacdo de um gasdmetro Ritter,

conectado a um selo hidrico que forma um headspace no reator.

4.2. Substrato

O substrato utilizado foi produzido pela empresa Petréleo Brasileiro S.A
(Petrobras), na Usina de Biodiesel localizada no municipio do Quixadd, Ceard. O
glicerol residual era gerado na fabrica¢do de biodiesel oriundo de uma mistura de
6leos vegetais (algoddo e soja) em que, apds o processo de transesterificacao e refino
do dleo, era separado do combustivel em recipientes para o transporte até o
Laboratério de Tecnologia da Biomassa. A figura 5 mostra uma fracdo do glicerol

utilizado durante a pesquisa.

Figura 5 — Fotografia do glicerol residual utilizado durante a pesquisa.

Fonte: autor.
4.3.Alimentacao

O reator foi alimentado com uma solucdo contendo glicerol diluido,

juntamente com uma solucdo de macro e micro nutrientes e NaOH 50% para o ajuste de
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pH. O substrato foi preparado em quantidade suficiente, aproximadamente 20 L, para
manter a alimentacdo durante uma semana, sendo sempre mantido entre 5 °C e 8 °C em
freezer horizontal Venax 245 L localizado ao lado do sistema. Para a adicao de nutrientes

foi utilizada uma solugdo concentrada de macro e micronutrientes (Tabela 2).

Tabela 2 — Composi¢do da solucdo estoque de macro e micronutrientes utilizados na

alimentacao do reator UASB.

Compostos da Concentracao Compostos da Concentracio (g.L1)

solucdo de (g.LY solucio de
macronutrientes micronutrientes
NH4H2PO4 140,24 NiCl,.6 H20 0,5
MgClL.6H.O 12,85 Cu CL2.2 H0 0,25
CaCl,.2 H2O 7,79 NaMo4.2 H>O 0,75
KCl 5,84 MnClz2.4 H>0O 0,75
H3BOs 7.5 Na2SeOs. 5 H20 0,25
ZnS04.7H20 2,5 FeCl,. 4 H>O 0,58
Extrato de levedura 1

Nota: Adaptado de Ding, Tan e Wang (2010) e Steinbruch et al. (2011).

A adicao de etanol na solucao de alimenta¢do do experimento foi feita apds o
80° dia de operacdo, com o intuito de avaliar a sua influéncia como doador de elétron no
processo de alongamento de cadeia carboxilica. A mesma dosagem de 40 mM (0,04 mL)

de etanol foi mantida até o final da pesquisa.

4.4. Parametros operacionais
O reator UASB utilizado jé estava montado e inoculado com lodo proveniente

da estacdo de tratamento de esgoto (ETE) Aracapé III da CAGECE (VIANA, 2016). O

reator foi operado sem adi¢do de inibidor quimico para a inibi¢do seletiva de bactérias
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metanogénicas, € os parametros operacionais utilizados durante a pesquisa estao listados

na Tabela 3:

Tabela 3 — Principais parametros operacionais utilizados nos reatores durante a pesquisa.

Parametros Reator UASB
Periodo de operagdo (d) 263
COV (ghQO.L1.d 1 8
TDH (d) 5
pH 5,0-5,3

4.5. Monitoramento do sistema

O monitoramento realizado durante a

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Monitoramento realizado no reator UASB.

operacdo do reator UASB estd

Variavel Frequéncia Método de Referéncia
Alimentagdo (L) 3x semana Volumetria
AGYV afluente e efluente (g.L')  3x semana CLAE
Biogés Diariamente Gasometria
Composi¢ao do biogas 2x semana Cromatografia gasosa
DQO (mgDQO.L™) 3X semana 5220 B @
pH Online 4500 H*B @
Temperatura (°C) Online 4500 B @
Vazio (L.d?) Diariamente Relagdo volume/tempo
Sélidos totais, fixos e volateis Eventualmente 2540B® e 2540E@

Nota: (a) Metodologias descritas por Eaton et al. (2005).

A producdo dos 4cidos graxos volateis (AGV) e as concentragdes de glicerol

e etanol foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — High

Performance Liquid Chromatographic) através do cromatégrafo Shimadzu. Ja a

29



determinagdo das concentragdes de CO2, CH4 e Hz do biogds foram determinadas por

cromatografo gasoso (C2V-200 micro CG, Thermo Fisher Scientific, The Netherlands).

As determinagdes de DQO do efluente e afluente foram feitas a partir da

retirada de aliquotas do recipiente de efluente e da solucdo de alimentagdo apds a mesma

ser feita. As andlises eram feitas imediatamente apds a coleta das amostras, com o intuito

de utilizar amostras representativas e com menor possibilidade de alteragc@o das condi¢des

predominantes. Sélidos totais fixos e volateis foram determinados com aliquotas de 50

ml de lodo do reator UASB, em duplicada.

4.5.1. Calculos

Para determinar o tempo de deten¢do hidraulica (TDH) e a carga organica

volumétrica (COV), utilizaram-se respectivamente as equacoes 1 e 2.

Vreator

TDH =
Qaf

1
cov = TDH x (DQOaf)

Onde:
Vreator € o volume do reator em (L);
Qaf é a vazdo do afluente em (L.d") e

DQOaf é a concentragido da DQO do afluente em (g.L'™h).

ey

2)

O rendimento de AGV, foi calculado pela Equacdo 3, em que sdo

consideradas os valores de DQO da alimentacdo e dos produtos e a concentragdo dos

principais produtos formados e consumidos.

DQOp x [Cp]x Vef

0 —
R(%) = DQOs x [Cs] x Vaf

Onde:

3)
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DQOp: concentracido da DQO téorica do acido analisado;
[Cp]: concentragio de 4cido produzido em (g.L!);
Vef: volume de efluente gerado diariamente (L.d!);
DQOs: concentracdo da DQO tedrica do substrato utilizado;
[Cs]: concentragdo de substrato consumido em (g.L 1) e

Vaf: vazdo do afluente consumido diariamente em (L.d™!).

A DQO relativa dos metabdlitos produzidos foi calculada pela Equacdo 4, em
que sdo considerados os valores de DQO tedrica de cada produto e as concentragdes dos

metabolitos obtidas durante o tempo de operagao.

DQOrelativa = [Cp]x[DQOp] 4)
Onde:
[Cp]: concentragio de 4cido produzido em (g.L!) e

DQOp: fator de conversao da DQO do produto analisado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Principais parametros monitorados no reator UASB

Na figura 6 estdo apresentados os principais parametros utilizados durante o

monitoramento do reator.

Figura 6 — Parametros monitorados durante o periodo de operacdo do reator
UASB: (a) variacdo da concentracdo da carga organica volumétrica aplicada no sistema
em relacdo ao tempo, juntamente com a COV tedrica definida para o experimento; (b)
variacdo dos valores de pH monitorados e o valor tedrico; e (c) a produgdo de biogds

registrada diariamente pelo gasometro do reator.
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Durante toda a pesquisa, o reator UASB foi operado com a carga organica
volumétrica de 8 gDQO.L‘l.d'1 e pH 5,3, baseado nos valores médios encontrados na
literatura. Hutnan et al. (2009) utilizaram um reator anaerébio em batelada de 4 L para
produzir metano, e com o aumento gradual da COV até 8 gDQO.L'.d!, observaram
aumento da producdo de AGV’s de 156 para 1720 mg.L!. Ge et al. (2015) operaram um
reator anaerébio em batelada sequencial (ASBR) de 5 L para gerar 4cido caproico e com
o aumento da COV de 3,89 para 10,7 gDQO.L‘l.d'1 e pH 5,5, obtiveram até 3,8 gC6.L'1.
Kucek et al. (2016), obtiveram concentra¢io maxima de n-caproato de 3,0 g.L°!, operando
um filtro anaerébio de fluxo ascendente de 0,4 L, pH 5,5 com sistema de extragdo,

possibilitando o aumento da COV até 17,7 gDQO.L..

O biogés produzido no sistema apresentou vazido média de 3,8 L.d"!. Uma das
principais causas da baixa produ¢do de biogds foi devido a operacdo do sistema visar a
obtencdo de 4cidos carboxilicos, a partir de um sistema com pH 4cido para inibi¢do da
atividade metanogénica (STEINBUCH er al.,, 2011). As condi¢cdes operacionais
resultaram na pouca producdo de metano, um dos principais gases produzidos pela via
anaerdbia, restando mais a producdo do CO; e hidrogénio, o que influenciou diretamente

na quantidade de biogds do reator.

5.2. Producao de acidos carboxilicos de cadeia média e avaliacao do processo de

alongamento de cadeia carboxilica
A figura 7 mostra a variacdo da concentracdo dos principais metabodlitos

produzidos no reator em relacdo ao tempo de operagdo (263 d), no qual a partir do 80°

dia de operac¢do, adicionou-se etanol no substrato de alimentagao.
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Figura 7 — Principais metabdlitos produzidos, (a) 1,3 — propanodiol, (b) &4cidos

carboxilicos de cadeia par, (c) 4cidos carboxilicos de cadeia impar, durante o periodo de

operagao.
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O 1,3-propanodiol (1,3-PDO) (figura 7a), foi produzido por processo de
dehidratac@o onde o 3-hidroxipropionato sofre redu¢do, pela via redutora de fermentacao
do glicerol (BIEBL et al., 1999). Por ser altamente especifico e ndo ser obtido de outra
conversao biologica (DECKWER, 1995), o 1,3-PDO € apontado como um dos principais
produtos resultantes da degradacdo do glicerol (TEMUDO et al., 2008). Além de nao

necessitar de etanol para a sua formacao, quando os produtos da glicélise nao conseguem
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responder a demanda celular de oxidagdo NADH, a producdo de 1,3 — PDO parece mais

vidvel, apesar de haver menor ganho de energia (TEMUDO et al., 2008).

Antes da adicdo de etanol, observou-se que a producdo de 1,3-PDO atingiu
10 g.L' (6,8 gDQO.L'.d"!) do metabdlito (figura 7a). A redugio na producio do 1,3-PDO
no decorrer da operagdo deve-se, provavelmente, as condi¢cdes operacionais do reator que
visavam a geracdo de 4cidos que sdo produtos da via oxidativa, outra rota metabdlica do
glicerol, além de se ter adicionado etanol com o intuito de melhorar o processo de
alongamento de cadeia carboxilica. Nakazawa (2015), utilizou o glicerol como substrato
em um reator UASB para a producio de biogés e 1,3-PDO, com COV de até 8,06 kg

DQO/m3.d e obteve como produtos: 1,3-PDO, propanol e dcidos volateis.

Os gréficos (b) e (c) representam a varia¢do da producao dos principais dcidos
carboxilicos gerados na fermentacdo em relacdo ao tempo de operagdo, sendo divididos
respectivamente em AGV com niimeros pares de dtomos de carbono e AGV com nimeros
impares, demonstrando os acidos envolvidos no processo de alongamento de cadeia

carboxilica.

Através do processo de alongamento de cadeia carboxilica, a presenca de
acido butirico no reator poderia influenciar positivamente no aumento do dcido caproico
que permanecia baixo desde o inicio da operacao (figura 7b), uma vez que o n-caproato
€ o proximo 4cido carboxilico formado no alongamento. No entanto, observou-se pouca
ocorréncia desse processo no sistema, provavelmente devido a falta de etanol como

doador de elétrons no experimento (SPIRITO et al., 2014).

Com a adic@o de etanol no afluente dos reatores, houve uma melhora no
PACC, a produgio de 4cido caproico chegou a 2,97 ¢gC6.L! (6,62 gDQO.L'.d"). Para
que sejam obtidas maiores concentracdes de n-caproato no reator UASB com operagao
na faixa de pH 5,0 - 5,3, é necesséario utilizar sistemas de extracdo de acidos organicos,
para ndo haver acimulo de AGV nao dissociados, que causam efeito toxico na microbiota

do reator e danificam o PACC (STEINBUSCH et al., 2010).

A producdo de 4cidos carboxilicos com nimeros impares de dtomos de
carbonos (figura 7c), foi maior comparada a dos dcidos de cadeia par, o que pode

representar maior facilidade de geracao desses dcidos pelo consércio microbiano, ja que
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o glicerol possui trés atomos de carbono, o que facilita 0 PACC com numero impar.
Segundo Coma et al. (2016), cadeias de carbono impares também podem ser produzidas
quando os niveis de propionil-CoA celular estdo elevados, havendo a sua incorporagao
no lugar de acetil-CoA no passo inicial da sintese de 4cidos graxos. Sendo assim, o

propionato (C3) serd alongado para valerato (C5) e valerato (C5) em heptanoato (C7).

Como o 4cido valérico foi o segundo metabdlito mais produzido no sistema
com 9,38 gCS.L‘1 (19,13 gDQO.L‘l.d'l), apenas nao ultrapassando o 1,3-PDO, sup0s-se
que o proximo alongamento de cadeia, responsavel pela produciao do dcido heptandico,
pudesse estar ocorrendo, o que foi comprovado com o aumento do tempo de anélise das
amostras para verificar a presenc¢a de dcidos com mais nimeros de dtomos de carbono. A
confirmacao da existéncia do 4cido heptandico entre os outros acidos, representa mais
uma demonstracio da melhor geracdo do alongamento de cadeia impar pelos

microrganismos com o glicerol.

Para ambos os grupos de acidos envolvidos no PACC, a adi¢do de etanol
apresentou pouca variacdo de concentracdo, o que pode representar a possibilidade da
atuacdo também de outro composto como doador de elétrons no sistema, como o
propanol. Através de incuba¢des de comunidades microbianas, entre elas a Clostridium
kluyveri, com diferentes substratos e andlises termodinamicas, Coma et al. (2016)
verificaram que etanol e propanol sdo altamente adequados para o alongamento da cadeia.
Quando o propanol foi fornecido, a degradacdo do substrato em propionato foi o processo
principal, além do aumento do alongamento de cadeia em acido valérico de 11 para 27%

da producdo total de AGV molar.

Outro fator que possivelmente contribuiu para o baixo consumo do etanol, foi
o fato de a pesquisa ter sido realizada com um reator que ja4 estava em operagdao
anteriormente (VIANA, 2012), também com glicerol, o que pode ter gerado uma
microbiota altamente especifica, dificultando a assimilacio do etanol pelos
microrganismos em pequeno intervalo de tempo, j4 que as concentragdes do mesmo

praticamente ndo variaram no decorrer da operacdo, sendo pouco consumido.
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5.3. Balanco de massa do sistema

A quantidade média de matéria organica afluente ao reator UASB foi de 87,5
gDQO.d"!. Dessa DQO de entrada, safram do sistema 82,0 gDQO.d"! de metabélitos, entre
eles os 4cidos carboxilicos e 1,3-PDO, representando cerca de 94% da DQO de entrada,

além de 1,9 gDQO.d"! referente ao biogés.

A figura 8 representa a distribui¢c@o dos principais metabdlitos produzidos no

reator.

Figura 8 — Porcentagem dos metabdlitos gerados no reator UASB. (C2): dcido acético,
(C3): acido propidnico, (C4): acido butirico, (C5): dcido valérico, (C6): acido caproico,

(C7): acido heptandico, 1,3-PDO e outros.
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Os principais metabdlitos gerados no reator UASB foram o 4cido valérico,
dcido propiodnico e 1,3 — PDO (figura 8), totalizando mais de 70% dos metabdlitos
produzidos. Como demonstrado no item (5.2), foi detectado no sistema concentracao
elevada de compostos carboxilicos de cadeia impar, além do 1,3-PDO, produto de outra
rota metabdlica do glicerol, bem como uma baixa produg¢do de dcido caproico comparado

aos demais metabolitos.
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5.4. Producio de biogas e inibicao da atividade metanogénica

A figura 9 representa a porcentagem dos gases, hidrogénio (Hz), metano
(CH4) e diéxido de carbono (CO2) presentes no biogds produzido no reator UASB durante

todo o periodo de operagao.

Figura 9 — Porcentagem dos gases presentes no biogas do reator UASB.
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O gas predominante no biogds gerado no reator UASB foi 0 CO», (63%). Uma
das principais formas de produ¢do do CO» € a fermentacdo primdria na digestao anaerébia
(CHERNICHARO, 2007), o que justificaria a alta concentragdo em reatores que utilizam
substratos complexos, como o glicerol, que ndo estd prontamente disponivel para a

biomassa.

O hidrogénio representou, em média, cerca de 10% do volume de biogas,
seguido por 17% de metano. As concentracoes de H> e CH4 obtidas, foram as esperadas
a partir das condicdes operacionais utilizadas: pH baixo, substrato complexo e in6culo
que pode conter alta densidade de archaeas metanogénicas hidrogenotréficas (AMH) do

sistema em questao.

O processo de inibicdo da atividade metanogénica nos reatores ocorreu a
partir da manutencao do pH dos sistemas entre 5,0 e 5,3, em vez de se optar pelo estresse
térmico, ou pela utilizacdo de wum inibidor quimico, cloroférmio ou 2-

bromoetanosulfonico (STEINBUCH et al., 2011). A utilizacdo de cloroférmio contribui
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para a geracdo de um efluente com maior potencial de dano ao meio ambiente

(CAVALCANTE, 2016) e também em um custo maior de operacao.

Como o metano € um gds que pode ser produzido tanto por archaeas
metanogénicas acetocldsticas (AMA) quanto por hidrogenotréficas (AMH), pode-se
observar que a manuten¢do do pH foi eficaz na inibicdo da atividade das AMA, que sao
mais sensiveis a esse parametro (HWANG et al., 2004), resultando no consumo do
hidrogénio existente no meio para a geragdo de metano. O metano presente no sistema,
possivelmente produzido pelas hidrogenotréficas, ndo representa risco significativo a
producdo de 4cidos carboxilicos de cadeia média, pois as AMA, diferentemente das

AMH, consomem o 4cido acético primordial no PACC e geragdo de 4cido caproico.

39



6. CONCLUSOES

e Glicerol pode ser usado para producdo de acidos carboxilicos com nimeros
impares de atomo de carbono, como o dcido propidnico, dcido valérico e acido
heptandico.

e Houve pouca influéncia do etanol no processo de alongamento de cadeia
carboxilica do sistema, o que pode significar que houve a produc¢do interna de
propanol no sistema e sua atuacdo como doador de elétrons.

e O pH estudado foi suficiente para inibir bactérias metanogénicas, ndo

necessitando da utilizac¢do de inibidores quimicos.
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