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RESUMO: O biodiesel é um biocombustivel produzido principalmente através da reacdo de
transesterificagdo, a partir de 6leos ou gorduras e adi¢cdo de um &lcool e uma base forte como
catalizador. Do total dessa reacdo, aproximadamente 10% é glicerol, que € separado da fracdo
de ésteres resultantes (biodiesel). Quando utilizado na forma bruta (baixo grau de pureza) é
uma matéria-prima barata e renovavel, podendo ser utilizado como substrato na producgéo de
energia limpa. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar a geragdo de H> em reatores
anaerdbios em batelada utilizando glicerol bruto, além de caracterizar as culturas de bactérias

anaerdbias presentes por técnicas de microbiologia classica. O consorcio foi pré-tratado a
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quente a fim de inibir a geracdo de CHa. Os reatores foram operados com esgoto sanitario e
glicerol bruto nas seguintes concentragdes (g DQO L™): 20, 40, 160, 240 e 320. A geracéo de
H> ocorreu em todos os reatores, no entanto, para cargas organicas mais elevadas foram
observadas geragdes reduzidas de H.. N&o foi detectada a presenga CHs nos reatores. Foi
verificada a presenca de col6nias bactérias pertencentes aos géneros de Lactobacillus sp. e
Clostridium sp.

PALAVRAS-CHAVE: hidrogénio; consércio bacteriano; 6leo residual doméstico; processos

fermentativos.

Mixed cultures of Hz generating anaerobic bacteria applied in the consumption of crude

glycerol generated on biodiesel plants from household waste oils.

ABSTRACT:

The biodiesel is a biofuel produced mainly by transesterification reaction, from oils or fats,
and adding an alcohol and a strong base as catalyst. From this reaction, glycerol is formed,
which is separated from the resulting esters fraction (biodiesel). From the total volume of
biodiesel, approximately 10% corresponds to glycerol, which is separated from the resulting
esters fraction (biodiesel). When used in its crude form (low purity), it is a cheap and
renewable raw material, and can be used as a substrate in the production of clean energy. In
this sense, the objective of this study was to evaluate the generation of hydrogen, the removal
of organic matter (COD) in anaerobic batch reactors using crude glycerol and characterization
of anaerobic bacteria consortia by basic microbiological techniques. Heat pretreated anaerobic
H> bacterial consortium was used, in order to inhibit the generation of CHa. The reactors were
operated with sewage and crude glycerol in the following concentrations (g COD L™): 20, 40,
160, 240 and 320. The generation of H» occurred in all reactors, however, the larger organic
loads had lower H> formation. It was not detected CH4 presence in the reactors. It was
checked by plating the presence of colonies of Lactobacillus sp. and Clostridium sp.

KEYWORDS: hydrogen; bacterial consortium; domestic residual oil; fermentative processes.
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INTRODUCAO

O glicerol é um substrato inadequado para o processo fermentativo quando utilizado
sozinho, por possuir concentragdes elevadas de carbono (aproximadamente 1500 g DQO L),
além de ser pobre em nutrientes e possuir elevada viscosidade (SANTOS et al., 2013; CHI et
al., 2007) Sendo assim, o glicerol deve sofrer diluicbes em misturas adequadas de co-
substratos como, por exemplo, esgotos sanitarios ou industriais, que auxiliaria no seu
consumo (MARONE et al., 2015).

A degradacdo anaerodbia do glicerol acontece em quatro etapas: hidrolise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese, com consequente geracdo de metano e didxido de carbono.
Entretanto, para obtencdo do H> existe a necessidade de otimizar-se as condigdes
fermentativas, evitando que microrganismos acetogénicos e metanogénicos sobrevivam,
sendo eles os principais consumidores de hidrogénio durante a digestdo anaerdbia para
formacdo de gas metano. Técnicas como elevacao de temperatura sdo bastante utilizadas para
inativar esses microrganismos e selecionar bacilos Gram-positivos, que sdo as morfologias
predominantes de bactérias anaerobias geradoras de gas hidrogénio. (SIVAGURUNATHAN
et al., 2015; ROSSI et al., 2011).

Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial de geragdo de H> em
reatores operados em batelada, utilizando glicerol bruto diluido em esgoto sanitario e
quantificar as espécies de bactérias anaerobias presentes no final da operacdo. Para tanto, foi
utilizado consércio de bactérias anaerdbias obtido ap6s pré-tratamento térmico de lodo

granular metanogénico.

MATERIAL E METODOS

O indculo utilizado foi obtido de lodo granular de reator UASB (Upflow anaerobic
sludge blanket) da avicola DAKAR, localizada na cidade de Tieté (SP), empregado no
tratamento de residuos do abate de aves. O lodo foi submetido a pré-tratamento térmico —
100°C por 15 minutos (MAINTINGUER et al., 2008).

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) do residuo foi utilizada como parametro
analitico indicador da quantidade de matéria organica (APHA, 2005).

Reatores anaerdbios em batelada (250 mL) foram alimentados com 5 g L™ de extrato de

levedura e glicerol bruto nas concentracdes (g DQO L™): 20, 40, 160, 240 e 320, diluidos em
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200 mL de esgoto sanitario. Todos os reatores foram mantidos a 30°C e pH inicial 7,0, sem
agitacdo durante 100 horas.

O consumo do glicerol foi estimado segundo a metodologia descrita por Bondioli e
Bella (2005). Para a quantificacdo do gas gerado foi montado um sistema de medicédo
volumétrica adaptado do modelo descrito em Aquino et al. (2007) e Kalia et al. (1994),
considerando a equacao dos gases ideais. Os dados da producdo acumulada foram modelados
a partir da equacdo de Gompertz modificada por Lay, Li e Noike (1998).

A composicdo do gas foi qualitativamente confirmada por cromatografia, em
cromatdgrafo a gas Thermo Trace GC Ultra, equipado com injetor split/splitess, detector de
condutividade térmica (TCD) e detetor de ionizag¢&o por chama (FID).

As analises microbiologicas foram realizadas através de exame de microscopia Optica
de luz comum em amostras oriundas dos reatores durante reativacao celular (DSM, 1991).

Também foi feita contagem em placa nos meios: Neomicina Nagler (NN) para a
enumeracdo de Clostridium sp., o0 meio Desoxicolato Sulfeto de Hidrogénio Lactose (DHL)
para Enterobacteriaceae sp. e Agar Lactobacilli Selectiva (LBS) para Lactobacillus sp.
(SONG et al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo do glicerol ocorreu em todos os reatores e foi observada uma tendéncia na
reducdo do consumo do glicerol com a elevagdo nas concentragbes aplicadas. O perfil das
produgdes acumuladas de Hz coincidiu com o perfil de consumo do glicerol, sendo observada
a mesma tendéncia, (Tabela 1). Concentracdes de glicerol mais elevadas podem apresentar
maiores quantidades de contaminantes, que representam uma fonte de interferentes e
inibidores da atividade bioldgica, provocando a reducdo nos consumos do glicerol e nas
geracOes de Hz (KIVISTO et al. 2013). Em nenhum dos reatores foi detectada a presenca de

metano.
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TABELA 1. Consumos de glicerol, remogéo da DQO e geragdes de H> no final da operagéo
dos reatores anaerobios em batelada.

Reator Consumo do glicerol Remocéo da Producdes
(g DQO LY (%) DQO (%) (mmol L de Hy)
20 99,13 60,25 21,38
40 48,06 6,51 2,69
160 15,64 51,82 8,35
240 22,70 45,08 15,07
320 10,27 46,80 0,80**

** Valor experimental ndo aplicado modelamento mateméatico devido auséncia de

amostragem na fase exponencial.

Selembo et al. (2009) obteve produgdo maxima de 7,018 mmol de Hz L, utilizando
consorcio microbiano em reatores batelada alimentados com 3 g L de glicerol bruto.
Considerando que o autor utilizou glicerol de elevado grau de pureza e meio de cultivo
sintético, a produgcdo de H, do presente estudo foi superior também e se mostrou
economicamente mais vantajosa.

A biomassa reativada e utilizada durante a operacdo dos reatores apresentou
diversidade morfoldgica elevada, com predominio de bacilos Gram-Positivos. Os resultados
do plagueamento confirmaram a presenca de Clostridium sp., que apresentou uma
concentracdo celular de 7,69 x 10° UFC/mL, enquanto que nenhuma col6nia de Enterobacter
sp. foi observada nas dilui¢bes testadas. Quanto as bactérias do género Lactobacillus sp.,
foram contadas 2,25 x 10° UFC/ mL (Figura 1).

O predominio do género Clostridium e a auséncia de Enterobacteriaceae sp.
demonstraram a eficiéncia do pré-tratamento térmico, que visa selecionar espécies produtoras
de enddsporos, ocasionado a reducdo da presenca do género Enterobacteriaceae sp., uma vez

que estes ndo formam endosporos (FORSYTHE, 2013).
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FIGURA 1. Concentracdo celular de Lactobacillus sp. e Clostridium sp. apos

crescimento de coldnias em meio especifico.
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Além disso, Enterobacteriaceae sp. sdo anaerobias facultativas e a completa auséncia
de oxigénio pode ter comprometido sua atividade (KRAEMER e BAGLEY, 2007; ZHANG et
al., 2011).

A presenca de Lactobacillus sp. pode ser apontado com um fator de comprometimento
dos rendimentos na geracdo de H» pois esse género é produtor de nisina, um bacteriocina
capaz de inibir a acdo de Clostridium sp. (MEGHROUS et al., 1999).

CONCLUSOES

Concentra¢fes mais elevadas de glicerol podem ser inibitorias para a geracdo de H:
principalmente pelo acimulo de outros constituintes do glicerol, como sab8es e metanol,
inviabilizando a fermentacéo.

O indculo apresentou diversidade morfoldgica elevada com predominio de Bacilos
Gram-positivos, morfologia caracteristica de bactérias pertencentes ao Género Clostridium
sp,; e de bacilos Gram-Negativos, provavelmente representados por bactérias do género
Lactobacillus sp.
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