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RESUMO

DIAS, MLE.S. Uso de compostos derivados da fermentacio de glicerol como fonte de

carbono para desnitrificacio e remocao biologica de fésforo. 2016. 87p. Monografia

(Trabalho de Conclusdo de Curso) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de
Sao Paulo, Sao Carlos, 2016.

Este projeto buscou avaliar a possibilidade de utilizagdo do glicerol como fonte de
carbono para desnitrificagcdo, aliada a remocdo bioldgica de fosforo (P) de um efluente
sintético com composi¢ao semelhante a de efluente de reator anaerdbio usado no tratamento
de esgoto doméstico. Primeiramente, visou-se obter processo estavel de fermentacdo do
glicerol em reatores operados em bateladas sequenciais (RSB), buscando-se o favorecimento
da formacdo de propionato em relagdo a de acetato e outros 4cidos graxos volateis (AGV).
Pretende-se obter concentracdes elevadas de AGV que possibilitem a desnitrificagdo,
associada a remoc¢do biologica de fosforo (P). As varidveis a serem testadas serdo a
concentragdo inicial de glicerol e o tempo de fermentacdo para se atingirem as concentragdes
adequadas. Também foi avaliada a influéncia do pH na composicdo dos AGV. Na segunda
etapa, os produtos da fermentagdo foram aplicados para a remogao de nitrogénio e fosforo em
reatores alimentados em bateladas sequenciais (RSB). A adicdo de AGV ocorreu durante a
fase andxica, em que se espera alta demanda de carga organica para a desnitrificacdo do
nitrato afluente e liberacdo de fosfato pelos organismos acumuladores de fosforo. Na fase
aerada, foi observada remocao de fosforo pela acdo dos organismos removedores de fosforo
(ORP). O processo foi avaliado variando-se os principais fatores que podem, segundo a
literatura, interferir nos processos, quais sejam os tempos de ciclo, a duracdo das etapas

aeradas e ndo aeradas e as relagdes carbono/nitrogénio (C/N) e fosforo/nitrogénio (P/N).

Palavras-chave: Fermentagdo de glicerol. AGV. RSB. Desnitrificagdo. Remocao

biologica de fosforo.






ABSTRACT

DIAS, M.E.S. Use of compounds derived from fermentation of glycerol as carbon source
for denitrification and biological phosphorus removal. 2016. 87p. Monografia (Trabalho
de Conclusdo de Curso) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Carlos, 2016.

This project aims to evaluate the possibility of using glycerol as a carbon source for
denitrification associated with biological phosphorus removal of a synthetic effluent. The
synthetic effluent composition is similar to the effluent of a UASB, largely used in treatment
of domestic sewage. First, the main goal is to obtain a stable fermentation process of glycerol
in sequential batch reactors (SBR), aiming to favor the formation of propionate relative to the
formation of acetate and other volatile fatty acids (VFA). It is intended to obtain high
concentrations of VFA allowing, when applied, denitrification associated with the biological
removal of phosphorus. The variables to be tested will be the initial concentration of glycerol
and the fermentation time to achieve suitable concentrations of VFA. The effect of pH on the
composition of the VFA will also be investigated. In the second stage, the fermentation
products will be applied for the removal of nitrogen and phosphorus biological accumulation
in sequencing batch reactors (RSB). The addition of VFA will only occur during the anoxic
phase. A high organic load demand is expected in the anoxic phase due the demand of carbon
for the denitrification of the influent nitrate and the release of phosphate by the phosphate
accumulating organisms (PAO). In the aerated stage, it is expected to occur phosphorus
biological accumulation by the action of PAO. The process will be evaluated by varying the
main factors that can interfere in the processes, which are cycle times, the duration of aerated
and non-aerated stages and the ratios between carbon/nitrogen (C/N) and phosphorus/nitrogen

(P/N).

Keywords: Glycerol fermentation. VFA. SBR. Denitrification. Biological phosphorus

removal.
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1.  INTRODUCAO

No Brasil, segundo estimativas realizadas no ano de 2008 pelo IBGE, dos 55% dos
municipios que dispoem de sistemas esgotamento sanitario, apenas 28,5% coletam e tratam
esgoto doméstico. O tratamento bioldgico em sistemas convencionais, aplicados no Brasil, €,
em geral, voltado para a remog¢ao de matéria carbondcea (CHERNICHARO et al., 2006).

A digestdo anaerobia apresenta-se como alternativa consolidada para remocao de
fracdo consideravel da matéria organica do esgoto nas regides de climas tropical e
subtropical (FORESTI; ZAIAT; VALLERO, 2006). O reator de manta de lodo (UASB) tem
sido a principal opg¢do para pré-tratamento devido ao seu baixo custo de implantagdo e
operacdo, baixa producdo de lodo e reduzida area necessaria para sua implantagdo (SILVA;
AQUINO; SANTOS, 2007).

Segundo Haandel e Lettinga (1994), a remocao do material organico varia de 65% a
80% em reatores UASB. Mesmo apresentando remoc¢do adequada de matéria carbonécea
(FORESTI; ZAIAT; VALLERO, 2006), efluentes de reatores anaerobios dificilmente
atendem a legislacdo ambiental do pais. De forma geral, sistemas compactos de tratamentos,
tal como reatores UASB, resultam em efluentes com constituintes residuais, tais como
organismos patogénicos e nutrientes, que apresentam concentragdes proximas as do esgoto
bruto (CHERNICHARO et al., 2006).

A descarga, em corpos d’agua e sistemas aquaticos, de efluente resultante de sistema
de tratamento que apresenta baixa eficiéncia de remog¢do de nutrientes, pode acelerar o
crescimento de macrofitas aquaticas e de algas. O desequilibrio entre espécies leva a
eutrofiza¢do dos corpos d’agua (CONLEY et al., 2009; PIJUAN et al., 2004; SCHINDLER,
2006; WANG; WANG, 2009).

Os reatores UASB tém seu uso consolidado no Brasil. Porém, ha a necessidade de que
se aprimorem as alternativas de pds-tratamento para possibilitar a remocao de nutrientes, ndo
apenas para atender a legislacdo, mas também para garantir que corpos d’agua nao sejam
afetados e que os custos de tratamento de 4gua para abastecimentos ndo sejam elevados.

Lagoas de polimento e maturacdo podem ser aplicadas como pos-tratamento.
Contudo, tal alternativa exige grandes areas, pois, para efetiva remog¢do de nitrogénio (por
volatilizac¢do) e de fosforo (por precipitacdo), a lagoa precisa ter profundidade menor que um
metro (MASCARENHAS; VON SPERLING; CHERNICHARO, 2004).

A aplica¢dao de lodos ativados convencionais, em efluentes de reatores anaerobios,
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resulta em inexpressiva remog¢ao bioldgica de fosforo e ndo atende as condigdes para que
ocorra a desnitrificagio (VON SPERLING; CHERNICHARO, 2005). Para tanto, ¢
indispensavel que o sistema possibilite a existéncia de uma regido andxica. Segundo Kuba et
al. (1996), condi¢des alternadas de fornecimento e auséncia de oxigénio possibilita o
desenvolvimento de organismos acumuladores de fosforo.

Os sistemas de remogdo biologica de fosforo, bem como de nitrogénio, também sdo
dependentes, dentre outros pardmetros, da disponibilidade de &acidos graxos volateis. Na
maioria dos casos, o efluente de reatores anaerdbios ndo apresenta concentragdo de matéria
organica suficiente para disponibilizar AGV para a remogdo biologica de P (TORRES;
FORESTI, 2001).

Atualmente, a remog¢ao de nitrogénio aliada a captacdo de fosforo tem sido largamente
estudada, e, para tanto, fontes exdgenas de carbono e adaptacdes em sistemas convencionais
de lodos ativados vém sendo analisados, a fim de se obter eficiéncia adequada de remogdo em
um sistema vidvel ambiental e economicamente.

Aliada a necessidade de uma fonte exogena de carbono para remoc¢ao eficiente de
nitrogénio e foésforo, ¢ importante investigar novos usos para o glicerol, que ¢ um subproduto
da producdo de biodiesel. Destaque-se que, no ano de 2013, cerca de 250 toneladas de
glicerol foram produzidas no Brasil (BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011).

No momento, ¢ importante que se pesquisem novos usos para o glicerol, uma vez que
ha a clara tendéncia de esgotamento do mercado consumidor desse produto pelo excesso de
producdo. O acumulo desse material podera causar impacto ambiental, se for considerado um
residuo solido a ser disposto no ambiente (CARNEIRO, 2015). Além disso, a fermentacao de
glicerol resulta em propor¢des de propionato e acetato que favorecem a atuagdo de
organismos acumuladores de fosforo, visto que organismos competidores ndo sdo capazes de
utilizar propionato quando na auséncia de oxigénio (FERRARO et al., 2009; HIMMI et al.,
2000; ZHANG; YANG, 2009).

O uso de glicerol como fonte de carbono para remocgao de fésforo e de nitrogénio vem
sendo estudado (CARNEIRO, 2015) nos ultimos anos. Determinados pardmetros em relacao
a esta aplicagdo do glicerol ja foram analisados (GUERRERO et al., 2011), assim como a
producdo de propionato a partir da fermentacdo do glicerol (FERRARO et al., 2009; HIMMI
et al., 2000; ZHANG; YANG, 2009). Contudo, embora sustentavel ¢ economicamente viavel,
ha ainda a necessidade de se aprofundar o conhecimento sobre os processos de remocao
estavel de nutrientes a partir do uso de glicerol, como fonte exclusiva de carbono, bem como

as condicdes operacionais dos reatores que viabilizam a ocorréncia desses processos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Remocio biolégica de nitrogénio

Segundo Madigan, Matinko e Parker (1997), o nitrogénio tem elevado nimero de
estados de oxida¢do, logo pode estar presente na formula de diferentes compostos. Dentre os
compostos nitrogenados, estdo nitrogénio organico, amonia, gas nitrogénio, 6xido nitroso,
oxido nitrico, fon nitrito, didxido de nitrogénio e ion nitrato. No meio ambiente, a forma mais
frequente nitrogénio sdo compostos de aménia (NH3), estado de oxidagdo -3; amonia (NH4"),
estado de oxidagdo -3; nitrato (NO3"), estado de oxidagdo +5 ou nitrogénio gasoso, estado de
oxidagao 0.

A remocdo de nitrogénio de aguas residudrias usualmente implica em aumento
consideravel dos custos de instalagdo e operacdo de Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE).
Em primeiro lugar, ha a necessidade de se promover a aera¢cdo da massa liquida, uma vez que
a oxidacdo do ion amdnio a nitrito e nitrato ¢ realizada por bactérias aerobias. Na sequéncia,
devera existir a etapa andxica de desnitrificagdo, com o uso de fontes de carbono por bactérias
heterotroficas, que € a etapa final do processo da remocgao bioldgica de nitrogénio (ROSSO;
STENSTROM, 2015).

Portanto, para que haja a remocao eficiente de nitrogénio de esgoto sanitario (o que
engloba, de acordo com Metcalf e Eddy (1991), nitrogénio amoniacal e nitrogénio organico) ¢
preciso que ocorram trés etapas: amonificacdo, nitrificacdo e desnitrificacdo. A regulagdo
dentre os processos e caminhos do ciclo de nitrogénio ¢ complexa e pode ser descrita pela
interagdo entre processos microbioldgicos aerdbios e anaerdbios (THAMDRUP;
DALSGAARD, 2002).

Bactérias nitrificantes sdo, em sua maioria, autotroficas e sua energia deriva da
oxida¢do da amoénia ou do nitrito. Segundo Madigan, Matinko e Parker (1997), em sistemas
convencionais voltados a remocdo bioldgica de nitrogénio, a desnitrificacdo ¢ etapa
subsequente a nitrificagdo e ¢ essencial como parte integrante da remog¢do de compostos
nitrogenados de efluentes liquidos em tratamento. Sendo assim, compostos de nitrogénio
oxidados podem ser utilizados como aceptores de elétrons por bactérias desnitrificantes em
etapa anoxica. Bactérias desnitrificantes sdo majoritariamente heterotroficas e necessitam de
certa quantidade de carbono para a redugdo dos compostos oxidados de nitrogénio.

Em certos casos, a dgua residuaria ndo possui quantidade suficiente de doadores de
elétrons, sendo necessaria a adicdo de fonte exdgena de carbono organico para efetivo e

completo processo de desnitrificacdo. Os compostos organicos mais usados como fonte
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exogena de doador de elétrons sdo o etanol, o metanol ou demais fontes simples de carbono
(SLIEKERS et al., 2002). De acordo com Jianlong e Ning (2004), as reacdes para nitrificacao
podem ser descritas como a seguir.

Reacdo estequiométrica para oxidagdo de amdnia a nitrito, pelas Nitrossomonas:

2H" + NH; + 2,- + 0, — NH,0H + H,0
NH,0H + H,0 — HNO, + 4H" + 4,-

2NH; + 30, — 2HNO, + 2H,0 (Equagao geral)

Onde:

AMO: Ammonia monooxygenase

HAO: hydroxylamine oxidoreductase

De acordo com Ferreira (2000), a reacdo de oxidagdo do nitrito a nitrato pela
Nitrobacter ¢:

NO; +0.50, - NO3

Segundo Bueno (2011), ambos os géneros citados acima (Nitrossomonas e
Nitrobacter) sdo aerdbias obrigatérias e apresentam atividade bioquimica apenas em presenca
de oxigénio dissolvido (OD).

Segundo Slekers et al. (2002), apesar de as bactérias desnitrificantes cobrirem uma
grande diversidade de géneros, as bactérias responsaveis pela oxidagdo da amonia e do nitrito
pertencem a um grupo restrito e autdtrofo. Nitrosomonas e Nitrosospira sdo as espécies mais
conhecidos de bactérias que oxidam amonia por processos aerobios. Nitrobacter e Nitrospira

sdo as mais conhecidas em relagdo a oxidacao do nitrito a nitrato.

2.2. Parametros considerados para a desnitrificacio

Segundo Metcalf e Eddy (2003), grupos de bactérias obtém energia para sintese de
moléculas de ATP por meio da oxidacdo de compostos organicos. Como compostos
organicos a serem oxidados, podem ser citados os acidos organicos, carboidratos, alcoois,
aminoacidos e acidos de cadeia curta. Em condi¢des andxicas, os aceptores finais de elétrons
serdo os compostos nitrogenados oxidados em etapa de nitrificagdo. Sendo assim, o nitrato
recebe os elétrons equivalentes da redugcdo que ndo foram usados na geracdo de ATP,
resultando na formagdo de nitrogénio gasoso.

De acordo com Souza e Foresti (1999), muitas bactérias que oxidam o substrato, a
partir do nitrato como aceptor de elétron, sdo desnitrificantes facultativas. Na presenga de
oxigenio, tais bactérias heterotroficas deixam de utilizar o nitrato como aceptor e passam a

utilizar oxigénio molecular, sendo, portanto, essencial que seja mantida a condi¢do de
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ambiente andxico para que a desnitrificagdo ocorra. Mais especificamente, valores de
oxigénio dissolvido iguais a 1 mgO,/L ou ainda menores podem inibir a atividade e a sintese
de enzimas desnitrificantes.

Segundo Henze et al. (2002), a equacdo de desnitrificagdo pode ser escrita de forma
simplificada (Equagdo seguinte), partindo-se do principio que a geragcdo de energia foi toda
utilizada para o crescimento celular e que apenas o nitrato ¢ assimilado. Em casos em que
apenas nitrato ¢ assimilado e na auséncia de amonia, o fator de rendimento de substrato em
biomassa ¢ de 0,36 Kg biomassa/Kg matéria organica.

0,57 C;gH 9H19N + 3,73 NO; + 3,73 H* - CsH,NO, + 1,65 N, + 5,2 CO, + 3,8 H,0

A desnitrificacdo acontece em etapas. Primeiro o nitrato ¢ reduzido a nitrito, entdo, o
nitrito ¢ reduzido a 6xido nitroso. As equagdes a seguir representam as etapas e as enzimas

catalizadoras para cada uma delas, segundo Souza e Foresti (1999).

NO3 + 2e~ + 2H* - NO3 + H,0 Nitrato redutase
NO; + e~ + 2H* - NO + H,0 Nitrito redutase
2NO + 2e~ + 2H* - N,0 + H,0 Oxido nitrico redutase
N,0 + 2e™ + 2H™ > Ny + H,0 Oxido Nitroso redutase

A conversdo total de nitrato presente em efluente liquido a nitrogénio molecular,
como mencionado anteriormente, ¢ realizada por meio de bactérias heterotroficas. Diferentes
grupos de microrganismos compdem uma microbiota desnitrificante (MANSELL;
SCHROEDER, 1998' apud BASSIN, 2012). Dentre os diversos géneros de bactérias estdo
Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus, Micrococcus, Proteus, Hiphomicrobium,
Chromobacterium,  Halobacterium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Azospirillum,
Rhodopseudomonas,  Thiobacillus, Vibrio, Xanthomonas e Klebsiella (RITTMAN;
LANGELAND, 1985 apud BASSIN, 2012).

2.3. Remocdo biologica de fosforo

Assim como a remog¢do de nitrogénio, a remog¢do biologica de fosforo necessita de
etapas anoxicas e aeradas. Em condi¢des anaerdbias (Figura 1), os acidos graxos volateis
(AGV) sdo armazenados como compostos celulares por organismos acumuladores de

polifosfato (OAP). Contudo, na auséncia de AGV no afluente a ser tratado, como ocorre em

I MANSELL, B.0O.; SCHROEDER, E.D. Biological denitrification in a continuous flow membrane reactor.
Water Science and Technology, v.38, n.1, p.9-14, 1998.

2RITTMA, W. E.; LANGELAND, B. E. Simultaneous denitrification with nitrification in single-channel
oxidation ditches. Journal (Water Pollution Control Federation), 300-308, 1985.
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sistemas convencionais de tratamento de esgoto, esse substrato foi fornecido aos OAP por
organismos facultativos, por meio da fermentacdo prévia da matéria organica biodegradavel,

na auséncia de oxigénio (STENSEL; SEDLAK, 1991).

N \(\)\2 ,/, .

/,NO*3\.

Material Acetato
Organico e propionato

Microorganismos
Fermentadores

Figura 1: Modelo bioquimico para OAP em condi¢des anaerobias. PHB (polihidroxibutirato)

e OAP (organismos acumuladores de polifosfato)

A assimilacdo de AGV pelos OAP acontece apenas durante a auséncia de oxigénio, o
que funciona como uma vantagem competitiva para esses organismos. Portanto, a adi¢do de
AGYV em fases anaerdbias ou andxicas contribui para selecao desses organismos e remocao de
fosforo, pois organismos heterotréficos ndo utilizam AGV na auséncia de aceptores de
elétrons (HENZE, 2008).

Os organismos acumuladores de fosforo podem incorporar quantidades superiores a
0.38 mgP/mgSSV (0.17 mgP/mgSTV). Organismos heterotréficos encontrados em sistemas
de lodos ativados de mistura completa conseguem remocao tipica de aproximadamente 0.02
mgP/mgSSV  (0.0015 mgP/mgSTV). No sistema de remocdo bioldgica de fosforo, os
organismos heterotroficos e os OAP coexistem no lodo ativado. Os primeiros ndo acumulam
fosforo em excesso, sendo que a remocgdo de fosforo da fase liquida ocorre apenas devido a
sintese celular. Por outro lado, os organismos acumuladores de polifosfato removem grandes
quantidades de fosforo da fase liquida, que sdo, entdo, estocados no interior celular em longas
cadeias de polifosfato (HENZE, 2008).

O grande desafio, de acordo com Henze (2008), estd em aumentar a quantidade de

OAP em relagdo aos organismos heterotroficos presentes no lodo ativado e, por consequéncia,
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aumentar a eficiéncia de remocdo de fosforo. A propor¢do relativa entre os dois grupos
citados depende da quantidade afluente de matéria organica biodegradavel que foi destinada a
cada grupo de organismo.

Na fase anaerodbia, anteriormente a etapa de nitrificacdo, os organismos heterdtrofos
que ndo acumulam fésforo ndo conseguem utilizar os acidos graxos volateis por falta de
aceptores de elétron (O, e NO;). Os OAP, no entanto, armazenam AGV internamente em suas
células, formando longas cadeias de moléculas de carbono, polihidroxibutirato (PHB),
utilizando glicogénio e a energia contida nos polifosfatos (Poli-P), ambos armazenados no
interior das células (CHEN; RANDALL; MCCUE, 2004). O resultado dessa fase anaerdbia é
o aumento de PHB e a diminui¢do de Poli-P, com a liberagdo de ortofosfatos (O-PO4) para o
meio exterior a célula de OAP’s, reacdo esta que libera energia e que torna possivel a sintese
de PHB (GEBREMARIAM et al., 2011).

Na presenga de oxigénio ou nitrato, o PHB ¢ metabolizado, liberando gas carbonico,
agua e gerando glicogénio. A energia resultante da oxidacdo do PHB ¢ utilizada para a sintese
de novas células e formagdo de poli-P. A formagdo celular e a alta concentragdo de O-PO4no
meio extracelular estao diretamente relacionadas com a formagao de Poli-P, conforme modelo
espresso pela figura 2 (HENZE, M., 2008).

O fosforo foi removido do meio liquido pelas bactérias poli-P por meio de sua
incorporacdo na biomassa como parte do material celular. A remogdo efetiva se da pelo
descarte do lodo excedente, contendo altas quantidades de fosforo, apds sedimentacdo

(METCALF; EDDY, 2003).
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Crescimento

Glicogénio

C02+H20+N2

Figura 2: Modelo bioquimico simplificado para o acaimulo de foésforo pelos OAP sob
condi¢des aerdbias (ou anodxicas)

2.4  Parametros para a remocao de nitrogénio e fésforo

De acordo com Randall, Benefield ¢ Hill (1994), bactérias acumuladoras de
polifosfato sdo dependentes da presenca de acidos graxos volateis, produtos resultantes do
processo fermentativo, que poderia convenientemente ocorrer por meio da fermentagdo do
afluente a ser tratado. Neste mesmo artigo, os autores afirmam que a fase anaerdbia da
sequéncia de bateladas para remog¢ao de fosforo ndo estd associada a processos fermentativos.
Aliado a este fator, em dissertagdo concluida recentemente, Carneiro (2015) obteve resultados
insatisfatorios para formacdo de AGVs durante a fase anaerdbia do reator operado em
bateladas e aerag¢do intermitente, visando a remo¢ao conjunta de fosforo e nitrogénio. A
remocao de fosforos foi inexpressiva, atribuindo-se esse resultado a baixa disponibilidade de
AGV.

Ainda que a andlise microbiologica do lodo de sistemas EBPR/BPR (Enhenced
biological phosphorus removal/ biological phosphorus removal) seja complexa (BLACKALL
et al., 2002), ¢ sabido que organismos acumuladores de polifosfato (OAP) podem atuar como
organismos acumuladores de glicogénio (OAG), quando presentes em sistemas de ciclo
anaerdbio/aerobio.

Os OAG sdo considerados uma das maiores causas da redugdo no acumulo de fosforo
por ndo contribuirem para a remoc¢do de poli-P e por competirem pela mesma fonte de
carbono com os OAP (LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2009). Contudo, Callado e Foresti (2001)

obtiveram remogdes significativas de N e P em reator RSB, utilizando etanol como doador de
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elétrons, o qual era adicionado na etapa andxica do ciclo. Nao houve predominancia de OAG
nas condi¢des em que o reator foi operado.

A mudanga na composi¢do organica do afluente a ser tratado de acidos graxos volateis
para acucares, como a glicose, por exemplo, pode ser responsavel por induzir a
predominancia de metabolismo voltado & acumulacdo de glicogénio em sistemas EBPR/BPR
(MULKERRINS; DOBSON; COLLERAN, 2004). Logo, um dos pardmetros essenciais para
controle deste sistema ¢ a determinacdo da carga 6tima de DQO do afluente.

Segundo Zeng et al. (2003), ¢ importante que se saiba quais os tipos de acidos graxos
volateis (AGV) que sdo prontamente metabolizados por OAP e OAG. Muitos estudos
restringem-se ao uso de acetato como fonte de carbono, pelo fato deste AGV ser comumente
usado em sistemas BNR (remocao bioldgica de nitrogénio). Contudo, existe certa variedade
de AGV que deve ser estudada. Oehmen et al. (2005) e Pijuan et al. (2004) apontaram que
organismos acumuladores de glicogénio sdo incapazes de metabolizar propionato na auséncia
de oxigénio, o que contribui para o estudo de enriquecimento de culturas OAP (organismos
acumuladores de polifosfato).

Os resultados do estudo feito por Lopez-Vazquez et al. (2009) indicaram que uma
mistura de acetato (HAc) e propionato (HPr) no afluente (na ordem de 75-25 ou 50-50% de
HAc-HPr), bem como um pH de 7,5, sdo benéficos para a OAP em temperatura moderada de
20 °C). Gu et al. (2005) observaram deterioragdo e declinio no desempenho do processo
EBPR (Enhenced biological phosphorus removal) no tratamento de aguas residudrias em
temperaturas comuns no verdo. Porém, segundo Lopez-Vasquez et al. (2009), um afluente
adequado, em propor¢des de HAc-HPr (75-25%) e pH ndo inferior a 7,0, pode garantir o
favorecimento do metabolismo de PAO, mesmo que em temperatura elevada (isto ¢, 30 °C).

Estudos apontam que a fermentagdo do glicerol produz propionato (FERRARO et al.,
2009; HIMMI et al., 2000; ZHANG; YANG, 2009), bem como outras variedades de acidos
graxos volateis em diferentes proporcdes, de acordo com as condigdes aplicadas. A aplicagdo
do fermentado do glicerol pode, entdo, contribuir para o aumento da eficiéncia de remogao
dos nutrientes em estudo, fosforo e nitrogénio, de modo conjunto.

De acordo com experimentos em bateladas realizados por Pattarkine e Randall (1999),
o acumulo de fosforo por organismos ¢ afetado pela disponibilidade dos ions potassio,
magnésio e célcio, sendo os dois primeiros simultaneamente necessarios. Jonsson et al.
(1996) observaram que, para cada mol de P liberado na fase anodxica, 0.27-0.36 mol de

potassio e 0.29-0.32 mol de magnésio sdo liberados simultaneamente a partir do lodo. Quanto



39

a temperatura 0tima associada ao sistema BPR, esta ¢ de aproximadamente 20°C ou menor

(PANSWAD et al., 2003° apud MULKERRINS; DOBSON; COLLERAN, 2004).

2.5 Fermentac¢ao do Glicerol

De acordo com Almeida (2011), a producdo de glicerina bruta estd diretamente
relacionada com o aumento da producdo de biodiesel. A proporcdo estequiométrica da reacdo
de produ¢do de biodiesel e geragdo do residuo glicerol, apos a transesterificagdo, ¢ de 1
tonelada de glicerina bruta gerada para cada 10 toneladas de biodiesel produzido. No ano de
2007, cerca de 72% da producdo de glicerina provinha da industria de biodiesel (HENARD,
2007* apud MATURAMA CORDOBA, 2011). Assim, a valoriza¢io da glicerina bruta por
meio da fermentagdo e produg¢do de compostos de interesse para a tecnologia ambiental deve
favorecer a economia da industria de biodiesel, reduzindo a producdo de residuos no meio
ambiente e aumentando a producdo de coprodutos.

Segundo Abad e Turon (2012), fermentagdes baseadas em glicerol como fonte de
carbono podem representar uma baixa taxa de crescimento quando comparada a fontes
tradicionais de carbono, tais como xilose e glicose. Contudo, a produ¢do de compostos de
consideravel valor agregado seria suficiente para compensar a reduzida produtividade
volumétrica. De acordo com Papanikolaou et al. (2008), esta conversdo ¢ realizada por células
procaridticas pertencentes a familia Enterobacteriaceae e ao género Clostridium.

A fermentagdo de glicerol pode ocorrer pela via redutora e por via oxidativa. Pela via
redutora, o glicerol sofre desidratacdo resultando em 1,3-propanediol (PD) como via para a
regeneracdo de NADH para obten¢do de equilibrio respiratorio. O PD pode ser utilizado
principalmente como um mondmero para materiais plasticos de biodegradabilidade superior,
tais como tereftalato de politrimetileno (SELEMBO et al., 2009).

A rota oxidativa, por sua vez, forma compostos a medida que o glicerol ¢
desidrogenado. O resultado ¢ a formacdo do composto dihidroxiacetona, que é convertido a
succinato ou piruvato, dependendo das condi¢cdes ambientais e enzimdticas. O composto
succinato ¢ convertido em propionato, enquanto o piruvato forma compostos simples como
formiato, acetato, etanol, 2,3-butanodiol, lactato (CARNEIRO, 2015; TEMUDO et al., 2008).

A degradagdo anaerdbia do glicerol, em determinadas circunstancias e parametros (pH

em 7,0/7,5 e temperatura mantida em 30°C), pode aumentar a produgdo de propionato

3PANSWAD, T, DOUNGCHALI A., ANOTAI, A. Panswad T, Doungchai A, Anotai J. Temperature effect on
microbial communit of enhanced biological phosphorus removal system. Water Res;37(2):409— 15, 2003.

4+ HENARD, M.C. (2007). Impacts on Oilseed Industry Following Biofuel Boom. Disponivel em <
http://theinnovationgroup.com/chemprofiles/glycerin.htm>. 2007.
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(FERRARO et al, 2009; HIMMI et al., 2000; ZHANG; YANG, 2009). Conforme ja
apresentado, o propionato ¢ considerado uma eficiente fonte de carbono para sistemas de
remocdo de fosforo, pois favorece o metabolismo voltado & acumulacdo de polifosfato. Tal
favorecimento ndo ocorre quando na presenga de acetato como fonte de carbono exclusiva
(RANDALL; CHAPIN, 1997° apud MULKERRINS; DOBSON; COLLERAN, 2004).

Experiéncias que tentaram a adicdo de glicerol em sistemas BPR encontraram
problemas em fases iniciais e intermedidrias, € obtiveram fermentagdo e remoc¢do dos
nutrientes estudados, principalmente fosforo, em tempo nao praticavel. Segundo Guerrero et
al. (2011), uma alternativa para obtencdo rapida de um consércio composto por
microrganismos responsaveis pela degradacdo anaerdbia do glicerol ¢ OAP pode ser
alcangada por meio de uma estratégia de dois passos.

A estratégia de dois passos consistiu no enriquecimento do lodo anaerdbio de
fermentagdo do glicerol, assim os organismos acumuladores de polifosfato (OAP) nao
participariam da fermentagdo. Desta forma, a fermentagdo se estabeleceu por meio da acdo
de organismos anaerdbios essencialmente acidogénicos e voltados a fermentacdo do glicerol e

producdo de AGV.

5 RANDALL, C. W.; CHAPIN, R. W. Acetic acid inhibition of biological phosphorus removal. Water
environment research, 69(5), 955-960, 1997.
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OBJETVOS

3.1.  Objetivo principal

Promover a efetiva fermentacdo do glicerol e utilizar o efluente fermentado como

fonte de carbono para desnitrificagdo conjunta a remocdo biolodgica de fosforo de éagua

residudria sintética, em reator em batelada e submetido a aeracdo intermitente.

3.2.

Objetivos especificos
Avaliar a fermentagdo de glicerol com relagdo ao rendimento na produgdo de acidos
organicos e outros compostos de facil biodegradacao;
A partir dos ensaios de fermentacdo do glicerol com diferentes concentracdes de
glicerol, escolher a que apresente melhor relagdo concentracdo inicial de
glicerol/produgdo de AGV;
Usando os produtos de fermentacdo obtidos na etapa anterior, avaliar o desempenho
do sistema de tratamento na remog¢ao de nitrogénio e fosforo para diferentes relagcdes
DQO/N e DQO/P, sendo a DQO fornecida ao sistema por meio do fermentado de
glicerol;
Estabelecer dosagem adequada de fermentado de glicerol para desnitrificagdo e para a

remocao bioldgica de fosforo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Esquema Operacional e Instalacoes

Como ja mencionado, a metodologia aplicada foi semelhante a aplicada por Callado e
Foresti (2001) e Guerrero et al. (2011), visando separar a fermentagdo do glicerol da etapa de
remocdo de nutrientes. Os ensaios de fermentacdo foram executados em frascos Duran ® de
500 mL operados em bateladas e submetidos a atmosfera de N, (100%), durante 5 a 10
minutos, para manutencao das condi¢des de anaerobiose, apos inoculagao.

Os 4cidos de cadeia simples obtidos pela fermentagdo do glicerol foram estocados e
mantidos em congelador a fim de serem usados posteriormente, durante a fase andxica, para
remocao de nitrogénio e estoque/formagao de PHB, o que possibilitara a captura de fésforo na
fase aerobia. A biomassa enriquecida foi transferida para frascos apropriados de 50 mL e
submetida a lavagem, em meio de cultura estéril, em centrifuga refrigerada, a 2.500 rpm por
16 minutos. O sobrenadante foi descartado e a biomassa resuspensa em meio de cultivo novo,
sendo transferida para frasco de Duran ® de 500 mL sob condi¢@o de assepsia e mantida a 4
°C até que fosse necessaria sua reativagdo. O fluxograma da Figura 3 apresenta as etapas a

serem cumpridas.
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Lodos de reatores anaerdbios serdo
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capacidade de fermentar glicerol

J
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Figura 3: Fluxograma com as atividades cientificas previstas para o desenvolvimento do
projeto

4.3.  Substrato

O glicerol (Glicerol PA de 99,5% de pureza, C3HgO3) foi utilizado como substrato na
etapa de formacgdo de fermentado e formacdo de 4cidos de cadeia curta e etanol, que foram
acondicionados em frascos a 4°C. A etapa de caracterizacdo foi realizada por meio da analises
de DQO filtrada e ndo filtrada de uma solucao de Glicerol PA de 99,5% a 1 g/L. Cada grama
de glicerol corresponde a 1,2 g de DQO, tanto para DQO dissolvida, em que foram medidas
amostras filtradas em SISTEMA Millipore com membrana de poro 0,22 um, quanto para

amostras ndo filtradas, DQO total.

4.4. Composi¢iao do Meio Nutricional de Macronutrientes - Glycerol Anaerobe
Medium

Para os ensaios de fermentacdo voltados a selegdo de biomassa eficiente em degradar
glicerol foram realizadas dilui¢des seriadas. Para este fim, o lodo do in6culo escolhido foi

transferido para frascos Duran ® de 500 mL e, em cada reator, foi adicionado meio destinado
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a proporcionar o enriquecimento da cultura responsavel pela fermentacdo do glicerol. Tal
meio possui composicdo semelhante a descrita por Barbirato et al. (1995): glicerol, cuja
concentragdo podera variar de 5 mg/L a 30 g/L, 3,4 g KoHPO4.3H,0, 1,3 g KH,POy4, 2 g/L de
(NH4)2S04, 0,2 g/L de MgS04.7H,0, 20 mg/L de CaCl,.2H,0, 5 mg/L FeSO47H,0. Durante a
inoculacdo, o meio permaneceu saturado com gas nitrogénio de modo a garantir condi¢des
anaerobias. Terminada a inoculacdo, os reatores foram devidamente selados com tampas de

borracha Halobutil e incubados a 30 °C e 120 rpm.

4.6. Inéculo

A primeira etapa da pesquisa consistiu na aplicagdo de lodos de reatores anaerdbios
que foram testados quanto a capacidade de fermentar glicerol. Para inoculagdo dos reatores
em batelada voltados a producdo de 4cidos de cadeia curta, foi utilizado lodo acidogénico

mesofilico obtido no Laboratério de Processamentos Biologicos (LPB).

4.7. Verificagdo da capacidade fermentativa do lodo acidogénico em rela¢io
ao glicerol

Nas primeiras semanas, aliquotas de lodo acidogénico mesofilico de reatores
anaerdbios foram testados em bateladas montadas em frascos Duran de 80 mL e 500 mL, a
fim de observar a fermentagdo do glicerol, bem como a cinética de decaimento do substrato.
Para tanto, foram preparados 1,184 L de meio Barbirato et al. (1995) adaptado, conforme
descrito no item 4.4, para alimentar quatro reatores de 225 mL de volume de meio reacional e
quatro reatores menores, dois de 70 e dois de 72 mL de meio reacional, contendo
concentragdes variaveis de glicerol como substrato organico. Sob condigdes assépticas foram
adicionados 10% - 12,5% (v/v) de in6culo. Apos a inoculagdo, os reatores foram submetidos
a atmosfera de N, (100%), durante 5 a 10 minutos, para manutencdo das condi¢des de
anaerobiose. Apos a distribui¢do do meio de cultivo e do inoculo, e troca gasosa no
headspace, os reatores foram fechados com tampa de butila e rosca plastica, tendo sido
incubados a 30° C e sem agitagdo por um periodo que variou de 1 a 3 dias. Para esses
reatores, foram realizadas andlises da degradacdo do glicerol a fim de verificar se o lodo
poderia ser utilizado na fermentagdo de glicerol. Uma vez detectado o decréscimo na
concentragdo de glicerol e a sua completa degradacgao, a biomassa era armazenada a 4 °C para

posterior reativagao.
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4.8. Enriquecimento e Manutencao do Indculo Acidogénico Mesofilico

A cada semana, a0 menos uma duplicata de reatores anaerdbios em batelada era
montada em frascos Duran, a fim de enriquecer e aumentar a biomassa enriquecida. Foram
preparados 0,5 litros (L) de meio Barbirato et al. (1995) adaptado, conforme descrito em item
4.4, para alimentar dois reatores de 250 mL de volume de meio reacional, contendo
concentragdes variaveis de glicerol como substrato organico. Sob condic¢des assépticas, foram
adicionados 10% (v/v) de inoculo enriquecido. Apods a inoculagdo, os reatores foram
submetidos a atmosfera de N, (100%), durante 5 minutos, para manuten¢do das condi¢des de
anaerobiose. Apds a distribuicdo do meio de cultivo e do indculo, e troca gasosa no
headspace, os reatores foram fechados com tampa de butila e rosca pléstica, incubados a 30°
C e rotagdo de 120 rpm por um periodo que pode variar de 1 a 3 dias. Para esses reatores
foram realizadas analises da degradacao do glicerol a fim de verificar se o enriquecimento do
indculo foi eficiente. Uma vez detectado o crescimento da biomassa e a fermentagdo completa
do glicerol inicialmente adicionado, a biomassa era armazenada a 4 °C para posterior

reativagao.

4.9. Reativaciao do Inéculo Acidogénico Mesofilico

A dois dias de se iniciar cada ensaio cinético de fermentagao acidogénica do glicerol,
nos quais foram testadas diferentes concentracdes desse substrato, a biomassa enriquecida,
mantida a 4 °C, foi reativada em reator anaerobio com 225 mL de meio Barbirato et al. (1995)
modificado, 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 g.L'1 de glicerol. Para tanto, o lodo enriquecido (10% v/v)
foi transferida para frascos apropriados de 50 mL e submetido a lavagem, em meio de cultura
estéril, em centrifuga refrigerada, a 2.500 rpm por 16 minutos. O sobrenadante foi descartado
e a biomassa foi resuspendida em meio de cultivo novo, sendo transferida para frasco de
Duran ® de 500 mL sob condi¢do de assepsia. Os reatores anaerobios de batelada em Duran
® de 500 mL continham 250 mL de volume reacional mais lodo e 250 mL de headspace, este
submetido a atmosfera de N, (100%) por 10 minutos. Os reatores foram incubados a

30+1 °C, em agitagdo 120 rpm, por, no maximo, 72 horas..

4.10. Ensaios com reatores anaerobios com glicerol como substrato

Foram operados reatores anaerobios (Figura 4) para duas condi¢des distintas de pH
inicial, 7 e 7,5. Para ambos os valores de pH inicial, foram testadas diferentes concentragdes
de glicerol (1) 5 g.L'™"; (2) 10,0 g.L'; (3) 15,0 g.L'"; (4) 20,0 g.L™"; (5) 25,0 gL' e, por fim,
(6) 30,0 g.L"". Os ensaios foram realizados em frascos Duran ® de 500 mL, sendo 225 mL de

volume reacional e 250 mL de headspace, cuja atmosfera original constitui-se de N2 (100%),
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conforme mostrado na Figura 4. Foram preparados, para cada ensaio, 1,35 L de meio
Barbirato et al. (1995) adaptado, distribuidos em seis reatores anaerdbios de batelada, cada
um dos reatores contendo uma concentragdo de glicerol distinta. Em cada reator, foi
adicionado 10% v/v de in6culo previamente reativado. O pH no inicio do periodo de
incubacdo foi 7,0 para os primeiros ensaios € passou a 7,5 em ensaios posteriores; a
temperatura de incubagdo foi 3011 °C e a agitacdo foi de 120 rpm. As andlises efetuadas para
os ensaios voltados a fermentacdo do glicerol a diferentes concentracdes foram: acidos
volateis, alcoois e acetona por cromatografia liquida; s6lidos totais volateis (STV); consumo

de glicerol.

Figura 4: Ensaios de fermentagdo do glicerol realizados em frascos Duran ® de 500 mL

4.11. Ensaios com reatores em aeracio intermitente

Os ensaios foram realizados em frascos Duran ® de 1000 mL, Figura 5, sendo que o
volume de controle utilizado para o tratamento do esgoto sintético afluente foi de 900 mL.
Foram operados reatores de aeracdo intermitente para duas condi¢des distintas de adicdo de
fermentado. A primeira condi¢do, ou configurag¢do inicial, contou com adi¢do de 40 mL de
fermentado, equanto que a segunda condi¢do, ou configuracdo de verificacdo, contou com
adicdo de apenas 20 mL de fermentado de glicerol. Em ambas as condi¢des a adicdo do
produto do glicerol fermentado ocorreu durante fase andxica para cada um dos ciclos
descritos pela aeragdo intermitente.

A batelada voltada ao ensaio de remogao de nutrientes foi inoculada com lodo aerdbio
obtido da estagdo de tratamento de aguas residudrias da Volkswagem e Lodo de UASB
proveniente do tratamento da Avicola Dacar —Ltda., em uma proporcao de 3:1, resultando em
1,22 gSSV/L.

Cada ciclo era compreendido por 2 horas sem aeragdo, que conferiu condicdo andxica
ao sistema, 2 horas de aeragdo ininterrupta, condi¢do aerdbia e 20 minutos destinados a

sedimentacdo, importante ressaltar que o tempo de sedimentacao foi sendo reduzido conforme
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a evolugdo dos ciclos. Apos o periodo de sedimentacdo, o descarte manual era realizado.

Durante a primeira etapa, que consistia na adi¢do de 40 mL de fermentado, o descarte
era feito para 300 mL ou para a terca parte do volume do reator. Em uma segunda etapa, que
consistia na adicdo de 20 mL de fermentado, o descarte era realizado para 450 mL, que
representava metade do volume de controle do reator em batelada alimentada.

Além das variantes descritas para primeira e segunda condigdes, que basicamente
tinham o proposito de verificar a eficiéncia do uso de glicerol fermentado como fonte
exogena de carbono para remog¢do de nutrientes, bem como a resposta do sistema ao receber
menores quantidades de matéria orgénica, o sistema de batelada alimentada montado para as
duas condicdes diferiram no modo como foram operadas.

Os ciclos programados para a configuragao inicial foram alternados de modo que dois
deles ocorressem durante o dia de forma completa e seguidos um do outro, sendo o sistema,
entdo, desligado durante o periodo da noite. Em termos praticos, devido a operagdo manual
do sistema, foram destinadas 5 horas para cada um dos ciclos se completarem. Apesar das
principais etapas ja terem sidos descritas, os primeiros 20 minutos foram destinados a
alimentagdo do sistema com 260 ml esgoto sintético e 40 ml de fermentado, seguidos por 2
horas de aeragdo desligada, 2 horas destinadas a etapa aerada, 20 minutos voltados a
sedimentacdo e, por fim, 20 minutos destinados a preparacdo para que fosse realizado o
descarte de 300 mL do efluente tratado por meio da utilizagdo de um sifao.

Finalizado o ciclo durante o periodo de 5 horas, outro ciclo era iniciado na sequéncia.
Ao final do segundo ciclo diario, o sistema era desligado por um periodo de 14 horas e era
reiniciado no dia seguinte. O periodo de interrup¢do de 14 horas foi aplicado devido a
auséncia de sistema automatico de controle das etapas da batelada, resultando na necessidade

de o reator ser submetido a operacdo manual.
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Figura 5: Fases da batelada alimentada. Da esquerda para a direita, as figuras remetem a fase
anodxica, fase aerobia e, por fim, fase de sedimentacgdo, seguida por descarte de 300 mL do
efleunte tratado

A segunda condi¢do da pesquisa, ou configuragdo de verificagdo, foi realizada a partir
da adicdo de apenas 20 mL de fermentado, também durante a etapa anodxica do ciclo de
aeracdo intermitente voltado a desnitrificagdo. Os ciclos foram alternados de forma que
viessem na sequéncia um do outro, Figura 6. Durante esta segunda configuracdo do sistema,
que contou com adicdo reduzida de fermentado de glicerol, o sistema ndo foi desligado
durante o periodo da noite. Desta forma, foram destinadas 5 horas para cada um dos ciclos.
Em termos praticos, a descrigdo da operacdo manual do sistema foi dividida de forma
semelhante a primeira configuragao, sendo os primeiros 20 minutos destinados a alimentagao,
seguidos por 2 horas de etapa desprovida de aeragdo, 2 horas voltadas a etapa aerada, 20
minutos destinados a sedimentagdo e, por fim, 20 minutos para que fosse realizado o descarte
de 450 mL do efluente tratado por meio da utilizagdo de um sifdo. Finalizado o ciclo de

duracdo de 5 horas, outro ciclo era iniciado na sequéncia.
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Figura 6: Fases da batelada alimentada. Da esquerda para a direita, as figuras remetem a fase
anodxica, fase aerobia e, por fim, fase sedimentacdo seguida por descarte de 450 mL do
efleunte tratado

4.12. Retirada de amostra

As amostras eram retiradas para cada inicio de uma nova etapa de cada um dos ciclos.
Desta forma, para cada ciclo, pelo menos trés amostras necessariamente eram retiradas, a
saber, apos alimentacdo, ao final da etapa anodxica e ao final da etapa aerada. Com o intuito
de coletar aliquotas que, de fato, representassem o sistema, a coleta era realizada com auxilio
de um pipeta de 1mL, desta forma a aliquota representava a concentracdo de nutrientes e
carga organica ao longo de toda a coluna de 4gua do reator. O procedimento de coleta se
repetia até que 12 mL fossem coletados. As amostras eram, entdo, colhidas em tubo falcon de
15 mL e levados a centrifuga, onde eram submetidas a rotacao de 2500 rpm por 6 minutos, a
fim de separar a matéria orgdnica suspensa da amostra a ser analisada posterioemente.
Seguindo a centrifugacgdo, o sobrenadante era acondicionado em tubos de vidros previamente
lavados com solugdo de HCI a 20% e dgua destilada, a amostra centrifugada era congelada até

que fosse necessario aliquotas para analise.

4.13. Monitoramento do sistema

Cada etapa descrita no plano de trabalho, bem como no fluxograma de atividades,
ambos descritos no item anterior, conduziu a analises fisico-quimicas especificas destinadas
ao monitoramento das condi¢des operacionais dos reatores em bateladas montados em frascos

Duran de 500 ml voltados a fermentagdo de glicerol, bem como anélise de amostras retiradas



52

durante ensaio voltado ao estudo da aplicagio de fermentado em sistema de batelada
alimentada como fonte exdgena de carbono para remocao bioldgica dos nutrientes fosforo e
nitrogénio. A Tabela 1 a seguir sintetiza as andlises realizadas, bem como as frequéncias de

realizagdes e referéncias para cada método utilizado.

Tabela 1: Analises fisico-quimicas de monitoramento

Parametro (unidades) Método Frequéncia Referéncia

P-PO,” (mgP.L") Acido ascorbico 1x semana APHA, 2005; método 4500-P E

DQO (mg0,.L™") Espectrofotométrico Ix semana APHA, 2005; método 5220 D
pH Potenciométrico 5x semana APHA, 2005; método 4500-H"

Alcalinidade . . )
(mgCaCO3.L'1) Titulométrico 2X semana APHA, 2005; método 2320
Glicerol (mg.L™") Enzimético Ix semana Greenhill (2003)
Acidos Volateis (mg.L") Cromatografia - HPLC  1x semana Moraes et al. (2000)
N-NOs (mgN.L") Cromatografia de ions  Ix semana  APHA, 2005; método 4500-NOs C

4.13.1. Método enzimatico para analise da concentracio de glicerol
O decaimento do substrato glicerol foi avaliado analisando-se esse composto por meio
do método enzimatico descrito por Greenhill (2003) e adaptado por Carneiro (2015). O
método enzimatico pode ser caracterizado como um procedimento foto-enzimatico e ndo
toxico, pois dispensa uso do solvente piridina. De acordo com Valdez et al. (2011), tal
método ¢ preciso, pode ser realizado em curto periodo e ndo apresenta problemas de

toxicidade. As reacdes enzimaticas envolvidas neste método sdo descritas a seguir:

Glicerol + ATP— Glicerol-3-Fosfato + ADP (1)

Glicerol-3-Fosfato + O, — Dihidroxiacetona Fosfatado + H,O, (2)

H,0, + Aminoantipirina + 4-clorofenol— Quinonimima + HCl1 + 4H,O  (3)

O glicerol, na presenga da adenosina trifosfato (ATP) e da enzima glicerol-quinase

(GK), produz adenosina difosfato (ADP) e glicerol-3-fosfato (1) que, na presenca de glicerol-
3-fosfato oxidase e oxigénio, produz di-hidroxiacetonafosfato (DAP) e peroxido de
hidrogénio (H»0O;) (2). Tal peréxido, na presenca de uma peroxidase, de um aceptor de
oxigénio e da 4-aminoantipirina, forma a 4gua e a quinonimina, composto colorido, que pode

ser determinado por espectrofotometria (3).
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A solu¢do comercial enzimatica Triglycerides FS Diasys ¢ utilizada para a

determina¢do de glicerol em amostras. O reagente enzimdtico apresenta a composi¢ao

descrita na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢ao da solu¢do enzimatica utilizada na analise de glicerol

Componente Concentragdo Unidade
Tampao pH 7,2 50 m.mol.L"
4- Clorofenol 4 m.mol.L™!
ATP 2 m.mol.L"
Mg ** 15 m.mol.L"!
GK >4 kUL
Peroxidase >2 k.UL"
LPL >2 kUL’
4- aminoantipirina 0,5 m.mol.L"!
GPO 0,5 kuL!

Os resultados de absorbancia, lidos no comprimento de onda 500 nm, foram

relacionados as concentragdes de cada uma das amostras. Tal relagdo possibilitou tracar a

curva de calibracdo (Absorbancia x Concentracdo de glicerol), Figura 7, para concentragdes

superiores a 350 mg/L e inferiores a 30 g/L e Figura 8, referente a concentragdes inferiores a

350 mg/L.
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Figura 7: Curva de calibragdo para a analise de glicerol —0 a 30 g.L"!
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Figura 8: Curva de calibragdo para a analise de glicerol — 0 a 1500 mg.L™'

4.13.2. DQO
A determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) inicial e final de cada

ensaio, em que o fermentado foi reservado para a etapa seguinte de remog¢ao de nutrientes, foi

realizada de acordo com APHA (2005).

4.13.3. pH
O pH inicial dos ensaios foi ajustado em 7,0 e 7,5 com adi¢@o de bicarbonato de sddio
como alcalinidade. Foram realizadas leituras de pH das amostras liquidas coletadas durante o

periodo de operagdo dos reatores e ao final das bateladas voltadas a produ¢do de fermentado

(APHA, 2005).

4.13.4. Solidos Totais Volateis
A analise de Solidos Totais volateis foi realizada de acordo com APHA (2005).

4.13.5. Acidos Volateis e Alcoois

A determinacdo de acidos volateis e dlcoois foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Usou-se um sistema para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(SHIMADZU®) equipado com bomba LC-10ADVP, amostrador automatico SIL-20A HT,
forno CT-20A, dois detectores ligados em série: um detector de ultravioleta (UV) com arranjo
de diodos do modelo SDP-M10 AVP, o detector por indice de refragdo RID-10A; além do
controlado SCL-10AVP. A coluna utilizada foi AMINEX® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm;
BioRad) e software Class-VP (SHIMADZUw) para analisar os resultados. Os 4cidos foram
detectados pelo SDP-M10 AVP, e os alcoodis pelo RID-10A. Como fase mével (FM), usou-se

solugdo de acido sulfurico 0,005 M, e as condi¢des operacionais da coluna foram de fluxo de
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0,5 mL/ min e temperatura de 43°C. O preparo da amostra consistiu em utilizar 2,0 mL de
amostra a ser analisada e adi¢do de 80 pL de solucdo de acido sulfurico 2M. Essa solugao foi
filtrada em membrana de acetato de celulose com poro de 0,2 mm, anteriormente a injecao no

cromatografo.

4.13.6. Fosforo Inorganico

O fosforo ¢ facilmente adsorvido por superficies de vidro. Para evitar que as amostras
perdecem a concentragdo real por conta do qudo facil esse nutriente pode ser adsorvido pelo
vidro, as vidrarias utilizadas na retirada de amostras, bem como vidrarias usadas na diluicao,
armazenagem e analise das aliquotas, foram lavadas previamente com solug¢do de acido
cloridrico a 20% v/v e enxaguadas com agua deionizada e, por fim, foram secas em estufa a
60 °C. Detergentes foram evitados por conterem fosfato em sua composicao.

O Método da Redugdo com Acido Ascorbico permite que, em meio acido, o 4cido
fosfomolibdico seja formado a partir da reagdo entre ions de ortofosfato, presente nas
amostras, e molibdato de amodnio com tartarato de potdssio e antimOnio, presente em reagente
misto. O acido fosfomolibdico de coloracdo amarelada, entdo formado, ¢ reduzido pelo 4cido
ascorbico, que resulta na formagdo de um complexo azul de molibdénio. Em comprimento de
onda 882 nm, a absorbancia pode ser diretamente relacionada 4 concentracdo de ortofosfato
presente em amostra.

A curva de calibragdo, Figura 9, foi preparada a partir de solugdo padrao de 50
mgP/L. A solugdo padrdo, por sua vez, foi preparada a partir da dilui¢do de 0,2197 gramas de
fosfato monobésico anidro (KH,PO4) previamente seco em estufa (103 a 105°C por 2 horas)
em agua deionizada, a adi¢do de dgua deionizada se deu até que se atingiu o menisco de balao
volumétrico de 1 litro. O preparo das solugdes padrdes foi realizado em duplicatas. A partir
de leituras realizadas em espectofotdmetro para o comprimento de onda de 882 nm, obteve-se
a curva padrdo da absorbancia registrada por concentragdo de fosforo inorganico. A curva
padrdo, uma vez tragada, fornesse a equacdo de calibracdo e coeficiente de correlagdo, ambos

apresentados em figura 9.
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Figura 9: Curva de calibracdo para fosforo total e inorganico
4.13.7. Fosforo Total

Para a quantificacdo de fosforo total presente na por¢do de soélidos suspensos do
sistema em batelada alimentada, foi retirada uma aliquota representativa do sistema e, apds a
amostra ser centrifugada por cerca de 6 minutos em rota¢do de 2500 rpm, o sobrenadante foi
passado para tubo de ensaio, enquanto a biomassa retida no fundo do tubo falcon foi lavada
com agua deionizada e diluida para 100 e 50 vezes.

As amostras diluidas foram levadas a autoclave para o método da digestdo simultanea
com persulfato. A digestdo ocorreu em autoclave a 120-130°C por aproximadamente 45
minutos, tal procedimento permitiu que polifosfatos e organofosforados fossem convertidos a
ortofosfatos dissolvidos. Terminada a digestdo, as amostras foram neutralizadas e tiveram as
suas concentracdes de fosforo total determinadas pelo método colorimétrico da reducdo com
acido ascorbico, descrito em item anterior. A curva de calibragdo para fosforo total pode ser

observada pela figura a seguir, Figura 10.
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Figura 10: Curva de calibragdo para fosforo total e inorgénico

4.13.8. Nitrato
O nitrato foi analisado quantitativamente pelo método espectrofotométrico da

adsorc¢do ultravioleta.
4.13.9. Microscopia

Coloragao de Neisser

A Coloracao de Neisser ¢ comumente aplicada na necessidade de coloragao voltada a
identificacdo de tricoma e dos granulos intracelulares de polifosfato, que podem ser descritos
como reservas de energia para determinados organismos. A coloragdo pode ser classificada
em dois grupos, os grupos sdo denominados Neisser positivo e Neisser negativo. A
metodologia para aplicagdo do tratamento foi descrita por Jenkins et al. (1993) e tem como
base a utilizagdo de duas solugdes.

A primeira solucdo consiste em uma mistura entre as solu¢cdes A e B na proporg¢do de
2:1 em volume/volume. A solugdo A ¢ composta pelo corante principal neste tipo de
tratamento, o azul-de-metilo (catidnico), responsavel por se aos anidnicos das cadeias
poliméricas de polifosfato, além de 5 mL de etanol 95%, 5 mL de acido acético glacial e 100
mL de dgua deionizada. A segunda solugdo ¢ uma mistura de 33.3 mL de Bismark Bown
diluido até completar uma solu¢ao final de volume total de 100 mL.

Preparadas as solucdes o procedimento padrdo para a preparagdo foi seguido, tal
procedimento envolveu a deposi¢cdo de uma gota da amostra em ldmina previamente limpa, a
amostra em lamina foi deixada secar ao ar por 30 minutos. Apds secagem natural das

amostras em lamina, cobriu-se a area tomada pela amostra com a primeira solucdo, esperou-se
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1 minuto até que a lamina fosse lavada rapidamente em 4gua corrente. Em seguida, a l1amina
foi coberta pela segunda solucdo, apos o tempo de 1 minuto a lamina foi lavada novamente e
seca. Apds o tratamento, a lamina foi examinda em o6leo de imersdo, em iluminagdo direta e
aumento de 1000 vezes.

A aplicagdo do tratamento com o corante azul-de-metileno resulta, entdo, em duas
coloracdes possiveis, coloragdo azul-violeta, indicando que o organismo identificado ¢
Neisser positivo e, por tanto, acumulador de granulos de polifosfato ou coloracdo amarelo-

castanha, para Neisser negativo.

Coloragao de Polihidroxialcanoato (PHB)

Os granulos de PHB, tais como granulos de polifosfsto, podem ser descritos como
reservas energéticas intracelulares para determinados organismos. A coloragdo por meio do
uso do corante Negro de Suddo B, de acordo com a metodologia descrita por Jenkins et al.
(1993), possibilita identificagdo de organismos acumuladores deste polimero e tem como base
a utilizag¢do de duas solugdes.

A primeira solucdo consiste em uma mistura entre 0,3 gramas de corante Negro de
Suddo B em 100 mL de etanol 60%. A segunda solu¢do ¢ composta por 0,5 gramas de
safranina dissolvida em 100 ml de agua deionizada.

Preparadas as solucdes o procedimento padrdo para a preparagdo foi seguido, tal
procedimento envolveu a deposi¢cdo de uma gota da amostra em ldmina previamente limpa, a
amostra em lamina foi deixada secar ao ar por 30 minutos. Apds secagem natural das
amostras em lamina, cobriu-se a area tomada pela amostra com a primeira solucdo, esperou-se
10 minuto até que a lamina fosse lavada rapidamente em dgua corrente. Em seguida, a lamina
foi coberta pela segunda solucdo, apds o tempo de 10 segndos a 1amina foi lavada novamente
e seca.

Ap0s a aplicacdo dos corantes, a lamina foi examinda qualitativamente em 6leo de
imersdo, em iluminacdo direta e aumento de 1000 vezes. Para casos em que PHB esta
presente, as células tornam-se escuras, enquanto que na auséncia intracelular de PHB o

citoplasma apresenta-se em uma colaragdo magenta.

Contraste de fase

Para avaliagdo microscopica da aliquota de biomassa, foi utilizado microscopio optico
de contraste de fase Olympus BX60, acoplado a cdmara habilitada com captura de imagem

Evolution QE e software Image-Pro Plus 4.5. A amostra era preparada de modo que uma gota
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era sobreposta a uma camada previamente coberta de Agar na concentragdo 2%, ainda sobre
a camada Agar e amostra posicionou-se uma laminula e esperou-se cerca de 30 minutos para
realizagdo da leitura. A metologia foi aplicada de modo a reduzir o movimento dos

organismos celulares na amostra, a fim de obter imagens nitidas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.  Selecao de biomassa capaz de fermentar glicerol

A primeira etapa da pesquisa consistiu na aplicacdo de aliquotas de lodo de reator

anaerobio que foram testadas quanto a capacidade de fermentar glicerol.

5.1.1. Verificacao do lodo acidogénico

Testes em bateladas foram realizados com lodo acidogénico mesofilico obtido de
reatores voltados a produ¢do de hidrogénio no Laboratério de Processamentos Bioldgicos
(LPB). Foram inoculados quatro reatores montados em frasco de vidro tipo Duran com
capacidade de 80 ml, conforme Figura 11. Esta etapa pretendia verificar se glicerol poderia
ser assimilado pelo lodo acidogénico selecionado. Para tanto, os reatores foram inoculados
em 10% (UGI1-2 e UG2-1) e 12,5% (UG1-2 e UG2-2) do volume total (Figura 4). Esta etapa
tinha como fundamento reativar a biomassa em substrato contendo apenas 1 g.L"' de glicerol

como fonte de carbono e solu¢ao de macronutrientes, descrita anteriormente.

Figura 11: Reativacgio de lodo acidogénico em glicerol a concentragio de 1g.L™

Decorridos dois dias pos inoculagdo, verificou-se a quantidade de glicerol restante
para cada um dos reatores. As amostras foram diluidas 50, 100 e 200 vezes e, para todas as
diluigdes, o resultado constatado indicava remogao total do glicerol adicionado. A pressao foi
verificada em cada frasco Duran, mas a pressdo relativa permanecia nula para todos os
reatores. A fim de monitorar o decaimento do glicerol de forma mais detalhada, foram
inoculados quatro reatores montados em frasco de vidro tipo Duran com capacidade de 500
ml, sendo que 20% do valor correspondeu ao conteudo dos reatores anteriores (80 mL),
completando-se o volume em 400 mL com meio macronutrientes em uma concentragao de 5

gL de glicerol. A concentragdo inicial de glicerol resultante de aproximadamente 4 gL



62

apresentou, apds 12 horas de ensaio, concentragdes de glicerol de 0.483; 1,998; 1,703 e 0,034
g.L'1 paras os reatores UG1-1, UG1-2, UG2-1 e UG2-2, respectivamente.

Reativagdo em Duran de 80 ml,
Biomassa 10% e 12,5%.
Concentracao de glicerol 1g/L.
Medicao apds 36 horas apresentou
concentragdo zero para o glicerol

Ensaio 2 em Duran de 500 ml,
Biomassa 20%.

Concentracao de glicerol 4 g/L.
Medicao apds 18 horas apresentou
concentracao zero para o glicerol

Biomassa foi concentrada
em Duran de 500 ml,
Lodo acidogénico

acondicionado a 4OC.
12gdeSSV.L'

Ensaio 3 em Duran de 500 ml,
Biomassa 10% e 25%.
Concentracdo de glicerol 3,5 e 4,5
g/L aproximadamente em cada.
Medigao horaria apresentou
configuracdo apresentada em
grafico

Figura 12: Sequéncia de ensaios realizados com lodo acidegénico mesofilico

O decaimento da concentracdo de glicerol foi analisado mais detalhadamente para que
os ensaios pudessem ser programados a partir de cinética relativamente conhecida. Foram
inoculados dois reatores montados em frasco de vidro tipo Duran com capacidade de 500 ml;
um dos reatores foi inoculado em 25% de seu volume com a biomassa selecionada resultante
dos ultimos ensaios, enquanto que o outro reator foi inoculado em 10%. As medi¢des foram

realizadas a cada hora, como na Figura 13.
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Decaimento da concentragao do glicerol

Concentracio (g/L)

@ Porcentagem do
inoculo - 10%

EPorcentagem do
inoculo - 25%

8:24 10:48 13:12 15:36 18:00 20:24 22:48 1:12

tempo (hora)

Figura 13: Comportamento do decaimento de glicerol

Concluida a etapa de testes e verificagdo da capacidade de fermentacdo do glicerol
pelo lodo acidogénico mesofilico selecionado, iniciaram-se os estudos da fermentagdo do

glicerol com diferentes concentragdes iniciais.

5.2. Consumo de glicerol

Os primeiros ensaios foram realizados com o pH inicial igual a 7,0, aproximadamente.
Para o pH inicial de 7,0 ndo eram necessarias corre¢cdes adicionais; 0 meio macronutrientes e
o glicerol adicionado nas concentragdes propostas de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 g.L'l resultavam
em pH em torno de 7. Os ensaios buscavam a montagem de reatores em frascos Duran de 500
mL, sendo que, desse volume, 225 correspondia ao meio reacional adicionado, enquanto 25
mL compreendiam o volume do inoculo enriquecido e previamente reativado. Apds o
periodo de adaptacdo, realizou-se, entdo, um ensaio em batelada para a concentragdo de

glicerol inicial igual a 5 g.L”' e concentragiio de biomassa de 0,22 g.L™".
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Concentragao de glicerol inicial de 5 g/LL
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Figura 14: Decaimento do glicerol, sendo a concentragao inicial de 5g/L

O decaimento de glicerol inicialmente adicionado na concentragio de 5 g.L”' pode ser
descrito pela equagdo presente na Figura 14. A degradacdo do substrato glicerol para as
condigdes iniciais de pH 7 e concentragio de 5g.L" de glicerol foi de 98,4%, chegando a 80
mg.L"', em 24 horas de incubag?o.

Apbs analisar o decaimento para concentragdo inicial de 5g.L"', foi realizado ensaio
para as concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25 g.L"'. Para este ensaio, a concentragio de
biomassa em SSV inserida, bem como a concentracio de meio macronutrientes, foram
mantidas, variando-se apenas a concentragdo de glicerol em cada uma das bateladas. A
temperatura da cadmara foi de 31°C, a rotagdo de 120 rpm e pH inicial foi fixado em 7,0. O
decaimento do glicerol foi monitorado pelo método enzimatico anteriormente descrito. A

variagdo das concentragdes em relacdo ao tempo do ensaio pode ser observado pelo grafico a

seguir, Figura 15.
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Decaimento de glicerol durante fermentagao acidogénica
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Figura 15: Decaimento de glicerol em ensaios com a concentragio variando de 5 a 25 g.L”!

O ensaio foi interrompido no terceiro dia, pois observou-se que, em todos os reatores
em batelada, houve um comportamento semelhante marcado pela degradacdo de
aproximadamente 7 g.L”' de glicerol, sendo que o remanescente permaneceu no sistema em
torno de dois dias sem apresentar tendéncia para o decaimento. Tal ensaio ndo indicou,
inibi¢do pelo substrato. Observou-se, porém, que a producdo de 4cidos, os quais ndo sdo
consumidos no sistema, estava alterando o pH para uma faixa em torno de 4,5, o que
impossibilitava a continuidade do processo fermentativo do glicerol.

Com o intuito de corrigir o pH no sistema ainda no processo de conversao do glicerol
em 4cidos graxos passiveis de serem empregados na remog¢do de nutrientes na etapa 2 da
pesquisa, titulou-se o sobrenadante restante das bateladas anteriores com solugao de 0,5M de
bicarbonato de sodio. Observou-se a necessidade de adicionar 1,4 gL' de bicarbonato para
caga 7 g.L"! de glicerol degradado, que resultava na elevagio do pH de 4,5 para 6,6 a 7,0.

Os ensaios seguintes foram realizados utilizando-se bicarbonato logo no inicio da
fermentagdo, resultando no aumento do pH inicial de 7,0 para aproximadamente 7,5. Os
primeiros ensaios foram realizados de modo a monitorar a adaptacao do lodo acidogénico a
nova condi¢do de pH inicial.

A Figura 16 ¢ referente a adaptagdo da biomassa a nova condi¢do inicial de pH.
Observa-se que o decaimento comecou efetivamente apds uma fase de lag de

aproximadamente 14 horas.
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Decaimento de glicerol durante fermentacao acidogénica
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Figura 16: Decaimento da concentragdo de glycerol, sendo concentragio inicial de 15 g.L™!

Ap0s esse ensaio inicial, seguiram-se mais trés ensaios a fim de observar a taxa de
decaimento do glicerol. Foi obtido que a taxa empregada de biomassa (aproximadamente 0,6
gL de solidos suspensos volateis) apresentava tempo de degradagio de 24 horas para
glicerol para a concentragdo inicial de 15 g.L™'. Baseado nessa taxa, foram inoculados mais
dois reatores em bateladas, com o dobro de biomassa usada para inocular as bateladas de

adaptacdo. O resultado pode ser melhor visualizado na Figura 17.

Decaimento de glicerol durante fermentacao acidogénica
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Figura 17: Decaimento do glicerol, sendo concentragao inicial de 15 g/L — concentragdo de

1,24 gSSV.L™.
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O decaimento de glicerol inicialmente adicionado na concentragdo de 15 g.L™' pode
ser descrita pela equagdo presente na Figura 18. A degradacdo do substrato glicerol para as
condigdes iniciais de pH 7,5 e concentragdo de 15 gL' de glicerol foi de 94%, chegando a

900 mg.L" em menos de 12 horas de incubagio.

Decaimento de glicerol durante fermentacao acidogénica
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Concentraccio de glicerol remanescente
(g/L)
S

Tempo (horas)

Figura 18: Decaimento do glicerol, sendo concentra¢do inicial de 20 g/L — concentragdo de
1,24 gSSV.L"!

O decaimento de glicerol inicialmente adicionado na concentragdo de 20 g.L™' pode
ser descrita pela equagdo presente na Figura 14. A degradacdo do substrato glicerol para as
condigdes iniciais de pH 7,5 e concentragdo de 20 gL' de glicerol foi de 97%, chegando a
600 mg.L"' em menos de 12 horas de incubagio.

Os ensaios foram feitos aproximadamente com a mesma concentracdo de solidos
suspensos volateis de 1,24g/L. As concentragdo de glicerol de 15 gL' e 20 gL' ndo
apresentaram inibi¢do pelo substrato, sendo que a parte inicial da curva de degradacdo indica

que o decaimento seguiu 0 mesmo padrdo, como na Figura 19.



68

Inicio da curva de decaimento do glicerol
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Figura 19: Decaimento do glicerol, sendo concentragdo inicial de 15 g/L (vermelho) e 20 g/L.
(verde) — concentragdo de 1,24 g.L"' de biomassa

O decaimento de glicerol inicialmente adicionado na concentragdo de 25 g.L™' pode
ser descrita pela equagdo presente na Figura 20. A degradacdo do substrato glicerol para as
condigdes iniciais de pH 7,5 e concentragdo de 25 g.L™' de glicerol foi de 99,64%, chegando a
86 mg.L"' em menos de 10 horas de incubagdo. O ensaio foi feito aproximadamente com a

mesma concentracao de solidos suspensos volateis de 3,69 g/L.

y =560.28x%-722.91x + 233,39
R2=0.98911

Concentraciao remanesecente de
glicerol (g/L)
93

0
10:199AM 11:31AM 12:43PM  1:55PM  3:07PM  4:19PM 5:31 PM

Tempo (horas)
Figura 20: Ensaio fermentag¢do de concentragdo inicial de glicerol de 25g/L

Outra forma de analisar os resultados para as bateladas de 5, 15 ¢ 20 g.L™' é por meio
do grafico que apresenta a relacdo entre a concentragdo de glicerol e a concentragdo da

biomassa dada por SSV, tal relagdo pode ser observada no grafico abaixo, Figura 21.
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Concentragao de glicerol em relacdo a concentragcdo de biomassa
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Figura 21: Concentragdo de glicerol em relagdo a concentracdo de biomassa das bateladas de
5,15,20e25 gL

O decaimento de glicerol em relagdo a concentragdo de biomassa apresentou linhas de
tendéncias de inclinagdes semelhantes, sendo o dngulo de inclinagdo de 149°, 151°, 152° ¢
149° para os ensaios de 5, 15, 20 e 25 gL', respectivamente. As linhas de tendéncias para
decaimento de glicerol em relagdo a concentracdo de biomassa ao apresentarem inclinagdes
paralelas umas as outras sdo indicativos de que ndo houve inibicdo pelo substrato e que, os
ensaios nas mesmas configuracdes de temperatura, rotacdo e meio macronutrientes e pH
inicial na faixa de 7,0 e 7,5 resultaram em decaimento de configuragdes semelhantes para

diferentes concentracdes iniciais de glicerol.

5.3. Verificacdo da Composicao do Meio Nutricional de Macronutrientes -

Glycerol Anaerobe Medium - a ser utilizado

O ensaio foi realizado em bateladas em frasco Duran de 500 ml, sendo que a
temperatura foi mantida em 31°C ¢ a agitagdo em 120 rpm. As bateladas realizadas com o
meio proposto por Barbirato et al. (1995) para fermentagdo de glicerol por culturas puras se
mostrou eficiente quanto a fermentagdo do glicerol para os experimentos com lodo
acidogénico durante os primeiros ensaios, porém, a cada nova inoculagdo, compostos
secundarios insoliveis e coloidais eram inseridos juntamente com a biomassa recuperada de

ensaios anteriores. Além deste fato observado, a cinética de degradacdo comecou a se
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descaracterizar e apresentar maiores intervalos de tempo para o inicio da fermentagdo e
irregularidades no decaimento da concentracdo de glicerol ao longo do tempo.

O crescimento de culturas mistas em reatores anaerdbios pode ser influenciado por
fatores negativos, tais como pela inibicdo ativa, em que o sistema ¢ inibido devido aos
agentes toxicos produzidos ou pela inibi¢do passiva, aquela devido a competi¢do pelo mesmo
substrato. O meio utilizado por Barbirato et al. (1995) havia sido aplicado a culturas puras;
logo, ao ser utilizado por uma cultura mista, foram obtidos resultados variaveis, dentre eles
producdo de sulfeto e compostos insoluveis ao final de cada ensaio de batelada.

O intuito da avaliagcdo da resposta a mudanga na composicdo do meio macronutriente
proposto po Barbirato et al. (1995) foi o de confirmar a redugdo da atividade de bactérias
redutoras de sulfato, que possuem pH o6timo na faixa de 6-7 (DILLING, CYPIONKA), faixa
em que o pH ¢ mantido, que, supostamente, vinha ocorrendo nos ensaios de fermentagdo de
glicerol com lodo acidogénico misto. A reducdo de sulfato a sulfeto interfere negativamente
na fermentacdo acidogénica voltada a produgdo de 4cidos de cadeia curta. Além da
interferéncia negativa, o ensaio busca redugdo da formacao do composto insoltvel observado,
FeS, e redugdo da toxidade no meio, também, resultante do sulfeto produzido. A composi¢ao
dos meios esta descrita nas tabelas a seguir, Tabela 3 e Tabela 4.

Tabela 3: Meio utilizado por Barbirato et al. (1995) na fermentagdo de glicerol a partir de
culturas puras. Meio L.

Determinacio das quantidades do meio Barbirato et al. (1995) utilizado

Nutrientes CoONCypretendida (mg.L'l) (Barbirato)
K,HPO4.3H,0 3400
KH,PO, 1300
(NH,4),S0, 2,000
MgS0,.7H,0 200
CaCl,.2H,0 20

FGSO4.7H20 5
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Tabela 4: Meio utilizado por Barbirato et al. (1995) na fermentacdo de glicerol modificado
para culturas puras. Meio II.

Determinacio das quantidades do meio Barbirato et al. (1995) modificado

Nutrientes CoONCypretendida (mg.L'l) (Barbirato modificado)
K,HPO,.3H,0 3400
KH,PO, 1300
(NH4)Cl1 1,619
MgS0,.7H,0 200
CaCl,.2H,0 20
FeSO,.7H,0 5

O sulfeto, ao ser formado, pode reagir com diversos metais pesados, tais como: zinco,
cobre, estanho, ferro, cobalto e niquel, formando sulfetos insoluveis, quando em solucao
diluida. Para sulfetos insoluveis (metais de transicao, ametais e semimetais), a ligacdo tende a
ser mais covalente, podendo haver um consideravel grau de ligacdo metdlica, devido a
proximidade dos atomos metalicos no reticulo. A redu¢do na adicdo de sulfato pretendia
reduzir a formagdo de sulfeto e com isso contribuir para diminui¢do da formacao de possiveis
compostos secundarios insoliveis, que acabam por reduzir a disponibilidade de
macronutrientes e, por consequéncia, reduzir a velocidade da degradacdo do glicerol,
conforme demostrado na Figura 22. Além disso, na auséncia de sulfato a ser reduzido, as
atividades seriam resumidas a degradagdo do substrato glicerol, tornando o processo mais

facil de ser caracterizado e compreendido.

Fermentacao de glicerol em diferentes meios
18
16 @ Meio 1
14
12 X Meio 11

10

Concentracao de glicerol (g/L)

8
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2
0

3:21PM  5:45PM  8:09PM 10:33PM 12:57 AM 3:21 AM  5:45AM  8:09 AM 10:33 AM
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Figura 22: Cinética de fermentagao de glicerol para os meios [ e 11
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A reducdo na adicao de sulfato mostrou ser suficiente para estabilizar os ensaios em
bateladas e garantir que a fermenta¢do do glicerol inserido ocorresse por completo, sem que
glicerol remanescente fosse detectado ao fim da batelada, como pode ser observado pela
Figura 18 na curva referente ao “Meio I”. A fermentacdo do glicerol para as bateladas
referentes ao “Meio I” cessou enquanto havia aproximadamente 7,95 gL' de glicerol para ser
degradado.

O glicerol remanescente presente nas bateladas referentes ao “Meio I” pode ser
explicado pela falta de macronutrientes suficientes para que a fermentacdo do glicerol
continuasse a ocorrer nas mesmas configuragdes cinéticas que apresentou no inicio do ensaio,
em que apresentou decaimento da concentragdo de glicerol de 15 gL' para 8,7 gL' em 4
horas. As bateladas referentes ao “Meio II” ndo apresentaram glicerol ao final do ensaio e
apresentaram decaimento mais eficiente da concentracdo de glicerol, sendo que as bateladas
referentes ao “Meio I” e “Meio II” foram inoculadas com a mesma porcentagem
volume/volume de biomassa, 8% ou 20 ml. Pode também ser observado, por meio da Figura
23, a formag¢do de compostos ndo soliiveis que escureceram o sobrenadante fermentado. Um
possivel composto insoluvel passivel de ser formado em tais bateladas, como j& anteriormente

citado, ¢ o sulfeto de ferro.

Figura 23: Finalizagdo de ensaio em diferentes meios para fornecimento de macronutrientes

5.4. Consumo de glicerol em Meio Nutricional de Macronutrientes modificado, “Meio

II”

O ensaio pretendeu observar a degradacdo de glicerol por meio de fermentagdo
anaerdbia. Para tanto, nova biomassa acidogénica mesofilica foi utilizada como indculo. O

meio utilizado foi o descrito anteriormente como Meio II, reduzindo a concentracao de sulfato
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adicionado e, por consequéncia, diminuindo a influencia da reducdo de sulfato a sulfeto
durante os ensaios. Além da mudang¢a no meio e aumento da alcalinidade por meio da adicao
de bicarbonato de sédio, foi injetado nitrogénio durante a inoculagdo das bateladas de modo a
torna-las anaerobias. Foram mantidas as condigdes de temperatura e agitagdo, 30°C e 120
rpm, respectivamente. O ensaio teve duracdo de trés dias e as medi¢cdes foram feitas em
periodos constantes em intervalos de 4 a 6 horas.

Por meio do gréfico a seguir, Figura 24, ¢ possivel observar que o decaimento da
concentragdo de glicerina ndo apresentou comportamento regular ¢ mesmo que a
concentragdo apresente decaimento, este ndo apresenta semelhanca ou relacdo entre as
diferentes concentragdes iniciais analisadas. Ao fim deste ensaio, a biomassa foi

acondicionada a 4°C para ser utilizada posteriormente.
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Figura 24: Ensaio A em batelada para diferentes concentragdes iniciais de glicerina
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Table 5: Dados de monitoramento das bateladas para ensaio A

Concentracdo inicial de glicerina PA

10gL" 15gL" 20g.L" 25gL" 30 gL
pH inicial 7,14 7.4 7,56 7,45 7,34
Sulfato inicial 0,205 mg/L 0,205 mg/L 0,205 mg/LL 0,205 mg/L 0,205 mg/L
Sulfeto inicial 0 0 0 0 0
pH final 5,96 5,94 6 5,29 5,49
Sulfeto final  0.016 mg/L 0.032 mg/L 0.008 mg/L  0.006 mg/L  0.032 mg/L
SSvV 1,38 1,33 1,45 1,29 1,66

Para as concentragdes iniciais de glicerina entre 10 — 30 g.L™', notou-se decaimento de
pH maior que o observado anteriormente em ensaios realizados com a configuracdo de meio
macronutrientes ndo modificado (meio I). O decaimento do pH para valores entre 5 — 6, sendo
a adicdo de bicarbonato de s6dio tenha sido mantida, pode ser explicado pela reducio da
sulfetogénese no sistema, responsavel pelo aumento do pH, de acordo com resultados
apresentados pela Tabela 5.

O lodo acidogénico obtido pds ensaio A utilizado como indculo para os reatores em
bateladas relativas ao ensaio B. O ensaio tinha o intuito de obter relagdes de decaimento para
o glicerol que pudessem ser relacionadas as concentracdes iniciais do substrato glicerina. As
curvas que descrevem a degradacdo anaerobia de glicerol apresentaram conformacao
correspondente entre as diferentes concentragdes iniciais aplicadas, sendo o volume de
biomassa 0 mesmo para todas as bateladas de 4,8% em volume (12 mL de biomassa em

concentragdo de 1,8 gSSV/L), e podem ser observadas pela Figura 25.



75

Fermentacao de glicerol
35

30 1 HH

°

Pt

8~ 25 ®10g/L
S o

3, H15g/L
o

.§g 15 20 g/L
M 3]

Eé 10 X25g/L
M)

g5 30g/L
(&}

0 H }
5:16 PM 10:04 PM 2:52 AM 7:40 AM 12:28 PM 5:16 PM 10:04 PM 2:52 AM

-5

Tempo (hora)

Figura 25: Ensaio B em batelada com diferentes concentragdes iniciais de glicerina

O decaimento de glicerol em relacdo a concentragdo de biomassa apresentou curvas de
inclinagdoes semelhantes. As inclinagdes semelhantes indicam que ndo houve inibi¢cdo pelo
substrato e que, os ensaios nas mesmas condigdes de temperatura, rotagdo, meio
macronutrientes e pH inicial na faixa de 7,0 e 7,5 resultaram em decaimento de configuragdo
semelhante ao encontrado em ensaios posteriores. Dados acerca do monitoramento das

bateladas realizadas em ensaio B estdo apresentados em Tabela 6.

Tabela 6: Dados de monitoramento das bateladas para ensaio do dia 02 de abril

Concentracio inicial de glicerina PA

10 g.L"! 15g.L" 20 gL’ 25g. L 30 gL’
Ph inicial 7,45 7,48 7,56 7,54 7,64
Sulfato inicial (mg.L™") 0,205 0,205 0,205 0,205 0,205
Sulfeto inicial 0 0 0 0 0
Ph final 6,74 6,65 6,45 6,38 6,32
Sulfeto final (mg.L™) - - - - -
SSv 1,24 1,36 1,28 1,18 1,32

Devido ao decaimento de pH observado em ensaio A, para as concentragdes iniciais
de glicerina entre 10 — 30 gL', aumentou-se a quantidade de alcalinidade adicionada no

inicio das bateladas. A necessidade de um aumento na adi¢do de alcalidade pode ser atribuida
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a reducdo da sulfetogénese, responsavel por certo aumento de pH em ensaios anteriores. O
valor do pH observado ao final das bateladas, entdo, variou entre 6 — 6,5, dependendo das
concentragdes iniciais de glicerol de sodio aplicadas. A variagdo de 7 — 7,5 para 6 — 6,5 foi
observada em ensaios anteriores, tornando a comparagdo entre os ensaios mais facil e

reduzindo as variaveis a serem analisadas nos sistemas.

5.5. Producao de Acidos Graxos Volateis

Quanto aos resultados observados para a producdo de acidos de cadeia curta, ¢
possivel observar que, em todas os ensaios de concentragdes iniciais de glicerina variando
entre 10 ¢ 30 gL', houve aumento considerdvel na concentragio final de acido acético
resultante do processo fermentativo em relacdo aos ensaios anteriormente realizados com
“Meio I”, em que apresentavam concentra¢des para acido acético de 100 — 150 mg.L™

(Tabelas 7 e 8).

Tabela 7: Resultado de acidos lidos em HPLC para ensaios de fermentagdo de glicerol,
concentragdes iniciais variantes (10 — 30 g.L') em meio II ¢ mesmo SSV aplicado

Concentragdo inicial de glicerina PA

Acidos em HPLC
10gL’ 15gL" 20gL’ 25gL" 30 gL”
Acido citrico (mg.L™) 33,82 28,00 3.8 35,16 4,03

Acido mélico (mg.L™") 26,06 24,43 28,5 26,78 28,56
Acido succinico (rng.L'l) 207,43 166,70 315,06 266,60 303,59
Acido latico (mg.L™) 1174,63 905,32 1305,24 1159,30 1265,48
Acido formico (mg.L™") 382,4 297,94 1159,77 638,97 1129,21
Acido acético (mg.L™") 461,624 418,14 660,82 566,79 642,59
Acido propiénico (mg.L™) 79,334 51,77 64,18 94,99 53,75
Acido isobutirico (mg.L'l) 86,11 109,08 111,18 125,20 110,09
Acido isovalérico (mg.L'l) 36,81 35,00 76,919 15,68 17,46
Acido butirico (mg.L'l) 46,00 0,00 21,22 56,68 79,45

Total Acidos (mg.L™) 2534,21 2036,38  3746,69 2986,16 3634,20
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Tabela 8: Resultado de acidos lidos em HPLC para ensaios de fermentagdo de glicerol,
concentragdes iniciais variantes (10 —30 g.L') em meio I e mesmo SSV aplicado

Acidos em HPLC

Acido citrico (mg.L™)
Acido malico (mg.L'l)
Acido succinico (mg.L™)
Acido latico (mg.L™)
Acido formico (mg.L™)
Acido acético (mg.L™)
Acido propidnico (mg.L™)
Acido isobutirico (mg.L'l)
Acido isovalérico (mg.L™")
Acido butirico (mg.L'l)
Total Acidos (mg.L™")

Concentracdo inicial de glicerina PA

10gL" 15gL"  20gL' 25gL'  30gL’
0 4,08 4,8 4,69 20,73
19,17 179,19 28,75 28,48 37,48
98,35 100,51 259,56 162,82 57,73
456,98 60590 148483 383,22 842,05
0 270,92 924,39 1902,26  1497,98
138,12 153,23 138,46 255,85 184,89
1,62 32,68 66,14 117,06 145,28
24,81 65,09 54,95 87,72 73,58
31,29 132,30 391,70 75,72 161,75
435,92 0 0 33,13 61,40
1206,26 1543,90  3353,57  3050,92  3082,87

As concentragdes, ainda que variaveis entre um ensaio fermentativo e outro,

realizados nas mesmas condigdes, apresentaram aumento na producdo de 4cido acético ao

utilizar-se meio modificado, meio II. Em ensaios posteriores realizadas com o meio II, o

comportamento favordvel a formacdo de acido acético e propidnico continuou, conforme

mostrado nas figuras seguintes.
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Figura 27: Concentra¢dao de Propionato em bateladas voltadas a fermentacdo em “Meio I” e

“Meio 117

Segundo Bock et al.® (1995 apud GODOI, 2014), as BRS degradam ampla faixa de
substancias, tais como formiato, acetato, metanol, piruvato, propionato, butirato, acidos
graxos de cadeia longa e ramificada, lactato, alcool, fumarato, succinato, malato e compostos
aromaticos.

Os resultados expostos na Figura 26 mostram considerdvel aumento da concentracdo

final de acido acético pds fermentagdo utilizando NH4Cl como fonte de nitrogénio,

6 BOCK, A.; PRIEGER-KRAFT, A; SCHONHEIT, P. Pyruvate—a novel substrate for growth and methane
formation in Methanosarcina barkeri. Archives of microbiology, 161.1: 33-46, 1994,
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anteriormente colocado no meio macronutriente na forma de (NH4),SO4, em uma adaptacao
do meio utilizado por Barbirato et al. (1995), Tabela 4. Esse resultado pode ser justificado
pela redugcdo do uso deste e outros acidos de cadeia curta e outros compostos de facil
assimilagdo, tal como o etanol, como doadores de elétrons por bactérias redutoras do ion
sulfato (BRS). Resultados obtidos para a producdo de propionato, Figura 27, ndo indicam
variagdes consideraveis em resposta a adaptagdo realizada no meio macronutrientes voltado a

fermentagdo de glicerol.

5.6. pH

Ensaios realizados em pH 7,0, sem adicdo de alcalinidade, mostrou que a variacao de
pH devido a formacdo de acidos de cadeia curta formados a partir da fermentacdo de
aproximadamente 8 g/L de glicerol reduz o pH do sistema para 4,5, aproximadamente. Em
ensaios preliminares, descritos anteriormente, o pH de 4,5, aproximadamente, inibe a
fermentagdo e formacao de compostos menos complexos, tais como acidos graxos volateis.

Com a adicdo de alcalinidade, o pH foi acertado para 7,5 por meio do acréscimo de
bicarbonato ao meio macronutrientes. A adi¢do de bicarbonato se mostrou eficaz até a
concentragcdo de substrato igual a 30 g/L, sendo que, para todas as concentragdes testadas, a
degradacgdo do substrato glicerol foi total, e ndo mais parcial como anteriormente acorria sem
adicdo de alcalinidade. Os resultados para a variagdo de pH em ensaios com e sem adi¢do de

alcalinidade estdo presentes resumidamente na Figura 28.

Variagao de pH no inicio e final dos ensaios

35 1 Com adigio de Alcalinidade Sem adigdo de Alcalinidade

10 15 20 25 30 10 15 20 25 30
Concentracao de glicerol (g/L)

Figura 28: Variagdo de pH no inicio e final dos ensaios

5.7.  Remociao bioldgica de nitrogénio
A pesquisa foi desenvolvida de modo a estudar o processo de desnitrificagdo e

remoc¢ao biolodgica de fosforo, bem como analisar a eficiécia do uso do fermentado de
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glicerol, estudado durante a primeira etapa do presente projeto, como fonte exdgena de
carbono em sistemas de batelada alimentada e aeracdo intermitente. O afluente a batelada
alimentada, esgoto sintético, era constituido por concentracdes conhecidas para
macronutrients e micronutrientes. Como j& mencionado anteriormente, foram testados
volumes diferentes para a adicdo do fermentado, a aplicacdo de diferentes volumes de
fermentado objetivava diminuir a vazdo de doadores de elétrons no reator desnitrificante de
modo que a remogao de nutrients ndo fosse prejudicada.

Segundo Payne (1973), a natureza da fonte de carbono utilizada tem influéncia sobre a
razdo DQO/NOs™ requerida para que haja completa redu¢do do composto nitrato pelas
bactérias desnitrificantes. Dentre os estudos realizados tendo glicerol como fonte unica de
carbono em ensaios voltados a remogdo bioldgica de nutrientes, estd a relagio DQO/N
sugerida por Carneiro (2015) de 5,22 gDQO/gN-NO;. Sendo a DQO filtrada média do
fermentado produzido igual a 9180 mg DQO para cada litro de fermentado, optou-se, para a
primeira sequéncia de ciclos, pela adi¢do de 40 mL do fermentado durante etapa andxica do
sistema de batelada alimentada voltada a remocdo de nutrientes. Por tanto, cada ciclo contava
com a adicdo de 40 mL de fermentado, ou 367,2 mg DQO, resultando em uma relagdo de

aproximadamente 6,12 gDQO para 1 g de nitrato a ser reduzido.
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Figura 29: Desnitrifica¢do para ciclos em reator em batelada alimentada e aeracdo
intermitente

Os resultados obtidos para o decaimento da concentragdo de nitrato durante os ciclos
estabelecidos e realizados conforme configuragdo inicial, adicdo de 40 ml de fermentado em

batelada alimentada (Figura 29), indicaram que a desnitrificacdo passou a ocorrer de forma
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estavel a partir do ciclo 8. A eficiéncia média de remocao de nitrato correspondente aos ciclos
de 8 a 11 foi de aproximadamente 90,25 + 4,50%.

A eficiéncia média de remogao de nitrato ao considerar a totalidade de ciclos operados
com a configuragdo inicial mencionada, foi calculada em aproximadamente 80,90% =+ 27,39,
sendo a remoc¢do média a partir do ciclo 3 igual a 98,75% + 11,95. Mais especificamente,
ainda para a totalidade dos ciclos, a remogdo biologica de nitrato alcangou uma média de
70,28% + 22,09 ao final da etapa andxica. Os resultados indicaram que o fermentado de
glicerol, ao ser aplicado para uma relagdo de 6,8 gDQO/gNOs’, mostrou ser adequado e capaz
de condicionar o sistema de modo que o lodo misto possa conduzir processos desnitrificantes.

Para a segunda etapa de avaliacdo da eficiéncia da aplicagdo de fermentado de glicerol
como fonte exdgena de carbono, foi testada a adi¢do de 20 mL de fermentado para cada ciclo
iniciado. A vazdo possibilitava a entrada de 3,4 gDQO/gNO5". Para a maioria das fontes de
carbono, uma razao massica de DQO/N-NOs de 3 a 6 permite a reducdo completa de nitrato
para nitrogénio elementar (NARCIS; REBHUN; SCHEINDORF, 1979; BHAGAT; SKINDE,
1982). No entanto, devido a complexidade da composi¢do do fermentado e concentracio
limitada de 4cidos de cadeia curta, faz-se necessario analise da resposta do sistema a adicao

da quantidade reduzida da fonte de carbono, apresentada pela Figura 30.
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Figura 30: Desnitrifica¢do para ciclos em reator em batelada alimentada e aeracdo

intermitente

Os resultados para a segunda etapa de aplicacdo de fermentado em etapa andxica de
batelada alimentada indicaram que a desnitrifigdo completa ocorreu ao final da etapa aerdbia.

Por tanto, a adi¢do de 20 mL de fermentado no inicio da etapa anoxica, 3,4 gDQO/gNOs’,
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mostrou ser suficiente para a desnitrificagdo completa, quando esta ocorre em sistema de
batelada alimentada, aeragdo alternada e ciclos simultaneos. Mais especificamente, a remogao
de nitrogénio, redugdo de nitrato, alcancou uma média de 67,73% =+ 12,66 de eficiéncia ao

final da etapa anoxica e 98,96% + 3,10 de eficiéncia ao final da etapa aerdbia.

5.8. Remocdo biologica de fosforo

O primeiro ensaio em batelada alimentada e aerag¢@o intermitente contou com a adi¢do
de 40 mL de fermentado de glicerol durante a etapa anoxica, como mencionado. Para cada um
dos ciclos, o reator era alimentado com volume de 260 mL de esgoto sintético a ser tratado.
Os resultados indicavam que a quantidade de fosforo afluente ao sistema era superior ao que
supostamente estava sendo inserido apenas pelo efluente sintético, aproximadamente 10
mg/L. A quantidade de fosforo afluente se mostrava acima do pretendido devido a quantidade
de fosforo presente no fermentado. Andlises de amostras do fermentado sendo inserido
apontaram valores de 630 mgP a 600 mgP para cada litro de fermentado sendo produzido,
devido a solug@o tampao sendo adicionada aos macronutrientes.

A concentragdo de fosforo elevada no fermentado estava sendo responsavel pela
adicdo extra de cerca de 28 mgP ao sistema. O sistema, embora voltado para remocao de
nutrientes, ndo se mostrou eficiente em remover altas concentragdoes de fosforo durante os
ciclos iniciais. A reduzida eficiéncia durante os primeiros ciclos resultou em acumulo de
fosforo no sistema, o remanescente de fosforo de ciclos anteriores juntava-se as concentragdes
do novo afluente e, ainda que houvesse remog¢do, as concentragdes iniciais do sistema de
batelada alimentada sempre apresentavam valores maiores em relagdo aos ciclos anteriores.

A remocdo de fosforo passou a ser significativa a partir do ciclo 9, em que, durante a
fase anoxica, houve liberacdo de fosfato e, durante a fase aerada, reducdo de fosforo em
relacdo a concentragdo medida no inicio do mesmo ciclo. Os resultados demostraram uma
acréscimo de 13,99% % 12,34 na concentragdo de fosforo, enquanto que apds a fase aerada
houve redu¢do na concentragao de fésforo em 19,73% + 12,30. Em relacdo ao ciclo 10, apds
a fase anoxica, o valor para a concentracdo de fosforo medido aumentou em 11,11% =+ 1,44,
sendo que ao final da fase aerada a redu¢do na concentragdo de fésforo foi de 22,22% + 1,25.
Os resultados para o ciclo 11 demostraram uma acréscimo de 27,27% + 6,64 na concentracao
de fosforo, enquanto que apos a fase aerada houve reducdo na concentragdo de fosforo em
36,36% =+ 8,32.

Como anteriormente mencionado, o resultado de foésforo inorganico para amostras

retiradas do fermentado usado nos 8 primeiros ciclos de batelada alimentada e aeragdo
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intermitente mostraram valores de aproximadamente 630 mg de fosforo inorganico presente
para cada litro de fermentado. Ainda que o volume de adicdo de fermentado fosse pequeno
em relagdo ao volume de controle da batelada, este era o responsavel por altas concentragdes
de fosforo no inicio de cada um dos ciclos, além de ser responsavel por acumulo parcial de
fosforo ao final de cada ciclo que, devido a caracteristicas intrinsecas do processo de batelada
alimentada, era remanescente e passava para ciclos seguintes. No grafico 31 ¢ possivel
identificar aumento da concentragdo inicial de foésforo a ser tradada, indicando que, apesar de
cada ciclo trazer uma redugdo significativa da quantidade de fosforo, a mesma ndo se
mostrava suficiente e parte do fosforo remanescente era passado para ciclos seguintes,
diminuindo a eficiéncia aparente do sistema de tratamento.

Para que o problema da quantidade excedente de fosforo fosse solucionada, foi
proposto eliminar a adi¢do dos compostos fosfatados, como macronutrientes na fermentagao
do glicerol. A fermentacdo do glicerol sem adicdo dos compostos fosfatados se deu por
completo e ndo houve aumento significativo do tempo necessario para que todo o glicerol
viesse a ser consumido. O fermentado, entdo, apresentou concentra¢do nula para fosforo e
pode ser adicionado sem problemas na sessdo de ciclos seguintes, proposta pelo ensaio 2.

No entanto, o periodo de concentracdes altas para fosforo durante os ciclos que
ocorreram neste primeiro ensaio ajudou na selecdo de organismos acumuladores de granulos
de polifosfato em relagdo aos organismos acumuladores de glicogénio. Segundo Oehmen et
al. (2007), baixas relagdes de COD/P favorecem crescimento de organismos acumuladores de
polifosfato (OAP). A maioria dos estudos relacionados a sistemas BPR estdo relacionados a
aguas residuarias com baixas concentracdes iniciais para fosforo, poucos estudos estiveram
voltados a efluentes de concentragdes superiores a 20 mg/L.

Segundo Sudiana et al.” (1999 apud MUKERRINS et al., 2003), efluentes de cargas
baixas para fosforo restringem o desenvolvimento de organismos acumuladores de
polifosfato, favorecendo o estabelecimento de organismos acumuladores de glicogénio.
Portanto, em situagdes como a apresentada pelo primeiro ensaio, em que efluente rico em
fosforo foi inserido durante os ciclos de 1 a 11, Figura 31, organismos acumuladores de
fosforo foram favorecidos em relagdo aos acumuladores de glicogénio. O favorecimento de
OAP durante o primeiro ensaio ou cofiguracao inicial, Figura 5, foi fundamental para as altas

porcentagens de remog¢do de fosforo no sistema de batelada alimentada tendo como fonte de

7 SUDIANA, 1. M., MINO, T., SATOH, H., NAKAMURA, K., & MATSUO, T. Metabolism of enhanced biological
phosphorus removal and non-enhanced biological phosphorus removal sludge with acetate and glucose as
carbon source. Water Science and Technology, 39(6), 29-35, 1999.
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carbono o fermentado de glicerol, quando este passou a ser alimentado com esgoto sintético

de baixas concentragdes iniciais para fosforo, 10 mgP/L.
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Figura 31: Remocao bioldgica de fosforo para ciclos em reator em batelada alimentada e aeracao
intermitente

Muitos estudos relatam uma significante propor¢do de organismos acumuladores de
Poli-P que simultaneamente reduzem nitrato a medida que acumulam foésforo quando na
auséncia de oxigénio dissolvido utilizando o PHB formado (FREITAS; TEMUDO; REIS,
2005; KERRN-JESPERSEN; HENZES, 1993; KUBA et al., 1993; SMOLDERS et al., 1995).
A ocorréncia de organismos acumuladores de Poli-P que usam nitrato como elétron aceptor
poderia justificar a reduzida liberagdo de ortofosfato para o meio durante a etapa anoxica,
além de parte da remocgdo de nitrato ocorrer ainda em fase aerdbia. Para tanto, na presenca de
nitrato durante a etapa andxica, Poli-P estaria sendo formado por alguns microrganismos,
enquanto outra parte dos organismos acumuladores, que utilizam unicamente oxigénio como
aceptor de elétron, estariam liberando ortofosfato para o meio.

A Figura 32 associa valores da resposta do sistema com relagdo a remocgao bioldgica
de fosforo, nitrato e DQO para ciclos operados com adig¢do de 40 ml de fermentado durante as

etapas anoxicas.
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Estudos que intencionavam a separacdo e isolamento de organismos DPAOs ajudaram
a identificar as espécies pertencentes aos géneros Pseudomonas, Agrobacterium, Pasteurella,
and Sphingomonas (JORGENSEN e PAULI, 1995 apud GEBREMARIAM et al., 2011).

Organismos OAP e DPAO eram pensados como organismos diferentes (BARKER e
DOLD, 1996; MEINHOLD et al., 1999). No entanto, segundo Ahn et al. (2002), a presenca
de organismos acumuladores de polifosfoato foi confirmada em sistemas operados para
condicdes anaerdbias/andxicas. De acordo com estudos realizados por Zeng et al. (2003),
organismos OAP e DPAO apresentam-se como o mesmo organismo, para lodo PAO em
condi¢des anoxicas durante as primeiras 5 horas, acimulo de polifosfato e reducdo de nitrato
ndo foram verificados. A situacdo se inverteu apds as 5 horas, periodo em que se deu inicio a
desnitrificagdo e o acimulo de granulos de polifosfato.

Segundo Sevivour, Mino e Onuki (2003), se uma amostra de biomassa for retirada de
etapa aerobia de reator em sistema EBPR para andlise microscopica, células marcadas pela
presenca de granulos de polifosfato serdo abundantes, mas PHB intracelular ndo foi
detectado. A situagdo se inverte para amostras retiras em etapa anaerobia, em que células
regularmente apresentam PHB e ndo polifosfato. Esses resultados caracterizam processos
EBPR, em que sdo descritos por liberagdo de ortofosfato e formagcdo de PHB em etapa sem
aeragdo e formagdo de granulos de polifosfato em conjunto com a quebra de PHB em etapa

aerobia.
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Figura 33: Amostra de biomassa retirada ao final de etapa ndo aerada. A microscopia de
coloragdo possibilitou o reconhecimento da presence dos granulos de PHB e de polifosfato

A amostra de biomassa retirada de etapa ndo aerada apresentou predomindncia de
granulos PHB nas células. No entanto, ainda que ao final da etapa andxica, granulos de
polifosfatos foram identificados, como apresentado pela Figura 33. A presenga em etapa
anodxica de granulos de PHB, como esperado, e de granulos de polifosfato foi indicativo de
que parte dos organismos acumuladores estariam utilizando nitrato como aceptor final de
elétron, portanto, ainda que na auséncia de aeragdo, granulos de polifosfatos estariam sendo
formados a medida que o excesso de ortofosfato era liberado por organismos acumuladores
restritos ao oxigénio como aceptor final de elétron.

De acordo com Hascoet e Florentz® (1985 apud BARAK, 2000), em condigdes
anodxicas e em presenca de fonte externa de carbono, foram reportados remocgao biologica de
fosforo e reducdo de nitrato ocorrendo simultdneamente. Apds redugdo do acido acético,

organismos acumuladores passam a produzir polifosfato.

® HASCOET, M. C., FLORENTZ, M., & GRANGER, P. Biochemical aspects of enhanced biological
phosphorus removal from wastewater. Water science and technology, 17(11-12), 23-41, 1985.
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Além da remog¢do simultdnea de fosforo e nitrogénio em fase andxica, estudos
voltados para liberagdo de fosforo durante etapa anoxica realizados por Wachtmeister et al.
(1997) mostram que o lodo EBPR de sistemas anoxico/aerdbio apresentam comportamento
complexo para liberagdo e acumulo de fosforo em presenca simultanea de elétron aceptor e
acidos de cadeia curta, tal como 4acido acético. Desta maneira, a quantidade de fosforo
liberada em fase andxica ndo deve ser utilizada para quantificar organismos DPAO (HU;
WENTZEL; EKAMA, 2002).

Ainda segundo Wachtmeiter et al. (1997), para um lodo contendo diferentes espécies
de organismos acumuladores de polifosfato, para determinadas condi¢des e parametros, PAO
capazes de acumularem fosforo em condi¢des anoxicas podem se estabelecer no sistema,
ainda que tenham reduzida eficiéncia quando comparado a remocgao aerdbia de fosforo.

A fisiologia de outros organismos tem sido relatados como casos isolados em sistemas
voltados a desnitrificagdo e remogdo bioldgica de fosforo. A titulo de exemplo, Paracoccus
denitrificans sintetiza granulos de polifosfato em presenca de nitrato ou oxigénio, porém na
presenca de fonte de carbono externa. Desta forma granulos de PHB ndo sdo utilizados
anoxicamente para produ¢do de granulos de polifosfatos. Além disso, a remocao simultanea
de fosforo e nitrogénio aconteceu na auséncia de uma fase anaerdbia, considerada um
requisito para qualquer sistema EBPR convencional. Esses resultados, bem como os
resultados encontrados nos ensaios que foram conduzidos durante este projeto, indicam que
grande variedade de organismos desnitrificantes e acumuladores de fésforo podem ser melhor
estudados e investigados (BARAK, VAN RIJN, 2000a; 2000b).

A maioria dos estudos relacionados a remoc¢ao de fosforo ¢ conduzida a partir de lodos
obtidos de sistemas EBPR. Dentre as principais caracteristica para sistemas EBPR estdo o
requerimento de aeracdo alternada, que proporciona etapa aerdbia/andxica ou
aerobia/anaerdbia, a habilidade de produzir PHB e a capacidade de obtencdo de energia para o
crescimento celular na auséncia de fonte externa de carbono por meio do uso do PHB
armazenado intracelularmente.

Segundo Barak (2000), em contraste com organismos acumuladores convencionais,
determinados organismos, tais como o P.denitrificans, sintetizam granulos de polifosfatos
apenas na presenca de fonte externa de carbono durante as estapas anoxicas ou aerdbias.
Diferentemente de organismos acumuladores de polifosfato (PAO), P denitrificans nao utiliza
PHB como fonte de energia para sintese de Poli-P, a energia proveniente do PHB
intracelarmente armazenado ¢ suficiente para redu¢do do nitrato. Contudo, a respiragdo por

meio da reducgdo de nitrato ndo resulta em crescimento perceptivel.
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Portanto, outra possivel explicacdo para a sintese de granulos de polifosfato ainda que
em etapa sem aeragdo, etapa anoxica, seria a presenca desses organismos heterotroficos
desnitrificantes capazes de sintetizar Poli-P, tal como apresentado por Barak (2000), ao isolar
em laboratério organismos desnitrificantes e sintetizadores de Poli-P em presenca de fonte
externa de carbono, tal como P denitrificans.

Como mencionado, o periodo de concentragdes altas para fosforo que ocorreram
durante os ciclos relativos ao ensaio de configuracdo inicial, 40 ml de fermentado contendo
alta concentragdo de foésforo sendo adicionado, ajudou na selecdo de organismos
acumuladores de granulos de polifosfato em relacdo aos organismos acumuladores de
glicogénio. A Figura 34 a seguir apresenta valores da resposta do sistema com relagdo a
remocao bioldgica de fosforo para ciclos operados com adi¢ao de apenas 20 ml de fermentado

durante as etapas andxicas.
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Figura 34: Remocao bioldgica de fosforo para ciclos em reator em batelada alimentada e aeracao
intermitente

Os resultados para o ciclo 11 demostraram uma acréscimo de 50% na concentragdo de
fosforo ao final da etapa andxica, enquanto que, apos a fase aerada, houve reducdo na
concentragdo de fosforo em 90%= 10,68, chegando ao valor de 0,5 mgP/L em efluente
tratado. A média de remogao de fosforo para os ciclos completos durante o segundo ensaio foi
de 60,26% + 24,54 ou 68,64% =+ 15,97, excluindo os dois primeiros ciclos. A Figura 35
associa valores da resposta do sistema com relacdo a remocao biologica de fosforo, nitrato e
DQO para ciclos operados com adi¢do de apenas 20 ml de fermentado durante as etapas
anoxicas.

Em condigdes andxicas, DPAO sdo capazes de gerar aproximadamente 40% menos

energia quando comparados a organismos acumuladores de polifosfatos restritos ao oxigénio
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como elétron aceptor (ZENG et al., 2003). A geracdo inferior de energia é responsavel por
crescimento celular cerca de 20 a 30% menor em relacdo a OAP (KUBA et al., 1996). Os
organismos DPAOs sdo considerados, de acordo com Kuba et al. (1994), menos eficientes
que organismos OAPs com relacio a produgdo de energia, resultando em reduzido
crescimento celular e, consequentemente, reduzida produgao de lodo.

Resultados para solidos suspensos volateis realizados ao longo dos ciclos pela
batelada alimentada apresentam crescimento celular reduzido, de 1,22 gSSV/L (apods
inocular) para 1,82 gSSV/L (final do ciclo 13), o que respalda a ocorréncia de organismos
capazes de armazenar granulos de polifosfato, ainda que utilizando nitrato como aceptor final
de elétrons.

Outra analise que confirma a remogao bioldgica de foésforo obtida pelo segundo ensaio
foi realizada por meio da digestdo de aliquota contendo parte da biomassa ao final dos ciclos
12 e 13, o resultado para andlise de fosforo da amostra apds digestao resultou nos valores 100
mgP/L para o ciclo 12 e 105 mg/L para o ciclo 13. O resultado aponta que entre um ciclo e

outro foi acumulado e permaneceu no sistema o 5 mgP/L  inserido
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5.9. Microscopia

5.9.1. Coloracao de Neisser

A Coloragdo de Neisser ¢ comumente aplicada na necessidade de coloracdo de
tricoma e dos granulos intracelulares. A coloracdo pode ser classificada em dois grupos, os
grupos sdo denominados Neisser positivo e Neisser negativo. A coloragdo de Neisser utiliza
como corante principal o azul-de-metileno (catidnico), como descrito anterioemente.

A aplicagdo do tratamento com o corante azul-de-metileno resulta, entdo, em duas
coloracdes possiveis, coloragdo azul-violeta, indicando que o organismo identificado ¢
Neisser positivo e, por tanto, acumulador de granulos de polifosfato ou coloracdo amarelo-
castanha, para Neisser negativo (Figura 36). A ladmina preparada foi analisada e resultou em
imagens como as apresentadas pela Figura 37, pelas imagens obtidas ¢ possivel identificar as
células de organismos responsaveis pela acumulacdo de polifosfato, mais precisamente sdo
observados pontos mais escuros intracelulares que podem ser descritos como sendo os

granulos de polifosfato acumulados.

5pm

Fig;ra 36: Coloracao Neisser negativa
Fonte: Miqueleto (2006)

Segundo Sevivour, Mino e Onuki (2003), células representantes da etapa anaerdbia de
um sistema de aeracdo intermitente, que apresentam colora¢do positiva para PHA, ndo
respondem como positivo para a coloragdo de Neisser. O observado ¢ que células que
respondem como Neisser positivo apresentam-se como cocobacilos organizados em pares,
como apresentado em Figura 37. A amostra representativa da etapa nao aerada (andxica) do
sistema em bateladas de aeragdo intermitente apresentou coloragdo Neisser positivo e células

com configura¢do e forma semelhante a descricao feita por Sevivour, Mino e Onuki (2003). O
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resultado indica que, ainda que a amostra tenha sido retirada para anélise ao final da etapa ndo

aerada, granulos de poli-P estavam sendo formados.
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Figura 37: Microscopia e Coloragdo de Neisser aplicada na identificacao dos granulos
intracelulares de polifosfatos. Cocobacilos em pares, diplococos

5.9.2. Coloracio de Polihidroxialcanoato
Apoés a aplicacdo dos corantes, a lamina foi examinda em o6leo de imersdo, em
iluminagdo direta e aumento de 1000 vezes. Para casos em que PHB esta presente, as células
tornam-se escuras, enquanto que na auséncia intracelular de PHB o citoplasma apresenta-se
em uma colaracdo magenta. Como pode ser verificado pela Figura 38, a coloragdo se
apresentou positiva para presenca de granulos de PHB em amostras retiradas em etapa ndo
aerada do sistema. O contraste entre Coloragdo Polihidroxialcanoato positiva, Figura 38, e

negativa, Figura 39, pode ser melhor representado pelo contraste entre as figuras a seguir.
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Figura 38: Microscopia para identificacao dos granulos de PHB, mostrando a tipica
associagdo entre as células marcadas como coloracdo positiva para Polihidroxialcanoato em
grandes conjuntos
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Figura 39: Col(;reigﬁd Polihidroxialcanoato negativa
Fonte: Miqueleto (2006)
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De acordo com Sevivour, Mino e Onuki (2003), como uma das caracteristicas comuns
de plantas EBPR, as células que aparecem como cocobacilos em pares ou diplococos,
aparentres ¢ marcadas por microscopia de coloragdo Neisser ou Coloragdo de
Polihidroxialcanoato, sdo geralmente organizadas em conjuntos associados. Embora possam
por vezes se aprsentarem como células fracamente dispersas ao longo da biomassa, supde-se
que tal disposicdo distinta seja implementacdo relacionadas aos organismos PAO. A
consequéncia da organizag¢ao do grupo de células de PAO em EBPR ndo ¢ clara, embora bom
desempenho EBPR ¢ frequentemente associada ao aparecimento de biomassa aglomerada,

como na Figura 38.

5.9.3. Contraste de fase

O contraste de fase permitiu melhor observagdo da diversidade de organismos
presente no lodo apds operagdo dos ciclos em batelada alimentada e aeragdo intermitente.
Sem aplicacdo de corante, a microscopia de contraste de fase permite identificacdo de
espécimes por meio da conversdo de diferentes indices de refracdo para cada constituinte
celular, que sdo representados cada qual por determinada intensidade luminosa.

Para avaliacdo microscopica da aliquota de biomassa retirada da fase anodxica do
ultimo ciclo da batelada alimentada, foi utilizado microscopio Optico de contraste de fase
Olympus BX60, acoplado a camara habilitada com captura de imagem Evolution QE e
software Image-Pro Plus 4.5. A amostra era preparada de modo que uma gota era sobreposta a
uma camada fina de Agar na concentragio 2%, ainda sobre a camada Agar e amostra
posicionou-se uma laminula e esperou-se cerca de 30 minutos para realizagdo da leitura. A
metologia foi aplicada de modo a reduzir o movimento dos organismos celulares na amostra,
a fim de obter imagens nitidas.

Na Figura 39 foi identificado a presenga de possiveis compostos de enxofre
intercelularmente armazenados e representados como pontos brancos e claros. Também foi

possivel obeservar a presenca de flagelados, além de cistos de protozodrios e ciliados livres.
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Figure 36: Contraste de fase. Possivelmente, pontos claros e brancos representam granulos de
polifosfato intracelular
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6. APRESENTACAO DO TRABALHO CIENTIiFICO NA XIII SEMANA DA
ENGENHARIA AMBIENTAL

A primeira etapa do projeto referente a fermentacdo de concentragdes iniciais de
glicerol variaveis, bem como as modificagdes realizadas para que o meio de macronutrientes
sugerido por Barbirato et al. (1995) pudesse ser aplicado a fermentacdo de glicerol por cultura
mista de forma a ndo comprometer a producdo de acidos de cadeia curta, principalmente
acetato e propionato, foi apresentada no dia 20 de maio de 2016 em XIII Semana da
Engenharia Ambiental, na Escola de Engenharia de Sao Carlos (EESC), Universidade de Sao
Paulo (USP), que teve como coordenador o Professor Dr. Luiz Anténio Daniel.

A produgdo cientifica relativa as apresentagdes realizadas na XIII Semana da
Engenharia Ambiental (ISBN-ISBN:978-85-8023-037-6) encontra-se cadastrada no Dedalus
e 0s anais eletronicos estdo disponiveis no Portal de Eventos Cientificos da EESC, acesso ao

portal: http://soac.eesc.usp.br/index.php/SEAMB/seamb.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As atividades cientificas da primeira etapa do projeto de pesquisa teve foco na
fermentagdo do glicerol e na selecdo de condi¢des e pardmetros adequados para obtencao de
acidos graxos volateis e demais compostos de facil assimilacdo. Observou-se que a
concentragdo de biomassa de 0,6 gSSV/L apresentou, para as condigdes aplicadas,
fermentagdo constante do substrato glicerol, bem como apresentou retencdo celular também
adequada para que a biomassa enriquecida se renovasse e pudesse ser aplicada em ensaios
seguintes.

Os dados de ensaios cinéticos realizados para diferentes concentragdes iniciais de
glicerol apontaram a concentracdo de 20 g/ como sendo a concentragdo inicial de substrato
que resultou na obtengdo de concentragdes significativas de dacidos de cadeia curta,
principalmente 4acido acético. Mais especificamente, para a concentragdo de 20 g/L a
producdo de acetato foi cerca de 20,26 + 12,79% superior a média de producdo alcancadas
pelas demais concentragdes iniciais de glicerol empregadas.

Observou-se que a aplicagdo do fermentado de glicerol em concentragdes limitadas e
configuracdo de aeragdo intermitente em sistema de batelada alimentada, em casos de ciclos
constituidos por etapas andxica e aerdbia, favoreceu o aparecimento de organismos
acumuladores de fosforo e redutores de nitrato.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o fermentado de glicerol ¢
adequado e pode ser aplicado como doador de elétrons na remog¢do de nutrientes em batelada
alimentada de aeracdo intermitente e tempo de ciclo de 4 horas e 20 minutos, quando em
configuracdo e modo de operacdo correspondentes ao segundo ensaio, em que foram
adicionados 20 ml de fermentado em ciclos sucessivos.

A resposta do sistema de batelada alimentada e aeracdo intermitente seguindo as
relacdes decritas anteriormente com relagdo a remocgao biologica de fosforo e tempo de ciclo
de 4 horas e 20 minutos apresentaram resultados eficientes, sendo o ltimo ciclo responsével
pela remocdo de 90 + 10,68% do fosforo afluente ao sistema. Além da remocao ter atingido
porcentagens satisfatorias para fosforo em efluente tratado, foi constatado que apds o sexto
ciclo houve estabiliza¢ao da performance atingida pelo sistema em batelada.

O sistema apresentou remo¢dao com relacdo ao nitrato afluente ao sitema de
tratamento. Mais especificamente, a remocao durante a etapa anoxica ou nao aerada alcangou
uma média de 67.73 * 12,66%; enquanto que ao final da etapa aerdbia a média de remogao

foi de 98,48 * 3,10%.
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Ensaios de microscopia evidenciaram que, ainda que ao final de fase ndo aerada,
granulos de PHB e granulos de polifosfato foram simultaneamente identificados. A presencga
em etapa anodxica de granulos de polifosfato foi indicativo de que parte dos organismos
acumuladores de granulos de polifosfato estariam utilizando nitrato como aceptor final de

elétron, resultando na remogao biologica simultanea de fosforo e nitrogénio em fase andxica.
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8. DIFICULDADES ENCONTRADAS

Selecdo da melhor rotagdo e temperatura que possibilitou decaimento
constante de glicerol, aproximando os ensaios de uma configuragao previsivel,
dependendo do SSV aplicado.

Obtencdo de Curva de Calibracdo para o método de detec¢do de glicerol
considerando a faixa de concentracdo estudada por este projeto, cujos valores
sdo muito superiores quando comparados a faixa de concentragdes passiveis de
serem detectados pelo método enzimatico.

Adaptagdo do Meio Macronutrientes sugerido por Barbirato et al. (1995)
voltado a fermentacdo por culturas puras para, no caso deste projeto,
fermentagdo a partir de lodo acidogénico mesofilico composto por culturas
mistas.

Determinagdo da melhor taxa de aplicacdo de SSV para que o uso da biomassa
enriquecida em ensaios sucessivos nao fosse prejudicado pelo tempo de
reten¢do celular de cada ensaio.

Ensaios reduzindo tempo de aeracdo trabalhando etapa anaerdbia e anodxica,
com intuito de observar a eficiéncia da remog¢ao de nutrientes.

Operagdo da batelada alimentada de modo manual apresentou dificuldades
quando preciso extender o experimento de modo a alcangar nimero maior de
ciclos, até obter certo padrao de remocao constante.

Dificuldade em operar o sistema manualmente, retirar amostras a cada duas
horas e realizar as analises simultaneamente. Deste modo, amostras foram
congeladas e os ciclos foram parados seguindo padrdo pré estabelecido, ndo
devido a observagdo e resposta dos pardmetros. Sendo assim, os parametros
foram analisados apenas apds parada do sistema. Tal condi¢do conduziu a
repeticdes de ensaios em batelada alimentada até que resultados fossem

satisfatorios e o niumero de ciclos suficientes.
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9. ESTUDOS SUGERIDOS

Durante os ensaios voltados a fermentagdo de glicerol para a concentragdo de 20 g/L
deste substrato, foi passada uma amostra da composicdo gasosa do headspace em
Cromatografo Gasoso (GC 2010 Shimadzu) com detector de condutividade térmica (TCD) e
gas argdnio como carregador. As temperaturas de operagdo do injetor, detector e coluna
foram 30° C, 200° C e 230° C, respectivamente. O resultado para a andlise da composicao
gasosa do headspace resultou na producao de aproximadamente 2.46 mmol de H, /SSV apos
12 horas de incubag¢do. O resultado sugere que o estudo da producao de biogds durante a etapa

de fermentacdo do glicerol e passivel de ser estudado.
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