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Abstract

The search for alternatives able to sustain the energy needs of society and simultaneously reduce
dependence on fossil fuels led to the development of renewable energy sources. In this context, the
biofuels production has been widely studied, with biohydrogen (bioH,) and biomethane (bioCH,)
showing great potential. On the other hand, biological processes as dark fermentation (DF) and
anaerobic digestion (AD) can use industrial wastes, as substrate, contributing to its valorisation,
which is an advantage from the economic and environmental point of view.

In this work, it was developed an anaerobic fermentative integrated system for the valorisation of
crude glycerol, a by-product from the biodiesel industry (substrate), through bioH, and
bioCH,production, by DF and AD, respectively.

Initially, the bioH, production by a bacteria strain of Enterobacter aerogenes (inoculum) was
optimized, by the growing concentrations of substrate (=10, 20, 30dgycero/Lev) and inoculum (1 and
10%, v/v). In sequence, the most suitable fermentative medium to be used as a substrate in the AD
process, was selected based on their chemical characterization, for bioCH, production by a bacterial
consortium (inoculum), in a mesophilic conditions. The results obtained showed that both E.
aerogenes and bacterial consortium were efficient to the biological degradation of the industrial by-
product.

The maximum biohydrogen production achieved was 1014.54 mL, from an initial substrate
concentration of 20ggycero/Lem and an inoculum of 1% (v/v), although the higher specific bioH,
production yield attained (99.06 mL Hy/ Qeonsumed giycerol) have been registered for the experimental
condition of 10ggyycero/Lem and an inoculum of 1% (v/v), suggesting substrate inhibition.

The use of the fermentation broth as substrate in an AD process, lead to the production of a biogas
composed by about 50% in methane and a maximum production yield of 291.92mL CH,/gV Siiiia-

Keywords: Crude glycerol, dark fermentation, anaerobic digestion, biohydrogen, biomethane
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Resumo

A procura de alternativas capazes de sustentar as necessidades energéticas da sociedade e reduzir
simultaneamente a dependéncia dos combustiveis fosseis conduziu ao desenvolvimento de fontes de
energia renovavel. Neste contexto, a producdo de biocombustiveis tem sido bastante estudada, com o
biohidrogénio (bioH,) e o biometano (bioCH,;) a demonstrarem grande potencial. Por outro lado,
processos bioldgicos como a por dark fermentation (DF) e a digestdo anaerdbia (DA) podem utilizar
residuos industriais como substratos, contribuindo para a sua valorizagdo, 0 que € uma enorme
vantagem a nivel econémico e ambiental.

Nesta dissertacdo, desenvolveu-se um sistema integrado fermentativo anaerébio, para valorizagdo de
glicerina semi-refinada, um subproduto da industria de biodiesel (substrato), por produgdo de bioH,,
por DF e de bioCHy,, por DA.

Inicialmente otimizou-se a producgdo de bioH,, por uma estirpe da bactéria Enterobacter aerogenes
(indculo), a partir de concentracOes crescentes de substrato (=10, 20 e 30 Jgiicerol/Lme) € de indculo (1
e 10%, v/v). Em sequéncia, selecionou-se o meio fermentado mais adequado a utilizar como substrato
no processo de DA, com base na sua caracterizacdo quimica, para producdo de bioCH4 por um
consadcio bacteriano (indculo), em regime mesoéfilo. Os resultados obtidos revelaram que ambos 0s
indculos foram eficientes na degradacao bioldgica do subproduto industrial.

A produgdo maxima atingida de bioH, foi de 1014,6 mL, a partir de uma concentracdo inicial de
substrato de =20 Qggicero/Limr € UM in6culo de 1% (v/v), apesar de o rendimento especifico mais
elevado (99,06 mL Hy/g giicerol consumico), ter sido registado para =10 Qgjicero/Lime € UM indculo de 1%
(v/v), sugerindo alguma inibig&o por substrato. A utilizagdo do meio fermentado, como substrato num
processo de DA, resultou na producdo de um biogas com cerca de 50% de CH, e num rendimento
maximo de produc¢do 291,9 mL CH4/g SViniciar-

Palavras-chave: glicerina semi-refinada, dark fermentation, digestao anaerdbia, biohidrogénio,
biometano,
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Biogas—-DA — Biogas produzido por digestdo anaerobia
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CEM - Células de Electrolise Microbiana
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DF — Fermentacédo no escuro (Dark Fermentation)
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1. Introducéo

1.1 Estrutura da dissertagéo

Esta dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos com contetdos distintos:

v Capitulo 1 - Introducédo: Delineagdo da estrutura da tese, enquadramento e justificacdo da
escolha do tema a estudar e definigédo dos objetivos a alcancar.

v’ Capitulo 2 - Revisdo da literatura: Breve referéncia ao panorama energético a nivel mundial e
nacional; Apresentacdo e comparacdo entre Vvarios processos de producdo de hidrogénio,
incluindo os convencionais (atualmente mais utilizados) e os biolégicos (biohidrogénio,
bioH,). Nestes tltimos, com foco sobre a producéo de bioH, por fermentacdo no escuro (dark
fermentation), em sistema simples ou integrado com outros processos bioldgicos, como a
digestdo anaerobia, para aumento do rendimento de degradacdo do substrato e de producéo de
bioH, e/outros biocombustiveis gasosos, como o biometano (bioCHy).

v' Capitulo 3 - Materiais e Métodos: Descricdo detalhada dos materiais, equipamentos e
procedimentos experimentais aplicados neste trabalho.

v" Capitulo 4 - Resultados e discussdo: Apresentacdo, interpretacdo e comparacao dos resultados
experimentais com os obtidos por outros autores em estudos similares. Assim, de acordo com
0s objetivos a alcangar, inicialmente procedeu-se a otimizacao de parametros de influéncia no
processo de producdo de bioH,, por dark fermentation, a partir de glicerina semi-refinada
(substrato) e, em sequéncia, estudou-se a viabilidade de integracdo deste com um processo de
digestdo anaerdbia, com vista a melhorar o rendimento de degradacdo do substrato,
diminuindo a sua carga poluente, e produzir outro biocombustivel gasoso (bioCH,).

v Capitulo 5 - Conclusoes e sugestdes para trabalho futuro: Sintese das conclusdes alcangadas
ao longo das diferentes etapas da dissertacdo e proposta de estudos posteriores com interesse
para dar continuidade e aprofundar os resultados apresentados.

1.2 Enquadramento

As alteracBes climaticas causadas pela utilizagdo excessiva dos combustiveis fosseis, como forma de
sustentar as exigéncias da sociedade atual, conduziram a procura de solucdes que possibilitassem um
equilibrio entre as vertentes social, econémica e ambiental.

Nesse contexto, a diminuigdo das reservas globais de combustiveis fésseis impulsionou a pesquisa de
alternativas que, de alguma forma, reduzissem a dependéncia dos recursos fosseis. Exemplo disso € a
investigacdo que conduziu a producdo de biodiesel, um combustivel (biocombustivel) liquido obtido a
partir de recursos maioritariamente renovaveis e que pode ser utilizado em veiculos automoveis, tal
como o vulgar gas6leo. Porém, durante o seu processo de producdo industrial é formado, em
simultaneo, um residuo denominado glicerina bruta. Por cada unidade de volume de biodiesel
produzido, origina-se um volume de glicerina bruta correspondente a cerca de 10% desse valor. Ainda
antes de sair da fabrica essa glicerina bruta é sujeita a processos de destilacdo, neutralizacdo e
centrifugacdo, que a convertem na chamada glicerina semi-refinada. Esta glicerina pode depois ser
vendida pela fabrica para, quando sujeita a posteriores processos de purificacdo, ser utilizada num
vasto leque de aplicagdes em sectores como o farmacéutico e o alimentar. Contudo, estes tratamentos
implicam custos adicionais bastante elevados e dada a atual saturacdo do mercado do glicerol, ja ndo
se trata de uma opcao atraente.
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A questdo do momento € entdo tentar avaliar possiveis utilizacdes para as quantidades industriais de
glicerina semi-refinada geradas, para a sua valorizacao, mas também para aumentar a eficiéncia global
do processo de producéo de biodiesel e a viabilidade econdémica da sua aplicacao.

Uma alternativa viavel e sem custos é a utilizacdo desse efluente industrial, como substrato, em
processos fermentativos, por microrganismos anaerdbios capazes de degradéa-lo, em condigdes
ambientais definidas. Uma mais-valia da aplicacdo desses processos bioldgicos é que deles resulta a
producdo de biocombustiveis gasosos como o hidrogénio (bioH,) e o metano (bioCHj,), aliada a um
abaixamento da carga poluente dos detritos industriais. (Ayoub & Abdullah, 2012; Quispe et al.,
2013; Sarma et al., 2012). Tendo em conta esse interesse, héa varias décadas tém vindo desenvolver-se
estudos no sentido de otimizar os parametros fisico-quimicos e operacionais que conduzam aos
melhores rendimentos de processo (De Gioannis et al.; Fradler et al., 2014; Guwy et al., 2011).

Com base neste enquadramento, estabeleceram-se 0s objetivos desta tese.

1.3 Objetivos

Esta dissertagdo teve como propoésito estudar a viabilidade de aplicacdo de um sistema integrado
anaerobio fermentativo, para a producdo de biocombustiveis gasosos (BioH, e BioCH,) e para o
simultdneo abaixamento da carga poluente de um subproduto da industria de produgéo de biodiesel
contendo glicerol (glicerina semi-refinada). Neste dmbito, inicialmente levaram-se a cabo ensaios de
Dark fermentation, para otimizagdo da producdo de bioH, com recurso a uma estirpe da bactéria
Enterobacter aerogenes, a partir da glicerina semi-refinada. Sequencialmente, e com vista a atingir 0s
objetivos propostos, estudou-se a viabilidade da aplicacdo do meio fermentado obtido como substrato
num processo de Digestdo Anaerobia, para producdo de bioCH,4 e utilizando-se um consorcio de
bactérias fermentativas para o efeito. Ambos os processos biologicos decorreram em condi¢des
ambientais mesofilas, para diminuicdo dos gastos energéticos envolvidos.
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2. Revisdo da literatura

2.1 Panorama Energético

Nas ultimas décadas, a procura energética tem apresentado um crescimento continuo como resultado
de um aumento populacional cada vez mais acentuado. Contudo, a inexisténcia de um plano
energético capaz de suprir as necessidades energéticas globais sem comprometer o desenvolvimento
sustentavel do planeta, estd incentivar a um panorama cada vez mais direcionado para a escassez de
recursos e incompativel com a preservagdo ambiental.

A principal fonte de toda esta dependéncia energética sdo os combustiveis fosseis, o petréleo, o
carvdo e o gas natural, considerados os motivadores centrais da poluicdo atmosférica. Os gases
produzidos ao longo do seu processo de combustdo, os chamados GEE (Gases com efeito de estufa),
nomeadamente, o dioxido de carbono (CO,), o didxido de azoto (NO,), o dioxido de enxofre (SO,),
entre outros, quando libertados para a atmosfera tendem a causar 0 aumento da temperatura média
global, levando a fendmenos climaticos com efeitos nefastos para o ambiente.

Perante este cenario inquietante, comegou a desenvolver-se uma forte tendéncia, a nivel mundial, de
reducdo da dependéncia dos combustiveis fosseis, motivada essencialmente pela necessidade de
controlar as emissGes de GEE. Neste contexto, as InstituicGes Governamentais definiram como
prioridade a implementacdo de metas e politicas energéticas que se baseassem em trajetdrias de baixo
carbono, associadas a uma gestao racional dos recursos disponiveis e a uma crescente eletrificacdo
proveniente de fontes de energia alternativas. De facto, a exploracdo de novas fontes de energia - as
chamadas energias renovaveis - que tenham por base a minimizagdo dos impactos ambientais e 0
incremento da seguranca de abastecimento energética, diminuindo a elevada pressdo associada a
exploracdo dos combustiveis fosseis, tem sido a abordagem adotada com vista a melhorar o panorama
energético atual (Lavado, 2009; Verhelst, 2014).

Para tal, a 23 de Abril de 2009 entrou em vigor a Diretiva 2009/28/CE que dita uma quota obrigatéria
a ser produzida recorrendo a fontes renovaveis, sendo estabelecido que até 2020, 20% da energia
consumida pela UE (Unido Europeia) deve provir de energias renovaveis. Relativamente ao sector dos
transportes, foi implementado que, até 2020, os Estados-Membros devem produzir 10% dos seus
combustiveis a partir de fontes renovaveis. Outra das metas estipuladas a nivel europeu diz respeito as
emissdes de GEE. Assim, até 2050, a UE devera reduzir em 80% as emissdes de GEE (relativamente
aos valores alcancados em 1990), sendo previstas redugdes de 25%, 40% e 60% até 2020, 2030 e
2040, respetivamente (APA, 2015)

Na Fig. 2.1 estdo representadas as variacBes das emissdes de GEE, a nivel mundial, no periodo de
1990 a 2012. Paises Europeus como a Alemanha (-23,53%) e o Reino Unido (-26,22%) conseguiram
uma reducdo bastante significativa das emissdes de GEE enquanto outros como a Malta (57,67%) e a
Espanha (17,98%) apresentaram um aumento bastante acentuado. Portugal, por sua vez, também foi
responsavel por uma redugdo na libertacdo de compostos poluentes (-4,46%) apesar dos valores serem
menos significativos (United Nations, 2015).
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Fig. 2.1 - Mapa mundial da variagdo de emiss6es de GEE no periodo de 1990-2012 (Adaptado de
United Nations, 2015)

Segundo dados apresentados pela APA (2015), os sectores que mais interferem com a redugédo das
emissdes de GEE no nosso pais, sdo os sectores da indUstria, para fins energéticos, dos transportes e,
por fim, da agricultura. Caracterizado por uma rede hidrogréafica relativamente densa, uma elevada
exposicdo solar média anual e uma vasta costa maritima, Portugal apresenta um elevado potencial
para um acréscimo continuo da percentagem de producéo renovavel no seu panorama energético. Sao
varias as fontes primarias disponiveis, sendo que as tecnologias mais desenvolvidas sdo a nivel da
energia solar, da edlica, da hidrica, da biomassa e da geotérmica. De facto, a implementacdo destas
tecnologias é vantajosa ndo so a nivel ambiental, mas pela perspetiva de redugdo da dependéncia
externa relativamente a recursos ndo renovaveis. A Fig. 2.2 ilustra a crescente penetracdo das fontes
renovaveis no panorama energético portugués, no periodo entre 2005 e 2014.

Twh 35

15
| IIII

5
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
ul

I Biomassa+RSU+Biogés Geotérmica — Hidrica

Edlica Fotovoltaica = Produgdo total normalizada

Fig. 2.2 - Evolugéo da penetragéo das energias renovaveis em Portugal no periodo de 2005 a 2014
(Direcgéo Geral de Energia e Geologia, 2014)

E claro o aumento da producio renovavel ao longo dos Gltimos anos, apresentando um total de 8616
GWh para 2005 enquanto em 2014, foi aproximadamente quatro vezes superior, com um total de
32316 GWh (Direccéo Geral de Energia e Geologia, 2014). Contudo, o facto das energias renovaveis
estarem diretamente dependentes das condi¢cBes meteoroldgicas, 0 que provoca intermiténcia nos
sistemas elétricos, interfere diretamente com o seu crescimento no mercado energético. Recorrer ao
armazenamento de energia pode ser a solu¢iao mais adequada. Por exemplo, as baterias, “flywheels”,
capacitores, etc., sdo tecnologias adequadas a curto prazo, mas a longo prazo o armazenamento de
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energia por meio de H, seria a solucédo ideal, dada a possibilidade de utilizaco deste gas como vetor
energético (Gahleitner, 2013).

No ambito das energias renovaveis, o interesse na utilizacdo de biomassa de baixo custo para a
producdo de combustiveis alternativos como o bioetanol, o biodiesel e o biohidrogénio, tem
aumentado substancialmente. De facto, trata-se de uma area bastante promissora pois possibilita o
reaproveitamento de materiais residuais que de outro modo seriam desperdicados, diminuindo a
quantidade de subprodutos originados pela indlstria (Bi¢dkova & Straka, 2012). Apesar de as
tecnologias mais estudadas e desenvolvidas serem a nivel do bioetanol e do biodiesel, o bichidrogénio
tem adquirido bastante atencdo por apresentar um poder calorifico superior comparativamente aos
vulgares hidrocarbonetos e pela inexisténcia de emissbes de gases poluentes durante a sua producao
(Argun & Kargi, 2011).

2.2 Hidrogeénio (H,)

O hidrogénio (H,) é o elemento mais abundante da natureza, encontrando-se presente em cerca de
75% da matéria existente no Universo. Contudo, ndo é possivel encontra-lo na natureza no seu estado
livre, estando, em grande parte, quimicamente ligado a atomos de oxigénio ou carbono (Najjar, 2013).
De facto, a sua concentracdo na atmosfera é bastante reduzida (cerca de 1ppm), o que leva a que ndo
seja considerado um recurso de energia primaria, como é o caso do petréleo ou do gas natural, mas
sim uma fonte intermédia, mais concretamente, um vetor energético (Estevéo, 2008).

A utilizacdo do H, requer a sua extragdo de recursos que o contenham na sua composi¢do. A agua, a
biomassa, 0 gas natural e o carvdo sdo as fontes mais abundantes de H, na Natureza e, portanto, as
mais indicadas para serem utilizadas em processos de producdo (Sangeeta et al., 2014).

Em termos fisico-quimicos, o H, apresenta o peso molecular mais baixo da tabela periddica, com
caracteristicas que o distinguem dos restantes elementos, nomeadamente, a sua grande condutividade
e baixa viscosidade (Najjar, 2013). Sob uma temperatura e pressao normais (-0°C e latm), é um gas
extremamente inflamével, inodoro, incolor e tem uma densidade (aproximadamente 0,09 kg/m®) que o
leva a ser 14 vezes mais leve do que ar. A sua existéncia no estado liquido depende do seu
armazenamento a uma temperatura de -253°C, nos chamados sistemas criogénicos. Acima desta
temperatura, o seu armazenamento pode ser efetuado em cilindros de alta pressdo sob a forma de gas
comprimido. Outros pontos importantes a considerar sdo o seu poder calorifico elevado e a sua baixa
energia de ignigdo, os quais se tornam relevantes quando se objetiva a utilizagdo do H, como um
combustivel (Estevdo, 2008; Sangeeta et al., 2014). A Tabela 2.1 enumera algumas das propriedades
fisico-quimicas do H,.

Tabela 2.1 - Propriedades fisico-quimicas do hidrogénio (Adaptado de Najjar, 2013).

Propriedade Valor
Peso molecular 2,01594
Densidade do gés a 0°C e 1 atm 0,08987 kg/m®
Densidade do sélido a -259°C 858 kg/m®
Densidade do liquido a -253°C 708 kg/m®
Temperatura de fusdo -259°C
Temperatura de ebulicdo a 1 atm -253°C
Temperatura critica -240°C
Presséo critica 12,8atm
Densidade critica 31,2 kg/m’
Calor de fuséo a -259°C 58 kJ/kg
Calor de vaporizagdo a -253°C 447 kJ/kg
Condutividade térmica a 25°C 0,019 kJ/kg
Calor especifico do gés a 25°C (Cp) 14,3 kl/(kg °C)
Calor especifico do liquido a -256°C (C,) 8,1 kJ/(kg °C)
Calor especifico do s6lido a -259,8°C (Cy) 2,63 kJ/(kg °C)
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As tecnologias que dominam o atual mercado do H, encontram-se associadas aos combustiveis fosseis
destacando-se o processo de steam reforming do gas natural como o mais aplicado, sendo responsavel
por cerca de 50% do H, existente (Cecere et al., 2014). Apesar de ser um método que implica
libertacdo de CO, para a atmosfera, a sua alta eficiéncia e 0s seus baixos custos, tanto a nivel
operacional como de producdo, sdo caracteristicas que o tornam bastante relevante no mercado do H,.
(Bi¢akova & Straka, 2012).

Existem outras tecnologias em que esse efeito € nulo, ndo havendo libertagdo de compostos poluentes
para a atmosfera. A eletrolise da dgua é um desses exemplos. Esta tecnologia é bastante simples e o
H, obtido apresenta um elevado grau de pureza, sendo por isso considerada como uma via de
producdo extremamente eficiente (M. Wang et al., 2014). Porém, o gasto energético associado €
demasiado elevado o que se traduz num custo elétrico excessivo, influenciando o preco do préprio H,
(Bicakova & Straka, 2012). De facto, a sua taxa de aplica¢do, em relacdo a totalidade dos métodos
utilizados, € de apenas 4% (Bhandari et al., 2013). Assim, apesar de ndo haver libertacdo de
compostos poluentes ao longo deste processo, ha um claro impacto negativo dado que a eletricidade
utilizada provém essencialmente de fontes fésseis. Uma forma de minimizar esta desvantagem seria
alimentar o eletrolisador com eletricidade proveniente de fontes renovaveis, ¢ (Bhandari et al., 2013).

Na Fig. 2.3 esta representado o potencial de aguecimento global quando associamos a eletrélise a
diversas fontes de energia. A diferenca entre a realizacdo da eletrélise com energia proveniente da
rede e utilizando fontes renovaveis é bastante significativa, com o potencial de aquecimento global a
atingir o minimo guando se recorre a energia e6lica.

Electrdlise com Energia Edlica l

Electrlise com Energia Solar Térmica [

Electrdlise com Energia Solar Fotovoltaica -—-—1

Electrdlise com Energia Nuclear

Electrdlise com Energia Hidrica

Electrolise com Energia da Biomassa -
0 5 10 15 20 25 0 s
Potencial de Aquecimento Global (kgC0..,/kgHz)

Fig. 2.3 - Potencial de aquecimento global para o processo de eletrélise recorrendo a diferentes fontes
de energia (Adaptado de Bhandari et al., 2013).

De um modo geral, todos estes processos de producgdo de H, exigem grandes quantidades de energia
para operarem tornando-os pouco atrativos do ponto vista ambiental. Os processos de producdo
bioldgica de H, pelo contrario, necessitam de menos energia para o seu funcionamento,
possibilitando uma reducdo global das emissfes de gases poluentes.

2.2.1 Producdo de hidrogénio por processos biologicos (bioH,)

A producdo excessiva de residuos por parte das industrias e por parte do sector agricola fomentou a
investigacdo em novas &reas que permitisse o reaproveitamento desses desperdicios de forma
adequada, direcionando as atencdes para a producdo de H, por via bioldgica. De facto, a utilizacdo de
biomassa de baixo valor, como substrato, contribui para a possibilidade de este tipo de tecnologias se
tornarem competitivas, a nivel monetario, no mercado do H,. A sele¢do dos residuos mais adequados,
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como substratos, tem em conta critérios como 0 seu preco, o contetido em hidratos de carbono e grau
de biodegradabilidade e a sua disponibilidade. (Bi¢akova & Straka, 2012).

A base destes processos é representada pela utilizagdo de microrganismos como catalisadores de
reacdes, que podem ser autotréficos ou heterotroficos, sob condicBes de temperatura e pressdo
préximas das ambientais, conduzindo a um decréscimo no consumo energético global e, portanto, nos
custos totais do processo (Reith et al., 2003).

Os métodos de producdo biolégica de hidrogénio podem ser diferenciados em:
o Biofotolise da agua (realizada por algas ou cianobactérias);
o Fotofermentacdo de compostos organicos (realizada por bactérias fotossintéticas);
e Fermentacgdo anaerdbia no escuro (realizada por bactérias anaerobias estritas ou facultativas);
e Processo hibrido (realizado por bactérias fotossintéticas e fermentativas).

A ocorréncia dos processos bioldgicos depende da presenca das enzimas hidrogenase e/ou
nitrogenase, as quais controlam o fluxo metabélico de eletrdes e catalisam a reducéo dos protdes H”.

As hidrogenases podem ser diferenciadas em trés tipos, de acordo com os metais presentes no seu
centro ativo, nomeadamente, [FeFe] hidrogenases, [NiFe] hidrogenases e as hidrogenases livres de
metais. As hidrogenases séo responsaveis pela seguinte rea¢éo de conversdo (Equacao 1):

2H* +2e~ = H, (1)

Para além disto ainda desempenham um importante papel nos mecanismos de balanco redox (Cai et
al., 2011).

A nitrogenase € a enzima responsavel pela reducéo do N, em amonia, contribuindo significativamente
para a manutencdo do ciclo de azoto. Enquanto realiza a fixagcdo do N, esta enzima ainda possui a
capacidade de produzir H,. As nitrogenases podem ser diferenciadas em trés tipos: Mo-nitrogenase,
V-nitrogenase e Fe-nitrogenase (Kim & Kim, 2011). A producéo de hidrogénio por parte desta enzima
é representada pela Equacao 2:

N, +10H* +8e~ = 2N,” + H, )

De seguida apresenta-se uma breve descri¢do de cada um dos processos referidos acima.

2.2.1.1 Biofotdlise da agua

a) Direta

A biofotoélise direta da d&gua é um processo bioldgico que ocorre associado ao sistema fotossintético
das algas, geralmente algas verdes autotréficas, como por exemplo, a Scenedesmus obliquus, a
Chlorococcum littorale, a Platymonas subcordiformis e a Chlorella fusca. Neste processo ocorre a
transformacdo da energia solar em energia quimica, imprescindivel para quebrar as ligacdes da
molécula de agua (Bi¢akova & Straka, 2012) e produzir O, e H,, por acdo da enzima hidrogenase
(Equacdo 3).

2H,0 + energia solar — 2H; + 05 (3)
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b) Indirecta

A decomposigdo da agua por biofotélise indireta, em H, e O,, por sua vez, é levada a cabo por
cianobactérias, algas autotroficas verde azuladas (ex: Anabaena sp., Calothrix sp., Oscillatoria sp.,
Synechococcus sp. e Gloebacter sp.), e ocorre por acdo da enzima nitrogenase. O processo
desenvolve-se de acordo com as reagdes 4 e 5 (Bicakova & Straka, 2012):

6C0; + 6H,0 + energiasolar — CoH, 0 + 604 (4)

CcH 20y + 6H;0 + energia solar — 12H, + 600, (5)

A vantagem da biofot6lise reside no facto da fonte priméaria ser uma fonte renovavel — a dgua - nao
tendo custos associados. Contudo, dada a inibicdo da atividade da enzima hidrogenase em presenca de
oxigénio, para que este processo seja bem-sucedido é fundamental que a concentracdo de oxigénio
seja inferior a 0,1%, o que constitui uma desvantagem quando a aplicacéo deste processo (Bi¢akova &
Straka, 2012).

2.2.1.2 Fotofermentacéo

A fotofermentagdo é um processo biologico no qual bactérias fotossintéticas exercem o seu
metabolismo na presenca de luz solar, com recurso a compostos organicos como substrato (hidratos
de carbono, acidos gordos, alcoois, residuos organicos). Um dos grupos de microrganismos que
apresenta as caracteristicas adequadas para participar neste processo e também o mais estudado
presentemente refere-se a bactéria purple non-sulfur (PNS). As espécies de PNS mais conhecidas e
utilizadas referem-se a Rhodobacter sphaeroides O.U001, a Rhodobacter capsulatus, a R. shaeroides-
RV, a Rhodobacter sulfidophilus, & Rhodopseudomonas palustris e a Rhodospirillum rubrum.

A conversdo dos compostos organicos em H, ocorre essencialmente devido a presenca da enzima
nitrogenase, sob condi¢Oes de auséncia de azoto. Para que seja realizado com sucesso, este processo
requer condigdes anaerodbias, uma temperatura 6tima entre 31 e 36°C e um pH cujo valor esteja dentro
do intervalo de 6,8 a 7,5. A intensidade luminosa, por sua vez, deve ser mantida entre 6 e 10 klux. A
equacdo 6 representa a reacdo envolvida no processo de fotofermentacdo (Argun & Kargi, 2011;
Bicakova & Straka, 2012).

CH,COOH + 2H,0 + energia solar — 4H, + 2C0, (6)

Porém, estes sistemas fotofermentativos apresentam algumas limitagdes que incluem uma elevada
demanda energética por parte da enzima nitrogenase, baixas eficiéncias de conversdo da radiagdo
incidente e, pelo facto dos fotobioreactores exigirem areas de grande dimensdo, também originam
guestdes a nivel econdmico (Ghimire et al., 2015).

2.2.1.3 Fermentacdo anaerdbia no escuro (dark fermentation)

A fermentacgdo anaerdbia no escuro é o processo biolégico mais estudado na atualidade. Apresentando
um funcionamento relativamente simples, este processo desenvolve-se sob condicBes de auséncia de
oxigénio e sem depender da disponibilidade de fontes luminosas para o decorrer das reaces.
Contudo, o seu enorme potencial para aplicabilidade futura, comparativamente aos outros processos
mencionados, deriva essencialmente da elevada taxa e velocidade de producéo e da possibilidade de
utilizacdo de um extenso espectro de compostos organicos, como substratos, incluindo residuos
industriais (Das & Veziroglu, 2008; Ghimire et al., 2015).
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Ja vérios estudos foram desenvolvidos com aplicacdo do processo de dark fermentation a diversos
residuos agroindustriais, nomeadamente, a biomassa microalgal (Lourengo, 2012; Mira, 2012), a
hidrolisados obtidos pelo tratamento enzimatico da pasta de papel (Mira, 2012), a residuos resultantes
da producéo de biodiesel contendo glicerol (Correia, 2009; Mira, 2012), entre outros.

A producdo de H, € realizada por bactérias anaerdbias que efetuam a degradacdo dos substratos
organicos por meio de oxidacdo, com vista a fornecer a energia necessaria para 0 seu crescimento
metabolico. Isto s6 é possivel em condigdes andxicas, ou seja, na auséncia de O, para atuar como
aceitador de eletrGes. A explicacdo reside no facto de, quando se trata de um ambiente aerébio, 0 O, é
reduzido a molécula de dgua mas, pelo contrario, em condicGes anaerdbias, sdo os ides H* que atuam
como aceitadores de eletrBes, sendo reduzidos ao hidrogénio molecular. Os eletrbes, produzidos na
reacdo de oxidacdo, sdo libertados através da atividade da enzima hidrogenase e devem ser
distribuidos de modo a manter-se a neutralidade eletrénica (Fig. 2.4). Para além da formacdo de H, e
CO,, ocorre a producdo simultanea de outros compostos, nomeadamente, acido acético, butirico, entre
outros, que interferem com o decorrer da reacdo e diminuem o rendimento do processo ( Das &
Veziroglu, 2008; Ghimire et al., 2015).

Hidratos de carbono (Celulose, Amido, Aqucares)

Enzimas
hidroliticos

Biomassa

jm===~ AP,  m=mEe=

Formato | Acetll Coa |

/\Z-‘ ------
H;

€0, Butirato

Acetato

Propionato Lactato

Fig. 2.4 - Representa¢do esquematica da via metabdlica de degradacgéo de hidratos de carbono, por
dark fermentation (Adaptado de Cai et al., 2011).

O processo de dark fermentation utilizando, por exemplo, a glucose como substrato, pode alcangar um
rendimento maximo de cerca de 33%, de acordo com a equagdo 7 (Bi¢akova & Straka, 2012).

CeHip 0 + 2H,0 — 2CH;COOH + 2C0, + 4H, ()

Contudo, a aplicacdo deste processo a escala industrial ainda se encontra bastante limitada e para que
seja considerada viavel, a taxa de producdo e o rendimento do processo devem ser incrementados
mantendo, simultaneamente, custos globais reduzidos. Assim, é de extrema importancia uma analise
apropriada dos diversos pardmetros intervenientes no processo e que influenciam o decorrer das
reacOes, tais como: o tipo de substrato, o tipo de indculo, a configuragdo do reator, a temperatura, 0
pH, os nutrientes e ides metalicos e, por fim, a pressdo parcial do H, (Argun & Kargi, 2011; Ghimire
et al., 2015).

a) Tipo de substrato

Os acgUcares simples, a glucose, a sacarose e a lactose, sdo 0s substratos mais utilizados devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, nomeadamente, por exibirem estruturas relativamente simples,
fazendo prever facil biodegradabilidade, e por se encontrarem presentes em efluentes industriais.
Além disso, pelo facto de apresentarem tempos de fermentacéo relativamente curtos, s&o considerados
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como substratos modelo para a realizacdo de estudos que permitam uma avaliacdo e definicdo de
pardmetros de influéncia para a producéo biolégica de H,. Neste contexto, proporcionam a analise da
cinética bacteriana, do conteldo nutricional e de outros parametros operacionais fundamentais ao
processo.

Outra alternativa também bastante utilizada corresponde a matérias-primas sustentaveis. A biomassa é
um recurso renovavel que possibilita um incremento na seguranca de abastecimento energética, sendo
uma hipdtese viavel cada vez mais estudada. Os residuos agricolas e industriais, culturas energéticas,
sdo exemplos de substratos enquadrados nesta categoria. Apesar de uma reacdo publica nada
favoravel a utilizacdo de alimentos para a producdo de biocombustiveis, 0 uso de culturas energéticas,
como o trigo ou a mandioca, sdo cada vez mais aceites pela comunidade cientifica.

Por fim, existem ainda certos substratos cujo potencial ainda € incerto, nomeadamente, as aguas
residuais, os residuos de biodiesel contendo glicerol e as microalgas. Apesar de serem considerados
promissores, os estudos realizados até ao momento apresentam eficiéncias bastante inferiores aos
substratos renovaveis tradicionais (Elsharnouby et al., 2013).

Para além do tipo de substrato, h4 que ter em conta a sua concentra¢do. Se um dado substrato ndo
apresentar a concentragdo certa no processo fermentativo, pode provocar uma inibicdo da atividade da
bactéria produtora de H, e limitar a sua producgdo. Assim, quando se constata uma concentragdo
inferior a exigida, o crescimento da biomassa é impossibilitado. Porém, a presenga de quantidades
excessivas de substrato ndo corresponde necessariamente a uma producéo superior, dado que pode
provocar a inibigdo do crescimento da bactéria, através do incremento da pressdo osmotica, e, em
determinados casos, causar uma mudanca da via fermentativa para a via de producédo de &cido lactico
(Wong et al., 2014).

v" Glicerina

A glicerina ou glicerol (C3HgO3), também conhecida por propano-1,2,3-triol, pode ter vérias
proveniéncias, de entre as quais, 0 processo de producdo de biodiesel, um dos biocombustiveis mais
investigados na atualidade. Os principais produtores de biodiesel, a nivel mundial, sdo a Alemanha, 0s
EUA, a Franca, a Argentina e o Brasil. Ao longo do processo, a glicerina é produzida em simultaneo
com o biodiesel segundo uma relacdo de 1:10, ou seja, por cada 10 litros de biodiesel, é produzido um
1litro de glicerina. (Quispe et al., 2013; Sarma et al., 2012).

A producdo de biodiesel é efetuada através da reacdo de transesterificacdo de triglicéridos contidos
em Oleos vegetais, 6leos alimentares usados e gorduras animais. O processo de transesterificacdo
consiste numa reacao entre os glicéridos e um alcool (geralmente metanol ou etanol) na presenca de
um catalisador (de origem &cida, basica ou enzimatica), originando ésteres de acidos gordos e
glicerina. Com a reacdo finalizada é possivel a observacdo de duas fases distintas na mistura: a fase do
biodiesel, composta por ésteres de acidos gordos e a fase da glicerina bruta, contendo, para além do
glicerol, diversas impurezas, nomeadamente, alcool que ndo reagiu, sabdo, sais e materiais solidos
organicos (Carrapato, 2010; Sarma et al., 2012)

Na Fig. 2.5 encontra-se uma representacdo esquematica do processo de producdo de biodiesel,
recorrendo a reacao de transesterificacao.
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Oleo Vegetal
| Neutralizagéo | Metanol ou etanol
l Oleo vegetalneutro

Reacgio de transesterificagio |<— Alcoriﬁio o

| Separacdo das fases |

Fase glicerina | Fase biodiesel

| Neutralizacdo | | Purificagdo |
| Recuperagéo do alcool | | Lavagem do Biodiesel |

Biodiesel/Agua

Glicerina/Agua

| Secagem da Glicerina | | Secagem do Biodiesel |

Fig. 2.5 - Representagdo esquematica do processo de transesterificacdo (Adaptado de IBEROL, 2011)

A concentracgdo de glicerol nos residuos de producao de biodiesel (fase da glicerina) difere consoante
a fonte produtora mas, de um modo geral, pode apresentar valores entre 1% e 85% (v/v) e, em certos
casos, valores superiores. Porém, a maioria das aplicacOes disponiveis para a glicerina implicam um
grau de pureza bastante superior ao intervalo proporcionado pela reacdo de transesterificacdo. De
facto, este composto pode ser diferenciado em trés categorias, de acordo com a sua concentracao:
glicerina bruta (44-88%), resultante do processo de transesterificagdo e utilizada, por exemplo, na
alimentacdo animal; glicerina técnica (maximo de 98%), geralmente utilizada a nivel industrial para a
formacdo de produtos quimicos; glicerina refinada (a partir de 99,7%), direcionada para aplicacoes
nas areas da cosmética, farmacéutica e alimentar (Quispe et al., 2013; Sarma et al., 2012).

Existem inimeros processos que possibilitam a purificagdo da glicerina bruta, por exemplo, por meio
de filtracdo, pela juncdo de aditivos quimicos, através de destilacdo em vacuo e recorrendo a filtracdo
por troca idnica em resina. Porém, todos eles acarretam custos adicionais bastante elevados, acabando
por reduzir o valor comercial do préprio residuo (Quispe et al., 2013; Tan et al., 2013). A libertacdo
da glicerina bruta para 0 meio ambiente também ndo constitui uma opc¢do vidvel dado que o seu
excessivo contetdo em metanol e o seu elevado pH provocariam a contaminacdo das aguas
subterraneas, colocando em risco a biodiversidade existente na zona (Sarma et al., 2012).

Neste contexto, a utilizacdo deste residuo, como substrato, para a producdo biolégica de H, é uma
alternativa bastante atrativa. De realcar que, em termos de contetdo energético, a glicerina bruta
(25,30MJ/kg) apresenta um valor superior ao valor da glicerina pura (19/kg), algo que acaba por
favorecer a potencialidade desta aplicacdo. Esta discrepancia podera ser explicada pela presenca de
alcool, utilizado na reacdo de transesterificacdo, e de alguns tracos de biodiesel (Sarma et al., 2012).

b) Tipo de indculo
Existem diversos tipos de culturas microbianas anaerdbias que podem ser utilizadas hum processo de
dark fermentation, as quais podem ser diferenciadas em culturas puras, culturas mistas (consorcios
microbianos), co-culturas (combinacdo de culturas puras) e microrganismos geneticamente
modificados. Atualmente, as mais estudadas séo as culturas puras e as mistas (Jianlong Wang & Wan,
2011).
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Particularizando o caso das culturas puras, a sua utilizacdo em processos fermentativos tem a
vantagem de proporcionar, com maior facilidade, a detecdo de possiveis mudancas na via metabdlica
da reacdo. Neste contexto, a maioria dos estudos desenvolvidos com vista a otimizar parametros no
processo fermentativo e, deste modo, incrementar os rendimentos e as taxas de producdo de H,
tendem a recorrer a culturas puras para o efeito. (Elsharnouby et al., 2013).

A gama de microrganismos mesofilos que pode intervir neste processo é vasta, havendo uma
diferenciacdo entre as bactérias anaerdbias facultativas e estritas. Os microrganismos anaerébios
estritos sdo extremamente sensiveis a presenca de O,, sofrendo uma inibicdo metabdlica na sua
presenca, 0 que impossibilita a producdo de H,. Entre esses, encontram-se 0S microrganismos
pertencentes ao género Clostridium, que produzem H, durante a sua fase exponencial de crescimento
mas que ao atingir a fase estacionaria, o seu metabolismo altera-se passando a produzir outros
compostos, como € o caso da acetona. Em relacdo as diferentes espécies de microrganismos
anaerdébios facultativos capazes de produzir H,, as mais utilizadas pertencem ao género
Enterobactericiae e Escherichia. (Elsharnouby et al., 2013; Kapdan & Kargi, 2006). A Enterobacter
tem recebido um maior destaque derivado das particularidades que a caracterizam, nomeadamente, a
sua taxa de crescimento elevada, a sua facilidade a nivel de cultura e o facto de ser adequada para um
largo espectro de substratos. Dentro desta estirpe, as bactérias que apresentam uma andlise mais
aprofundada para efeitos de produgdo de H, sdo a Enterobacter ashuriae, a Enterobacter cloacae e a
Enterobacter aerogenes (Zhang et al., 2011).

Das mencionadas, a Enterobacter aerogenes é normalmente selecionada pelas varias vantagens que
possui, nomeadamente: por se tratar de uma bactéria anaerdbia facultativa, isto é, o seu crescimento
pode decorrer na presenca de oxigénio, o que possibilita uma maior facilidade a nivel de manipulacéo,
comparativamente as bactérias estritamente anaerébias; Por apresentar uma taxa de crescimento e de
producdo de H, elevadas, sugerindo o seu potencial para aplicagdes em larga escala; Por ndo sofrer
inibicdo de crescimento numa atmosfera cuja composi¢éo é de 100% de H, (Zhang et al., 2011).

As diferentes vias metabolicas que podem ser adotadas, no decorrer do processo fermentativo, podem
promover ou inibir a producéo de H,, dependendo das condi¢Ges operacionais estabelecidas, levando
ou ndo a producéo de &cidos gordos volateis (acético, propionico, butirico e lactico) e de etanol. Deste
modo, a diferenca mais relevante entre elas corresponde & energia que é gerada, o que afeta o
crescimento celular e os produtos finais acumulados. Sendo assim, 0 processo pode seguir duas vias
metabolicas distintas ap6s a conversdo da glucose em piruvato, nomeadamente, a via do formato e a
via do NADH, representadas na Fig. 2.6. Na via do formato, caracteristica das bactérias anaerdbias
facultativas, o piruvato é convertido em formato e acetil-coa, sendo a reacdo catalisada pela enzima
piruvato-formato-liase (PFL). O formato originado € depois convertido em H, e CO,, por acdo da
enzima formato-hidrogénio-liase (FHL). As bactérias anaerdbias estritas, por sua vez, seguem uma via
mais complexa, a via do NADH. Nesta situagdo, o H, é originado pela conversdo do piruvato em
ferredoxina pela enzima piruvato ferredoxina oxidorredutase (PFOR). Alguns microrganismos ainda
possuem a enzima NADH ferredoxina oxidorredutase (NFOR) proporcionando a conversdo do NADH
em ferredoxina. Finalmente, na presenca da enzima hidrogenase, ocorre a formacdo de H, pela
conversdo da ferredoxina originada anteriormente. (Cai et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Margarida Nunes 12



Producéo bioldgica integrada de Hidrogénio e Metano a partir de residuos da Industria do Biodiesel

Bactérias Anaerdbias ' Olucose Bactérias Anaerébias
Facultativas licdlise Estritas
Piruvato NADH
o,

Acetato === Acetil-Coa === Etanol
£ m 1 £ N
ATP | ADP ZNADH INAD"

A

g
Butil-Coa

D MADH l
Butirato ’) Butanol
NAD"*

Fig. 2.6 - Representac¢do da via metabdlica de bactérias fermentativas anaerdbias facultativas e
estritas (Adaptado de Zhang et al., 2011)
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Muitos estudos utilizam a combinacdo de bactérias anaerdbicas estritas e facultativas - as chamadas
co-culturas - para promover a producdo de H,. O que se pretende com esta técnica é que 0 O, seja
eliminado do meio sem a necessidade de adi¢do de um agente redutor (L-cisteina, por exemplo), algo
que acarreta custos adicionais bastante elevados. A finalidade das bactérias facultativas seria,
portanto, de consumir o O, existente e estabelecer as condi¢Ges anaerdbias necessarias para
maximizar a producéo de H,. (Elsharnouby et al., 2013).

c) Parametros operacionais e fisico-quimicos

v' Temperatura

A temperatura é um parametro que interfere em diversos mecanismos num processo fermentativo,
nomeadamente, na taxa de crescimento do microrganismo, de hidrolise do substrato e de producdo de
H,. A selecdo de uma temperatura adequada € particularmente importante para a enzima hidrogenase,
dado que esta s6 se encontra ativa perante um intervalo de temperaturas muito restrito. As gamas de
temperaturas nas quais as reacOes biolégicas podem decorrer podem ser diferenciadas em: meséfilas
(25 a 40°C), termofilas (40 e 65°C) ou hiperterméfilas (> 80°C) (Elsharnouby et al., 2013).

Foi constatado que segundo determinadas condigdes, 0 aumento da temperatura pode aumentar a
capacidade da bactéria de produzir H,. Contudo, um aumento demasiado elevado poderé ter o efeito
contrario, se ndo tiver em conta a gama de funcionamento do microrganismo, levando a uma
diminuicdo da produgdo de H, assim como a uma diminuicdo do rendimento do processo.
(Elsharnouby et al., 2013). Na maioria dos estudos, a temperatura para a producdo de H, foi
estabelecida entre os 30 e os 37°C (Won & Lau, 2011). Porém, de acordo com J Wang & Wan (2009),
nos inimeros estudos realizados, utilizando essencialmente glucose e sacarose como substrato, a
temperatura considerada como mais adequada, dentro da gama mesdfila, correspondeu a 37°C (J
Wang & Wan, 2009).

Relativamente a taxa de hidroélise, esta é afetada de acordo com a fracdo biodegradavel que consta na
composicdo da biomassa utilizada. Residuos agricolas, por exemplo, necessitam de uma hidrélise
mais eficiente para se obterem rendimentos mais elevados e, neste contexto, as temperaturas
termdéfilas sdo mais adequadas. Pelo contrario, substratos de facil degradacdo, geralmente,
possibilitam bons rendimentos sob temperaturas meséfilas (Ghimire et al., 2015).
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v' Tipo de reator

Os reatores biologicos utilizados em laboratério podem possuir diferentes configuragdes, sendo
diferenciados em reatores cujo funcionamento decorre em regime continuo e aqueles cuja operacao
decorre em modo descontinuo (batch). Pela facilidade e flexibilidade em termos operacionais, 0s
reatores descontinuos sdo os mais utilizados nos estudos de producdo de H, a partir de substratos
organicos.

Um dos reatores mais utilizados para este proposito corresponde ao CSTR (Continuous Stirred Tank
Reactor), cuja utilizacdo também ¢é realizada a escala industrial. Estes reatores possuem uma
configuracdo relativamente simples e proporcionam o crescimento das células bacterianas com
grandes densidades. Porém, devido a remocdo continua do efluente, a concentracdo de biomassa
também é reduzida o que compromete a producao de H,. Inimeros estudos comprovaram que ha uma
relacdo direta entre a taxa de producdo de H, e a densidade microbiana presente no bioreactor. Neste
sentido, vérias estratégias de retencdo das células tém sido investigadas. As mais recentes
metodologias consistem na imobilizacdo da biomassa, no reator, através de sistemas de granulos e de
biofilmes.

Outro reator também bastante utilizado em inimeros estudos associados a producao biol6gica de H, é
0 ASBR (Anaerobic Sequencing Batch Reactor), cuja operacdo € realizada em modo descontinuo.
Este reator apresenta uma configuracdo distinta do CSTR e tem como vantagens uma retencdo de
biomassa elevada e a necessidade de um capital de investimento relativamente baixo (Ghimire et al.,
2015; Markov et al., 2011; Won & Lau, 2011).

v pH
O pH é um fator ambiental bastante relevante num processo fermentativo, capaz de afetar a atividade
da bactéria, alterando o funcionamento da enzima hidrogenase e a via metaboélica adotada ao longo do
processo. De facto, uma mudanca no pH influencia diretamente a composigdo do efluente resultante
do processo fermentativo, sendo, portanto, de extrema importancia a determinacdo do valor mais
adequado com vista @ maximizagdo da producédo de H, (Won & Lau, 2011).

Segundo Singh et al. (2010), o pH 6timo para a producéo de H, encontra-se no intervalo entre 5,5-7,0.
Em diversos estudos foi constatado que dentro de uma determinada gama, um aumento do pH tem um
efeito positivo na bactéria, estimulando a sua capacidade de producéo de H,. Contudo, um aumento
excessivo pode provocar o efeito inverso, contribuindo para a inibigdo do processo fermentativo e,
portanto, para o cessar da producdo. (Azwar et al., 2014; J Wang & Wan, 2009). O mesmo acontece
quando o pH apresenta um valor demasiado baixo. Esta situacdo provoca a acumulagéo de &cidos
organicos e a diminui¢do da capacidade tamp&o do sistema, originando, igualmente, uma inibicdo da
producéo de H, (Singh et al., 2010).

v" Nutrientes e ides metalicos

Os macronutrientes essenciais para um processo fermentativo ocorrer sdo o carbono (C), o azoto (N) e
o fésforo (P). O carbono é obtido a partir do substrato selecionado. O azoto é um composto que se
encontra presente nas proteinas, nos acidos nucleicos e nas enzimas, sendo a sua existéncia de
extrema importancia para fomentar o crescimento das células e minimizar a produgdo de &cidos
organicos, pelo que uma concentracdo apropriada de azoto beneficia o rendimento global do processo
(J Wang & Wan, 2009; Wong et al., 2014). O fosforo aparece na forma de fosfato e é fulcral pela sua
particularidade de funcionar como tampdo, além do seu valor nutricional. Desta forma, o
estabelecimento das razGes C/N e C/P de forma apropriada é elementar para proporcionar uma boa
producéo de H, (J Wang & Wan, 2009).

Em relacdo aos ides metalicos, estes tém a particularidade de poder afetar o crescimento das células,
por interferirem com os processos de transporte a nivel celular e, portanto, com o desempenho das
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enzimas desidrogenases. Os iGes metalicos com mais relevancia na producdo bioldgica de H, séo o
magnésio (Mg), o sédio (Na), o zinco (Zn) e o ferro (Fe), sendo o Mg®* o mais relevante. O ferro
também apresenta caracteristicas essenciais para o sucesso do processo dado que contribuiu para a
formacdo de ferrodoxina (Chong et al., 2009).

v" Pressao parcial do H,

A pressdo parcial do H, sobre a fase liquida é outro dos parametros que devem ser considerados num
processo de dark fermentation, dado que pode afetar negativamente a atividade da enzima
hidrogenase e tornar a reacdo pouco favoravel do ponto de vista termodindmico (Jung et al., 2011).
Manter a pressdo parcial do H, baixa, na headspace, facilita a transferéncia de massa da fase liquida
para a fase gasosa, promovendo a produgéo de H,. Perante um aumento da concentracdo de H, na fase
liquida, a oxidagdo da ferredoxina torna-se menos favoravel, passando a ocorrer a redugdo da
ferredoxina e consequentemente a diminuicéo da producéo de H, (Ghimire et al., 2015).

Uma forma de reduzir a concentracdo de H, na fase liquida é através do borbulhamento com azoto, o
que pode levar a um aumento de rendimento de cerca de 68%. O aumento da agitacdo no decorrer do
processo também é considerado um método eficaz de reducdo da presséo parcial do H, (Chong et al.,
2009).

2.2.1.4 Processos hibridos ou integrados

Outra possibilidade para a produgéo bioldgica de H, reside na combinacgdo de dois processos, em que
0 segundo processo utiliza, como substrato, os produtos finais originados por meio de dark
fermentation, nomeadamente, os &cidos gordos volateis (AGV’s) e, em certos casos, a fracdo de
substrato que ndo foi consumida na reacao.

A aplicacéo de sistemas hibridos visa incrementar o rendimento global da producgdo de H,, uma vez
que a sinergia entre 0s processos permite uma maior utilizagdo do substrato, por diminuigdo das
limitagdes bioldgicas. Como referido anteriormente, alguns dos subprodutos da producéo do H, por
dark fermentation sdo os &cidos gordos volateis, 0s quais sdo nefastos para 0 meio ambiente. Assim,
com vista ao tratamento do meio resultante da fermentacdo e ao aumento do rendimento global de
producdo, varios outros processos podem ser utilizados em sequéncia, com producdo de mais H, ou
até de outros gases com valor energético, como 0 metano.

Entre varios processos, os trés mais estudados até a data, que podem ser integrados com o processo de
dark fermentation sdo a fotofermentagdo, as celulas de eletrélise microbiana (CEM), por fim, a
digestdo anaerdbia (Hallenbeck et al., 2012).

De seguida apresenta-se, de forma fundamentada, cada um desses processos integrados.

a) Processo de dark fermentation conjugado com um processo de fotofermentacéo

Neste sistema integrado, os acidos organicos de baixo peso molecular produzidos por dark
fermentation sdo, numa segunda fase, convertidos em mais H,, por bactérias fotofermentativas, num
fotobioreactor (Ghimire et al., 2015). A reacdo global do processo pode ser representada pelas
equacOes 8 e 9.

CoHy20; + 2H,0 — 2CH;COOH + 2C0, + 4H, ®)

2CH,COOH + 4H,0 — 8H, + 4C0, 9)
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O sucesso para a integracdo deste sistema reside, em parte, na composicdo do efluente resultante do
processo de dark fermentation, especialmente no que se refere a presenca de azoto. Dependendo da
biomassa utilizada na 1%tapa, esta pode conter elevados niveis de azoto que ao serem convertidos em
amonia podem causar a inibicdo da atividade da enzima nitrogenase. Uma forma de reduzir ou
eliminar esta limitacdo, ja investigada por varios autores, consiste na diluicdo do efluente resultante
do processo de dark fermentation (Guwy et al., 2011).

b) Processo de dark fermentation conjugado com o processo de electrohidrogénese

Neste processo integrado, os &cidos organicos de cadeia curta, produzidos durante a dark fermentation
sdo convertidos em hidrogénio molecular, em células de eletrolise microbiana (CEM), também
denominadas por reatores microbianos assistidos electroquimicamente. Uma CEM ¢é basicamente uma
célula de combustivel microbiana modificada que permite a oxidacdo de compostos organicos
simples, por bactérias, sob condi¢es anaerdbias estabelecidas no anodo (Fig. 2.7).

O seu funcionamento é semelhante ao de uma célula de combustivel, em que os protdes sdo
transferidos do anodo para o catodo, atravessando a membrana proténica. Os eletrGes, por sua vez,
criam um caminho alternativo pelo exterior da célula, originando-se corrente elétrica. No catodo
ocorre a combinacdo dos eletrdes e dos protdes com a dgua. Para a formagdo de H, é necessaria a
remogdo do oxigénio, aplicando-se uma pequena voltagem que permita a reducdo do H,O a H,
(Bicakova & Straka, 2012; Lee et al., 2010).

@ £ fornedida voltagem através
de uma fonte externa. @

Combinag3o dos protdes com os
co electrdes formando hidrogénio.

Electrdes 1)
® @l
Onty H
| |@ 2
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produz acido acético (CH;COOH).

P Abactéria consome 0
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(4=
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Fig. 2.7 - Representagdo esquematica do processo de dark fermentation agregado a um CEM
(Adaptado de MSH Energy, 2015).

c) Processo de dark fermentation conjugado com um processo de digestao anaerobia

A metodologia aplicada neste sistema integrado, tal como nos anteriores, reside no aproveitamento
dos AGV’s presentes no efluente resultante do processo de dark fermentation (fase da acidogénese),
como substrato, para a 2%tapa que corresponde, neste caso, a digestdo anaerébia (fase da
metanogénese). A conjugacao destes dois processos proporciona uma eficiéncia global superior pelo
facto da otimizacdo de cada fase ocorrer separadamente, havendo, simultaneamente, uma reducédo da
caréncia quimica de oxigénio (CQO) e do contetdo em sdlidos do efluente. Para além destes
beneficios, a combinagdo do biohidrogénio e do biometano origina um combustivel com propriedades
superiores a nivel de combustdo mas cujas emissdes de gases poluentes sdo bastante inferiores (Guwy
etal., 2011).
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Com vista a uma melhor perce¢do do funcionamento deste sistema integrado, segue-se uma pequena
explicacdo do conceito de digestdo anaerdbia e de alguns dos pardmetros relevantes para a sua
realizacdo.

v' Digestao anaero6bia

O processo de digestdo anaerdbia corresponde a degradacdo bioldgica de matéria organica levada a
cabo por um consércio de microrganismos, na auséncia de oxigénio. Esta reacdo leva a producao de
um biogas, constituido essencialmente por metano e didxido de carbono. Trata-se de uma tecnologia
bastante eficiente no tratamento de lixo e de aguas residuais, permitindo uma reducéo significativa da
poluicdo organica associada a zonas habitacionais, a inddstria e a agricultura. Porém, a pouca
estabilidade em termos operacionais, constitui um grande obstaculo para a sua comercializagdo (J. L.
Chen et al., 2014; Y. Chen et al., 2008).

No caso dos processos de tratamento de aguas residuais, por exemplo, sdo originadas grandes
guantidades de lamas que acarretam custos bastante elevados quando se opta pela sua depositacdo ou
incineracdo. A aplicacdo da digestdo anaerdbia €, portanto, uma abordagem bastante apelativa dado
que, para além de reduzir o volume de lamas, ainda possibilita a producdo de biogas, reduzindo
significativamente os custos de todo o processo de tratamento (Madsen et. al, 2011).

v Biodegradacao anaerobia

A digestdo anaerdbia pode ser decomposta em 4 etapas fundamentais (J. L. Chen et al., 2014; Madsen
etal., 2011):

e Hidrolise: Fase em que ocorre a degradacdo dos compostos organicos complexos (proteinas,
glicidos, lipidos), presentes no efluente, em moléculas mais simples (acucares, acidos gordos
ou amino&cidos), que serdo utilizadas como fonte de energia e de carbono. A reacdo é
catalisada por enzimas hidroliticas extracelulares (celulases, proteases e lipases), segregadas
para o meio pelos diferentes microrganismos existentes.

e Fermentacdo: Esta etapa da digestdo anaerobia é composta por duas fases intermédias,
nomeadamente, a acidogénese e a acetogénese. Na acidogénese, os produtos precedentes da
hidrélise sdo convertidos no interior das células bacterianas em compostos como 0s acidos
organicos (o acético, o propionico, o lactico, o butirico e o sucinico), os alcoois, as cetonas (0
etanol, o metanol, etc.), e o acetato; e em intermediarios inorganicos como o diéxido de
carbono, o hidrogénio, o ido amonio (azoto amoniacal), etc. Na acetogénese, por sua vez,
ocorre a oxidacdo anaerObia levada a cabo por bactérias acetogenicas, transformando os
produtos anteriores em acido acético, hidrogénio e didxido de carbono.

o Metanogénese: As bactérias metanogénicas sdo as responsaveis pela ultima etapa da digestao
anaerobia, convertendo os compostos resultantes da fermentacdo em metano, sob condigoes
estritamente anaer6bias. A metanogénese pode ser diferenciada em metanogénese
acetotrofica, que corresponde & reacdo de conversdo do &cido acético em metano, e
metanogénese hidrotréfica, onde o metano é originado através da conversdo do dioxido de
carbono e do hidrogénio (Equagbes 10 e 11). O biogas formado é essencialmente composto
por cerca de 50-75% de metano e 25-50% de didxido de carbono (Alonso, 2014).

CH5COOH = CH. + CO, (10)

CO, + H, — CHy + H,0 (11)
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Fig. 2.8 - Representag&o esquemética das diferentes fases do processo de digestdo anaerdbia.
(Adaptado de J. L. Chen et al., 2014; Madsen et al., 2011).

v Parametros de influéncia

Existem determinados parametros cuja analise é fundamental para que o processo decorra no sentido
de promover a producédo de biometano. Entre os mais relevantes encontram-se:

e Temperatura: A digestdo anaerdbia pode realizada sob condi¢es psicrofilas (< 20°C),
mesofilas (25-40°C) e termdfilas (50-65°C) (J. L. Chen et al., 2014). As temperaturas
mesofilas sdo de utilizagdo mais comum mas de uma digestdo termofila advém certos
beneficios, como uma velocidade de degradacdo mais elevada, produtividades mais elevadas,
uma destruicdo mais completa dos agentes patogénicos (de natureza viral ou bacteriana) e
uma maior estabilizacdo dos residuos (Y. Chen et al., 2008). Contudo, a operacdo de um
digestor a temperaturas mais elevadas requer uma maior quantidade de energia, 0 que
constitui uma limitacdo para a utilizacdo desta gama de temperaturas (Mao et al., 2015).

e pH: O crescimento dos microrganismos, assim como o decorrer da reacdo e a composicao do
efluente resultante, sdo afetados por uma alteracdo deste pardmetro. Segundo diversos
estudos, a digestdo anaerdbia mostrou-se mais eficiente quando o pH estava definido entre 6,8
e 7,4. No caso particular da metanogénese constatou-se que a reacdo deveria ocorrer com 0
pH de acordo com o intervalo 6,5-8,2, sendo que 7 foi o valor considerado como 6timo (Mao
et al., 2015).

e Substancias inibidoras: Geralmente, a principal razdo para que o processo de digestdo ndo
decorra como previsto reside na presenca de substancias inibidoras. Estas substancias sdo
bastante vulgares na composicdo das aguas residuais e das lamas. Um composto é definido
como inibidor quando é responsavel por uma mudanca na populacdo microbiana ou quando
interfere com o crescimento microbiano, impedindo-o. Os indicadores para a presenca de uma
substancia inibidora referem-se a diminuicdo da producdo de metano e a respetiva
acumulacdo de acidos organicos. De destacar que algumas das substancias caracterizadas
como inibidoras referem-se: a amoénia, ao sulfureto, aos ides metalicos leves (Na, K, Mg, Ca e
Al), aos metais pesados (cobre, zinco, ferro, niquel, etc.) e aos compostos organicos (éteres,
acidos gordos de cadeia longa, etc.)(Y. Chen et al., 2008).
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2.3 Aplicacgdes

Tendo em conta as propriedades quimicas do H, existe um extenso leque de aplicacBes a ele
associadas, sendo que 95% do H, produzido mundialmente é utilizado para fins ndo energéticos. A
utilizacdo do H, estd relacionada, por exemplo, & conversdo de Oleo liquido em margarina, a
fabricacdo de fertilizantes, a inddstria petrolifera, tanto na refinagdo do proprio petréleo como no
processamento dos seus derivados, e a producdo de ferro e aco. Porém, o maior consumidor de H,, a
nivel mundial, € representado pela inddstria produtora de amonia, apresentando um consumo de cerca
62,4% (Bhandari et al., 2013; Estevao, 2008). A NASA também recorre ao H, para 0s seus projetos
espaciais a nivel de propulsdo de foguetes, com a sua utilizacdo a ter sido iniciada em 1963. A
aplicacdo deste combustivel reside no facto do seu poder calorifico ser superior ao dos combustiveis
mais comuns (cerca de 119,96 MJ/kg), o que possibilita um maior armazenamento de energia. Para
além desta particularidade, o seu impulso especifico (Isp) € igualmente superior (cerca de 450
segundos), derivado do seu baixo peso molecular. Na préatica, esta caracteristica possibilita uma
poupanca a nivel de consumo de combustivel e, portanto, uma reducéo dos custos globais do processo
(Cecere et al., 2014; Frischauf et al., 2013).

O metano, por sua vez, possui caracteristicas muito semelhantes ao gas natural e, como tal, pode ser
utilizado nas mesmas aplicagdes, nomeadamente, na industria quimica, na produgdo de calor e em
centrais de cogeracdo, com producdo simultnea de energia e calor (Bioenergy, 2014).

Dado que, atualmente, um dos sectores que mais contribui para as emissdes de compostos poluentes é
0 sector automovel, as aplicacdes do H, e CH, nesta area sdo as que apresentam um maior destaque.
Perante as diversas aplicacOes, a célula de combustivel e 0 motor de combustdo interna originam um
maior interesse a nivel de resultados futuros, como se verificara em seguida.

2.3.1 Células de combustivel

As células de combustivel sdo uma aplicagéo revolucionaria que proporciona a producgdo de energia
ao converter diretamente a energia quimica de um determinado combustivel em eletricidade. As
células de combustivel ndo armazenam energia e ndo consomem combustivel durante a reacdo, ou
seja, realizam a decomposi¢do do combustivel e ndo a sua combustdo, o que se traduz num processo
mais eficiente e sem libertacdo de compostos poluentes.

Existem diversos tipos de células de combustivel, classificadas, geralmente, de acordo com o tipo de
combustivel utilizado, com a constituicdo das membranas e com a respetiva temperatura de operacao.
A distin¢do entre elas é realizada através do material de composic¢do do eletrolito, nomeadamente:
células de combustivel alcalina; células de combustivel com membrana de permuta protonica, que
podem ser alimentadas a hidrogénio ou a metanol; células de combustivel de acido fosférico; células
de combustivel de carbonato fundido; e células de combustivel de 6xido s6lido (Nunes, 2010).

Atualmente, a célula considerada como mais promissora ¢ a “polymer electrolyte membrane (PEM)”-
célula de combustivel com membrana de permuta proténica - cuja eficiéncia encontra-se na ordem dos
40%. Comparativamente as mencionadas anteriormente, as PEM apresentam valores de densidade de
corrente mais elevados permitindo que a nivel estrutural sejam mais compactas e leves. O facto de a
temperatura de operacdo destas células ser inferior a 100°C constitui outra grande vantagem,
proporcionando um arranque rapido e, consequentemente, um desempenho mais elevado. Para além
destas caracteristicas, ainda apresentam uma alta durabilidade e um nivel de ruido baixo. Este
conjunto de particularidades permite que as PEM sejam bastante atrativas, tornando-as as melhores
candidatas ao abastecimento de energia no sector automével e em aplicagdes mdveis ou de pequena
escala (residenciais) (Alves et al., 2013; Nunes, 2010).

No caso especifico de uma PEM contendo H,, como combustivel, essa é constituida por uma
membrana eletrolitica posicionada entre o elétrodo positivo (citodo), onde se procede & introducéo do
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oxigénio, e o elétrodo negativo (anodo), onde € inserido o hidrogénio, possuindo placas bipolares e
catalisadores de ambos os lados.
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Fig. 2.9 - Representa¢cdo esquematica do funcionamento de uma PEM (Sem et al., 2013).

O seu funcionamento é iniciado pela introducdo de um fluxo de &tomos de hidrogénio no anodo
seguido da sua oxidagdo. O catalisador de platina é o responsavel por promover a separagdo da
molécula de hidrogénio em dois protes e dois eletrdes. Para que o funcionamento da PEM seja
efetuado com sucesso a membrana s6 deve permitir a conducgdo de ides e ndo de protdes, evitando
assim a existéncia de curto-circuitos. Por este facto, o transporte dos eletroes recém-formados para o
catodo ¢é realizado através de um circuito externo, o que leva a formacdo de uma corrente elétrica.
Segue-se a introducdo do oxigénio no catodo, extraido geralmente do ar exterior, para efeitos de
arrefecimento da célula. Por fim, os protdes que chegam ao catodo combinam-se, simultaneamente,
com os eletrdes que retornam do circuito elétrico e com os atomos de oxigénio fornecidos ao catodo,
formando &gua que é libertada na forma de vapor (Nunes, 2010).

Abordando especificamente a combinacdo de processos biolégicos com as células de combustivel,
trata-se de facto de um conceito ainda recente, com a investigacdo direcionada para a producéo de H,
com recurso tanto a bactérias como a algas. No caso particular das bactérias, estudos envolvendo as
estirpes Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter capsulatus e Enterobacter asburiae, foram
desenvolvidos com vista a producdo de eletricidade a partir de uma PEM. O maior obstaculo deste
sistema reside no elevado grau de pureza em H, exigido por esta tecnologia, algo que nao é verificado
no gés originado por processos biolégicos. A presencga de CO, interfere com o desempenho da célula,
atuando como um composto contaminante. E necessario, portanto, um processo prévio de purificacio
para que o biogas aumente o seu grau de pureza e, assim, possa ser utilizado pela célula de forma
eficaz (Oncel & Vardar-Sukan, 2011)

Em relacdo ao metano, este gas ndo pode ser utilizado diretamente em nenhuma das células de
combustivel mencionadas. Contudo, ha a possibilidade de converter este gas noutros compostos que ja
podem servir este prop6sito. Um exemplo disso é a conversao do metano em metanol através de uma
reacdo de oxidacdo parcial. Neste contexto, as células de combustivel de metanol direto ja seriam uma
opcao viavel (Queiros, 2009).

De realcar que, quando se pretende implementar as células de combustivel no sector automével (Fig.
2.10), é fulcral a combinacdo destas em série, com vista a produzirem energia elétrica suficiente para
alimentar o motor de um determinado automovel. Este conjunto de células denomina-se Fuel Cell
Stack, isto €, pilha de células de combustivel (Nunes, 2010).
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Fig. 2.10 - Modelo esquematico de um veiculo cuja fonte de energia é uma pilha de células de
combustivel (Adaptado de “Toyota Global Site | Fuel Cell Vehicle,” 2015).

2.3.2 Motor de combustéo interna (MCI)

Os motores de combustdo interna alimentados a H, também constituem uma inovagdo no sector
automovel. Este tipo de motores apresenta a mesma configuragcdo dos motores tradicionais mas com a
particularidade de utilizarem o H, liquido como combustivel, com beneficios ambientais bastante
significativos dado que as emissdes de GEE sdo praticamente nulas. Contudo, o processo de
combustdo sé funcionard com sucesso se toda a estrutura do motor estiver adequada as varias
propriedades do H, (Cipriani et al., 2014).

A aposta nos motores de combustdo interna prende-se ao facto de pertencerem a uma industria
completamente desenvolvida e com inUmeras infraestruturas de produgdo, minimizando as
dificultados associadas a implementacdo do H, como combustivel. Estabelecendo uma comparacgéo
com as células de combustivel constata-se que o nivel de pureza exigido em relagdo ao H, utilizado é
bastante menor, influenciando positivamente o custo do préprio combustivel. Outra vantagem que
deve ser realgcada é o facto de esta tecnologia ndo estar dependente de materiais raros, ndo causando
qualquer tipo de limitagdes para o seu fabrico (Verhelst, 2014). A Tabela 2.2 especifica algumas das
propriedades de combustdo do hidrogénio comparativamente ao metano e aos outros combustiveis
convencionais.

Tabela 2.2 - Comparacao das diversas propriedades de combustéo do hidrogénio em
relagdo a outros combustiveis (Adaptado de Najjar, 2013).

Pod,e_r Podg_r Re_lagé,o . Limites de Temperatura Irznr:rilrr%::\l Temperatura
Combustivel c_alorlflco calorlf_lco esteqummetr €8 1 inflamabilidade da chama de Qe -

inferior superior | ar/combustivel (%) oC ignicao auto-ignicéo

(MJ/kg) (MJ/kg) (kg) (M) °C
Metano 50,0 55,5 17,2 5-15 1914 0,30 54-630
Hidrogénio 119,9 141,6 34,3 6,7-36,0 2207 0,017 585
Gasolina 445 47,3 14,6 1,3-7,1 2307 0,29 260-460
Gas6leo 42,5 44,8 14,5 0,6-5,5 2327 - 180-320

Uma das marcas que mais apostou nesta tecnologia foi a BMW, apresentando automdveis equipados
com prot6tipos hibridos, ou seja, cujo motor é alimentado com dois combustiveis. O modelo
Hydrogen 7, criado em 2006, é um exemplo de um veiculo com estas caracteristicas, contendo um
motor capaz de realizar a combustéo tanto da gasolina como do H,. Com o mercado do H, a dar os
primeiros passos, 0s postos de abastecimento sdo bastante escassos levando a que a abordagem mais
inteligente passe por este tipo de motores (BMW, 2006).
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O problema principal associado ao H, como combustivel reside na seguranca, tanto a nivel de
instalacBes industriais, como a nivel do sector automdvel ou habitacional. Os acidentes ocorridos
Houston (1989) e Frankfurt (1991), que causaram grandes custos econémicos e sociais, contribuiram
para que a popularidade deste elemento, enquanto combustivel, sofresse um decréscimo acentuado
(Najjar, 2013).

A producdo, 0 armazenamento, o transporte e a distribuicdo deste combustivel devem ser assim
realizados com o maximo de cuidado e de acordo com as vastas propriedades por ele apresentadas
(Najjar, 2013). A inflamabilidade, por exemplo, é uma das propriedades a ter em conta. A
inflamabilidade de um determinado combustivel dita a propor¢do ar/combustivel em que a mistura é
inflamavel, encontrando-se num intervalo delineado pelo limite superior e inferior de inflamabilidade.
No caso do H,, este torna-se inflamavel entre os 4 e os 75%, um intervalo bastante extenso
comparativamente aos outros combustiveis. Esta caracteristica associada a rapida velocidade de
combustdo do hidrogénio e a sua baixa energia de ignicdo aumentam a instabilidade deste elemento
enguanto combustivel, possibilitando a ocorréncia de uma combustdo anormal, nomeadamente, pré-
ignicdo, backfire e knock (Fayaz et al., 2012).

Também o biometano ja se encontra implementado em motores de combustdo interna, com uma
utilizagdo bastante significativa a nivel europeu. De facto, no final de 2013, o biometano j& se
encontrava disponivel, enquanto combustivel para o sector automdvel, em 13 paises europeus. Isto
deve-se, em parte, ao facto de as infraestruturas de transmissdo, armazenamento e distribuicéo,
referentes a rede de gas natural também se demonstrarem adequadas ao abastecimento de biometano.
Nos locais onde se verifica a inexisténcia de um sistema implementado, o biometano pode ser
transportado em pipelines locais ou atraves de garrafas pressurizadas em camides. A liquefagdo do
metano também surge como uma alternativa dado que incrementa a sua densidade energética e
simplifica o seu transporte. Porém, nestas condi¢des o seu armazenamento sO é possivel durante
alguns dias, sob o risco de se iniciar a sua evaporagio (Ahman, 2010; IEA Bioenergy, 2014).

Porém, a produgdo de metano por métodos biologicos ndo possibilita o seu uso direto em MCI. A
presenca de determinadas substancias corrosivas na sua composi¢do pode causar danos significativos
no motor. Para que cumpra as especificacdes estipuladas que possibilitem a sua introducdo nas
pipelines e, posteriormente, nos MCI, o biogds deve ser desumidificado, limpo e sujeito a um
processo de upgrade. Isto significa que o CO, presente no biogas é removido com vista a aumentar a
concentracdo de metano (<97%) e, consequentemente, a sua densidade energética. (Ahman, 2010;
Bordelanne et al., 2011).
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3. Materiais e Métodos

Com base nos objetivos deste estudo realizaram-se, de forma sequencial e integrada, ensaios de
producédo de bioH, e de bioCH,4 por fermentacdo anaerdbia no escuro (dark fermentation) e Digestdo
Anaerdbia (DA), respetivamente.

De seguida, apresentam-se todos 0s materiais, equipamentos e metodologias utilizados para levar a
cabo cada um dos processos.

3.1 Materiais

3.1.1 Dark fermentation (producéo de bioH,)

3.1.1.1 Microrganismo

Nesta primeira fase do processo integrado, utilizou-se como microrganismo fermentativo uma estirpe
da bactéria anaerobia facultativa Enterobacter aerogenes (ATCC 13048 Sputum). A sua conservagdo
e manutencdo em laboratério foram realizadas em tubos de ensaio contendo um meio de repicagem
solido inclinado (slant). O meio de manutengéo da bactéria foi preparado por dissolugdo, a quente, da
mistura caso-Agar (Merck) em &gua Millipore, numa concentracao de 40 g/L.

No decorrer do trabalho, as culturas foram mantidas a 4°C e repicadas, sempre antes de se proceder a
um NOVO ensaio.

3.1.1.2 Meio de crescimento

O crescimento das bactérias fermentativas foi realizado antes de cada ensaio, num meio liquido
(Tabela 3.1) em condi¢Bes de agitacdo orbital de ~150 rpm e a diferentes temperaturas operacionais
(30°C, 35°C e 37°C), com o intuito de avaliar o seu efeito sobre o crescimento da cultura. Ao longo da
dissertacdo, a designacdo atribuida a esta cultura sera de pré-indculo (PI).

Tabela 3.1 - Composicao do meio de crescimento da bactéria Enterobacter aerogenes.

Reagentes Concentracdo (g/L) Pureza (%) Marca
Peptona 20 - Panreac
NaCl 5 99,5 Absolve

3.1.1.3 Meio de fermentagéo (MF)

A producdo de bioH, foi propiciada pela adicdo de um determinado volume de Pl ao meio liquido
complexo (Tabela 3.2) ao qual, em cada ensaio, foi também adicionado o substrato (glicerina semi-
refinada proveniente de uma Indistria Portuguesa de producéo de biodiesel). A composi¢do do meio
complexo foi estudada e aplicada por outros autores, para a mesma bactéria e com 0 mesmo proposito,
ou seja, a producéo de bioH; (Ito et al., 2005).
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Tabela 3.2 - Composicdo do meio de fermentacdo complexo utilizado para producao de
bioH, por dark fermentation.

Reagentes Concentragdo (g/L) Grau ?;)l)?ureza Marca
K,HPO, 7,0 99 Panreac
KH,PO, 55 99 Panreac

Extrato de levedura 5,0 - Difco laboratories
Triptona 5.0 ) Becton, Dickinson and
Company
(NH,),SO, 1,0 99 Riedel-de Haén
MgSQO,.7H,0 0,25 99,5 MERCK
Na,Mo00O,.2H,0 0,12 97 MERCK
CaCl,.H,0 0,021 99 Riedel-de Haén
Acido Nicotinico 0,002 98 MERCK
Na,SeO; 0,000172 99,5 Riedel-de Haén
NiCl, 0,00002 98 MERK
MnCl,.4H,0 0,5 99 Riedel-de Haén
H3BO, 0,1 99,8 MERCK
Na,EDTA.2H,0 0,5 99 Panreac
AIK(S0,),.12 H,0 0,01 99 MERCK
CuCl,.2H,0 0,01 - MERCK

3.1.1.4 Reagentes

Os reagentes utilizados para caracterizacdo da glicerina semi-refinada, do meio de fermentagédo -
contendo ou ndo o substrato - e do meios fermentados, resultantes do processo de dark fermentation,
apos centrifugacgdo (T=4°C, 10000 rpm, t=10 min), encontram-se representados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Reagentes utilizados na analise da glicerina semi-refinada, do meio de
fermentagao - contendo ou n&o o substrato - e dos meio fermentados.

r Purez
Reagente Grau ((jf/o )u eza Marca
AgSO, 99,5 Panreac
H,SO, 96 CARLO ERBA
FeSO,.(NH,),S0,4.6H,0 99 Riedel-de Haén
K,Cr,0; 99,5 Panreac
Fenantrolina 99,5 MERCK
FeSO,.7H,0 99 Riedel-de Haén
K,SO, 99 Panreac
HgO 99 MERCK
NaOH 98 Absolve
Fenolftaleina - Panreac
Na,S,03.5H,0 99,5 MERC
EtOH 99,8 Panreac
Vermelho de metilo - Panreac
Azul de metileno - Panreac
H;BO; 99,8 MERCK
Na,B,0,.10H,0 99,5 Ricolel

3.1.1.5 Substrato

A produgéo de bioH, foi levada a cabo utilizando, como substrato, glicerina semi-refinada com um
contetdo em glicerol de 84% (m/m).
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Em todos os ensaios, a adicdo da glicerina semi-refinada ao meio de fermentacdo foi realizada sem
autoclavagem prévia.

3.1.1.6 Equipamento

Os equipamentos que possibilitaram a realizacdo do trabalho laboratorial referente a producdo de
bioH, foram os seguintes:

e Autoclave UNICLAVE, modelo 88 AJC;

Balanca analitica de bancada Metter Toledo, modelo AB204-S;
e Balanca de bancada KERN, modelo 572;

e Balanca de bancada Metter, modelo PC 4000;

e Centrifuga Heraeus, modelo MULTIFUGE 3SR;

e Cromatdgrafo (HPLC) Agilente, série 1100;

e Cromatdgrafo gasoso Varian, modelo 430-GC;

e Digestor BLOC DIGEST, modelo 20;

o Digestor BUCHI, modelo K-424;

e Espectrofotometro de varrimento UV-Visivel HITACHI, modelo U2000;
e Estufa Heraeus, modelo T5028;

e Hotte Cruma, modelo Captair;

e HPLC Agilent série 1100;

e Incubadora orbital NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC;
e MaAquina de destilagdo BUCHI, modelo K-350;

e Medidor de pH WTW, modelo 720;

e Mufla Heraeus;

e Placa de agitagdo MULTIMATIC, modelo 9N;

e Termostato de imersdo Termotronic 3000389

3.1.1.7 Montagem experimental

A producdo biologica de H, (primeira etapa do processo integrado) ocorreu num banho termostatico
com temperatura controlada a 37°C e agitacdo magnética (~150 rpm).

O processo foi desenvolvido em reatores (Vo = 549,5 mL) ligados a colunas de Mariotte (com
capacidade de 500 mL), para determinac&o do volume de Biogés-DF (H,+CO,) produzido ao longo do
tempo. Durante a montagem procedeu-se ao isolamento do sistema em todos os locais onde poderia
haver possibilidade de trocas gasosas, com bragadeiras e fita de aluminio apropriada para o efeito. O
sistema descrito encontra-se representado na Fig. 3.1.
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Fig. 3.1 — Montagem experimental para producédo de bioH, por Dark Fermentation (DF).

3.1.2 Digestao Anaerobia (producdo de bioCHy)

3.1.2.1 Consorcio

Os ensaios de Digestdo Anaerdbia (DA) foram realizados utilizando, como indculo, um consércio de
bactérias fermentativas mesofilicas recolhido num digestor primario da ETAR de Beirolas, situada no
Parque das NagOes. As lamas que alimentam a digestdo sdo mistas, ou seja originadas pela mistura de
lamas primarias, originadas pela decantacdo primaria, com as lamas secundarias, resultantes do
tratamento biol6gico ou secundario.

Apds recolha, o indculo foi mantido numa estufa com temperatura controlada a 35°C, apds remover
todo o oxigénio eventualmente presente por meio de injecdo de azoto, durante um periodo de 5
minutos.

3.1.2.2 Reagentes

Os reagentes utilizados para a caracterizacdo do meio fermentado do processo de dark fermentation
(substrato), do consorcio de bactérias (indculo) e do efluente resultante do processo de DA séo iguais
aos apresentados na Tabela 3.3.

3.1.2.3 Substrato
Para a producdo de bioCH, foi utilizado, como substrato, 0 meio de fermentacdo resultante do
processo de dark fermentation, apos centrifugacdo (T=4°C, 10000 rpm, t= 10 min).

3.1.2.4 Equipamento

Com a excecdo do Espectrofotometro de varrimento UV-Visivel HITACHI e da Incubadora orbital
NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, todos os equipamentos listados na secc¢ao 3.1.1.6 foram utilizados
na préatica laboratorial associada ao processo de producéao de bioCH,.
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3.1.2.5 Montagem experimental

As condicGes operacionais e ambientais que possibilitaram a producdo de bioCH,4, por DA, foram
semelhantes as utilizadas para o processo DF. Isto é, a montagem experimental inclui reatores
(Voa=549,5 mL) ligados a tubos eudiémetros (com capacidade de 1000 mL) num banho com
temperatura controlada a 37°C. A Unica alteragdo foi o tipo de agitacdo dos reatores que, N0 processo
DA, foi manual (efetuada 2 vezes/dia). Pelos motivos ja referidos, procedeu-se ao isolamento prévio
do sistema em todos os locais que apresentavam a possibilidade de existéncia de trocas gasosas,
através de bragadeiras, fita de aluminio e rolhas rabattable (Fig. 3.2).

Fig. 3.2 — Montagem experimentail par“a producéo de bioCH,4 por Digestao Anaerdbia (DA).
3.2 Meétodos

3.2.1 Dark fermentation (producéo de bioH,)

3.2.1.1 Obtencéo das células de Enterobacter aerogenes

O crescimento das células de Enterobacter aerogenes em meio liquido (Tabela 3.1) teve como intuito
alcancar dois propositos distintos: a sua caracterizacdo como cultura pura, em termos de perfil de
crescimento e da relacdo entre a densidade Otica (D.O.) e o peso seco (p.s) correspondente em
suspensdo celular; e a obtengdo do Pl para inocular o meio de fermentagdo complexo (Tabela 3.2)
contendo o substrato, e dar inicio ao processo de fermentacao.

Antes da adicdo das células, ao meio de crescimento, esse foi esterilizado em autoclave (t=20
minutos, T=120°C) com vista a preservar a cultura a inocular.

v" Determinacédo da curva de crescimento da bactéria e da relacédo p.s/D.O

Com o proposito de avaliar o efeito da temperatura sobre o perfil de crescimento da bactéria foram
realizados ensaios em condic¢des de T = 30, 35 e 37°C.

Assim, para cada uma das temperaturas, inocularam-se 2 frascos Erlenmeyer de 1000 mL, contendo
cada um 500 mL de meio de crescimento esterilizado com uma ansada de bactérias retirada de uma
rampa de conservagdo, em condicdes de assepsia. Seguiu-se a incubacdo dos mesmos, sob agitagéo
orbital de 150 rpm e a cada uma das temperaturas em estudo.
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De um dos frascos Erlenmeyer foram retiradas amostras de suspensao celular, ao longo do tempo,
para a leitura da sua D.O., a um comprimento de onda (A) de 640 nm. Este estudo permitiu
acompanhar o crescimento da bactéria ao longo das diferentes fases de estado de crescimento da E.
aerogenes, nomeadamente, o estado de fase de laténcia, exponencial e estacionério.

Em relacdo ao outro frasco Erlenmeyer, ap6s incubacdo de 24 horas, nas condicBes de agitacdo e
temperatura ja referidas, procedeu-se a recolha da biomassa produzida, por centrifugacdo (T=4°C,
10000 rpm e t=10 min), seguida da sua ressuspensdo num volume igual de &gua Millipore (solugédo
stock). Este procedimento permitiu a determinacdo da reta D.O. vs p.s., de acordo com o0s
procedimentos descritos na sec¢éo 3.3.1.

v" Obtencao do pré-inéculo (PI) para o processo de dark fermentation

O procedimento para a obtencdo do Pl consistiu na inoculagdo do meio de crescimento com células E.
aerogenes seguido da sua incubacdo a T=30, 35 e 37°C, sob agitacdo orbital de ~150rpm. O perfil da
curva de crescimento da bactéria, determinado previamente, foi Gtil nesta fase para determinar o
numero de horas de incubacdo necessario, até a fase exponencial de crescimento da bactéria ser
atingida, pois é nesta fase que a bactéria se encontra no seu melhor estado de viabilidade.

Desta forma, em todos o0s ensaios realizados, a recolha do Pl para inocular o meio de fermentagéo
ocorreu durante a fase exponencial de crescimento das bactérias (cerca de 15h). De acordo com a
concentragdo de biomassa pretendida, recolheu-se um determinado volume de suspenséo celular (PI)
correspondente a 1 ou 10% do volume de fase liquida, do reator.

Independentemente da temperatura a qual o PI foi obtido, a inoculagdo ocorreu sempre segundo o
mesmo procedimento, isto é, numa hotte com aspiragdo, em condi¢des de assepsia € mantendo-se a
fase liquida sob borbulhamento com azoto, durante cerca de 2 min, para se estabelecer uma atmosfera
anaerdbia.

3.2.1.2 Caracterizacdo do substrato

A caracterizacdo quimica da glicerina semi-refinada foi efetuada por avaliagdo de pard@metros como o
seu conteido em cinzas, agua, glicerol e MONG (material orgénico ndo glicerol) de acordo com as
normas europeias, NP 1688, NF EN ISSO 12937, AOCS Ea 6-5,1 e NFT 60-368, respetivamente. O
substrato foi caracterizado, igualmente, em termos do seu teor em matéria organica e inorganica
oxidavel (Caréncia quimica de oxigénio — CQO) de acordo com as normas descritas no Standart
Methods for the Examination of Water and Wastewater (A.P.H Association et al.,1999).

3.2.1.3 Producéo de biohidrogénio

Os ensaios de producdo de bioH, foram desenvolvidos em reatores ligados a colunas de Mariotte
contendo um liquido corado (NaCl 20 % v/v, 2-3 gotas de HCI comercial e alaranjando de metilo). De
acordo com os objetivos a atingir, as experiéncias ocorreram em condices fisico-quimicas diferentes.
Contudo, mantiveram-se as condi¢des operacionais referentes a temperatura de incubacdo (37°C, em
banho termostatico) e a agitacdo magnética (=150rpm). Em relacdo a inoculacdo do meio de
fermentacdo contendo o substrato, esta foi sempre efetuada de acordo com a metodologia descrita na
seccdo 3.2.1.1.

Em cada ensaio, contabilizou-se o volume da fase gasosa produzida (biogas-DF, H,+CQO) ao longo do
tempo, pelo volume de liquido corado deslocado no interior da coluna de Mariotte. Contudo, tendo
em conta a montagem experimental (seccdo 3.1.1.7), o volume total de fase gasosa produzida foi
calculado pelo somatério entre o volume de liquido deslocado na coluna de Mariotte até estabilizacdo
(tempo de equilibrio do processo), o volume da headspace (HS) do reator e o volume dos restantes
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espacos vazios do sistema. Este procedimento permitiu tracar o perfil de producdo de bioH, para as
diferentes condicGes em que se realizou o processo fermentativo.

Adicionalmente procedeu-se a recolha de amostras de biogas-DF, ao longo do tempo, para analise do
seu conteldo em H, (bioH,) e CO, (bioCO,), por cromatografia gasosa (GC).

Em cada conjunto de ensaios introduziu-se um reator sem residuos, nas mesmas condicdes
operacionais, para controlo (ensaio em branco).

Apds cada ensaio de DF a fase liquida resultante foi sempre centrifugada, para separacdo da biomassa
e 0 meio centrifugado foi caracterizado em termos do seu teor em SV, ST, CQO, azoto total e azoto
amoniacal, com vista a selecionar o meio fermentado a utilizar como substrato no processo de DA
(secc¢do 3.3.3).

v" Andlise do efeito da concentracdo inicial de bactérias

Para avaliacdo do efeito da concentracdo do inéculo bacteriano, sobre os rendimentos do processo
fermentativo, foram levados a cabo ensaios com volumes diferentes de biomassa (PI) inoculada,
correspondentes a concentragdes iniciais de 1 e 10 % (Vp/V ). Para comparacao de resultados, apds
inocular o meio de fermentacdo, todos os ensaios decorreram a uma T=37°C e agitacdo magnética de
~150rpm.

v" Andlise do efeito da concentracédo inicial de substrato

Com o intuito de avaliar o desempenho da bactéria em fungdo da concentracgdo inicial de substrato
(glicerol contido em glicerina semi-refinada, proveniente de uma Industria Portuguesa de produgdo de
biodiesel), foram realizados ensaios partindo de trés concentragdes distintas de glicerol,
nomeadamente, 10, 20 e 30 Ygjicerol/ Lvir-

Para comparacédo de resultados e associagdo de efeitos, este estudo foi realizado partindo de diferentes
inoculacdes, 1 e 10% (v/v) de PI (como acima descrito).

Em cada ensaio, as concentragdes iniciais e residuais de glicerol na fase liquida foram determinadas
por Cromatografia Liquida (HPLC).

v" Reutilizacdo da bactérias fermentativa

Este estudo teve por objetivo avaliar a possibilidade de reutilizacdo da estirpe da bactéria E.
aerogenes (ATCC 13048 Sputum), em sucessivas fermentacdes, cruzando o efeito do numero de
reutilizagdes do microrganismo sobre o seu desempenho para produzir bioH,.

Assim, ap6s um ensaio de producgdo de bioH, a partir de uma concentragéo inicial de 10 Ggiicero/Lwir,
em condicOes otimizadas, procedeu-se a recolha de toda a biomassa suspensa por centrifugacao
(T=4°C; 10000 rpm; t=10 min) em tubos previamente esterilizados, a qual foi de seguida ressuspensa
num novo meio de fermentacdo (reinoculada; ver sec¢do 3.2.1.1), esterilizado e contendo igual
concentragdo inicial de substrato. O meio inoculado foi depois incubado nas condi¢des descritas em
3.2.1.1.

Devido a problemas inesperados durante a fase de montagem, os quais conduziram a ocorréncia de
trocas gasosas, este ensaio teve de ser interrompido.

Dado o caracter preliminar deste estudo, e por esse ndo fazer parte dos objetivos iniciais do trabalho,
optou-se por nao repetir este ensaio.
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3.2.1.4 Recolha e caracterizacao da fase gasosa

Em todos os ensaios de producdo de bioH, recolheram-me amostras ao longo do tempo, no topo da
coluna Mariotte, para determinagdo da composicdo em H, e CO, por GC. Para cada amostragem, o
volume de bioH; recolhido foi sempre de 0,5 mL.

Simultaneamente, o bioH, produzido durante o processo foi sendo armazenado num saco adequado
para recolha/armazenamento de gases de baixo peso molecular (SKC com a referéncia 245-05) para
caracterizacdo da mistura gasosa final (Fig. 3.3).

Fig. 3.3 — Recolha do bioH, produzido no processo de dark fermentation, para determinacao da
composicdo do biogas-DF ao longo do tempo (a) e armazenamento em sacos de recolha de gases de
baixo peso molecular (b).

3.2.2 Digestao Anaerobia (producgéo de bioCHy)

3.2.2.1 Caracterizagdo do consorcio de bactérias (Indculo)

O consorcio utilizado, neste trabalho, como in6culo para a producdo de bioCH, por DA, foi
caracterizado em termos do seu teor em Sdlidos Totais (ST), Solidos Volateis (SV), Solidos
Suspensos Totais (SST), Sélidos Suspensos Volateis (SSV) e Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO),
de acordo com as normas descritas no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (Secgdo 3.3.3) (A.P.H Association et al.,1999).

3.2.2.2 Conservacao e inoculacdo do consorcio de bactérias (Inéculo)

O consorcio bacteriano utilizado como indculo logo apos recolha na ETAR, foi sujeito a um processo
de desarejamento com azoto (5 min) e colocado numa estufa com uma temperatura controlada de
35°C, para preservacgdo das suas caracteristicas.

3.2.2.3 Caracterizacdo do substrato

Nos ensaios de DA (segunda fase do processo integrado) utilizou-se como substrato o meio
fermentado resultante da DF para o qual foi realizada uma caracteriza¢do segundo as normas descritas
no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Seccéo 3.3.3).
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3.2.2.4 Producdo de biometano

A producéo de bioCH, foi realizada utilizando, como substrato, 0 meio de fermentacdo resultante do
processo de dark fermentation, ap6s devida centrifugagdo (T=4°C, 10000rpm, t=10min), de modo a
proporcionar a separacao das bactérias de E. aerogenes.

Os ensaios foram realizados em reatores ligados a colunas de Mariotte (ver secgdo 3.1.2.5), em
regime meséfilo, num banho termostatico com temperatura a 37°C. Ao longo da experiéncia foi
aplicada uma agitagdo manual (efetuada 2 vezes/dia).

A adicdo do inéculo foi planeada de forma que, com base na caracterizacdo quimica prévia do
substrato e do indculo, a razdo CQOgybstrate/ SSVinsculo < 1. Esta premissa foi estabelecida com base em
normas que estabelecem as condi¢fes impostas para que a ocorréncia de producdo de biometano tenha
viabilidade (INGENIEURE, 2006).

Apds a mistura do consorcio com o substrato, antes de se iniciar a DA, foi medido o valor do pH para
confirmar que encontrava no intervalo de 7 — 7.5.

Inicialmente, o ensaio foi montado em duplicado para que comprovar a veracidade dos resultados
obtidos. Contudo, devido a problemas inesperados durante a fase inicial de producdo, nomeadamente,
a libertacdo de um tubo que conduziu a trocas gasosas indesejadas num dos reatores, 0 processo teve
de ser interrompido. Os resultados alcancados estdo associados, deste modo, a dois ensaios
independentes, realizados a partir de uma mesma concentracdo de substrato e segundo as mesmas
condigBes operacionais.

No final do processo, ap6s 11 dias, o volume de biogas-DA produzido foi contabilizado segundo a
metodologia mencionada na sec¢do 3.2.1.3. Além disso, determinou-se também a sua composicao por
GC, por recolha de uma amostra do biogas (Vrecomico=0, 5mL), no topo da coluna de Mariotte.

Na experiéncia realizada introduziu-se um reator sem substrato (ensaio em branco), nas mesmas
condicOes operacionais, para no final se poder subtrair o biogas-DA produzido a partir da matéria
organica presente no inéculo.

3.3 Métodos Analiticos

3.3.1 Determinacao da reta peso seco (p.s.) vs densidade ética (D.O.)

A estirpe bacteriana a utilizar como in6culo no processo de dark fermentation, foi previamente
caracterizada em termos de correlagdo entre a D.O. de uma suspenséo celular e o p.s. correspondente
€M Obiomassa secal Lsuspensao, Para solugdes com diferentes concentracdes de bactérias.

Partindo da solucdo stock, obtida pelo procedimento descrito na sec¢do 3.2.1.1, foram preparadas 6
dilui¢des (1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/40 e 1/50). Para cada uma das solucdes foi feita a leitura da sua D.O.
a um c.d.o. () de 640 nm e retirada uma amostra para ser filtrada para efeitos de determinagdo do
peso seco correspondente.

De cada diluicdo retiraram-se 10 mL de suspensdo celular e procedeu-se a sua filtracdo, sob vacuo. A
biomassa retida foi depois lavada com igual volume de agua Millipore e as membranas de acetato de
celulose (porosidade e diametro de 0,45 um e 47 mm, respetivamente) colocadas na estufa a 80°C,
durante 15 horas, para os devidos efeitos. Ap6s pesagem das membranas com a biomassa seca
efetuaram-se os calculos para a determinacdo dos respetivos pesos secos (p.s.), segundo a equacdo 12:

P; — P,
p. 5 (ghlumassa seca-"JlLsuspensﬁu} = Vv - (12)
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Em que:
v P; corresponde ao peso da membrana contendo a biomassa seca (g).
v P; corresponde ao peso da membrana (g).
v"V corresponde ao volume de suspensao filtrada (V).

Os valores apresentados neste trabalho correspondem a média dos resultados obtidos para um
triplicado, com um desvio padrdo inferior a 10%.

3.3.2 Determinacdo da composic¢ao do biogas

No final de cada ensaio de DF e DA, recolheram-se amostras do biogas-DF (H,+CO,) e do biogas-DA
(CH4+CO0O,), para determinacdo da sua composicdo, num cromatdgrafo gasoso, com detetor de
condutividade térmica TCD e uma coluna Varian Select Permanent Gases/ CO, HR, Molecular Sieve
5 A/Parabond O Tandem. O gas de arrasto foi o hélio e as temperaturas definidas para o injetor e
coluna foram de 80°C e para o detetor de 120°C.

A determinacdo da percentagem de cada um dos componentes foi realizada numa reta de calibracéo,
construida previamente, utilizando padrées com concentracdo adequada de cada um dos gases,
consoante a mistura a analisar.

3.3.3 Caracterizacao das fases liquidas

Em todos os ensaios de DF e de DA realizados, as fases liquidas de fermentacdo foram sempre
caracterizadas quimicamente, antes e ap0s 0s processos bioldgicos para determinagdo de parametros
de influéncia e avaliagdo dos rendimentos.

No caso da producédo de bioH, (processo de DF), procedeu-se a determinagdo dos teores em ST SV,
CQO e azoto total e amoniacal, de acordo com as normas descritas no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (A.P.H Association et al.,1999). Esta caracterizacdo teve por
base dois propdsitos, nomeadamente, a avaliagdo do rendimento global e a selecdo do meio
fermentado a ser utilizado como substrato, para a producéo de bioCH,.

No que respeita a digestdo anaerobia (producdo de bioCH,), além dos pardmetros mencionados acima
procedeu-se também a determinacdo do teor em SST e SSV, seguindo a mesma fonte de normas.
Neste caso, a caracterizagdo quimica da fase liquida teve por objetivo avaliar ndo s6 o rendimento
global de conversédo do substrato em bioCH,, como a reducéo da carga organica poluente (CQO) e do
conteido em sdlidos volateis (SV e SSV), tendo em vista a possibilidade de descarga no ambiente de
acordo com os VLE estabelecidos no Decreto-Lei n°236/98 (Anexo XVIII).

Na Fig. 3.4 encontram-se representados alguns dos equipamentos utilizados para analise dos
parametros de influéncia referidos, nomeadamente, uma mufla (Fig. 3.4 a), para determinacdo do teor
em ST, SV, SST e SSV, um aparelho de digestdo (Fig. 3.4 b) para determinacdo do teor em CQO e,
por fim, um aparelho de destilagdo (Fig. 3.4 c) para determinacgdo do teor em azoto total e amoniacal.
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Fig. 3.4 — Equipamentos utilizados na caracterizagao quimica das fases liquidas de ambos os
processos: Mufla (a), Aparelho de Digestéo (b) e Aparelho de Destilacéo (c).

3.3.3.1 Determinacédo do teor em Solidos Totais (ST) e S6lidos Volateis (SV)

A determinagdo dos ST foi efetuada com base na evaporagdo total da dgua contida na amostra até
peso constante, numa estufa a 105°C durante 24 horas. O aumento de peso em relacdo ao cadinho
vazio (que foi seco e pesado previamente) representa os solidos totais na amostra (Equagéo 13).

Para a determinagdo do teor em SV (Equacédo 14), o residuo resultante da secagem foi calcinado numa
mufla a 550°C, até peso constante. Apos calcinacdo e arrefecimento até & temperatura ambiente num
exsicador, os cadinhos contendo os residuos foram pesados, para a determinacéo do seu teor em SV.
Este pardmetro funciona como um indicador do conteldo em matéria organica presente na amostra,
pelo que a sua remocgdo ao longo de um processo bioldgico indica um bom desempenho dos
microrganismos fermentativos (Alvarez, 2014).

ST (g/L) = w x 1000 (13)

M, — M
SV (g/L) = % X 1000 (14)

2

Em que:

e M, corresponde ao peso do cadinho vazio (g).

e M, corresponde ao peso da amostra (g).

e Mj; corresponde ao peso do cadinho contendo a amostra, apds a permanéncia na estufa (g).
e My, corresponde ao peso do cadinho contendo a amostra, apds a permanéncia na mufla (g).

e V corresponde ao volume de amostra introduzida no cadinho (mL).

3.3.3.2 Determinacédo da Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

A caréncia quimica de oxigénio é um parametro utilizado para quantificar a matéria organica
suscetivel de ser oxidada quimicamente, numa dada amostra. O conhecimento deste pardmetro é
fundamental para efeitos de descarga do efluente no ambiente, dado que valores fora da gama de
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referéncia podem causar, por exemplo, a desoxigenacdo do meio recetor (Lemos, 2011; Miguel,
2012).

Para este efeito, 0 oxigénio equivalente a matéria organica é medido pela utilizagdo de um agente
oxidante quimico forte como o dicromato de potéssio (K,Cr,O;). A reacdo de oxida¢do ocorre em
meio acido e na presenca de sulfato de prata, que atua como catalisador da mesma. Geralmente, para
gue este parametro possa ser avaliado com sucesso, é necessario efetuar uma diluicdo da amostra, algo
que deve ser tido em conta na obtencdo do valor final do CQO. O calculo deste parametro foi
realizado segundo a equacéo 15.

8000(V, — V,) x Tit

CQO (g/L,ppm) = v %1073 (15)

Em que:

e V; corresponde ao volume da solugdo de sulfato de ferro e amonio utilizado na titulagdo da
amostra (mL).

eV, corresponde ao volume da solucdo de sulfato de ferro e amonio utilizado na titulacdo do
ensaio em branco (mL).

e Tit corresponde ao titulo da solugdo de sulfato de ferro e aménio (N).

e V corresponde ao volume de amostra diluida (mL).

3.3.3.3 Determinacédo do Azoto Total e Amoniacal

O azoto pode ser encontrado nos efluentes e residuos sob varias formas, sendo diferenciado em azoto
organico e azoto amoniacal que, em conjunto, formam o chamado azoto total. O conhecimento da
guantidade de azoto orgénico presente numa dada amostra fornece a indicacdo sobre o teor de
proteinas e, quando aplicado ao indculo, pode ser utilizado para estimar a populagdo microbiana
presente. Para o desenvolvimento dos processos € necessario que exista uma quantidade minima
adequada de azoto no residuo a biodegradar, sendo a razdo C/N de 100:5, para 0s processos aerébios e
300:1, para os anaerébios em que existe menor crescimento bacteriano. Por outro lado 0 azoto em
excesso pode ser tdxico para o0 processo anaerdbio, havendo limites recomendados. O azoto nos
efluentes que descarregam em meio hidrico superficial é regulado pelos regulamentos para valores
muito baixos: 15 mg/l (Decreto-Lei n°236/98) devido & possibilidade de eutrofizagcdo do meio recetor.

Na determinagdo do azoto total é efetuada, inicialmente, uma mineralizacdo dos compostos organicos
presentes na amostra, por ebuli¢do, convertendo todo o azoto existente em sulfato de amoénia. Para o
efeito, recorre-se a uma solugdo composta por acido sulfurico, sulfato de potassio e Oxido de
mercUrio. Segue-se a fase de destilagdo, em presenca de tiossulfato de sodio, cujo destilado, a amonia,
é recolhido numa solucdo indicadora de acido borico e titulado com uma solugdo de &cido sulfarico.

O azoto amoniacal, por sua vez, encontra-se presente no meio sob a forma de amoniaco (NH;) e de ido
amoénio (NH4"), que constituem um equilibrio tamp&o. O método utilizado para a determinagdo do
azoto amoniacal baseia-se na destilagdo de um volume de amostra conhecido, contendo uma
quantidade definida de solugdo de tampéo borato e caracterizado por um pH de cerca de 9,5. A
recolha do destilado e a sua titulagdo, tal como no caso anterior, realizam-se na presenca de uma
solucdo indicadora de &cido bdrico e de uma solucdo de &cido sulfarico, respetivamente.

Para a contabilizagdo do azoto total e amoniacal, em cada ensaio, recorreu-se & equagéo 16:
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(V, —V5) X N x 14X 1000 (16)

v

Azoto (g/L) = 1073

Em que:
eV, corresponde ao volume da solugéo de H,SO, utilizado na titulagdo da amostra (mL).

e V, corresponde ao volume da solucdo de H,SO, utilizado na titulacdo do ensaio em branco
(mL).

e N corresponde & normalidade da solucéo de H,SO,
e 'V corresponde ao volume de amostra utilizado (mL).

e O valor 14 corresponde ao peso do miliequivalente de azoto (mg).

De realcar que a normalidade da solucéo de acido sulfurico foi determinada através da equagdo 17:

M/53
N = fT (17)
Em que:
e M corresponde ao peso da amostra de Na,COs utilizado (g).
e 'V corresponde ao volume de H,SO, utilizado na padronizacéo de M.

e O valor 53 corresponde ao peso do equivalente grama de Na,COs; (g).

3.3.3.4 Determinacédo do teor em Sdélidos Suspensos Totais (SST) e em Solidos Suspensos
Volateis (SSV)

O método adotado para a determinacgdo destes parametros tem por base a filtracdo sob vacuo de um
volume de amostra conhecido. A pesagem da fracdo de solidos retida no filtro, apos secagem na estufa
a 105°C, possibilita o célculo do valor dos SST. O residuo resultante é ainda sujeito a incineracdo na
mufla a 550°C, levando por subtracdo & obtencdo do valor para os SSV. Este pardmetro é
particularmente importante, servindo como indicador genérico da biomassa que se encontra no
indculo.

As equacOes 18 e 19 foram utilizadas no calculo dos SST e SSV:

SST (g/1) =2 Tt 1000 (18)
SSV(g/L) = [(My —Ty) ; (M; — T3] « 1000 (19)

Em que:

e Mjcorresponde ao peso do cadinho contendo a amostra, apds a permanéncia na estufa (g).
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e M, corresponde ao peso do cadinho contendo a amostra, ap6s a permanéncia na mufla (g).
e T, corresponde ao peso do cadinho contendo o filtro vazio, ap6s a tara na estufa (g).
e T, corresponde ao peso do cadinho contendo o filtro vazio, ap6s a tara na mufla (g).

e V corresponde ao volume de amostra filtrado (mL).

3.3.4 Determinacédo do conteddo em AGV’s, glicerol, etanol e aclUcares na fase
liquida

A caracterizacdo da fase liquida em termos do seu teor em acidos gordos volateis (AGV’s), glicerol,
etanol e agucares, foi levada a cabo com base em analises por cromatografia liquida num aparelho de
HPLC Agilent série 1100 equipado com um injetor automatico L7200, uma bomba L7100, um forno
L7350, um detetor de indice de refracdo L7490 e uma coluna Aminex HPX87H. As analises
decorreram a 50°C e as amostras foram eluidas com uma solucdo de H,SO, 5 mM, filtrado (filtros
Supock 200 Pall Life Sciences — polietersulfona hidrofilica - com 47 mm de diametro ¢ 0,2 um de
tamanho de poro), a um fluxo de 0,5 mL/min.

Esta caracterizacdo foi realizada antes e ap6s o processo de producao de bioH,, ou seja, sobre 0 meio
de fermentacdo autoclavado contendo, ou ndo, glicerina semi-refinada (substrato) e sobre o meio
fermentado, a fim de avaliar as alteragdes ocorridas na sua composi¢do, em termos de contelido em
acidos orgéanicos (AGV’s), agucares, glicerol e etanol. A mesma analise foi efetuada para o efluente
originado pelo processo de digestdo anaerdbia.

Todas as amostras foram previamente centrifugadas e filtradas (filtros Sartorios GmbH — acetato de
celulose — com 1 3mm de didmetro e 0,2 um de tamanho de poro), antes da sua inje¢cdo no HPLC.
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4, Resultados e discussao

4.1 Dark Fermentation

4.1.1 Obtencéo das células de Enterobacter aerogenes

Inicialmente pretendeu-se estudar as melhores condi¢cBes ambientais para crescimento, em meio
liquido, da estirpe bacteriana a utilizar como microrganismo fermentativo neste trabalho.

Esta avaliacdo visou caracterizar o perfil de crescimento das células, tendo como foco ndo apenas 0s
valores da D.O. atingidos, como a identificacdo da fase exponencial de producdo da biomassa. Esta
Gltima corresponde ao periodo em que as células se encontram nas suas melhores condicdes de
viabilidade, isto é, quando os seus mecanismos de transporte estdo mais ativos, favorecendo a boa
utilizagdo de nutrientes e, portanto, o seu bom desempenho em processos bioldgicos. O conhecimento
desta fase é de facto fundamental pois é nela que, a partir do PI, se deve proceder a recolha da
biomassa a inocular para dar inicio a um processo fermentativo.

4.1.1.1 Curva de crescimento da biomassa

No ambito acima referido, realizaram-se ensaios para avaliacdo do efeito da temperatura de incubagéo
(Tnc) sobre o perfil de crescimento das células de E. aerogenes, tendo sido recolhidas amostras de
suspensdo celular, ao longo do tempo, e, simultaneamente, registada a variacdo da D.O. do meio,
como descrito na seccdo 3.2.1.1. Foram avaliadas trés temperaturas: 30, 35 e 37°C. A Fig. 4.1
apresenta as curvas de crescimento das bactérias para as temperaturas testadas.

A T, foi selecionada por ser um parametro fisico-quimico que, de algum modo, pode influenciar a
producdo laboratorial das células de Enterobacter aerogenes.
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Fig. 4.1 - Curvas de crescimento das células Enterobacter aerogenes, em meio liquido, para trés
diferentes temperaturas de incuba¢&o, nomeadamente, 30, 35 e 37°C e agitacdo orbital de ~150 rpm.

Observando a figura, verifica-se claramente que, independentemente da Ti,, todas as curvas de
crescimento seguem um perfil sigmoidal, constatando-se a presenca de trés fases distintas: fase de
laténcia, fase exponencial e fase estacionéria.
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Em relacdo a influéncia da temperatura sobre o perfil de crescimento das bactérias, verifica-se que é
na fase exponencial que as altera¢fes sao mais significativas, constatando-se que a uma temperatura
de 37°C a curva de crescimento apresenta um declive bastante superior aos observados a T;,.=35 e
30°C (0,62, 0,31 e 0,30, respetivamente), para um periodo de incubagdo aproximadamente entre as 2-
5h (Fig. 4.1).

Além disso, e de acordo com o que seria esperado, verificou-se que a producdo total de células em
condi¢des de T,.=35 e 37°C foi bastante semelhante (D.O. a 35°C=2,56 e D.O. a 37°C=2,79) e
superior a ocorrida a 30°C (D.0.=2). De facto, esta temperatura ja tinha sido considerada, em
inimeros estudos, como a mais adequada para promover uma producao de bioH, eficiente quando se
trata de uma gama mesoéfila (J Wang & Wan, 2009). Com base nestas observagoes, todos 0s ensaios
de producdo de bioH, foram realizados a T,,,=37°C (Sec¢do 3.2.1.3).

Contudo, a obtencdo do Pl decorreu sempre a 30°C, tendo por objetivo um consumo energético
inferior. A recolha da biomassa do Pl para incubacdo do meio de fermentacdo foi, em todos os
ensaios, realizada o mais perto possivel do periodo da fase exponencial de crescimento (cerca de 14 h
apos incubacéo).

4.1.1.2 Reta de calibragio — Densidade Otica (D.O.) vs peso seco (p.s.)

O conhecimento da concentragdo de biomassa com que se inicia cada ensaio fermentativo é
fundamental para poder estabelecer uma comparacao entre os resultados obtidos ao longo do estudo.
Para isso, recorreu-se a um modelo de regressao linear que relaciona a D.O. e o p.s. da biomassa, ao
longo do tempo, para obtencdo de uma reta de calibragdo (Sec¢do 3.3.1). Tendo em conta as
conclusbes descritas acima, este procedimento foi apenas levado a cabo para as condi¢es de
crescimento do Pl (T,,,=30°C).

A reta obtida (Fig. 4.2) pode ser representada pela equacao y=3,5654x-0,0179 a qual corresponde um
coeficiente de correlacdo de 0,9962. Este valor, muito proximo de 1, indica uma boa correlacdo entre
as duas variaveis em analise e demonstra que a reta é adequada para realizacdo de calculos e
determinacgdo da concentracao inicial de células de E. aerogenes inoculada, em todos 0s ensaios.
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Fig. 4.2 - Representagéo da reta de calibracdo D.O. vs p.s. associada ao crescimento da bactéria
Enterobacter aerogenes, em meio liquido, em condi¢des de T,,.=30°C e agitacéo orbital de ~150 rpm.
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4.1.2 Caracterizacao dos residuos de producao de biodiesel

Antes da sua utilizacdo como substrato para a producdo de bioH,, a glicerina semi-refinada foi
caracterizada, avaliando-se a sua composi¢ao em cinzas, agua, glicerol, MONG (Equacéo 20) e CQO.
Os resultados obtidos encontram-se expostos na Tabela 4.1.

MONG (%(m/m)) = 100 — [%(m /m)Glicerol + %(m/m)Agua + %(m/m)Cinzas|  (20)

Tabela 4.1- Caracterizagéo dos residuos resultantes da producao de biodiesel.

Cinzas (%) 4,46
Agua (%) 8,45
Glicerol (%) 83,84
MONG (%) 3,24
CQO (g/L) 1233,66

Os valores obtidos indicam um elevado grau de purificacdo do substrato, dado o seu consideravel
contetdo em glicerol (~84%) e baixo teor em agua e cinzas e, consequentemente, reduzido valor de
MONG.

No que respeita ao teor em CQO determinado, esse € bastante elevado em relacdo ao permitido por
Lei (VLE =150 mg/L, Decreto-Lei n°236/98), o que confere a estes residuos uma elevada carga
poluente.

4.1.3 Producéo de biohidrogénio

Esta etapa do trabalho experimental centrou-se no estudo do efeito de pardmetros com influéncia
sobre o processo de producdo de H,, a partir de glicerina semi-refinada (substrato), por dark
fermentation e pela bactéria Enterobacter aerogenes. Para o efeito, levaram-se a cabo ensaios
laboratoriais procedendo-se a uma variagdo das concentracdes iniciais de indculo e de substrato, para
comparagdo de resultados. Os par@metros avaliados foram o rendimento de produgéo de bioH, e grau
de pureza do biogas-DF produzido.

De um modo geral, os resultados apresentados correspondem a média de pelo menos trés experiéncias
independentes, com um desvio padrdo inferior a 10%.

Os resultados obtidos e a respetiva discussdo sao apresentados de seguida.

4.1.3.1 Efeito da concentracao de inicial do in6culo e do substrato

O primeiro cenério abordado, no &mbito deste estudo, foi a influéncia da concentracdo de bactérias
inoculadas sobre o seu desempenho em presenca de concentragdes crescentes de glicerina semi-
refinada. Para isso, realizaram-se ensaios de producédo de bioH, a partir de 3 concentragdes de glicerol
— aproximadamente 10, 20 e 30 Qgjicero/Lme — COM adicéo de dois volumes de Pl - 1% e 10% (v/v) —
para comparacgéo de resultados.

Todos os ensaios foram realizados a 37°C, num banho termostatico, sob agitagdo magnética
(~150rpm) (Secgéo 3.2.1.3).

Neste estudo, a discussdo dos resultados obtidos foi realizada tendo por base pardmetros como o
volume de biogés-DF, bioH, e bioCO, produzidos, o grau de pureza da fase gasosa, o rendimento do
processo de dark fermentation e a eficiéncia de remocéo de compostos poluentes da fase liquida. Esta
andlise de respostas e, nomeadamente, da composicdo da fase liquida resultante da aplicacdo do
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sistema fermentativo é muito importante para o planeamento da segunda etapa do processo integrado,
proposta nos objetivos do trabalho.

v" Analise dos resultados tendo em conta a producdo total de fase gasosa
O primeiro indicador considerado foi o0 volume de fase gasosa produzida (biogas-DF) para diferentes
condigbes experimentais, complementando essa informacdo com as respetivas composi¢des em
termos do seu contetido em bioH, e bioCO, (Fig. 4.3 a, b, ¢).
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Fig. 4.3 — Producéo total de biogas-DF (a) e de bioH, (b) e bioCO, (c), produzidos por ensaios de dark
fermentation a partir de diferentes concentracdes iniciais de glicerol e de células de E. aerogenes.
Condi¢des experimentais: Razao Viase liquidalVTotal do reator =2/3, Volume de Pl adicionado = 1 (m) e 10 (%)
% (v/v), [Glicerol]inicia = 10, 20 € 30 ggicero/Lmr, T(Processo)=37°C e Agitacdo magnética ~150 rpm

Numa primeira abordagem e de acordo com a a), pode concluir-se que para todas as concentragdes
iniciais de substrato estudadas, o volume de biogas-DF foi sempre superior quando a concentragdo de
bactérias inoculada foi de 1% (v/v). Este comportamento foi igualmente observado quando se
consideraram os teores em bioH, ( b) e em bioCO;, ( c) alcangados.

Além disso, pode também ser constatado que a producao de biogas-DF, bioH, e bioCO, ndo sé nao foi
proporcional ao aumento da concentracdo de substrato, como apresentou um maximo para a
concentracéo inicial de glicerol de = 20 ggicerol /Lme (@, b € C). Este comportamento sugere inibi¢éo
pelo substrato para concentra¢des superiores a 20 Qgicerol /Lmr, @ qual podera estar associada ao facto
do substrato em estudo ser um residuo industrial. De facto, estudos realizados anteriormente
revelaram que o desempenho das bactérias de E. aerogenes, num processo de dark fermentation, foi
bastante similar, para concentracdes de glicerol puro ou contido em glicerina semi-refinada até 20
Ogiicero/ Lme (Marques, P.A.S.S. et al., 2009). Estes resultados revelam, deste modo, que a presenca de
outros compostos na glicerina semi-refinada ndo impediu o desenvolvimento do processo
fermentativo, possibilitando a sua utilizacdo sem a necessidade de tratamentos prévios, além do que
efetuado pela propria fabrica. O facto de a sua conversdo biologica, em condi¢bes ambientais
proximas da temperatura e pressdao atmosfera, originar uma fonte energética limpa (H,) e, em
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simultaneo, proporcionar um abaixamento da sua carga organica, constituem outros aspetos
igualmente importantes.

Analisando agora a composi¢do do biogas-DF na fase estacionaria ( b e c) verificou-se que, para todas
as condicBes fisico-quimicas analisadas, a concentracdo de bioH, originado foi sempre superior a de
bioCO,, 0 que é uma vantagem, se se pretender purificar o biogas-DF, para aplica¢des industriais de
hidrogenacdo ou até mesmo para utilizacdo numa PEM.

Em termos de variagdes percentuais na producdo de bioH, verificou-se que, para uma inoculacdo de
1% (v/v) de PI, ocorreu um acréscimo de cerca de 26,4% quando a concentracdo inicial de glicerol
aumentou de = 10 para 20Qgicero/Lme € UM decréscimo de 6,2% quando esta passou para = 30
Oglicero/ Lme. EM comparagéo, quando a inoculagédo foi de 10% (v/v) de PI, verificou-se um aumento
menos acentuado de volume de bioH, produzido (=19,0%), quando se duplicou a concentracéo inicial
do glicerol ndo se registando, igualmente, uma variacéo significativa (- 2,6 %) quando se aumentou a
concentracéo inicial do substrato de = 20 para 300giicerol/ Lme-

De forma a caracterizar o desempenho do microrganismo fermentativo, em presenca de concentracdes
crescentes de substrato, a apresenta os perfis de producdo de bioH,, ao longo do processo, para as
duas concentragdes de in6culo testadas neste estudo — 1 e 10% (v/v) de PI.
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Fig. 4.4 - Perfil de producéo de bioH, para ensaios de dark fermentation a partir de diferentes
concentracdes iniciais de glicerol e de células de E. aerogenes inoculadas. Condi¢des experimentais:
Raz&0 Viase liquidal VTotal do reator =2/3, Volume de Pl adicionado =1 e 10 % (v/v) (a e b, respetivamente),
[Glicerol]incia <10 (¢), 20 @) e 30 &) Jgicero/Lmr, T(processo)=37°C e Agitagdo magnética ~150 rpm

A mostra também que a producdo de bioH, foi mais rapida quando os ensaios experimentais foram
levados a cabo com uma concentracdo inicial de biomassa superior ( b, adi¢do de 10%, v/v de PI),
para todas as concentragdes iniciais de glicerol. Essa observacdo é fundamentada na Tabela 4.2, na
qual se pode verificar que a velocidade inicial de producdo de bioH, aumentou com o aumento da
concentracgdo inicial de substrato, para ambas as concentracdes de bactérias inoculadas, embora esse
aumento ndo tenha sido proporcional. Este facto indica uma boa eficiéncia do microrganismo
fermentativo, mesmo em condi¢fes nas quais quer a concentracdo de glicerol quer a dos outros
compostos que ndo-glicerol, presentes na glicerina semi-refinada, poderiam interferir no processo
biol6gico, de forma significativa. Por outro lado, é também evidente que os valores alcangados, para
esse parametro, na presenca de maior concentracdo de indculo foram sempre superiores (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 - Velocidade inicial de producéo de bioH, e produtividade do processo de dark
fermentation para diferentes concentracdes iniciais de glicerol e de células de E. aerogenes
inoculadas. Condi¢des experimentais: Raz&o Viase liquida VTotal do reator=2/3, Volume de Pl
adicionado = 1 e 10% (v/v), [Glicerol]iiciar = 10, 20 e 30 Qgjicero/Lmr, T(processo)=37°C,
Agitacdo magnética ~150 rpm.

Velocidade inicial de producéo de bioH, Produtividade
(mL Hy/h) (mL H,/L.h)
Glicerol Inoculacéo Inoculagéo Inoculagéo Inoculagéo
(9aticero/ LvE) 1% (vIv) 10% (v/v) 1% (vIv) 10% (v/v)
=10 94,80 + 4,61 156,26 + 29,00 307,29 + 43,29 301,39 + 116,09
=20 148,94 + 7,51 173,63 £12,18 353,72 £ 69,99 308,80 + 86,96
=30 173,47 + 27,60 227,02 + 56,86 457,83 £ 114,06 381,17 £ 29,80

De facto, o aumento da velocidade inicial de producdo de bioH, com a concentracdo inicial de
substrato ocorreu sempre, para as condi¢des estudadas neste trabalho. No entanto, verificou-se quando
essa aumentou de =~ 20 para = 30 Jgiicero/Lmr, O iNCremento registado foi apenas de 14%, quando o
volume de PI adicionado foi de 1% (v/v), enquanto para um inoculo 10 vezes superior 0 aumento foi
de 24% (de 173,47 para 227,02 mL Hy/h). Este comportamento sugere, como primeira analise, que
uma maior quantidade de bactérias mostrou ser mais eficiente em condi¢bes de inibigdo pelo
substrato, na fase inicial do processo.

Considerando agora o processo global verifica-se que, ndo obstante as conclusBGes anteriores, a
produtividade do sistema (mL H,/L.h) foi sempre mais elevada quando a concentragdo de biomassa
inoculada correspondeu a 1% (v/v) do volume da fase liquida.

O cruzamento destas observacfes sugere, por um lado, a eficiéncia da estirpe de E. aerogenes
utilizada, mesmo em situagdo de inibicdo por aumento da concentracdo de substrato e/ou compostos
ndo-glicerol, mas também a possibilidade de, apés o periodo inicial do processo, uma maior
quantidade de bactérias poder metabolizar parte do substrato para crescimento celular (energia) e ndo
para producdo de biogas-DF, conduzindo a valores de produtividade inferiores (Tabela 4.2).

Com base nos perfis de producédo de bioH, () foi também possivel determinar o tempo necessario para
a ocorréncia do processo (tempo de equilibro), ou seja, 0 tempo necessario para atingir e manter a
producdo maxima de bioH,, nas condi¢fes operacionais e fisico-quimicas estabelecidas. Nesse
ambito, e observando a , constatou-se que o tempo de equilibrio ndo sofreu nenhuma alteragdo
significativa em nenhuma das condi¢es experimentais testadas, atingindo um maximo apds cerca de
15h de fermentacdo e mantendo-se mais ou menos constante até =~ 26h.

v" Andlise dos resultados tendo em conta o grau de pureza

O grau de pureza do biogas-DF produzido (definido como o valor da razdo volumétrica mL Hy/mL
CO,) é um parametro especialmente relevante quando se pretende purificad-lo em termos da sua
concentragdo em H,, para posterior aplicacdo industrial, em processos de hidrogenacdo. De facto, um
grau de pureza elevado conduz a um maior rendimento na aplicagdo de processos para obtengdo do H,
puro, proporcionando um leque mais alargado de utilizagGes pela industria. Contudo, esses processos
de purificacdo conduzem normalmente a custos elevados.

Neste trabalho, as variagfes do grau de pureza em bioH,, ao longo do tempo, para os diferentes
ensaios de dark fermentation realizados, com diferentes concentra¢Ges iniciais de indculo e de
substrato, encontram-se representadas na , para comparacdo. Com base em estudos anteriores (Mira,
2012), optou-se por representar os valores do grau de pureza apenas a partir das 4h de processo (valor
mais elevado atingido).

Margarida Nunes 42



Producéo bioldgica integrada de Hidrogénio e Metano a partir de residuos da Industria do Biodiesel

3,0 3,0 4
— 2,5 A —_2,5
g g
= =
.:E.N 2,0 .:E.N 2,0 -
o [}
N
g 1,5 915
5 5
o o
o
S 1,0 - T 10 -
3 3
o o
9 o5 - © 05 -
0,0 T T T T T T | 0,0 T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo de processo (h) Tempo de processo (h)

Fig. 4.5 - Perfil do grau de pureza em H, (mL H,/mL CO,) da fase gasosa produzida ao longo dos
ensaios de dark fermentation, para diferentes concentracdes iniciais de glicerol e de células de E.
aerogenes inoculadas (a e b). Condigdes experimentais: Raz&0 Viase iiquidalVotal do reator=2/3, Volume de
Pl adicionado=1 e 10% (v/v) (a) e b), respetivamente), [Glicerol]isicias =10 (#), 20 (M) e 30 (A) ggiicerol/Lmr,
T(processo)=37°C e Agitacdo magnética ~150 rpm.

A demonstra que todos 0s ensaios apresentaram um comportamento semelhante em termos do perfil
da razdo volumétrica (H,/CO,), ao longo do processo, e que com um valor maximo observado ap6s
cerca de 4h de fermentacdo, diminuindo a partir dai até atingir um patamar as 7-8h, para todos os
ensaios levados a cabo. N&o obstante este facto, verificou-se que os volumes mais elevados de bioH,
sO foram alcangados numa fase mais avangada, geralmente, apés =~ 15h de processo, como referido
acima (aeb).

Este perfil mostrou que, independentemente da concentragdo inicial de substrato e de inoculo, o
desempenho da estirpe bacteriana utilizada neste estudo foi consistente, 0 que é uma vantagem
sugerindo no entanto que, de acordo com o0s objetivos a atingir, deverdo estabelecer-se as condigdes
fisico-quimicas do sistema bioldgico a operar, tendo em atengdo um compromisso entre o volume de
biogas-DF produzido e o seu grau de pureza.

Outro aspeto a notar, é o facto de o valor mais elevado do grau de pureza registado ter sido
semelhante (para um indculo correspondente a 1%, v/v) ou até ter aumentado (para um inéculo
correspondente a 10%, v/v) com o aumento da concentracdo inicial de substrato, o que revela, mais
uma vez, o bom desempenho do microrganismo fermentativo utilizado neste estudo. Contudo,
cruzando estes dados com os da Tabela 4.2, ndo se pode deixar de notar que uma maior quantidade de
células inoculadas (10%, v/v) ndo conduziu a valores mais elevados de grau de pureza do biogas-DF,
na fase inicial do processo, apesar do aumento mais acentuado da velocidade inicial de produgédo com
a concentracdo de substrato.

Em conclusdo, todos os comentéarios acima sugerem que, uma maior quantidade de bactérias
inoculada pode ter conduzido a um desvio do metabolismo celular no sentido do crescimento da
biomassa e ndo da producdo de biogés-DF, refletindo-se esse efeito quer sobre o volume total
produzido quer sobre o seu grau de pureza. No entanto, essa discrepancia de valores foi atenuada com
0 aumento da concentracao inicial do substrato de =~ 20 para 30 Jgjiceroi/Lmr, POSSivelmente devido ao
facto de uma maior concentracdo de biomassa diminuir os efeitos inibitorios causados, nessas
condigdes.

v' Caracterizacéo das fases liquidas

A caracterizacdo das fases liquidas de fermentacdo antes e apds DF foi fundamental para avaliar a
eficiéncia da 12 etapa do processo integrado, em estudo, e para selecionar o meio fermentado mais
adequado a ser utilizado no processo de digestdo anaerdbia (2% etapa do processo integrado), como
substrato.
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Assim, apds fermentacdo todos os meios fermentados foram centrifugados (T=4°C, 10000 rpm e t=10
min) para caracterizacdo das fases liquidas resultantes em termos dos seguintes parametros fisico-
guimicos: pH e teores em ST, SV, CQO, Azoto total, Azoto amoniacal, 4cidos gordos de cadeia curta
(acido succinico, lactico, formico, acético e propionico), glicerol e etanol.

A Tabela 4.3 apresenta, em resumo, todos os valores obtidos para cada um dos pardmetros analisados.

Tabela 4.3 - Caracterizacao das fases liquidas resultantes dos ensaios de dark
fermentation, realizados a partir de diferentes concentracdes iniciais de glicerol e de células
E. aerogenes inoculadas. Condigbes experimentais: Razao Viase iiquidal VTotal do reator=2/3,
Volume de Pl adicionado = 1 e 10% (v/v), [Glicerol]iicia = 10, 20 e 30 Jgicerol/Lmr,
T(processo0)=37°C e Agitacdo magnética ~150rpm.

Concentracao inicial de substrato (ggicerorLme)
In(?;:j\ll‘jlg? ° Parametros ~10 ~20 ~30
pH 6,31 +0,08 6,21 +0,09 6,34 £ 0,01
ST (g/L) 21,75+ 1,99 28,89 + 3,45 2475+ 12,26
SV (g/L) 8,01 £0,92 14,61 £ 3,81 13,38 +£8,95
CQO (g/L) 21,64 +4,37 26,50 + 1,84 20,65+ 12,78
Azoto total (g/L) 1,38 + 0,02 1,24 +0,03 0,59 +0,14
Azoto amoniacal (g/L) 0,28 + 0,02 0,29 + 0,01 0,16 + 0,00
1 Acido Succinico (g/L) 0,29 +0,10 0,44 + 0,02 0,23 + 0,05
Acido Léactico (g/L) 0,64 +0,16 1,30 £ 0,43 0,66 + 0,45
Acido Formico (g/L) 0,47 £ 0,67 0,69+0,11 0,06 £ 0,09
Acido Acético (g/L) 0,34 +£0,01 0,06 + 0,08 0,10 £ 0,04
Acido Propidnico (g/L) 0,56 + 0,80 0,52 +0,03 0,24 + 0,15
Glicerol (g/L) 0,20 +£0,28 4,21 + 3,46 7,88 +4,50
Etanol (g/L) 452+1,13 6,67 £0,79 6,64 + 4,07
pH 6,31 +0,07 6,22 + 0,05 6,33 +£0,01
ST (g/L) 22,46 + 1,66 30,02 +2,27 34,35+ 3,44
SV (g/L) 8,93 +1,08 15,93 +2,22 20,74 +1,22
CQO (g/L) 20,54 + 2,48 27,00+ 1,42 26,87 + 13,29
Azoto total 1,52 + 0,00 1,45+ 0,07 1,28+0,11
Azoto Amoniacal (g/L) 0,30 £ 0,02 0,32 £ 0,00 0,34 £ 0,05
10 Acido Succinico (g/L) 0,08 +0,11 0,42 £0,01 0,32 +0,11
Acido Léactico (g/L) 0,52 + 0,07 0,98 +£0,25 0,52 +£0,02
Acido Férmico (g/L) 0,41 £ 0,57 0,61 +£0,07 0,00
Acido Acético (g/L) 0,08+0,11 0,06 + 0,08 0,14 +£0,03
Acido Propionico (g/L) 0,24 +£0,34 0,55+ 0,03 0,25 +0,15
Glicerol (g/L) 0,08+0,11 3,96 + 3,46 11,17 £4,50
Etanol (g/L) 3,31+0,25 5,98 + 0,90 5,12 £ 0,03

Com o objetivo de percecionar o efeito da concentracdo inicial de glicerol sobre o desempenho
metabdlico das bactérias e, consequentemente, sobre a composicdo do meio fermentado, procedeu-se
a andlise cruzada dos resultados acima referidos. Assim, verificou-se que a conversdo total do
substrato, em biogas-DF, s ocorreu quando a sua concentragdo inicial foi de =100gjicerol L,
independentemente do volume de PI adicionado (Tabela 4.3), o que sugere que 0 aumento do teor em
CQO registado, em relacdo ao meio inicial, (Tabela 7.1) possa ser atribuido em grande parte a
concentragdo em AGV’s, dado que a sua producdo ao longo do processo ocorre em simultdneo com a
do biogas-DF (Ghimire et al., 2015). Pelo mesmo motivo, quando a concentracdo inicial de substrato
duplicou (20 Qgiicero/Lme), @ CQO no meio fermentado aumentou, levando a crer que esse aumento
possa estar associado ndo s6 a concentracdo de glicerol que ndo foi consumido, como também a
concentragdo de AGV’s produzidos durante o processo. Até porque esta concentracdo inicial de
glicerol foi a que conduziu & maior producdo de biogas-DF/bioH, (Fig. 4.3 a e b) e, em concordancia,
ao aumento mais significativo do teor em SV, para ambas as concentragdes de in6culo.
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A fermentacdo de = 30ggicero/Lme CONduziu a pequenas alteragGes nos valores das concentragOes de
CQO e de SV e, como seria de esperar, a ocorréncia de inibi¢do pelo substrato. Por isso considera-se
que, nestas condigcbes, o teor em CQO estard associado a uma maior concentracdo residual de
substrato, além do conteudo em AGV’s, pelos motivos ja referidos.

De realcar que, apesar de se ter produzido um biocombustivel limpo e se ter verificado um decréscimo
da carga poluente na maioria dos ensaios, este processo originou um meio fermentado que ainda néo
cumpre a legislacdo em vigor descrita no Decreto-Lei n°236/98 (Anexo XVIII). Como tal, a
integracdo deste com um processo de digestdo anaerdbia, pode contribuir para atenuar essa questao.

v" Andlise dos resultados tendo em conta o rendimento especifico do processo

O rendimento especifico de produgdo de H, (ML Ha/Ggiicerol consumido) fOI outro fator considerado
fundamental para a avaliacdo dos diversos ensaios fermentativos. Os resultados obtidos, de acordo
com as concentragBes iniciais de biomassa inoculada e de substrato, em cada ensaio, podem ser
observados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Rendimento de producdo de H; nos diversos ensaios de dark fermentation,
realizados a partir de diferentes concentragdes iniciais de glicerol e de células de E.
aerogenes inoculadas. Condigdes experimentais: Raz80 Viase liquidal VTotal do reator=2/3, VOlume
de Pl adicionado = 1 e 10% (v/v), [Glicerol]iicia = 10, 20 e 30 Jgiicerol/Lmr, T(processo)=37°C e
Agitacdo magnética ~150 rpm.

| (ml— HZ/g licerol consumido)
[GlicerolJica Inoculagéo — 1% (v/v) Inoculagdo — 10% (v/v)
(gqlicerollLMF)
=10 99,06 £ 6,19 94,76 + 11,20
=20 82,51 +5,70 71,39+ 10,19
=30 50,91 + 3,88 59,72 + 3,41

Observando a Tabela 4.4 constata-se que a variacdo da concentracdo inicial de substrato conduziu a
discrepancias bastante significativas nos resultados, verificando-se uma superioridade de rendimentos
quando a concentracdo de bactérias inoculadas foi menor. Por outro lado, verificou-se que 0 aumento
da concentracéo inicial de glicerol levou a uma diminuicdo dos rendimentos especificos, para ambos
0s volumes de PI testados. Assim, para uma inoculacdo de 1% (v/v), a duplicacdo da concentracdo
inicial de substrato conduziu a um decréscimo no rendimento especifico de cerca de 16,71%, seguido
de outro de 38,29% quando se aumentou novamente a concentracdo. Para uma concentracdo de
bactérias inoculadas mais elevada (10%, v/v), por sua vez, ocorreram decréscimos de 26,67 e 16,35%,
respetivamente.

Esta analise comprova o que ja foi mencionado anteriormente, ou seja, que ocorreu uma inibicao pelo
substrato, quando a concentragdo de bactérias inoculadas foi maior. De facto, apesar da velocidade
inicial de producdo de bioH, apresentar valores superiores para uma inoculacdo de 10% (v/v), pelo
contrario, a produtividade foi mais elevada para uma concentracdo de biomassa 10 vezes menor
(Tabela 4.2), algo que se reflete no abaixamento do rendimento especifico.

4.1.3.2 Cinética do processo de dark fermentation

No seguimento do estudo realizado analisou-se a cinética do processo bioldgico, para determinacao de
parametros com influéncia na caracterizacdo do processo de DF, apresentado neste estudo.

Assim, com o intuito de se apurar a legitimidade dos resultados experimentais, recorreu-se a um
modelo matematico desenvolvido para caracterizar curvas de crescimento celular, o qual pode ser
representado pela equacdo de Gompertz modificada (Equagéo 22).
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Rméxﬁ
H(t) = Hmaxem{—em[ .

rax

(A-t+ 1]} (22)

Efetivamente, a equacdo 28 descreve a degradacdo do substrato e correspondente formagédo de
produto, ao longo do processo fermentativo em que: H(t) corresponde ao volume de H, acumulado ao
longo do tempo (mL), Hnax corresponde ao potencial de producdo méaxima de H, (ML), Rpyax
corresponde a taxa de produgdo maxima (mL/h) e A (h) corresponde ao tempo de laténcia (B. Wang et
al., 2008; J Wang & Wan, 2008). Para aplicar esta equacdo aos resultados experimentais, com vista a
estudar o perfil de producdo de bioH; e determinar pardmetros cinéticos, foi utilizada uma ferramenta
matematica, o Solver, através da folha de calculo Excel.

A Fig. 4.6 apresenta os perfis de producdo de bioH, por DF, registados para as diferentes condicGes
fisico-quimicas estudadas neste trabalho. Os valores representados correspondem a média dos valores
obtidos em pelo menos 3 ensaios independentes, com um desvio-padrdo inferior a 10% (Seccéo 7.2).

1400 a) 1400 - b)
1300 4 1300 4
o o
E 1000 4 E 1000 4
=] aQ i
2 =m0 -II"‘-——— e g = Iﬁ\_ - -
. O I b - -
ixl f ] A
£ + £
200 1 f 200 1
F
] S T T T . . o = T T T T T T 1
] 3 10 13 iz F= 0 3 Q 3 e = wn i B E-
Tempa de processs (i) Tempo de processs |
1400 C} 1400 d}
1300 1200 4
= T =
E 1000 4 E 1000 ToT
T '_..r-'_'____-_J. = n
£ =m0 A I £ =0 A T /ar-'-'-'-'__ 11
= =
o J. a
E [ el E 00+ 3':_1_
d ] d i ¢
P 400 i 400 |
200 A 00 :
o B T T T T T T 1 o B T T T T T T 1
o 3 10 13 ] 23 0 E 2] 3 10 13 n 3 0 =
Tempo de processo (i) Tempo de processo ()
1400 1 E} 1400 1 f}
1700 1200
E= ¢ T E=g
E 2000 4 I - E 1000 7 & _ —
o ] > = o 7
2 =m _[ L2 =m T- s
i | i I
E s 3 E 50 A L
g. awo { | g 00
00 4 00 A
o B T T T T T T 1 o B T T T T T T 1
o 3 10 13 0 3 0 E o 3 10 13 i) 3 ] 3
Tempo de processo () Tempo de processo (&)

Fig. 4.6 - Perfis de producao de bioH, para os ensaios de dark fermentation realizados a partir de
diferentes concentracgdes iniciais de glicerol e de células de E. aerogenes inoculadas (). Ajuste dos
resultados experimentais & equacdo de Gompertz modificada (). Condi¢cGes experimentais: Razao

Viase liquidal VTotal do reator=2/3, T(processo)=37°C e Agitacéo magnética ~150 rpm; Perfis a) e b)
[Gliceroliniciai =10 Ggiicerol/Lme cOM INoculagéo de 1% e 10% (v/v) de PI, respetivamente; Perfis c) e d)
[Glicerol]inicial =20 ggiicero/Lme COM Inoculagéo de 1% e 10% (v/v) de PI, respetivamente; e) e f)
[Glicerol]inicia=30 Jgiicero/Lime COM Inoculagédo de 1% e 10% (v/v) de PI, respetivamente.
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Pela observacdo da Fig. 4.6 € evidente que, de um modo geral, os perfis de producdo de bioH,
tracados com base nos dados experimentais se ajustaram muito bem ao modelo teérico tragado por
meio da equacdo de Gompertz (R*>0,98). Outro aspeto a considerar é que as curvas de producéo de
bioH, estdo de acordo com o perfil proposto por outros autores (J. Wang & Wan, 2009).

Por aplicacdo da equacdo de Gompertz aos dados experimentais calcularam-se varios parametros
como, o potencial (Hns) € a taxa de producdo maxima (Hpax) de bioH, e o tempo de laténcia (A) no
processo de fermentacdo (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 — Parametros determinados com base na aplicacdo da equacédo de Gompertz
aos resultados experimentais obtidos nos ensaios de dark fermentation realizados a partir
de diferentes concentracoes iniciais de glicerol e de células de E. aerogenes. Condicdes
experimentais: Razao Viase iiquidal VTotal do reator=2/3, Volume de PI adicionado = 1 e 10% (v/v),
[Glicerol]inicias = 10, 20 e 30 Jgjicero/Lmr, T(Processo)=37°C e Agitagdo magneética ~150 rpm.

Inoculagéo [Glicerollinigial Himax Rimax A R
(%,vIv) (Qaticerot/ L mE) (mL) (mL/h) (h)
=10 807,28 + 48,49 399,95 + 94,56 4,03+0,21 0,99
1 ~20 967,72 + 36,44 394,39 + 57,87 3,74 £ 0,06 0,99
=30 951,48 + 58,51 379,38 + 89,67 3,50+0,11 0,99
~10 727,58 + 58,44 303,98 + 94,73 3,06 + 0,45 0,98
10 =20 895,22 + 114,31 260,88 + 99,86 3,11 +0,66 0,99
~30 912,80 + 39,48 383,99 + 78,95 3,01 £0,27 0,99

De acordo com os resultados obtidos e tendo em conta as conclusdes ja apresentadas (Sec¢do 4.1.3.1),
como era expectavel, o potencial de produgdo maxima de bioH, foi registado para as condigdes de
concentracéo inicial de substrato de =20 ggicero/Lmr € inOculo correspondente a 1% (v/v). A taxa de
producdo méaxima, no entanto, foi superior quando os ensaios foram realizados com metade da
concentracdo de substrato (=10 Jgiicero/Lme), Para a mesma quantidade de biomassa, o0 que pode ser
atribuido a auséncia de inibicéo, nestas condicoes.

Em relacdo aos tempos de laténcia calculados, é visivel que esses foram menores sempre que 0
indculo foi de 10% (v/v), o que reflete uma adaptacdo mais rapida das bactérias as condigdes
experimentais, quando se encontram em maior concentracdo. Este comportamento pode ser
fundamentado com os valores crescentes de velocidade inicial, levando a que producéo de bioH, fosse
iniciada mais rapidamente. Tendo por base este facto, o tempo de laténcia minimo foi entdo obtido
nos ensaios que partiram de uma inoculagdo de 10% (v/v) e uma concentracéo de 10 Qgjicerol/ Lmr.

4.1.3.3 Comparacao dos resultados obtidos utilizando um saco de recolha da fase gasosa

Em ualtima anélise dos dados experimentais procedeu-se a comparagdo dos valores registados para o
grau de pureza (), ao longo do processo de DF, com o determinado a partir de um saco de recolha de
gases de baixo peso molecular, contendo todo o volume de biogas-DF produzido. A determinagéo dos
teores em bioH, e bioCH, no saco foi levada a cabo por GC. O objetivo deste estudo assentou em
determinar o valor da razdo mL H,y/mL CO, no volume total do biogas-DF produzido e recolhido,
tendo em conta que essa razdo altera ao longo do tempo, como se verificou na . Esta informacéo
torna-se interessante se se pretender desenvolver este sistema a nivel industrial, visto que nessa
situacdo, o biogas-DF produzido no biorreactor € normalmente recolhido apenas no final do processo.
A comparacdo estabelecida neste trabalho pode também ser fundamentada pela importancia do
contetdo em bioH, ser o mais elevado possivel, de modo a facilitar o processo de purificacdo, para
posterior utilizagéo.
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Tabela 4.6 — Grau de pureza obtido no decorrer do processo e no saco de recolha para
ensaios de dark fermentation realizados a partir de diferentes concentracées iniciais de
glicerol e de células de E. aerogenes inoculadas. Condi¢des experimentais: Razao Viase
liquidal VTotal do reator=2/3, VOlume de PI adicionado = 1 e 10% (v/v), [Glicerol]inca = 10, 20 e 30
Qgiicero/ Lmr, T(processo)=37°C e Agitagdo magneética ~150 rpm.

Ao longo do processo Saco
Inoculacéo [Glicerol]inicial G’rqu de pureza GF au de pureza no Grau de pureza
maximo atingido final do processo
(%v V/V) (gglicerOI/LMF) (HZ/COZ) (HZ/COZ) (HZ/COZ)

=10 2,03 1,10 1,29

1 ~20 2,06 1,08 1,13
~30 2,43 1,15 1,14

~10 1,33 1,09 1,19

10 =20 1,54 1,09 1,14
~30 2,00 1,19 1,22

Com base nos valores apresentados na Tabela 4.6 é claro que o grau de pureza determinado no saco
de recolha foi inferior ao registado apds ~4h de processo fermentativo (méaximo atingido) por recolha
da fase gasosa diretamente a partir da headspace do biorreator, 0 que se compreende considerando
que a composicdo do biogas-DF no saco de recolha corresponde a mistura dos valores atribuidos ao
longo do tempo. Porém, quando comparado com os valores registados na fase estacionaria, constatou-
se que a diferenca ndo foi muito significativa.

Neste contexto e tendo em conta que a partir de ~6h de DF o grau de pureza ndo sofreu grandes
alteracdes (), a possibilidade de recolha do bioH; no final do processo, sem comprometer a qualidade
da producgdo, é ainda uma opcdo vidvel. Além disso, existem processos de hidrogenagdo, como a
hidrogenagdo em condigdes supercriticas, em que o H, deve estar em presenga de CO,, para que 0
processo ocorra com eficiéncia, tornando a aplicacdo do biogas produzido por dark fermentation,
como descrito nesta dissertacdo, uma hipotese viavel em industria.

4.1.3.4 Analise energética

Este estudo teve como propdésito a determinagdo do conteldo energético do volume de bioH,
produzido, em todos os ensaios fermentativos, para assim proceder-se a uma comparagdo com a
energia necessaria para a realizacdo do préprio processo. Dado o caracter preliminar desta analise, a
medicdo do consumo energético foi efetuada apenas para alguns dos equipamentos utilizados,
nomeadamente, a incubadora (9,25 kWh), a placa de agitagédo (0,59 kWh) e o termostato (2 kWh).

Assim, como primeira etapa, recorreu-se a lei dos gases ideais (Equacdo 23) para o calculo do nimero
de moles correspondente:

PV = nRT (23)

Onde P é o valor da pressdo atmosférica (Pa), V é o volume de bioH, produzido (m®), R é a constante
dos gases perfeitos (J/mol.K) e T € a temperatura a que decorreu o processo fermentativo (K).

Neste seguimento e sabendo o peso molecular de uma mole de H, (2,02 g/mol) e o seu PCS (141,2
MJ/Kg) rapidamente se alcangou o objetivo pretendido. Os resultados encontram-se expressos na
Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 — Energia (kWh) referente aos volumes de bioH, produzidos nos ensaios de dark
fermentation, realizados a partir de diferentes concentracdes iniciais de glicerol e de células
de E. aerogenes inoculadas.

Inoculacdo (%, v/v)
[Glicerol]inicia
1 10
(gqlicerOI/LMF)
=10 0,0023 0,0023
~20 0,0032 0,0028
=30 0,0030 0,0029

A Tabela 4.7 indica que, como era expectavel, a energia produzida por este processo biolégico a
escala laboratorial, apresentou valores bastante inferiores comparativamente aos valores registados
para 0 consumo energético dos equipamentos associados. Contudo, h&d que ter em conta que 0s
equipamentos em destaque, geralmente, ndo sdo utilizados da forma mais eficiente. Por exemplo, a
incubadora é utilizada para o crescimento celular da Enterobacter aerogenes, algo que foi realizado,
em todos 0s ensaios, através de um volume de apenas 100 mL. Porém, este equipamento tem
capacidade para conter volumes muito superiores, algo que poderia ser feito com a mesma quantidade
de energia. Outro aspeto a ter em conta é a capacidade dos proprios reatores, com volumes adequados
para trabalhar a escala laboratorial, 0 que conduz a também volumes de H, mais baixos e, portanto, a
uma energia mais reduzida.

Apos toda esta analise, referente ao processo de dark fermentation (12 etapa do sistema integrado) e
fazendo um cruzamento de todos os resultados obtidos, conclui-se que as condi¢Bes Gtimas que
proporcionaram uma producdo de bioH, mais elevada foram as que corresponderam a uma
concentracdo de biomassa de 1% (v/v) e uma concentracéo inicial de substrato de =20 Jgjicerol/ Lmr.
Porém, ndo foi este o meio fermentado que apresentou as caracteristicas quimicas mais adequadas
para utilizagdo, como substrato, no processo de digestdo anaerdbia. De facto, considerando a agdo
inibidora do glicerol sobre o processo de digestdo anaerébia, optou-se por testar o meio fermentado
que resultou da fermentacéo de 10ggicero/Lme COM 0 indculo de 1% (v/v), dado que neste meio a
concentragéo de glicerol foi menor (0,20 g/L) (Viana et al., 2012).
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4.2 Digestao Anaerobia

4.2.1 Caracterizacao do consorcio de bactérias

Um in6culo adequado deve conter microrganismos em quantidade suficiente para poder assegurar a
capacidade de degradacdo da matéria orgénica disponivel. Neste contexto, foi realizada uma
caracterizacdo fisico-quimica do consércio em termos de teores em ST, SV, SST, SSV e CQO
(Seccdo 3.3.3).

Dado que os microrganismos se encontram em suspensao, o conteldo em SSV é o parametro usado
para exprimir genericamente a matéria organica, embora este pardmetro seja incapaz de distinguir
entre os sélidos suspensos inertes e 0s microbianos, microrganismos vivos ou inativos. Geralmente
nos ensaios de degradacdo procura-se verificar se a razdo entre substrato e o in6culo cumpre a
premissa que condiciona a producdo de biometano (CQOsupstrato/ SSVinscu<1) (INGENIEURE, 2006).
Assim, ao conhecer-se 0s SSV, é possivel definir a carga organica que deve ser introduzida no reator,
sem comprometer o processo pela ocorréncia de possiveis inibigdes

Tabela 4.8 — Parametros de caracteriza¢cdo do consorcio de bactérias.

ST (g/L) SV (g/L) SST (g/L) SSV (g/L) CQO (g/L)
6,5 3,9 47 2,8 11,43

Pela observacdo da Tabela 4.8 constata-se que o indculo em questdo era bastante diluido, com uma
concentragdo de SSV bastante aquém do habitual, devendo-se este facto ao método e ao local de
recolha. Contudo, a rela¢cdo SSV/SST = 0,59 indica uma percentagem de material organico suspenso
normal para este tipo de in6culo.

4.2.2 Producéo de biometano

Nesta fase do trabalho experimental foram desenvolvidos ensaios laboratoriais com o propdésito de
produzir outro biocombustivel gasoso, o metano, a partir do efluente resultante do processo de dark
fermentation, usando o consércio de bactérias mesofilas. O meio fermentado foi selecionado com base
na sua concentracdo em glicerol pelo facto deste composto, em certas concentragdes, atuar como um
inibidor do processo, afetando a produgdo de biogds-DA Assim, o substrato utilizado resultou de
ensaios de dark fermentation desenvolvidos com uma concentracdo inicial de glicerol de =~ 10
Oglicero/ Lmr € de uma inoculagéo de 1% (v/v).

Para a producdo de biogas-DA, foram realizados dois ensaios independentes, partindo de uma
concentracédo de 2,71 gCQO/Lase iiquica © de um volume de inoculo de 384,65 mL, segundo as mesmas
condicOes operacionais. Para comparacdo de resultados, procedeu-se a uma andlise da composi¢édo da
fase gasosa e da fase liquida, de modo a avaliar a eficiéncia do processo em termos de producéo de
bioCH,, de remoc¢édo de compostos poluentes e de capacidade de degradagdo dos compostos organicos
pelo consorcio bacteriano.

Os resultados obtidos e a respetiva discussdo sdo apresentados de seguida.
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4.2.2.1 Perfil de producdo de biogas-DA e composicdo da fase gasosa

A andlise do perfil de producdo de biogas-DA possibilitou ndo sou a avaliagdo do comportamento do
consorcio bacteriano perante o substrato utilizado, como também permitiu a determinacdo da
atividade das bactérias metanogénicas presentes no inéculo.

As curvas de biogds-DA acumulado, ao longo do tempo, para os dois digestores encontram-se
representadas na Fig. 4.7.

600 -
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Fig. 4.7 - Perfil de producéo de biogas- DA para os dois ensaios de digestdo anaerobia realizados
(Ensaio 1 (@) e Ensaio 2 (/)). Condi¢des experimentais: Razao Viase liquidal Votal do reator =0,8, Volume de
indculo =384,65 mL, [Substrato]inicia=2,71 gCQO/Ltase liquidas T(Processo)=37°C e Agitagdo manual (2

vezes/dia).

Com base na Fig. 4.7 é visivel que as curvas de producdo de biogas-DA apresentaram uma
discrepancia bastante acentuada, com o segundo ensaio a apresentar um declive superior, apesar de 0s
dois reatores apresentarem a mesma composicdo a nivel de fase liquida. A justificacdo para esta
diferenca pode incidir no facto do sistema, no primeiro ensaio, ndo ter sido bem isolado conduzindo a
fugas de biogas-DA e, portanto, a um volume deslocado na coluna graduada inferior.

Contudo, em ambos os digestores, a degradacéo do substrato foi iniciada de forma répida, dado que o
primeiro registo de biogas-DA foi feito logo apds o primeiro dia de processo (cerca 24 horas depois),
revelando uma boa adaptagdo do consorcio bacteriano ao meio nutritivo. O indculo utilizado estava,
portanto, bastante ativo em boas condigdes para conduzir a biodegrada¢do, como comprovado pela
clara auséncia de uma fase de laténcia no perfil de producéo.

Pela observagdo da Fig. 4.7 também se constatou que nos Ultimos 2/3 dias de processo ja ndo havia

producdo de biogds-DA e que, portanto, 0 processo j& se encontrava esgotado, com a maioria do
substrato disponivel degradado.

A Fig. 4.8 apresenta a composi¢do do biogas-DA produzido, em relagdo ao seu conteudo em CH, e
CO,, para os dois ensaios efetuados.
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Fig. 4.8 - Composicao do biogas-DA produzido em CH, () e CO, ('), para os ensaios de digestdo
anaerobia realizados. Condigdes experimentais: Raz&0 Viase liquidalVrotal do reator =0,8, Volume de in6culo
=384,65 mL, [Substrato]inicia=2,71 gCQO/Ltase liquidas T(Processo)=37°C, Agitacdo manual (2 vezes/dia)

Os dois reatores foram purgados inicialmente com azoto e a produgdo de biogas ndo foi
suficientemente elevada para permitir a lavagem completa deste gas, o que explica o0 seu aparecimento
na mistura final. Assim, ap0s a realizacdo dos ensaios foi obtida uma mistura com trés gases
principais: azoto, metano e diéxido de carbono. Por observacdao da Fig. 4.8, o primeiro aspeto que
deve ser tido em conta é que ambos 0s ensaios conduziram a producdo de um biogas-DA rico em CH,,
verificando-se uma percentagem de CHj, ligeiramente maior no primeiro digestor, cerca de 53,39%,
face ao segundo onde se registou 49, 69%. Estes valores estdo concordantes com a composi¢do do
biogés referida na sec¢do 2.2.1.4 c¢). A razdo CH,/CO, apresentou a mesma tendéncia, com valores de
2,32 e 2,28, respetivamente, 0 que indica a solubilizacdo duma parte de CO, na fase liquida na forma
de &cido carbénico.

Contudo, a valorizacdo deste biocombustivel poderia aumentar se todo o CO, fosse removido, algo
benéfico ndo sé porque alargaria o espectro de aplicacdes possiveis, como também levaria, no caso de
combustdo do biogads, a uma reducdo significativa do mondxido de carbono libertado para a
atmosfera. Existem indmeras técnicas que possibilitam a purificacdo do biogas-DA, com destaque
para a absorc¢do e a adsor¢do como sendo as mais utilizadas (Carvalho, 2010).

Para efeitos de comparacdo, determinou-se o0 volume teérico maximo de CH, que se poderia obter
partindo da quantidade de substrato utilizada para a realizagdo dos ensaios. Para isso, recorreu-se a lei
dos gases ideais (Equagdo 23) para calcular o volume ocupado por uma mole de CH,, a temperatura
dos processos (37°C). Neste seguimento e sabendo que uma mole de CH,4 corresponde a 64g de CQO
e que foram introduzidas 1,19 g de CQO nos digestores, o volume teérico maximo calculado foi de
470 mL. Relacionando este valor com os resultados obtidos, verificou-se uma proximidade de valores
para 0 segundo digestor (435 mL de CH,), confirmando que o substrato disponivel foi
maioritariamente degradado ao longo do processo.

A atividade metanogénica (Equacdo 24) também foi calculada, para cada um dos digestores,
recorrendo ao modelo de Monod e tendo por base o perfil de producdo de biogas-DA (Fig. 4.7) e a
percentagem de CH, (Fig. 4.8).

vCHél
fx Cp

Actividade Metanogénica = (24)

O Vcp4 corresponde ao volume de metano produzido por dia e foi obtido pelo produto entre declive
méaximo das curvas de biogds-DA cumulativo e a percentagem de CH,4 obtida por GC. C, representa a
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concentra¢do de inoculo introduzido nos reatores (2,63 gSSV/Liase iiquica). T € 0 fator de converséo
correspondente ao valor de CQO (g/mL), de acordo com a temperatura a que foi feita a recolha do
biogas-DA (25°C e base seca), valor que se encontra tabelado em Field, et al. (1988). Os resultados
encontram-se expressos na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Atividade metanogénica do in6culo utilizado, para os dois digestores em
estudo.

Atividade Metanogénica
(9CQO(c.9'SSV.d™)

Ensaio 1 0,06

Ensaio 2 0,19

De acordo com a Tabela 4.9, como seria de esperar, a atividade calculada no segundo ensaio é
inferior, devido ao menor volume de metano. Sendo os ensaios realizados nas mesmas condi¢fes ndo
existem razdes para que tenha havido uma alteragdo significativa no comportamento do inoculo, pelo
gue a menor atividade aparente é consequéncia das referidas fugas de gas.

4.2.2.2 Caracterizagdo do efluente

Os valores obtidos para a caracterizagdo das fases liquidas (Seccao 3.3.3) resultantes do processo de
digestdo anaerdbica encontram-se expostos na Tabela 4.10. Para efeitos de avaliacdo de alteracdes a
nivel de compostos poluentes e ter uma perce¢do da importancia da matéria em suspensdo,
caracterizou-se o efluente no estado natural e apds submetido a uma centrifugacao.

Tabela 4.10 - Caracterizacdo das fases liquidas resultantes dos dois ensaios de digestao
anaerobia. Condi¢cdes experimentais: Raz&80 Viase iiquidal Votal do reator=0,8, Volume de inéculo =
384,65 mL, [Substrato]inicial =2,71 gCQO/Liase liquidas T(Processo)=37°C e Agitacdo manual (2

vezes/dia).
Ensaio 1 Ensaio 2
A Com Sem Com Sem
Parametros - . - . - . . .
centrifugacao centrifugacao centrifugacéo centrifugacéo
pH 747 7,30
ST (g/L) 2,58 2,67 3,32 13,80
SV (g/L) 0,38 0,44 0,42 7,30
CQO (g/L) 0,31 0,97 0,33 3,56
Azoto total (g/L) 0,60 0,69 0,71 1,56
Azoto amoniacal (g/L) 0,59 0,58 0,25 0,80
SST (g/L) 0,30 0,70 0,25 3,62
SSV (g/L) 1,70 0,90 0,50 3,68
AGV’s (g/L) 0,16 - 0,12 -

Os valores de pH registados, observando a Tabela 4.10, indicam que os acidos formados no meio, ao
longo do processo, foram metabolizados e convertidos em CH,4 pelo processo de digestdo anaerdbia.
Pode-se concluir que o ensaio decorreu de forma equilibrada, sem inibicdo da atividade das bactérias
metanogénicas (Mao et al., 2015). Existe uma ligeira diferenca entre os valores do pH que pode ser
justificada por uma absorcdo mais acentuada de CO, pelo meio, no segundo ensaio (que produziu
mais volume de CO,) , provocando alguma diferenca no ponto de equilibrio da fase liquida com a fase
gasosa .

Os resultados, das amostras da centrifugacdo, exprimem uma diferenga mais significativamente no
segundo digestor. De facto, em todos os parametros, os valores sdo sempre superiores quando o
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efluente ndo foi centrifugado, algo facilmente explicado pela presenca de bactérias metanogénicas. O
primeiro digestor, por sua vez, também apresentou valores mais elevados quando o efluente ndo foi
submetido a centrifugacdo, apesar de a diferenca ser menos notéria. Contudo, analisando o teor em
SSV, os valores ndo estdo concordantes pois é com o efluente centrifugado que o seu valor é maior. A
obtencdo destes resultados inconsistentes, pode ser justificada pela quantidade de matéria solubilizada
no meio, apds o processo, o que dificulta a amostragem e interfere com a caracterizacdo do efluente.

Em termos de degradacdo do substrato, comparando com os valores obtidos para 0 meio fermentado
utilizado como substrato (Tabela 4.3), verificou-se um decréscimo do valor da maioria dos parametros
referentes a matéria organica, o que confirma que o processo de digestdo anaerdbia decorreu com
sucesso, produzindo o biogas a partir dos compostos poluentes do efluente. A reducdo no teor em
CQO, ST e SV para o primeiro ensaio, com e sem centrifugacdo, e para o segundo ensaio, com
centrifugacdo, foi bastante acentuada, na ordem dos 90%. O segundo ensaio, sem a centrifugacao,
também apresentou uma reducdo no teor em ST e CQO apesar de menos significativos, com o teor em
SV a ter sofrido um ligeiro aumento.

Porém, apesar do efluente obtido conter uma menor concentragdo de compostos poluentes, o
abaixamento ainda ndo foi suficiente para cumprir com os VLE definidos no Decreto-Lei n°296-98
(Anexo XVIII). Contudo, o seu contelido ao azoto, composto que ndo € praticamente removido ao
longo do processo mas sim transformado numa forma quimica mais reduzida (azoto amoniacal), leva-
0 a ter uma grande aptiddo agricola. Assim, ap6és um tratamento adicional de
nitrificacdo/desnitrificacdo ou outro equivalente, este efluente pode ser libertado para 0 meio
ambiente, sendo facilmente assimilavel pelas plantas.

4.2.2.3 Rendimentos do processo

Na Tabela 4.11 sdo apresentados os valores de producdo biogas e de CH4 em relacdo a massa de
matéria organica (SV), para cada um dos ensaios realizados.

Tabela 4.11- Producéo especifica de biogas-DA e de CH,. Condi¢des experimentais: Razéo
Vase quuida/VTotaI do reator=0,8, Volume de in6bculo = 384,65 mL, [SUbStratO]micia| =2,71 gCQO/Lfase
liquidas 1(Processo)=37°C e Agitacéo manual (2 vezes/dia).

Ensaio 1 Ensaio 2
Biogas-DA produzido (ML/gSVinicia) 199,90 291,92
CH, produzido (mL/gSVinicial) 106,72 148,47

Estes valores estdo concordantes com os resultados discutidos anteriormente, dado que foi no segundo
ensaio que os volumes obtidos foram superiores, tanto para o biogas-DA como para o CH,, levando,
por isso, a uma producdo especifica igualmente superior.

Contudo, os resultados obtidos s&o significativamente baixos quando comparados por, exemplo, com
a producdo especifica obtida para substratos agricolas como a batata (376-400 mL CH,/gSV), a colza
(240-340 mL CH,gSV), a cevada (353-658 mL CH,gSV), entre outros (Braun et al., 2009).
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5. Conclusdes e sugestdes para trabalho futuro

O objetivo desta dissertacdo centrou-se no estudo da aplicacdo de um sistema fermentativo anaerébio
integrado, para valorizacdo de um subproduto da industria de producdo de biodiesel — glicerina semi-
refinada — por producdo de dois biocombustiveis gasosos, o bioH, e o bioCH,, por DF e DA,
respetivamente, e resultando num efluente com menor carga poluente (< CQO), cumprindo com éxito
0s objetivos estabelecidos inicialmente.

Inicialmente, procedeu-se a otimizacdo das condicBes operacionais e fisico quimicas para degradar
concentracOes crescentes de glicerina semi-refinada (=10, 20 e 300gjicero/ L) € de indculo (1 e 10%,
v/v), utilizando como microrganismo fermentativo uma estirpe da bactéria Enterobacter aerogenes. O
biogas-DF produzido foi analisado em termos da sua composi¢cdo, grau de pureza e rendimento
especifico e o perfil de producdo de bioH, foi ajustado ao modelo tedrico de Gompertz, para
determinacdo de parametros cinéticos. A caracterizacdo dos meios liquidos fermentados proporcionou
a selecdo do efluente mais adequado para posterior utilizagdo, como substrato, no processo de
digestdo anaerdbia.

A Tabela 5.1 sintetiza os pardmetros considerados como mais relevantes na avaliacdo da primeira
etapa deste processo integrado.

Tabela 5.1- Parametros avaliados na caracterizagdo do sistema biologico de dark
fermentation, para producéo de bioH; a partir de diferentes concentragdes iniciais de
glicerina semi-refinada e de um inéculo de células de E. aerogenes.

Concentracao inicial de substrato (ggjicerol/ Lme)
In(;: L(j\ll";‘\?;‘ 0 Parametros 10 20 30
H, final (mL) 746,60 1014,56 951,48
Velocidade de produgdo inicial (mL Hy/h) 94,80 148,44 173,47
1 Produtividade (mL H,/L.h) 307,29 353,72 457,83
(H2/CO,)max — 4h de processo 2,03 2,06 2,43
1 (mL H,/g glicerol consumido) 99,06 82,51 50,91
H, final (mL) 725,37 895,63 919,56
Velocidade de produgdo inicial (mL Hy/h) 156,26 173,69 227,02
10 Produtividade (mL H,/L.h) 301,39 308,80 381,17
(H2/CO,)max — 4h de processo 1,33 1,54 2,00
1 (mL H,/g glicerol consumido) 94,76 71,39 59,72

O primeiro aspeto que deve realcado é que, tal como verificado por outros autores (Markov et al.,
2011; Mira, 2012), as células de Enterobacter aerogenes mostraram um desempenho eficiente na
conversdo de um subproduto industrial num biocombustivel gasoso com elevado potencial energético
(bioH), mesmo para concentracgdes iniciais de substrato consideradas inibitorias (> 209gjicerol/ L) D€
facto, apesar de na composicao da glicerina semi-refinada haver presenca de outros compostos, além
do glicerol, o microrganismo fermentativo mostrou eficiéncia para as concentragdes iniciais de
subproduto industrial estudadas. Estes resultados favorecem a hipotese de aplicacdo deste processo
biol6gico como um método de tratamento de residuos com o acréscimo de ndo haver producdo de
compostos poluentes mas sim, de um combustivel renovavel.

Conclui-se também, a partir da Tabela 5.1, que foi a concentracdo de células inoculadas
correspondente a de 1% (v/v) que conduziu a producdo mais elevada de bioH,, a partir de uma
concentracédo inicial de =20 ggiicero/Lme. Contudo, a velocidade inicial de produgdo de bioH, foi
sempre mais elevada quando a fase liquida de fermentagdo foi inoculada com a concentracdo de
biomassa 10 vezes superior (10%, v/v). Por outro lado, verificou-se que a velocidade inicial de
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producdo de bioH, aumentou com o aumento da concentracdo inicial de substrato adicionada, para
duas as concentracfes de indculo, o que indicia um bom desempenho das bactérias, mesmo em
presenca de concentracdes de glicerina semi-refinada téo elevadas quanto =30 Qgiicerol/Lmr, apesar de
esse aumento ndo ter sido proporcional, devido com certeza a efeitos de inibicdo por substrato.

Quanto a variagdo da produtividade do processo com as condi¢fes estudadas, essa apresentou valores
crescentes com o aumento da concentracdo inicial de substrato (glicerina semi-refinada), o que
demonstra, mais uma vez, o0 bom desempenho do inéculo puro utilizado neste estudo (Tabela 5.1),
para ambas as concentracBes inoculadas (1 e 10%, v/v). Por outro lado, verificou-se que a
produtividade alcangada no sistema foi sempre mais elevada para a menor percentagem de células
inoculadas (1%, v/v), em presenca de todas as concentracdes iniciais de substrato estudadas. Acresce
gue essa diferenca de valores aumentou com o aumento da concentragcdo em glicerol, tornando-se
mais evidente quando se avaliou o desempenho da bactéria em presenca de 30Qgicerol/Lme, Para um
inoculo de 1 (457,83 mLH,/L.h) e 10% (v/v) (381,17 mLH,/L.h).

Este comportamento cruzado com o que foi referido para a velocidade inicial de produgdo de bioH,
(Tabela 5.1) sugere que, se por um lado uma maior concentracdo de inéculo (10%, v/v) contribuiu
para 0 maior incremento da velocidade inicial de producéo de bioH, de 167,17 mL Hy/h para 227,74
mL H,/h, quando se fermentaram =10 Ggjicero/Lmr € =30 Ggiicero/Lmr, respetivamente, por outro lado, a
diferenca de valores discutida acima, para a variacdo das produtividades do processo, reflete a
possibilidade de um inéculo mais concentrado ter “desviado” uma parte mais significativa do
substrato consumido para crescimento celular e ndo para produzir bioH,, em comparacéo o inéculo de
1% (v/Iv).

Resta acrescentar que a variagdo dos parametros que caracterizaram as fases gasosas produzidas nas
diferentes condicdes operacionais e fisico-quimicas e que estdo apresentados na Tabela 5.1, esta
coerente com a variagcdo observada para as correspondentes fases liquidas resultantes do processo,
particularmente em termos dos seus contetdos em CQO, SV e ST (Seccdo 4.1.3.1).

Em suma, da otimizacdo de pardmetros levada a cabo para o processo de DF (primeira fase do sistema
integrado), concluiu-se que as condi¢des que conduziram a maior producéo de bioH, corresponderam
a uma concentracdo de biomassa de 1% (v/v) e uma concentra¢do inicial de substrato de =20
giicero/Lme. Contudo, ndo foi meio resultante destas condigdes que foi selecionado, como substrato,
para 0 processo de digestdo anaerobia. Efetivamente, devido a agdo inibidora do glicerol sobre o
processo de digestdo anaerdbia, optou-se por testar o meio fermentado que resultou da fermentagédo de
100giicero/ Lmr COM 0 indculo de 1% (v/v), por ser neste meio que a concentragéo de glicerol foi menor
(0,20 g/L). Alias, neste trabalho o objetivo de integracdo do processo de DF foi também conduzir a
diminuicdo da concentragcdo em glicerol no meio fermentado, contribuindo para a sua conversdo por
DA, com producéo de outro importante vetor energético (biogés-AD; CH, + CO,).

Relativamente a digestdo anaerdbia (segunda fase do processo integrado), os resultados obtidos,
revelam que o consdrcio de bactérias mesofilas utilizado neste trabalho demonstrou um bom
desempenho de conversdo do meio resultante da primeira fase do processo (DF) em biogas-DA. A
atividade metabdlica iniciou imediatamente (logo a partir do primeiro dia do processamento)
indicando uma 6tima adaptagdo ao substrato. O rendimento méximo obtido, por sua vez, apresentou
um valor de 148,47 mL CH4/QSV pnicial-

A utilizacdo de lamas bioldgicas (consoércio bacteriano) como indculo para a produgéo de bioCH, foi
outro dos aspetos positivos deste trabalho experimental. Isto porque existem muitos digestores de
lamas disponiveis no pais que poderdo acolher e tratar em codigestdo o meio fermentado pelo
primeiro processo.

O processo fermentativo anaerdbio integrado estudados neste trabalho é inovador, quer em termos da
sequéncia de processos aplicados quer na sele¢do do subproduto industrial utilizado como substrato
(Ghimire et al., 2015). Nesse aspeto, considera-se que este processo constitui um promissor ponto de
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partida para a valorizac¢do de residuos industriais, com abaixamento da sua carga poluente e produgéo
de vetores energéticos que possam contribuir para uma menor dependéncia dos combustiveis fosseis,
conforme os objetivos criados no plano de atividades definido para esta dissertagéo.

Por fim, conclui-se que, de facto, a aplicacao futura deste sistema integrado é uma op¢éo viavel e que
0 desenvolvimento de estudos posteriores que possibilitem melhores rendimentos de producdo de
bioH, e de bioCHj,, e de grau de pureza e abaixamento da carga orgéanica é algo a considerar. Neste
sentido, as sugestdes propostas para trabalho futuro séo:

v Estudar a aplicacdo deste processo para degradar concentracdes superiores de glicerina semi-
refinada, considerando a hipétese de alterar a concentracdo de indculo, recorrendo a
metodologia do DCC (desenho composto central) para selecdo do sistema mais eficiente.

v" Auvaliacdo da diminuicdo da concentracdo do glicerol, ao longo do tempo de processo e
determinacgdo de pardmetros cinéticos;

v' Realizacdo da digestdo anaerdbia com outro regime de temperatura, nomeadamente, 0
termdfilo;

v Avaliacgdo da possibilidade de aplicacdo dos biocombustiveis gasosos resultantes do processo
integrado, para fins energéticos;

v Substituicdo do termostato por um coletor solar térmico, para efeitos de controlo de
temperatura, com o objetivo de diminuicdo dos gastos energéticos envolvidos no processo.
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7. ANexos

7.1 Caracterizacdo do meio de fermentacéo com e sem glicerina semi-refinada

Tabela 7.1 - Composicao do meio de fermentacao apds esterilizagdo (T=120°C, P=2bar e
t=20min) contendo a glicerina semi-refinada.

Concentracdo inicial de substrato (Jqjicerol/ L)
Composto (g/L) ~10 =20 =30
ST 20,04 + 0,27 39,11 +2,39 51,35 + 3,07
SV 8,59 + 0,39 24,83 + 2,38 36,20 + 2,87
CQO 19,84 +1,10 27,79 + 2,69 46,38 +0,18
Azoto total 1,37 +0,11 1,40 1,36
Azoto Amoniacal 0,26 + 0,26 0,23 +£0,23 0,24
Acido Succinico 0,09 + 0,01 0,14 £ 0,00 0,14 £ 0,00
Acido Léactico 0,24 0,02 -
Acido Férmico 0,40 + 0,06 0,10 £0,01 -
Acido Acético 0,26 + 0,04 0,18 £0,01 0,26 £0,14
Acido Propionico 0,49 +0,10 0,44 £ 0,02 0,36 £ 0,01
Glicerol 7,73 +£0,60 25,57 + 0,54 20,27 + 1,55
Etanol 1,01 +0,04 0,12 £ 0,04 0,10 £0,02

Margarida Nunes 63



Producéo bioldgica integrada de Hidrogénio e Metano a partir de residuos da Industria do Biodiesel

7.2 Equacdo de Gompertz
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Fig. 7.1 - Perfil de producéo de bioH, para ensaios de dark fermentation realizados a partir de uma
concentracéo de substrato de = 10 ggjicero/Lmr € de um volume de Pl de 1% (v/v) (€. Comparagéo
com os resultados calculados por meio da equacdo de Gompertz modificada ( .
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Fig. 7.2 - Perfil de producéo de bioH, para ensaios de dark fermentation realizados a partir de uma
concentragéo de substrato de ~10 ggjicero/Lr € de um volume de PI de 10% (v/v) (€. Comparagédo
com os resultados calculados por meio da equacdo de Gompertz modificada ( ).
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Fig. 7.3 - Perfil de producéo de bioH, para ensaios de dark fermentation realizados a partir de uma
concentracéo de substrato de = 20 ggiicero/Lmr € de um volume de Pl de 1% (v/v) (4. Comparacao
com os resultados calculados por meio da equacdo de Gompertz modificada ( .
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Fig. 7.4 - Perfil de producédo de bioH, para ensaios de dark fermentation realizados a partir de uma
concentragéo de substrato de = 20ggjicero/Lve € de um volume de Pl de 10% (v/v) ( ¢. Comparacgéo
com os resultados calculados por meio da equacéo de Gompertz modificada ( ).
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Fig. 7.5 - Perfil de producéo de bioH, para ensaios de dark fermentation realizados a partir de uma
concentracgéo de substrato de = 30 ggjicero/Lmr € de um volume de Pl de 1% (v/v) ( 4. Comparagéo
com os resultados calculados por meio da equacdo de Gompertz modificada ( 1.
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Fig. 7.6 - Perfil de producéo de bioH, para ensaios de dark fermentation realizados a partir de uma
concentracgéo de substrato de = 30 ggjicero/Lme € de um volume de Pl de 10% (v/v) ( 4. Comparagéo
com os resultados calculados por meio da equacdo de Gompertz modificada ( I',.
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