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RESUMO

A produgdo de hidrogénio e etanol usando microrganismos € uma promissora area de
desenvolvimento tecnolédgico a partir de uma ampla variedade de fontes renovaveis e uma das
alternativas para esta producdo é a utilizacdo do reator anaerébio de leito fluidizado (RALF).
Desta maneira, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes materiais
suporte (poliestireno - R1, pneu inservivel triturado - R2 e PET - R3) visando a producédo de
hidrogénio e etanol utilizando trés reatores anaerdbios de leito fluidizado. Cada reator possuia
um volume total de 4192 cm?, alimentado com meio contendo glicose como fonte de carbono
(4000 mg.L™), com tempo de detencdo hidraulica (TDH) entre 8 e 1 h a uma temperatura
entre 20 e 25°C, com tratamento térmico do inoculo, utilizando culturas mistas. Para producédo
de hidrogénio, o melhor desempenho foi do R2, apresentando melhor rendimento de H, (2,11
mol-H,.mol*-glicose) e melhor contetido de H, no biogéas (60%). Os metabélitos soltveis
predominantes em todos os reatores foram acidos acético e butirico e etanol, havendo uma
pequena producdo de acido propibnico, sendo o R2 o que mais produziu acidos acético e
butirico (434,74 e 1013,61 mg/L, respectivamente). Entretanto, o R3 apresentou um melhor
desempenho para producéo de etanol (2,43 mol-EtOH.mol*-glicose). Assim, pode-se afirmar

que foi possivel produzir simultaneamente hidrogénio e etanol como biocombustiveis.

Palavras-chave: Fermentacdo acida, reator anaerébio de leito fluidizado, producdo de

hidrogénio, producdo de etanol, material suporte, poliestireno, pneu, PET.
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ABSTRACT

Hydrogen and ethanol production using microorganisms is a promising area of technological
development from a wide variety of renewable and alternative to this production is the use of
anaerobic fluidized bed reactor (AFBR). One of the factors that most influence the
performance of the AFBR is the material support, which must provide abrasion resistance,
porous surface conducive to colonization by microorganisms, easy to achieve fluidization and
ability to promote mass transfer between the medium and biofilm. Thus, the objective of this
study was to evaluate the influence of different support materials (polystyrene - R1, grounded
tire - R2 and polyethylene terephthalate (PET) - R3) on producing hydrogen and ethanol using
three anaerobic fluidized bed reactors. Each reactor had a total volume of 4192 cm® and was
fed with media containing glucose as the carbon source (4000 mg L™) with an influent pH
around 5.0 and an effluent pH of about 3.5, a hydraulic retention time (HRT) of 8 — 1 h at a
temperature of 23 + 2 °C, with thermal treatment of the inoculum. For hydrogen production,
the best performance was achieved with R2 (2.11 mol H, mol™ glucose), providing the
highest H, content in biogas (60%). In all reactors, the predominant soluble metabolites were
acetic acid, butyric acid, lactic acid and ethanol, with small amounts of propionic acid. The
reactor R2 produced more acetic and butyric acid (434.74 and 1013.61 mg L™, respectively).

However, reactor R3 showed a better performance for ethanol production (1941.78 mg L™).

Keywords: Acid fermentation, hydrogen production, ethanol production, anaerobic fluidized

bed reactor; support material, polystyrene, grounded tire, PET.



Introducao 1

CAPITULO 1

INTRODUCAO

As alteraces climaticas antropogénicas e a reducdo das reservas dos combustiveis
fosseis sdo um desafio que estd conduzindo a pesquisas em fontes alternativas de energia
(HALLENBECK e GHOSH, 2009) e uma atraente possibilidade é a utilizacdo do processo
bioldgico para produzir biocombustivel, como hidrogénio e etanol. Na co-produgdo de etanol
e H,, importantes quantias de ambos podem ser obtidas (KOSKINEN et al., 2008), Esses
processos sao promissores e possuem grande potencial de se tornarem alternativas aos
combustiveis fosseis (WU et al., 2007).

O hidrogénio possui 0 maior contetdo de energia por unidade de peso que qualquer
outro combustivel conhecido (142 kJ.g™ ou 61.000 Btu.lb™), pode ser transportado para uso
doméstico e industrial e € hoje universalmente aceito como um carreador de energia
ambientalmente segura, que ndo contribui para o efeito estufa (DAS e VERZIROGLU, 2008).

De acordo com Das e Verziroglu (2008), na producédo de hidrogénio por fermentacéo,
a glicose ¢ inicialmente convertida a piruvato pela via glicolitica e este oxidado a acetil-CoA,
que pode ser convertido em acetil fosfato, resultando na geracdo de ATP e acetato. A
oxidacao do piruvato a acetil-CoA exige a reducdo do ferrodoxin (Fd). Fd reduzido é oxidado
pela hidrogenase que gera Fd (ox) e libera elétrons para produzir hidrogénio. A producéo de
hidrogénio e etanol usando microrganismos é uma promissora area de desenvolvimento
tecnoldgico a partir de uma ampla variedade de fontes renovaveis, por exemplo, fontes que
contenham aculcar, como de beterraba e residuos de agucar de industrias, com amido, como
batata e trigo, e de celulose, como Miscanthus (KOSKINEN et al., 2008). As espécies

principais identificadas como responsaveis pela producgdo bioldgica de hidrogénio durante a
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acidogénese dos carboidratos séo: Enterobacter, Bacillus e Clostridium (HAWKES et al.,
2002) e Clostridium para a co-producéo de H; e etanol (KOSKINEN et al., 2008).

De acordo com Ren et al. (2007), podem ocorrer trés tipos de fermentagéo:
fermentacdo que produz &cido burtirico, fermentacdo etandlica e fermentacdo &cido
propidnico. A fermentacdo que produz &cido butirico ocorre quando a maior parte dos
produtos gerados na fermentacdo acidogénica séo acidos butirico e acético (REN et al., 2007)
e é a mais favoravel para a producdo de hidrogénio, pois para a geracdo de 1 mol de &cido
acético a partir da fermentacdo de glicose, sdo produzidos 4 mols de hidrogénio e para
geracdo de 1 mol de acido butirico, sdo produzidos 2 mols de hidrogénio. Ja na fermentagéo
etanol, os produtos liquidos gerados sdo principalmente etanol e &cido acetico (REN et al.,
2007). E por fim, na fermentacdo que produz &cido propibnico, este acido é convertido a
metano e acumula no reator no processo fermentativo (REN et al., 2007).

Dentre os reatores anaerobios de alta taxa utilizados para a producdo bioldgica de
hidrogénio, ou seja, 0s reatores que sdo operados com baixos tempos de detencdo hidraulica,
ha o reator anaerobio de leito fluidizado (RALF). Em RALF, o filme microbiano é retido por
meio da adesdo natural dos microrganismos as particulas de suportes sélidos, sendo que o
material suporte € sua variavel mais significativa (KIDA et al., 1990). Sendo assim, €
interessante utilizar materiais suporte que aléem de possuirem baixa densidade, baixo custo e
serem de facil aquisicdo, possam contribuir para solucionar o grave problema ambiental atual
da geracdo de residuos solidos e sua destinacdo inadequada. Materiais suporte poliméricos
como poliestireno, pneu inservivel e PET, além de serem leves e de facil aquisicdo, podem ser
reusados, diminuindo a quantidade de lixo em aterros sanitarios. Também minimizam a
energia necessaria para a fluidizacdo em RALF.

Alguns estudos tém mostrado que os produtos da fermentacdo dependem do tipo de

substrato usado e das condi¢des operacionais do reator, como tempo de detengdo hidrulica
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(TDH), temperatura e pH . O pH, em particular, tem a maior influéncia na composi¢édo
efluente do reator acidogénico (REN et al., 1997). Conforme Wang e Wan (2009), é um
importante fator que influencia a producdo de hidrogénio, pois pode afetar a atividade da
hidrogenase assim como a rota metabdlica. Segundo van Ginkel et al. (2001), Fang e Liu
(2002), Li et al. (2008), Aceves-Lara et al. (2008) o pH 6timo para producdo de hidrogénio €
entre 55 e 6,0. O pH entre 6,0 e 6,5 pode produzir um excessivo rendimento de acido
propidnico, entretanto, para pH menor que 4,5, hd producdo de H,, CO,, acidos acético e
butirico e etanol (REN et al. 1997). Na literatura, ha resultados contraditérios quanto ao pH
Otimo para a producdo de hidrogénio, e uma possivel razdo para falta de consenso nesses
estudos é o tipo de inoculo utilizado, substrato e faixa de pH estudados (WANG e WAN,
2009). Assim, observa-se que o valor do pH conduz a rota de producdo do metabdlitos
liquidos e gasosos produzidos.

Outro aspecto importante na producdo bioldgica de hidrogénio é o controle ou ndo do
pH, pois a utilizagdo de alcalinizantes, como bicarbonato, por exemplo, para este controle
gera um custo a mais e encarece o0 processo. Na literatura ha resultados paradoxais, como por
exemplo, Barros et al. (2010), com glicose como fonte de carbono, utilizaram poliestireno e
argila expandida como materiais suporte e alcalinizante para controle do pH, reducdo de TDH
de 8 para 2 h e obtiveram uma alta producdo de hidrogénio (1,90 e 2,59 mol H,.mol™glicose,
respectivamente) e uma baixa producdo de etanol (1,96 e 4,35 mM, respectivamente) para
ambos o0s suportes. Amorim et al. (2009) e Shida et al. (2009), também com glicose como
fonte de carbono e argila expandida como material suporte e sem utilizacdo de alcalinizante e
reducdo de TDH de 8 para 2 h, também alcancaram uma alta producéo de hidrogénio (2,49 e
2,29 mol H,.mol™glicose, respectivamente) e uma baixa producéo de etanol (1,86 e 1,18 mM,
respectivamente). Abreu et al. (2009), com arabinose como fonte de carbono e reator em

batelada e uso de alcalinizante para controle do pH, observaram uma baixa produgédo de
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hidrogénio (0,8 mol H,.mol™arabinose consumida) e uma alta producdo de etanol (197,43
mM). Entretanto, Wu et al. (2007), em reator anaerébio de leito fluidizado, com elastdmero
polietileno-octano como suporte, controle de pH, em torno de 6,0, e glicose como fonte de
carbono, conseguiram obter simultaneamente uma alta producdo de hidrogénio (1,04 mol
H,.mol™hexose) e etanol (20,43 mM), apesar das rotas para producio desses biocombustiveis
serem competitivas. Entdo pode-se constatar, que é possivel produzir hidrogénio e etanol
simultaneamente.

Em face ao exposto, este trabalho visou estudar a producdo bioldgica simultanea de
hidrogénio e etanol em reatores anaerdbios de leito fluidizado, sem adigéo de alcalinizante
para o controle de pH, que foi em torno de 3,5, usando como substrato a &gua residuaria
sintética com uma concentracdo de 4000 mg.L™ de glicose como fonte de carbono, com a
reducdo de TDH de 8 para 1 h, em uma temperatura de 20 - 25°C, com diferentes materiais

suporte (poliestireno, pneu inservivel triturado e PET).
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos materiais suporte para a producéo
biologica de hidrogénio e etanol em reator anaerdbio de leito fluidizado (RALF) sem o
controle do pH, a partir da fermentacdo da glicose, utilizando consércios de microrganismos

anaerdbios com potencial de produzir hidrogénio.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar o tempo de detencdo hidraulica (TDH) na producdo biolégica de hidrogénio e
etanol para cada material suporte.

b) Qualificar e quantificar os alcoois e os &cidos organicos volateis produzidos e
relacionar essa producdo com a producdo de hidrogénio e etanol com 0s materiais

suporte.



Material e Métodos 6

CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados aspectos sobre o hidrogénio, a producdo biolégica de
hidrogénio, as rotas fermentativas de producédo de hidrogénio, parametros que influenciam a
producdo de hidrogénio, como: pH, temperatura e tempo de detencdo hidraulica (TDH), tipo
de indculo, fonte de carbono. Também serdo enfocados os materiais suporte estudados neste
trabalho: poliestireno, pneu inservivel triturado e PET.

Inicialmente havera uma breve introducéo a respeito de digestdo anaerdbia, havendo,
posteriormente, a descricao sobre a producédo biologica deste gas.

No item sobre as rotas fermentativas de producdo de hidrogénio serdo descritas as
principais rotas que levam a formacdo de hidrogénio e etanol, como por exemplo: a rota dos
acidos acético, butirico e propibnico e do etanol.

Sobre os parametros que influenciam a producéo biologica de hidrogénio, procurou-se
dar énfase aos principais parametros avaliados neste estudo, como por exemplo: o efeito do
controle de pH, TDH e material suporte.

Com relacdo aos aspectos referentes ao reator anaerobio de leito fluidizado, séo
mostrados 0s aspectos positivos e negativos dessa tecnologia e as caracteristicas dos materiais

suporte.

3.1. Digestdo Anaerdbia

A Figura 3.1 ilustra o processo de digestdo anaerdbia, que consiste em cinco fases:

hidrolise, acidogénese, acetogénese, metanogénese e sulfetogénese.
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Na hidrdlise, materiais particulados complexos (polimeros) sdo transformados em
materiais dissolvidos mais simples (moléculas menores), e podem atravessar as paredes
celulares das bactérias fermentativas, que é feita através de exoenzimas excretadas pelas
bactérias fermentativas hidroliticas.

Na acidogénese, os produtos oriundos da fase hidrolitica sdo metabolizados no interior
das células das bactérias fermentativas, sendo em diversos compostos mais simples, que sdo
entdo excretados pelas células. Os compostos produzidos incluem &cidos graxos volateis,
alcoois, acido latico, gas carbdnico, hidrogénio, além de novas células bacterianas. Como 0s
acidos graxos volateis sdo o principal produto dos organismos fermentativos, estes sao
usualmente designados de bactérias fermentativas acidogénicas.

A acidogénese ¢ efetuada por um grande e diverso grupo de bactérias fermentativas,
como por exemplo, Clostridium e Bacteroids. As primeiras constituem uma espécie anaerdbia
que forma esporos, podendo desta forma, sobreviver em ambientes totalmente adversos. As
bacteroids encontram-se comumente presentes nos tratos digestivos, participando da
degradacdo de acUcares e aminoacidos. A maioria das bactérias acidogénicas sdo anaerobias
estritas, mas cerca de 1% consiste de bactérias facultativas que podem oxidar o substrato
organico por via oxidativa. Isso € particularmente importante, uma vez que as bactérias
estritas sdo protegidas contra a exposi¢do ao oxigénio eventualmente presente no meio (VAN
HAANDEL e LETTINGA, 1996).

Na acetogénese, as bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela oxidacdo dos
produtos gerados na fase acidogénica em substrato apropriado para as bactérias
metanogénicas. Dessa forma, as bactérias acetogénicas fazem parte de um grupo metabdlico
intermediario que produz substrato para as metanogénicas. Os produtos gerados pelas
bactérias acetogénicas sdo o hidrogénio, o dioxido de carbono e o acetato. Durante a formacéo

dos acidos acético e propibnico, uma grande quantidade de hidrogénio é formada, fazendo
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com que o valor do pH no meio aquoso decresca. De todos os produtos metabolizados pelas
bactérias acidogénicas, apenas o hidrogénio e o acetato podem ser utilizados diretamente
pelas metanogénicas. Porém pelo menos 50% da DQO biodegradavel é convertida em
propianato e butirato, que sdo posteriormente decompostos em acetato e hidrogénio pela acao
das bactérias acetogénicas (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1996).

Ainda segundo som mesmos autores, a metanogénese é a etapa final no processo
global de degradacdo anaerdbia de compostos organicos em metano e diéxido de carbono e é
efetuada pelas bactérias metanogénicas. As metanogénicas utilizam somente um limitado
namero de substratos, compreendendo &cido acético, hidrogénio/dioxido de carbono, acido
formico, metanol, metilaminas e monoxido de carbono. Em fungdo de sua afinidade por
substrato e magnitude de producéo de metano, as metanogénicas sao divididas em dois grupos
principais, um que forma metano a partir de acido acetico ou metanol (acetoclasticas), e o
segundo que produz metano a partir de hidrogénio e dioxido de carbono (hidrogenotréficas).

Despejos que contenham compostos de enxofre sdo submetidos a fase de
sulfetogénese (reducdo de sulfato e formacdo de sulfetos). A producdo de sulfetos € um
processo em que o sulfato e outros compostos a base de enxofre sdo utilizados como aceptores
de elétrons durante a oxidacdo de compostos organicos. Durante este processo, sulfato, sulfito
e outros compostos sulfurados sdo reduzidos a sulfeto, através da acdo de um grupo de
bactérias anaerobia, denominadas bactérias redutoras de sulfato (ou bactérias sulforedutoras).
As bactérias sulforedutoras sdo consideradas um grupo muito versatil de microrganismos,
capazes de utilizar uma ampla gama de substratos, incluindo toda a cadeira de acidos graxos
volateis, diversos 4&cidos aromaticos, hidrogénio, metanol, etanol, glicerol, acucares,
aminodcidos, e varios compostos fendlicos. As bactérias sulforedutoras dividem-se em dois

grandes grupos: bactérias sulforedutoras que oxidam seus substratos de forma incompleta até
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0 acetato e bactérias sulforedutoras que oxidam seus substratos completamente até o gas

carbonico.

Orgdnicos Complexos
(Carboidratos, Proteinas, Lipideos)

Bacterias Fermentativas
(Hidrélisz)
i
Organicos Simples

(Aclcaras, Aminodcidos,
Paptideos)

Bacterias Fermentativas
(Acidogénese)

h )

Acidos Orgdnicos
(Propionato, Butirato, etc.)

Bactérias Acstogénicas
l (Acetogénese)

Bactérias Acetogénicas produtoras de Hidrogénio

Bactérias Acstogénicas consumidoras de Hidrogénio

Bacierias Metanogénicas
[Metanogénese)

¥
k.

CHs + C'Dg
Metanogénicas hidrogenofroficas Metanogénicas

Bacterias Redutoras de
Sulfeto

H.S5+ CO,

S

.

Figura 3.1 — Esquema da digestdo anaerdbia (Fonte: HAPER e POLAND, 1986).

Neste trabalho, a producdo de hidrogénio foi realizada a partir da interrup¢do da
digestdo anaerdbia na fase de acetogénese. Para o tratamento completo do residuo, seria
necessario o residuo liquido gerado na producdo de hidrogénio ser novamente degradado, em

uma digestdo anaerdbia completa.
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3.2. Producéo Bioldgica de Hidrogénio

A produgdo biolégica de hidrogénio tem se destacado por constituir uma alternativa
menos agressiva ao ambiente, pois utiliza matérias-primas renovaveis no processo, o que lhe
confere a vantagem de se realizar independentemente da disponibilidade de combustiveis
fosseis que, quando empregados, contribuem para 0 aumento da concentracdo de gases do
efeito-estufa decorrentes da sua combustéo (PEIXOTO, 2008).

A producdo biologica de hidrogénio pode ser feita por meio da fotossintese:
biofotdlise (algas verdes e cianobactérias) e fotodecomposicdo de compostos organicos
(bacterias fotossintetizantes); e através da fermentacdo: fermentacdo de compostos organicos
(bacteérias fermentativas) (DAS e VEZIROGLU, 2001).

O processo fermentativo de compostos orgéanicos para producdo de hidrogénio é
obtido por bactérias fermentativas em que o H, é liberado pela acdo de hidrogenases como
meio de eliminar os elétrons gerados durante a degradacdo de carboidratos. Estas bactérias
possuem alta velocidade de producdo de H, e o podem produzir constantemente, durante o dia
e a noite, crescendo e se multiplicando rapido para fornecer microrganismos para o sistema de
producdo (DAS e VEZIROGLU, 2001). Essas bactérias sdo classificadas em proteoliticas e
sacaroliticas. Neste processo, pode-se utilizar uma ampla variedade de fontes de carbono,
como glicose, amido, sacarose, xilose, entre outros. Também ha a vantagem de se produzir
hidrogénio o dia todo e ndo necessitar de iluminacéo.

De acordo com Das e Verziroglu (2001), a principal grupo de bactérias para producéao
de hidrogénio identificadas até o presente sdo: Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Clostridium butyricum, Clostridium pasteurianum, Desulfovibrio vulgaris, Magashaera

elsdenii, Citrobacter intermedius e Escherichia coli. O rendimento de hidrogénio a partir de
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espécies Clostridium é geralmente maior que aquele obtido por bactérias aerdbias facultativas
como Enterobacter sp. (HAWKES et al., 2002). Além de culturas puras, diversas microfloras
e coculturas mistas também vém sendo estudadas para a producdo de hidrogénio a partir de
carboidratos (NADI e SENGUPTA, 1998; DAS e VERZIROGLU, 2001; LEVIN et al.,
2004).

Ren et al. (2007) constataram que microrganismos como Clostridium sp. sdo mais
favoraveis para a producdo de &cido butirico e hidrogénio, Propionibacterium sp. para
producdo de acido propibnico e Bacteriodes sp. para producédo de etanol. No entanto, a busca
do microrganismo ideal para a producdo de hidrogénio a partir de diversas fontes de materia

organica tem sido um dos principais alvos dos pesquisadores.

3.3. Rotas Fermentativas

Ao se dividir o processo de digestdo anaerébia em acidogénese e metanogénese,
verifica-se que a obtencdo de hidrogénio s € possivel se o processo for interrompido na
acidogénese, pois este gas se caracteriza como um intermediario do processo, sendo
produzido na acidogénese e consumido na metanogénese ou na reducéo de sulfeto.

De acordo com Mosey (1983), existem quatro grupos principais de microrganismos
envolvidos na conversdo da glicose para gas carbdnico e metano na digestdo anaerobia. O
grupo consiste de bactérias acidogénicas, bactérias acetogénicas, arqueias metanogénicas
acetoclasticas e arqueias metanogénicas hidrogenotroéficas.

Harper e Pohland (1986) reconhecem nove etapas do processo, cada uma mediada por
um grupo especifico de microrganismos. As etapas consistem de: (a) hidrélise de polimeros
organicos e mondmeros como 0s agucares, acidos organicos e aminoacidos; (b) conversdo de

mondmeros organicos a hidrogénio, bicarbonato, acido acético, acido propibnico, acido
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butirico, etanol e &acido latico; (c) oxidagdo de produtos organicos reduzidos a hidrogénio,
bicarbonato e &cido acético por bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio; (d)
respiracdo homoacetogénica de bicarbonato pelas bactérias homoacetogénicas; (e) oxidacédo
de produtos organicos reduzidos a acetato pelas bactérias redutoras de nitrato e sulfato; (f)
oxidacdo de acetato a bicarbonato pelas bactérias redutoras de nitrato e sulfato; (g) oxidacdo
de hidrogénio pelas bactérias redutoras de nitrato e sulfato; (h) fermentacdo metanogénica
acetoclastica; (i) respiracdo metanogénica do hidrogénio.

Em estudos realizados por Lay et al. (1999) e Ueno et al. (1995) as bactérias
acidogénicas do género Clostridium foram estudadas devido a sua habilidade para formar
esporos e pelo seu potencial de gerar o gas hidrogénio. Os Clostridium s&o classificados como
proteolitica ou sacarolitica, dependendo dos tipos de substratos que fermentam. As
acidogénicas proteoliticas degradam proteinas ou aminoacidos. As bactérias acidogénicas
sacaroliticas fermentam os carboidratos e sdo estudadas extensamente por causa de sua
habilidade de produzir hidrogénio em alto nivel de producéo. Por exemplo, Maintinguer et al.
(2008) estudaram a utilizacdo de consorcio de bactérias a partir do inéculo tratado
termicamente de um reator UASB que tratava residuos de matadouros e sacarose como fonte
de carbono para a producdo de hidrogénio, em reator em batelada e controle de pH. Através
de microbiologia molecular, contataram que o consdrcio microbiano continha Enterobacter
cloacae, Clostridium sp. e Clostridium acetobutyricum, conhecidos como produtores de
hidrogénio e acidos volateis.

A geracdo de acido acético e hidrogénio, necessarios para o equilibrio da fermentacédo
metanogénica, ocorre no primeiro estagio da digestdo anaerdbia, denominado acidogénese
(SHIDA, 2008). A hidrolise da glicose pelas bactérias acidogénicas, de mais rapido

crescimento, geram 0s acidos acético, butirico e propidnico, de acordo com as reacoes:
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CeH1,05 + 2H,0O — 2CH3COOH (acético) + 2C0O, +4H, (4 ATP) (31)
CeH12,05 — CH3 CH, CH,COOH (bUtI,I'iCO) + 2C0O, +2H, (3 ATP) (32)
CeH1206 + 2H; — 2CH3CH,COOH (propibnico) + 2H,0 (2 ATP) (3.3)

Mosey (1983) cita que a reacdo de conversao de glicose para acido acético ocorre
preferencialmente, uma vez que essa reacdo fornece as bacterias acidogénicas um maior
rendimento de energia para o crescimento, além de prover substrato ao grupo posterior, das
arqueias metanogénicas acetoclasticas, para a producdo de metano. As demais reacoes, de
formacdo de &cido butirico e propiénico sdo as respostas das bactérias a acumulacdo de
hidrogénio durante sobrecargas. O desvio do metabolismo da glicose em direcdo ao acido
butirico reduz tanto a producao de hidrogénio quanto o teor de acido no sistema. A formacao
de acido propibnico requer o consumo de hidrogénio e, assim, ha o controle do potencial

redox durante as sobrecargas.

Na formacéo de etanol nenhum hidrogénio é consumido ou produzido. A equacéo
3.4 mostra a reacdo de formacdo do etanol, de acordo com a rota classica. Entretanto, hd uma
rota de producdo de etanol alternativa em que também € possivel a producdo de 2 moles de

hidrogénio e 1 mol de etanol [Equacéo (3.5)].

CeH1,06— 2CH3CH,0H + 2CO, (34)

CeH1206 + H,O—C,H50H + CH3COOH +2H, + 2C0O» (35)
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A Figura 3.2 apresenta as diferentes rotas metabdlicas presentes nesse estudo.

N
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Figura 3.2 — Fluxograma das diferentes rotas a partir da glicose (Fonte: Adaptado de

ANTONOPOULOU et al., 2008).

Sendo assim, o rendimento de producdo de hidrogénio por culturas em sistemas
continuos pode variar entre 0,7 a 4,0 mol-H,.mol™-glicose dependendo da comunidade
bacteriana (tipo de inoculo, cultura pura ou mista), temperatura, pH, tempo de detencdo
hidraulica entre outros fatores (VAN GINKEL e LOGAN, 2005).

O maior rendimento de producédo de H, que pode ser obtido utilizando a espécie é 4,0
mol-H,.mol?-glicose quando é produzido o &cido acético, e isto também resulta numa
producdo de 4,0 moles de ATP. Porém, a producdo média de H, em faixas de temperatura
termofilica sera sempre inferior a 4,0 mol-H,.mol™-glicose e varia amplamente (KATAOKA
et al., 1997; LIN e CHANG, 1999; FANG e LIU).

De acordo com Ren et al. (1997), em um sistema de tratamento anaerdébio de duas

fases em geral a rota metabdlica e a estabilidade operacional da fase metanogénica dependem
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fortemente dos produtos da fermentacdo do reator acidogénico, portanto, a investigacdo do
tipo de fermentacgdo é crucial para o otimizagdo da operacdo do tratamento anaerdbio. Existem
dois tipos de fermentacdo na acidogénese, ou seja, fermentacdo acido butirico e fermentacéao
acido propiénico (COHEN et al., 1984). A fermentacdo acido butirico é caracterizada pela
producdo de &cidos acético e butirico, diéxido de carbono e hidrogénio, enquanto que a
fermentacdo &cido propiénico produz principalmente propionato, acetato e algum &cido
valérico, sem uma producdo de gas significativa (REN et al., 1997). Assim, como ja
mostrado anteriormente pelas rotas metabdlicas, é mais interessante que haja, para producéo
de hidrogénio, a rota acido butirico, ja que ha a formacdo deste gés, diferentemente da rota
acido propiodnico, em que ha o consumo de hidrogénio.

A operacao do pH, em particular, desempenha um papel importante na composigédo
do efluente do reator acidogénico (REN et al., 1997). O pH étimo para a acidogénese foi
encontrado em torno de 6,0 e 6,5, para evitar um excesso de rendimento de acido propibnico,
entretanto, quando o pH se encontrou abaixo de 4,5, houve producéo de CO,, H,, produzidos

juntamente com &cidos acético, butirico acrescido de etanol (KISAALITA et al., 1987).

3.4. Reator Anaerdbio de Leito Fluidizado

Alguns estudos tém mostrado que os produtos da fermentacdo dependem do tipo de
substrato utilizado e das condices de funcionamento do reator, como por exemplo, o tempo
de detencdo hidraulica, temperatura e pH. Em particular, pH tem a maior influéncia sobre a
composicao do efluente em reatores acidogénicos (REN et al., 1997). De acordo com Wang e

Wan (2009), o pH influencia a producdo de hidrogénio, porque pode afetar a atividade
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hidrogenase, bem como a via metabdlica. Como indicado por Van Ginkel et al. (2001), Fang e
Liu (2002), Li et al. (2008), e Aceves-Lara et al. (2008), o valor de pH ideal para a producédo
de hidrogénio é entre 5,5 e 6,0. No entanto, os valores de pH inferior a 4,5 séo favoraveis a
producdo de H,, CO,, &cido acético, acido butirico e etanol (REN et al., 1997). A literatura
apresenta resultados contraditorios em relacdo ao valor de pH ideal para a producdo de
hidrogénio. Possiveis razbes para essa falta de consenso é o tipo de in6culo e substrato
utilizados nestes estudos, bem como a faixa de pH sob investigacdo (WANG e WAN , 2009).
Um aspecto importante dos RALFs é se o pH deve ser controlado, pois o uso de alcalis
para alcancar este controle aumenta o custo do processo. Resultados paradoxiais tém sido
descritos na literatura. Por exemplo, Barros et al. (2010), com glicose como fonte de carbono,
operaram dois reatores, um com poliestireno como material suporte e outro com argila
explandida e controle de pH em torno de 5,5 e obtiveram uma alta producdo de hidrogénio
(1,90 e 2,59 mol H, mol™ de glicose, respectivamente) e uma baixa producéo de etanol (1,96
e 4,35 mM, respectivamente). Amorim et al. (2009) e Shida et al. (2009) também alcancaram
uma producéo de hidrogénio de alta (2,49 e 2,29 mol H, mol™ de glicose, respectivamente) e
uma baixa producédo de etanol (1,86 e 1,18 mM, respectivamente) com a glicose como fonte
de carbono e argila expandida como material suporte, porém sem o uso de alcalis, com pH em
torno de 4,0. Abreu et al. (2009) relataram uma baixa producdo de hidrogénio (0,8 mol H,
mol™ arabinose) e uma alta producéo de etanol (197,43 mM) com arabinose como fonte de
carbono e em um reator batelada e o uso de agente alcalinizante para controle de pH. No
entanto, Wu et al. (2007) alcancaram uma alta producdo de hidrogénio e de etanol (1,04 mol
mol™ H, hexose e 20,43 mM, respectivamente), com elastomero polietileno-octano como
meio suporte, controle de pH em torno de 6,0 e glicose como fonte de carbono, apesar do fato

de que as vias de producdo desses biocombustiveis competem uns com o0s outros segundo a
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rota classica [Equacdo (3.4)]. Porém, a partir de Equacdo (3.5), pode se obervar que é possivel
a producdo de hidrogénio e etanol simultaneamente.

Amorim (2009), utilizando reator anaerdbio de leito fluidizado e argila expandida
como material suporte, comparou 0 uso € 0 ndo uso de alcalinizante, observando que a
producdo de hidrogénio foi maior no reator com o uso de alcalinizante e houve uma baixa
producdo de etanol. Entretanto, no reator sem o uso de alcalinizante, houve uma menor

producéo de hidrogénio e uma maior producao de etanol.

3.5. Material suporte e producéo biologica de hidrogénio em RALF

Entre os reatores anaerdbios de alta taxa utilizados para a producgéo biologica de
hidrogénio esta o reator de leito fluidizado anaerdébico. Nos reatores que utilizam material
suporte, o filme microbiano é retido por adesdo natural de microrganismos em particulas de
um meio de suporte sélido, que é a variavel mais influente para este tipo de reator (KIDA et
al., 1990). Portanto, € importante o uso de materiais suporte que sdo simultaneamente leves,
baratos, faceis de comprar e que também podem contribuir para resolver os graves problemas
ambientais causados pela geracdo e descarte inadequado de residuos sélidos nos dias de
hoje. Materiais suporte poliméricos, como o polietileno, poliestireno tereftalato (PET), e
pneus triturados sdo leves, faceis de comprar, e reutilizaveis, e seu uso como meio de suporte
pode reduzir a quantidade de residuos em aterros sanitarios e minimizar a energia necessaria
para a fluidizacdo em RALFs.

Barros (2009) avaliou trés tipos de materiais suporte para producdo bioldgica de
hidrogénio em RALF: poliestireno, pneu triturado e PET, tratando agua residuaria sintética
com glicose (4000 mg.L™) como fonte de carbono, temperatura de 30°C, com controle de pH

efluente em torno de 5,5 e variagdo do TDH de 8 a 1 h. O reator com pneu apresentou melhor
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rendimento de hidrogénio (2,25 mol H, mol™ de glicose) no TDH de 2 h e também um maior
acumulo de biomassa na particula (1,3 mg biomassa/g particula). Os reatores com pneu e PET
apresentaram uma melhor producéo de etanol (400 mg.L™), no TDH de 6 h. Nas amostras de
particula de pneu, foram feitas analises de biologia molecular e revelaram que o pneu
favoreceu o desenvolvimento de microrganismos produtores de hidrogénio, como

Clostridium, Bacillus e Enterobacter.

3.6. Consideragdes finais sobre a revisao bibliografica

Esta reviséo bibliografica resume sobre a digestdo anaerdbia e a producdo bioldgica de
hidrogénio, os fatores que a influenciam e a sua producdo em reator anaerobio de leito
fluidizado. Além disso, apresenta a importancia dos estudos das rotas metabolicas, assim
como a utilizacdo de diferentes pH e o seu controle ou nao.

Observou-se, a partir da revisdo da literatura, que é possivel produzir simultaneamente
hidrogénio e etanol através de uma rota alternativa em que ha a producdo concomitante destes
dois biocombustiveis. E também, notou-se que quando ndo ha controle de pH, ou seja, em
baixos valores, como por exemplo, 3,5, ha uma maior propensdo para a producdo destes dois
biocombustiveis simultaneamente.

Constatou-se ainda a importancia da escolha dos materiais suportes a serem utilizados,
que devem ser de baixa densidade, para garantir uma melhor fluidizacdo e gastar menos
energia, devem ser rugosos, para uma melhor adesdo microbiana e de facil aquisicéo.

Os sistemas bioldgicos apresentam-se como uma alternativa promissora para producao
de hidrogénio, principalmente por englobar a remocdo de material organico quanto de
nutrientes. O mesmo pode ser afirmado para os reatores de leito fluidizado, os quais possuem

alta concentracdo de biomassa e alto tempo de retengéo celular, propiciando a construcdo de
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sistemas de producdo de hidrogénio e etanol de alto desempenho. E, com essa revisdo da
literatura, obteve-se melhor compreenséo dos diversos assuntos relacionados a esta pesquisa
de doutorado, auxiliando nas discussdes dos resultados obtidos neste trabalho.

Neste contexto, o desenvolvimento de um sistema eficiente que possa operar como
fonte de tratamento, tanto na remocdo de matéria organica quanto no seu reaproveitamento,

com baixo consumo de energia, € de grande interesse para a producdo de hidrogénio e etanol.
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CAPITULO 4

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados a configuracdo do sistema utilizado para o
desenvolvimento da parte experimental, juntamente com os métodos adotados para avaliar o
desempenho dos reatores anaerobios de leito fluidizado na producédo de hidrogénio.

O estudo foi planejado para a comparagdo do comportamento de trés reatores
anaerobios de leito fluidizado destinados a producdo biologica de hidrogénio, nas mesmas
condicdes de operagdo, com glicose como fonte de carbono, lodo de um reator UASB que
tratava residuos de uma suinocultura como inoculo e TDH de 8, 6, 4, 2 e 1 h, sendo diferentes
entre eles apenas o material suporte utilizado. O reator operado com poliestireno como
material suporte foi denominado R1, o reator operado com pneu triturado inservivel como
material suporte foi denominado R2 e o reator operado com politereftalato de etila (PET)

como material suporte foi denominado R3.

4.1. Reator anaerobio de leito fluidizado

Os reatores utilizados para a producdo de H, foram construidos em acrilico
transparente de 5 mm de espessura e apresentam as seguintes dimensoées: altura de 190 cm e
diametro interno de 5,3 cm, com volume total de 4192 cm® (Figura 4.1). A temperatura foi

mantida em 23 + 2°C.
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A bomba de alimentacgdo foi a DOSITEC, modelo DLX MA/A, cuja vazéo e pressao
maxima foi de 1 L.h™ e 15 Bar, respectivamente, e bomba de recirculacio foi a ECOSAN-
Bomba dosadora, cuja vazdo varia de 10 a 200 L.h™ e presséo de 5,77 Bar.

4.2. Agua residuaria e material suporte

A &gua residudria sintética foi composta por glicose como principal fonte de carbono
(4000 mg.L™) e suplementada com nutrientes de acordo com Del Nery (1995). A Tabela 4.1

mostra a composicao da agua residuéria utilizada.

Tabela 4.1 - Composi¢do da agua residudria sintética utilizada (DEL NERY, 1995).

Composto Concentracdo (mg L™)
Glicose 4000,0
Ureia 125,0
Sulfato de niquel 1,0
Sulfato ferroso 5,0
Sulfato férrico 0,5
Cloreto de célcio 47,0
Cloreto de cobalto 0,08
Oxido de selénio 0,07
Fosfato de potassio monobasico 85,0
Fosfato de potéassio dibasico 21,7

Fosfato de sédio dibasico 33,4
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Nos RALFs foram utilizadas como suportes de imobilizacdo da biomassa particulas
poliestireno, de pneu inservivel triturado, e de PET. As condig¢Oes fluidodindmicas dos
reatores, tais como velocidade de minima fluidizac&o e vazao de recirculagdo para 0s suportes
foram calculadas a partir de dados experimentais de velocidade superficial e perda de carga
(Tabela 4.2).

As Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 ilustram, respectivamente as particulas de poliestireno, pneu

inservivel triturado e PET.

Figura 4.2 — Particulas de poliestireno para utilizacdo como suporte para imobilizacao da

biomassa.
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Figura 4.3 — Particulas de pneu triturado para utilizacdo como suporte para imobilizacao da
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Figura 4.4 — Particulas de PET para utilizacdo como suporte para imobilizacdo da biomassa.

As particulas de poliestireno foram mergulhadas em solucdo de sulfocréomica por 40

minutos, em seguida lavadas com &gua, secas e mergulhadas em &cido nitrico concentrado por

50 minutos. Posteriormente, foram lavadas novamente e secas em estufa a 40°C. Este
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procedimento foi aplicado quatro vezes as particulas de poliestireno para aumentar a
rugosidade das particulas (BARROS et al., 2010). As particulas de pneu inservivel triturado
foram mergulhadas em hidroxido de sédio a 7,5.10° M, durante 30 minutos, em seguida
lavadas com agua e secas em estufa a 40°C. Este procedimento foi aplicado trés vezes as
particulas de pneu triturado com o intuito de retirar os residuos de 6leo encontrados nestas
particulas (BARROS, 2009). As particulas de PET foram mergulhadas em é&cido cloridrico
10M durante 30 minutos, em seguida lavadas com agua e secas em estufa a 40°C. Este
procedimento foi aplicado trés vezes as particulas de PET com a finalidade de aumentar a

rugosidade das particulas para favorecer a adesédo microbiana (BARROS, 2009).

Tabela 4.2 - Dimenséo, densidade e velocidade de minima fluidizagcdo para as particulas

utilizadas.
Particula Forma Dp(mm)  pp(g.cm™) Vue(cm.s?) Rugosidade (%)
Poliestireno Cilindro 2,2%x2,.2 1,05 0,74 14,59
Pneu triturado  Irregular 2,8-3,35 1,14 1,18 18,00
PET Cilindro 2,2%X2,2 1,25 1,35 10,23

Em que: Dp: Dimens&o da particula
pp: Densidade da particula

Vme: Velocidade minima de fluidizacéo

A rugosidade das superficies das particulas utilizadas foi estimada utilizando um
procedimento adotado por Aguiar (1995). Este método se utilizou das micrografias das
particulas obtidas em Microscopio Eletronico de Varredura. Para cada particula dessas

micrografias foram inicialmente desenhadas duas circunferéncias, uma externa e uma interna,
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e determinada o di6amentro de cada uma dessa circunferéncia (de e d,, respectivamente),
através do software Image Pro-Plus 4.5. Usando estes diametros, foi determinado um pseudo-

didmetro médio (dg) utilizando a Equacéo (4.1):

(4.1)

Posteriormente, mas circunferéncias foram desenhadas no interior da particula (d,),

conforme pode ser observado na Figura 4.5:

Figura 4.5 — Metodologia utilizada para a estimativa da rugosidade da superficie das

particulas.

Finalmente, a rugosidade (o) foi determinada como sendo a razdo entre o pseudo-

didametro médio da particula e a média de todas as rugosidades d,:
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4.2)
Sendo que o didmetro aritmético (d,), foi determinado pela Equagéo (4.3):

5 B ld:::.l +dD{2 +...+d
C'l._

CI1 -

n
(4.3)

4.3. In6culo

Os reatores foram inoculados com lodo proveniente de reator anaerobio de manta de
lodo (UASB) da estacdo de tratamento piloto de agua residuaria de suinocultura (UNESP,
Jaboticabal, Brasil). Essa biomassa foi submetida a um pré-tratamento térmico de acordo com
a metodologia proposta por Kim et al. (2006). O pré-tratamento consistiu de um aquecimento
prévio do lodo por 10 minutos a 90 °C com monitoramento de um termdémetro e, em seguida
o lodo foi colocado em banho de gelo até que a temperatura atingisse 25 °C. Este tratamento
térmico possibilitou a eliminacdo de células vegetativas metanogénicas e acidogénicas nao
formadoras de enddsporos, e mantiveram as células acidogénicas com capacidade de formar
enddsporos, estruturas de resisténcia a condi¢des desfavoraveis.

O R1 foi preenchido com 930,26 g de poliestireno, 0 R2 com 621,03 g de pneu

triturado e 0 R3 com 1375,09 g de PET. O uso de massas diferentes é devido a diferenca de
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densidade das particulas, foi utilizado uma quantidade de massa para que elas ficassem com o
mesmo volume no reator. A inoculagdo foi efetuada introduzindo-se em cada RALF 10% de
biomassa e 0 restante com &gua residuaria sintética contendo 4000 g.L™ de glicose. Neste
experimento, adotou-se o sistema de recirculacdo do indculo, com o objetivo de imobilizar e
adaptar a biomassa no material suporte nas condicdes operacionais do reator. Durante 48
horas, cada reator foi operado em circuito fechado, em modo batelada, para ativacdo e
imobilizacdo da biomassa anaerébia. Apos este periodo, os reatores receberam afluente de
forma continua, com recirculacdo, com 4000 mg.L™ de glicose . Os reatores foram
monitorados durante 175 dias e operados em cinco fases, referentes aos TDH de 8, 6,4, 2e 1

h.

4.4. Métodos analiticos

As analises de pH, DQO, solidos totais (ST), sélidos suspensos totais (SST) e solidos
suspensos volateis (SSV) foram feitas de acordo com o APHA (1998).

A biomassa aderida as particulas de pneu triturado e PET foi determinada pelo
procedimento proposto por Chen e Chen (2000). O procedimento para quantificacdo de
polimeros foi 0 mesmo utilizado por Sader (2005). Neste procedimento, os polimeros
extracelulares foram quantificados, em termos de proteinas, segundo o método de Lowry et al.
(1951) utilizando albumina bovina (SAB) como padréo, e de carboidratos, o método de
andlise de glicose da LABORLAB.

A determinacdo de glicose na solucdo do substrato afluente e efluente de cada reator
foi realizada pelo método da reacdo enzimatica com glicose oxidase (LEITE et al., 2008).

A determinacdo do gas hidrogénio foi efetuada por meio de cromatografia gasosa de

acordo com metodologia proposta por Maintinguer et al. (2008). A determinacdo do gas
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hidrogénio foi efetuada por meio da retirada de 0,1 mL de amostra da fase gasosa, utilizando
seringa “gastight” com trava. Foi utilizado cromatografo a gas, Shimadzu GC-2010, equipado
com detector de condutividade térmica. A coluna utilizada foi a Supelco Carboxen 1010 Plot
(30 m de comprimento e diametro interno de 0,53 mm) e detector de condutividade térmica, e
0 gés de arraste foi o argdnio sob fluxo de 21,9 cm.s™. As temperaturas do forno, da coluna e
do detector foram 30 °C, 200 °C e 230 °C, respectivamente. A producédo de H, foi medida por
meio do medidor de vaz&o de hidrogénio MilliGas-counter da Ritter (Tipo: MGC-1).

As determinagdes dos acidos organicos individualizados e alcoois foram feitas por
cromatografia gasosa de acordo com a metodologia proposta por Maintinguer et al. (2008).
Foi utilizado o cromatografo Shimadzu GC-17A com detector de ionizagdo de chama e coluna
NUKOL (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme). O gas de arraste utilizado foi o
hidrogénio com fluxo de 2,0 mL.min™* com temperatura de injecdo de 250 °C e Split 20. A
temperatura do forno foi ajustada para 100 °C por 3 minutos. Observou-se uma rampa de
elevacdo de temperatura até 180 °C que foi mantida por 5 minutos. Em seguida, foi aplicado
um “post-run” de 200 °C durante 3 minutos. O fluxo de nitrogénio (gas auxiliar, “make up”)

foi de 35 mL.min™ e fluxo de hidrogénio de 30 mL.min™*. O volume de injecéo foi de 1,0 pL.

4.5. Avaliacao dos dados experimentais

Foram realizadas coletas semanais de amostras do afluente, efluente e saida de gas do
reator durante a etapa experimental sendo que o desempenho dos reatores foi analisado

através das analises citadas em topicos anteriores. Foi avaliado o desempenho dos reatores,
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principalmente, através da producdo de H, e de &cidos graxos volateis. As amostras foram
armazenadas para uma possivel andlise futura.

No inicio e fim de cada etapa do processo foram feitas analises microbioldgicas
comparando as mudangas na ecologia microbiana. Finalmente, os dados das etapas estudadas
nos reatores foram comparados, identificando a condigdo com melhor desempenho.

A Tabela 4.3 apresenta a frequéncia de coleta e analise de amostras para todas as fases

de operacéo.

Tabela 4.3 — Frequéncia de coleta e analise de amostras para todas as fases de operacéo.

Analise Frequéncia
pH Diaria

Glicose 3x semana
DQO 3X semana
Acidos volateis totais 3x semana
Acidos organicos individuais 3X semana
Alcoois 3x semana
Contetdo do biogas (H, e CO,) 3X semana
Producédo volumétrica de H, 3X semana
ST, SST, SSV 3X semana
Vazéo Diaria

MEV 1x por fase
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os principais resultados das variaveis operacionais
analisadas para o controle do desempenho de cada reator anaerdbio de leito fluidizado
empregado neste estudo. As informacdes basicas foram mostradas em curvas de variagcdo dos
principais parametros analisados, abrangendo todo o periodo de coleta de dados e serdo
apresentadas tabelas com os valores médios correspondentes a cada fase de operacdo dos
reatores. Além disso, também serdo apresentados graficos e tabelas comparando-se 0s
resultados dos trés reatores estudados, com materiais suporte diferentes: poliestireno (R1),
pneu inservivel triturado (R2) e PET (R3).

Os reatores foram operados em seis fases: I, I, 111, IV e V, referentes, respectivamente
aos tempos de detencdo hidraulica (TDH) de 8,6,4,2¢e 1 h.

Os reatores anaerdbios de leito fluidizado foram operados por 175 dias e, durante este
periodo, as analises foram avaliadas a medida que o sistema era operado em condicdes de
TDH de 8 h (28 dias), 6 h (35 dias), 4 h (35 dias), 2 h (31 dias), 1 h (47 dias).

O TDH foi alterado a medida que o sistema alcangou um estado estacionario (3 dias),
como a estabilidade de consumo de glicose e formagéo dos produtos desejados nos reatores.

Para haver a adaptacdo da biomassa, 0 experimento foi iniciado com a operacdo dos
reatores em modo de batelada durante 48 h. Apos isso, o sistema foi aberto em modo continuo

com TDH inicial de 8 h.
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A variacdo do TDH foi aplicada sobre o sistema a partir de mudancas de vazdo de
entrada de &gua residudria. A concentracdo de glicose em todas as fases de operagdo foi de

4000 mg L™.

5.1. Conversao de glicose

A Figura 5.1 ilustra uma comparacdo entre a glicose afluente média e a conversdo
média de glicose nos reatores, nas diferentes fases operadas.

A glicose afluente dos trés reatores foi a mesma, pois foram alimentados com o
mesmo tanque de &gua residudria sintética, em torno de 3500 mg.L™.

No R1, a conversao de glicose diminuiu de 91 para 60% com a reducdo do TDH de 8
h para 1 h. Observa-se que a conversao de glicose no R2 nos TDH de 8 e 6 h foram em torno
de 80%, e posteriormente, no TDH de 4 h houve uma queda e em seguida, em 2 h, um
aumento para aproximadamente 75% e em 1 h uma queda novamente. Ja no R3, a conversao
de glicose aumentou de 74 para 82% com a reducdo do TDH de 8 h para 6 h e com a reducéo
do TDH para 1 h, a converséo de glicose diminuiu para 61%.

Similarmente a este trabalho, Koskinen et al. (2007) também observaram uma queda
da conversdo de glicose com a reducdo do TDH e Chang e Lin (2004) utilizando sacarose
como fonte de carbono também obtiveram resultado semelhante. Estas reducGes drasticas de
remocdo de glicose no TDH de 1 h provavelmente ocorreram devido a sobrecarga de glicose
nos reatores, ou talvez possa ser colocada a hipo6tese de que houve limitacdo cinética no
sistema.

Essas constatacdes podem ser atribuidas aos elevados tempos de retencédo celular
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devido ao sistema de crescimento aderido, o qual proporcionou maior acimulo de
biomassa no sistema. O mesmo foi alcancado por Gavala et al. (2006) quando estudou a

producéo de hidrogénio em reator CSTR.
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Figura 5.1 — Comparacdo da concentracdo média de glicose afluente e conversdo média de

glicose no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET), em diferentes TDH.

A Tabela 5.1 apresenta os resultados medios obtidos e seus respectivos desvios para

cada faixa de TDH aplicado em cada reator anaerdbio de leito fluidizado.
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Tabela 5.1 - Resultados médios obtidos e seus respectivos desvios, para cada faixa de TDH

aplicado no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET).

Fase TDH Glicose afluente Glicose efluente Conversao TDH

(h) (mg.L™) (mg.L™) (%0) (h)*

| 8 3097 + 449 322+ 131 90564 848

R1 6 3320 + 256 555 + 150 80,43+8 595
(poliestireno) 111 4 3158 + 304 555 + 141 81,63+9 4,00
v 2 2835 + 457 838+230  70,14+14 1,07

VAR 3287 + 320 132145 60,095 1,04

| 8 3097 + 449 574277  8241+17 815

R2 6 3320 + 256 707 + 244 72,92+8 508
(pneu) nm 4 3158 + 304 949+318  7127+14 381
v 2 2835 + 457 670+202  7441+22 211

VAR 3287 + 320 1210+ 606  63,60+6 1,07

| 8 3097 + 449 891349  7351+22 841

R3 N 6 3320 + 256 603 + 212 81,92+9 581
(PET) nm 4 3158 + 304 648 + 74 7751+17 4,04
v 2 2835 + 457 584+324  77,16+19 1,98

VAR 3287 + 320 1293+526  61,47+12 0,96

* TDH: tempo de detencdo hidraulica baseado no volume total do reator.

Zhang et al. (2007), utilizando RALF, com 10000 mg.L™ de concentracdo de glicose,
também observaram uma diminuicdo na conversdo de 99,47% a 71,44%, com a reducdo do
TDH de 4 para 0,5 h. No entanto, nos estudos de Wu et al. (2003) com uma concentragédo de

20 g DQO.L™" de sacarose, Lin et al. (2006) com uma concentrac&o de sacarose variando entre
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5e 40 g DQO.L™, Shida et al. (2009) com concentracao de glicose de 2000 mg.L™ e Amorim
et al. (2009) com concentragdo de glicose com 2000 mg.L™, observa-se que a converséo de
glicose foi acima de 90%, com 0 mesmo tipo de reator.

Segundo Gavala et al. (2006), a alta eficiéncia de consumo de glicose verificada neste
estudo, principalmente entre os TDH de 8 e 2 h pode ser atribuida aos elevados tempos de
retencdo de sélidos devido ao sistema de crescimento aderido que proporciona maior acimulo
de biomassa no sistema.

Os valores de vazdo para cada TDH teorico foram calculados a partir do volume total
do reator (4192 mL). Optou-se por estabelecer uma faixa de tolerancia de 10% acima e abaixo

do valor da vazao.

5.2. Producéao de hidrogénio em reator anaerobio de leito fluidizado

A Figura 5.2 compara as producdes volumétricas de hidrogénio (PVH) médias nos trés
reatores nos diferentes TDH utilizados ao longo dos dias de operacdo. A PVH foi calculada
pela divisdo da vazdo de hidrogénio pelo volume reacional do leito preenchido pelo material
suporte com a biomassa imobilizada.

Observa-se que em todos os reatores, a producdo volumétrica de hidrogénio aumentou
com a diminuicdo do TDH até 2 h. Porém, no R2 (pneu), a PVH diminui com a reducdo do
TDH para 1 h, enquanto que o R1 (poliestireno) e o R3 (PET), a PVH aumentou com a

reducdo do TDH para 1 h.
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Figura 5.2 — Comparacdo das producdes volumeétricas médias de H,, em diferentes TDH no

R1(poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET).

A Tabela 5.2 ilustra a producdo volumétrica de hidrogénio média em cada TDH

estudado, nos trés materiais suporte utilizados.
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Tabela 5.2 — Resultados médios obtidos de PVH e seus respectivos desvios, para cada faixa de

TDH aplicado no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET).

Fase TDH PVH

(h) (L.htLh

I 8 0,10x0,01
R1 I 6 0,13+0,02
(poliestireno) Il 4 0,31+£0,03

v 2 0,46+0,05

\Y 1 052+0,05

I 8 0,21+0,02
R2 I 6 0,27 +0,03
(pneu) I 4 0,31+£0,03

v 2 0,34+0,04

\Y 1 0,30+0,03

| 8 012+0,01
R3 I 6 020+0,02
(PET) Il 4 0,21+£0,02

v 2 0,26+0,03

\Y 1 0,30+0,03

Observa-se, pela Figura 5.2 e pela Tabela 5.2, que o R1 (poliestireno) apresentou um
melhor desempenho na producdo volumétrica de hidrogénio, no TDH de 1 h. O R2 (pneu) e 0
R3 (PET) e foram praticamente iguais quanto a producdo volumétrica de hidrogénio. No R1 e

no R3 a PVH aumentou com a reducdo do TDH de 8 ha 1 h e no R2 a PVH aumentou com a
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reducdo do TDH de 8 h para 2 h (Figura 5.2 e Tabela 5.2). Do mesmo modo, o0s valores de
PVH aumentaram com a reducdo do TDH nos estudos de Lin et al. (2006), Zhang te al.
(2007) e Shida et al. (2009), Barros et al. (2010 e 2011). Entretanto, no estudo de Barros et al.
(2010 e 2011), com as mesmas condi¢cOes operacionais desta pesquisa, porém sem controle de
pH, com os mesmos materiais suporte, a melhor PVH foi de 1,07 L.h™.L™, no reator com PET
como material suporte no TDH de 1 h, diferentemente desta pesquisa, eu que a melhor PVH
foi de 0,52 L.h™.L™ no reator com poliestireno no TDH de 1 h.

O aumento da PVH com a reducéo do TDH pode ser explicado por haver o aumento
da vazdo de alimentacdo do reator (reducdo do TDH) e consequentemente, também ha o
aumento do volume de hidrogénio produzido. Outra hipdtese também seria que o poliestireno
tenha selecionado um microrganismo mais favoravel a produgéo de hidrogénio.

Em reator anaerébio de leito fluidizado, Wu et al. (2003) obtiveram producéo
volumétrica maxima de hidrogénio de 0,93 L.h".L™, no TDH de 2 h, com concentracdo de
sacarose de 20 g.DQO L™ Lin et al. (2006) de 2,27 L.h*.L™ no TDH de 2,2 h, com
concentracdo de sacarose de 40 g.DQO L™; Wu et al. (2006) de 2,33 L.h™*.L™ no TDH de 0,5,
com concentracdo de glicose de 20 g.DQO L™; Zhang et al. (2007) de 2,22 L.h™.L™, no TDH
de 0,5 h com uma concentracio de glicose de 10 g.L™; Amorim et al. (2009) de 0,97 L.h™.L™,
no TDH de 1 h, com concentracdo de glicose de 2 g.L™.

A Figura 5.3 ilustra a comparacdo dos rendimentos medios para cada mol de glicose

em diferentes TDH no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET).
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Figura 5.3 — Comparacdo dos rendimentos médios em diferentes TDH no R1 (poliestireno),

no R2 (pneu) e no R3 (PET).

A Tabela 5.3 ilustra a rendimento de producdo de hidrogénio média em cada TDH

estudado, nos trés materiais suporte utilizados.
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Tabela 5.3 — Resultados médios obtidos de RPH e seus respectivos desvios, para cada faixa de

TDH aplicado no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET).

Fase TDH RPH

(h)  (mol-H,.mol™-glicose)

| 8 1,08 £0,11

R1 I 6 1,11 £0,11
(poliestireno) Il 4 1,60 £ 0,16
v 2 1,76 £ 0,18

Vv 1 1,31+£0,13

| 8 1,65+0,17

R2 I 6 1,79+0,18
(pneu) I 4 1,86 £ 0,19
v 2 2,11 +0,21

\Y 1 0,64 + 0,07

| 8 1,46 £ 0,15

R3 I 6 1,53+0,16
(PET) Il 4 1,60 £ 0,16
v 2 1,46 £ 0,15

\Y 1 0,59 + 0,06

O reator que apresentou maior rendimento de producao de hidrogénio foi o preenchido
com pneu triturado (R2), no TDH de 2 h (2,11 mol-H,.mol™*-glicose) (Figura 5.3 e Tabela
5.3). No R1 (poliestireno) e no R2 (pneu), o rendimento maximo foi no TDH de 2 h, e no R3

(PET), no TDH de 4 h, o que indica que pode ter ocorrido alteracdo metabolica quando o
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TDH foi reduziu de 2 h para 1 h e provavelmente, mais substrato foi desviado para o
crescimento e manutencao da biomassa do que para a formacéo dos produtos finais (ZHANG
et al., 2007).

Amorim et al. (2009), Shida et al. (2009), Barros et al. (2010 e 2011) e Reis (2010),
também houve uma queda no RPH no TDH de 1 h. Desta maneira, a queda do RPH neste
estudo no TDH de 1 h também pode ser atribuido a reducdo do TDH e ndo porque houve uma
queda na glicose afluente dos reatores. A queda do RPH no TDH de 1 h pode ter ocorrido
porque faltou tempo para que a reacéo de conversao de glicose ocorresse, ou também pode ter
havido uma lavagem nos reatores, carreando a comunidade microbiana para fora do reator e
impedindo que houvesse uma degradacdo da matéria organica.

Comparando este estudo com outras pesquisas, pode-se observar que os resultados de
rendimento de producdo de hidrogénio estdo compativeis. Utilizando glicose como fonte de
carbono, e operando reator anaerobio de leito fluidizado, Zhang et al. (2007) obtiveram 1,19
mol-H,.mol™*-glicose de rendimento de producdo de hidrogénio maximo, Shida et al. (2009)
alcancou 2,29 mol-H,.mol™-glicose e Amorim et al. (2009), 2,49 mol-H,.molglicose. Wu et
al. (2003) e Lin et al. (2006), estudando reator anaerdbio de leito fluidizado e sacarose como
fonte de carbono obtiveram rendimentos de producédo de hidrogénio maximos de 2,67 e 4,28
mol-H,.mol™*-sacarose, respectivamente. Estes rendimentos correspondem a 33,75% e 53,5%,
respectivamente, ao rendimento méaximo teérico da sacarose, de 8 mol-H,.mol*sacarose.
Sabendo que o rendimento teérico maximo da glicose é de 4 mol-H,.mol™glicose, os
resultados encontrados neste estudo para o R1 (poliestireno), R2 (pneu) e R3 (PET), séo,
respectivamente de 44%, 52,75% e 40%.

Entretanto, no estudo de Barros et al. (2010 e 2011), com as mesmas condicdes
operacionais desta pesquisa, porém sem controle de pH, com 0s mesmos materiais suporte, 0

melhor RPH foi de 2,25 mol-H,.mol™glicose, no reator com pneu como material suporte no
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TDH de 2 h, diferentemente desta pesquisa, eu que a melhor RPH foi de 2,11 mol-H,.mol
Yglicose também no reator com pneu no TDH de 2 h. Observa-se que o reator com pneu foi
melhor para a producdo de hidrogénio tanto com controle quanto sem controle de pH.

A Figura 5.4 ilustra a média do contetido de H; no biogas nos trés reatores utilizados

durante o experimento em diferentes TDH ao longo do periodo de operacéo.
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Figura 5.4 - Comparacdo do contetdo de H, no biogds médio em diferentes TDH no R1

(poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET).

Em ambos os reatores, houve a presenca de hidrogénio e gas carbdnico no biogas, ndo
sendo detectada a presenca de metano, durante todas as fases do experimento. A auséncia de
metano no biogas pode ser atribuida ao tratamento térmico do indculo e ao pH efluente em
condic@es acidogénicas, o que inibe a atividade metanogénica responsavel pelo consumo de

hidrogénio no sistema (SHIDA, 2008).
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A Tabela 5.4 ilustra o conteudo médio de hidrogénio e gas carbonico gerado nos TDH

estudados, nos trés matérias suporte utilizados.

Tabela 5.4 — Resultados médios obtidos de contetdo de hidrogénio e gas carbbnico e seus

respectivos desvios, para cada faixa de TDH aplicado no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no

R3 (PET).
Fase TDH H, CO; CHy
(h)y (%) (%) (%)
I 8 3335 67+70 O
R1 I 6 37+35 63+65 O
(poliestireno) 1l 4 44+45 5655 O
v 2 47+45 53+55 O
\Y 1 52+5,0 48«50 O
| 8 46%x45 5455 O
R2 I 6 46+x45 54+55 O
(pneu) Il 4 47+45 53+55 0
v 2 60+6,0 40+40 O
\Y 1 52+50 48+50 O
| 8 38%x40 62+x60 O
R3 I 6 49+50 51+50 O
(PET) Il 4 38x40 62+x60 O
v 2 51+50 49+50 O
\Y 1 33+35 67+65 O
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No R1 (poliestireno), a porcentagem de H, no biogas variou entre 33 e 52%, no R2
(pneu), entre 46 e 60% e no R3 (PET) entre 33 e 51%.

O R2 apresentou um maior contetdo de hidrogénio atingindo valor maximo de 60%
(Figura 5.4). Néo foi detectado metano durante a operagdo dos reatores. Essa tendéncia de
aumento do conteldo de hidrogénio com a reducdo do TDH também foi observada na
literatura para RALF (YU et al., 2002; LIN et al., 2006; AMORIM et al., 2009; BARROS et
al., 2010 e 2011; REIS, 2010). Entretanto, no estudo de Barros et al. (2010 e 2011), com as
mesmas condi¢cdes operacionais desta pesquisa, porém sem controle de pH, com 0s mesmos
materiais suporte, e melhor a porcentagem de H, no biogés foi de 53%, no reator com pneu
como material suporte no TDH de 2 h, diferentemente desta pesquisa, eu que a melhor a
porcentagem de H no biogéas foi de 67% no reator com PET no TDH de 1 h.

Yu et al. (2002) estudaram reator UASB, com hexose como fonte de carbono a uma
DQO de 14 a 36 g.L ™", TDH de 24 a 2 h, apresentando contetido de H. no biogas de 53 a 61%.

Chang et al. (2002) utilizaram reator de leito fixo, com trés meios suporte diferentes
(esponja vegetal, argila expandida e carvdo ativado), com sacarose como fonte de carbono,
com uma DQO de 20 g.L™, TDH entre 5 e 0,5 h, obtendo um porcentagem de H; entre 9,5 e
45,8%.

Wu et al. (2003) também observaram a reducdo de porcentagem de hidrogénio no
biogas com a reducdo do TDH de 2 h para 1 h. Nesta mudanca de TDH, a producdo de
dioxido de carbono nao foi diminuida, somente do hidrogénio, com isso, provavelmente
alguns microrganismos nao produtores de hidrogénio comecaram a dominar o sistema sob
baixos TDH e converter o carbono do substrato em dioxido de carbono.

Lin et al. (2006) analisaram reator anaerobio de leito fluidizado com tubo draft
(RALFDT), com gel de silicone como material suporte, sacarose como substrato, com uma

DQO de 5a40g.L™, TDH de 2,2 a 8,9 h, alcancando um contetido de H; entre 39% e 47%.
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Zhang et al. (2007) estudaram RALF, usando carvéo ativado como meio suporte, com
glicose como fonte de carbono com DQO de 10 g.L™, observaram que o contetido de H; no
biogas foi reduzido de 61% a 57% quando o TDH foi reduzido de 4 para 0,5 h.

Amorim et al. (2009), utilizando RALF, com argila expandida como material suporte e
glicose como fonte de carbono observaram que o contetdo de H; no biogas aumentou de 8%
para 35% com a reducdo do TDH de 8 h para 1 h.

A diferenga encontrada neste estudo e nos demais estudos relatados demonstra a
necessidade de controle na manutencdo de populacbes acidogénicas e prevencdo da
contaminacdo de outros organismos ndo produtores de hidrogénio no sistema que competirdo
pelo substrato (SHIDA, 2008).

O desempenho dos diferentes sistemas depende de fatores como indculo, método de
imobilizacdo da biomassa como os filmes fixos e crescimento em suspensao, composicdo da
agua residuaria, método adotado para a partida do sistema, além das configuracdes do reator
(SHIDA, 2008).

Além do pré-tratamento térmico de acordo com a metodologia adaptada de Kim et al.
(2006), para eliminacdo de células vegetativas metanogénicas e acidogénicas ndo formadoras
de endosporos, a manutencdo do sistema em circuito fechado por 48 h, com concentracdo de
glicose de 4000 mg.L™, pode ter favorecido o desempenho dos reatores, além do fato de ter

passado pela etapa de adaptacdo a glicose durante esta fase.

A Figura 5.5 ilustra uma comparacdo entre os trés reatores com a medias dos pH
afluente e efluente no TDH empregados.

N&o houve adicdo de um sistema tamponante nos reatores para o controle de pH. Os
procedimentos realizados para eliminar novas ocorréncias de microrganismos fermentativos

no afluente foram realizar a troca da agua residuaria e utilizar alcool etilico 70%, como um
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método de assepsia, nas lavagens do reservatério de armazenamento da &gua residuaria,

diariamente.
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Figura 5.5 — Comparacdo entre o pH afluente médio e os pH efluentes médios no R1

(poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET) em diferentes TDH.

Pela Figura 5.5, pode-se dizer que a reducdo do TDH néo influenciou no pH efluente
de nenhum reator. O pH afluente dos reatores se manteve em torno de 5,0 e 0 pH efluente em
torno de 3,5, em todas as fases de operacéo.

Para assegurar que a entrada de &gua residuaria no sistema apresentasse um pH na
faixa entre 6,0 e 7,0, para favorecer a producdo de hidrogénio, varios pesquisadores utilizaram
compostos alcalinizantes, como bicarbonato de amdnia e bicarbonato de sédio (CHANG et
al., 2002; LEE et al, 2003; WU, et al., 2003; LIN et al., 2006, WU et al., 2006; MOHAN et
al., 2007). No entanto, alguns outros estudos mesmo utilizando compostos alcalinizantes,

trabalharam com baixo pH (CHANG e LIN, 2004; MOHAN et al., 2007; LEITE et al., 2008).
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Alguns autores ndo utilizaram compostos alcalinizantes e trabalharam com baixo pH (SHIDA
et al, 2009; AMORIM et al., 2009). Essa contradi¢do € observada na literatura quanto ao pH
ideal para a producdo de hidrogénio. Observou-se também, através da literatura, que pH
baixo, como o caso deste trabalho é mais favoravel a producgéo de etanol, o que notou-se neste
pesquisa, em que os reatores foram operados com pH efluente em torno de 3,5 e houve uma
alta producdo de etanol, o que sera discutidos posteriormente nos topicos a seguir.

Wau et al. (2003) utilizando RALF e sacarose como substrato mantiveram pH entre 5,8
e 6,8 . Chen et al. (2005) utilizando diferentes configuracfes de reatores e sacarose como
fonte de carbono chegaram a conclusdo que o pH 5,0 foi 0 melhor para a producdo de
hidrogénio. Fan et al. (2004) estudando reatores em batelada e sacarose como fonte de
carbono e Fang et al. (2002) pesquisando CSTR com glicose como fonte de carbono
obtiveram um pH de 5,5 como 6timo para a producdo de hidrogénio. Khanal et al. (2004) com
reatores em batelada e sacarose como fonte de carbono também obtiveram pH 6timo de 5,5
para a producdo de hidrogénio, porém, para a producdo de acidos organicos volateis (&cido
acetico e acido butirico), o pH étimo foi entre 3,0 e 4,0. Wu et al. (2006) em RALF e reator
anaerdbio de leito fluidizado com “draft tubo”, com sacarose como fonte de carbono
controlaram o pH entre 6,4 e 7,0. Nestes estudos observou-se uma rota metabdlica mais
propensa a producdo de acido butirico e hidrogénio, diferentemente deste estudo, em que a
rota predominante foi a etandlica.

Entretanto, para Mu et al. (2006) utilizando reator UASB e sacarose como fonte de
carbono, o pH 6timo para a producdo de hidrogénio foi de 4,2. Zhang et al. (2007), utilizou
pH 4,0, Shida et al. (2009), pH entre 3,47 e 4,39 e Amorim et al. (2009) pH entre 3,68 e 4,05,
ambos em reatores anaerobios de leito fluidizado e glicose como fonte de carbono. Guo et al.
(2008) nao utilizaram controle de pH para minimizar custos com alcalinizantes, obtendo um

pH efluente em torno de 4,42 para producdo de hidrogénio. Também neste estudo ndo houve
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adicdo de alcalinizantes, como bicarbonato de sddio, por exemplo e 0 pH se manteve em torno
de 3,5. Os metabdlitos sollveis dominantes no estudo destes pesquisadores foram acidos
acético e butirico, com uma baixa producdo de etanol, o que pode indicar que as rotas
dominantes foram dos &cidos acetico e butirico.

Pesquisando lactose, soro de leite de glicose como fonte de carbono, Davila-Vazquez
et al. (2008) pesquisaram o efeito do pH, entre 3,88 e 8,12. Para a lactose, pH de 7,5 foi o
melhor para producdo de hidrogénio, para o soro de leite, o melhor foi 6,0 para rendimento de
producdo de hidrogénio e 7,5 para producdo volumétrica de hidrogénio. Para a glicose, 0
melhor pH foi de 7,5 para o rendimento de producéo de hidrogénio e de 8,12 para a producéo
volumeétrica de hidrogénio.

Mohan et al. (2007) utilizando ensaios em batelada e compostos quimicos de aguas
residuérias como fonte de carbono verificaram que a queda do pH de 6,0 para 4,5 foi ideal
para o funcionamento das bactérias acidogénicas e a0 mesmo tempo para a inibicdo da
atividade das arqueias metanogénicas.

Os resultados obtidos neste estudo para producéo de hidrogénio foram préximos aos
de Wu et al. (2003), Lin et al. (2006), Wu et al. (2006), em condicdes de pH favoraveis a
producdo de hidrogénio como relatado por Fang e Liu (2002).

E importante ajustar o pH na producdo de hidrogénio devido aos efeitos do pH na
atividade da hidrogenase e dos caminhos metabolicos (FANG e LIU, 2002).

De acordo com Wang e Wan (2009), o pH é um fator que influencia a producdo de
hidrogénio, ja que pode afetar a atividade da hidrogenase assim como o metabolismos das
rotas metabdlicas. Assim, pode-se afirmar que Barros et al. (2010 e 2011), com pH em torno
de 5,5 e adicdo de alcalinizante também obtiveram producdes de hidrogénio parecidas com
este estudo. Entretanto, utilizando pH inferior a 4,0, sem uso de alcalinizante, Zhang et al.

(2007), Shida et al. (2009) e Amorim et al. (2009) também alcancaram producgdes de
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hidrogénio similares a este estudo. Assim, pode-se afirmar que o uso ou ndo de alcalinizantes
pouco afeta a producdo de hidrogénio. A ndo controle do pH é mais favoravel a produgéo de

etanol, como ser visto nos topicos a seguir.

5.3. Metabdlitos produzidos

As Figuras 5.6 a 5.8 apresentam o comportamento dos metabolitos produzidos no R1

(poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET) dos diferentes TDH empregados.
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Figura 5.6 — Concentracdo de acidos acético (HAc), butirico (HBu), propidnico (HPr), etanol
(EtOH) e metanol (MtOH) produzidos pelo reator anaerébio de leito fluidizado contendo

poliestireno como material suporte (R1) nos diferentes TDH.
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Figura 5.7 — Concentracdo dos acidos acetico (HAc), butirico (HBu), propidnico (HPr), etanol
(EtOH) e metanol (MtOH) produzidos pelo reator anaerdbio de leito fluidizado contendo pneu

inservivel triturado como material suporte (R2) nos diferentes TDH.
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Figura 5.8 — Concentracdo dos acidos acetico (HAc), butirico (HBu), propiénico (HPr), etanol
(EtOH) e metanol (MtOH) produzidos pelo reator anaerdbio de leito fluidizado contendo PET

como material suporte (R3) nos diferentes TDH.

Nota-se uma predominancia nos trés reatores, em todas as fases, de acido acético
(HAC), acido butirico (HBu), etanol (EtOH), metanol (MtOH) e uma baixa producéo de &cido

No R1 (poliestireno) e no R3 (PET), a producdo de &cido acético foi praticamente
constante em todos os TDH. Porém, no R2 (pneu), no TDH de 1 h ha o aumento de acido
acetico, porém, houve a reducdo de producdo de hidrogénio neste TDH. De acordo com
Antonopoulou et al. (2010), uma explicacdo pode ser que uma consideravel parte do
hidrogénio produzida € provavelmente consumida por microrganismos consumidores de
hidrogénio, como bactéria homoacetogénica que pode ser estabelecida no reator, produzindo

acido acético [Eq. (5.1)].

4H, + 2CO, > CH3COOH + 2H,0 (5.1)
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A homoacetogénese pode explicar o decaimento de producdo de hidrogénio no TDH
de 1 h no R2, ja que pode estar havendo o consumo de hidrogénio e gas carbonico e producéo
de &cido acético no TDH de 1 h no R2, como visto das Figuras 5.2, 5.3 e 5.7.

A presenca de &cido propibnico no sistema variou em todos os reatores (0 a 44,01
mg.L™). Essa constatacio pode reforcar o aumento do rendimento da producéo de hidrogénio,
visto que se a rota de producdo de acido propibnico for favorecida resulta em consumo de 2
moles de H; para cada 2 moles de &cido propi6nico produzido [Eg. (5.2)], podendo ainda ser
relacionado com a provavel inibicdo ocasionada pelo baixo pH e sensibilidade a curtos TDH,

0 qual pode ser reportado por outros pesquisadores (ZHANG et al., 2007).

CeH1206 + 2H, — 2CH3CH,COOH (propibnico) + 2H,0 (5.2)

Segundo Koskinen et al. (2008), a producdo de H, a partir de carboidratos ocorre
quando h& a producdo de acetato ou butirato, enquanto a producdo de etanol resulta na ndo
producdo de H,. Isso implica que quando a producéo de H, € otimizada (producao de acetato),
a producdo de etanol diminui e vice-versa. Dependendo no microrganismo, 0s rendimentos de
etanol e hidrogénio variam substancialmente, de tracos a pequenas quantidades. Estes autores
também obtiveram etanol como principal metabdlito soltvel.

Wu et al. (2010) com a reducdo do TDH observaram que houve o aumento da
producdo de acido acético e reducdo da producdo de etanol, pois a producdo de alcool foi
limitada, ja que é uma rota desfavoravel a producdo de H, [Eq. (5.3)]. Abreu et al. (2009)
observaram que a presenca de grande quantidade de etanol e pequenas quantidades de acetato,
aléem da rota fermentativa butirato/etanol, podem ser a razdo para o baixo rendimento de

hidrogénio em sua pesquisa.
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CeH1206— 2CH3CH,0OH + 2CO» (53)

Cheong e Hansen (2006) e Antonopoulou et al. (2010) afirmaram que a selecdo do
pH apropriado é crucial para a producdo de hidrogénio, devido ao efeito do pH na atividade
hidrogenase a nas rotas metabdlicas. Segundo estes autores, quando a producdo de etanol
aumentou rapidamente, a producdo de hidrogénio foi interrompida. Além disso, esses autores
testaram diferentes valores de pH (4,6; 5,7 e 6,8) e no pH de 4,6 houve uma maior producao
de etanol e uma menor producdo de acido acético. Em pH de 6,8, houve o aumento de
producdo de &cido acético e uma reducdo de etanol, o que, segundo os autores, o etanol pode
ter sido usado para produzir acido acetico.

Ren et al. (1997), Hwang et al. (2004), Wang et al. (2006) e Ren et al. (2007), Guo et
al. (2008), Antonopoulou et al. (2010) obtiveram uma maior producdo de etanol em pH
inferior a 4,5, 0 que também pode explicar as altas concentracfes de etanol neste estudo, em
que o pH efluente foi em torno de 3,5, principalmente no TDH de 2 h. De acordo com Ren et
al. (2007), a fermentacdo etandlica ocorre em pH < 4,5, pois favorece o desenvolvimento de
microrganismos Fusobacterium sp., que sdo propicios para o producéo de etanol.

A complexa distribuicdo de VFA pode ser resultado da estrutura diferente da
comunidade microbiana e de diferentes tipos de fermentacdo no reator (KOSKINEN et al.,
2007). Segundo Ren et al. (1997), a fermentacdo etanol produz &cido acético e etanol e pode
preservar o balango NADH/NAD®. Etanol é o principal produto da dessa fermentagdo e é
neutro em pH em torno de 4,5. Assim, esse tipo de fermentacdo reduzird produtos acidos e
fard suave e rapidamente a fermentacdo acida. Por isso, isso minimiza a producdo de acido
propiénico, o que melhora a estabilidade global da operacdo do tratamento anaerébio. Na
regeneracdo de NADH, a reacdo é também conduzida a converter piruvato a acidos

propibnico e latico, ou converter acetil-CoA a etanol e acido butirico. De acordo com Wu et
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al. (2007), espécies Clostridial (Cl. acetobutylicum) podem produzir hidrogénio e
etanol/acidos orgéanicos (acetato), mas quando mais etanol e menos acetato sao produzidos, a
razdo intracelular NADH/NAD" reduz, levando a uma baixa produgdo de rendimento de H,.
Entretanto, neste trabalho observou-se uma producgdo simultdnea de hidrogénio e etanol,
provavelmente pela rota alternativa da Equacgédo (3.5). Ainda conforme os mesmos autores,
deve-se notar que a estrutura da comunidade bacteriana de uma cultura mista produzindo
hidrogénio e etanol em uma quantidade tdo importante pode ser muito diferente de uma
cultura que produz apenas hidrogénio, pois a producdo de hidrogénio e etanol pode ser
eventos competitivos para uma perspectiva de transferéncia de elétrons metabolica para

geracdo de energia.

CeH1206 + H,O0—C,Hs0H + CH3COOH +2H; + 2CO, (3.5)

Hwang et al. (2004) afirmaram que a rota alcodlica € mais observada com
fermentacdo de carboidratos por levedura, que ndo produz hidrogénio, enquanto a rota acida
mista progride via varios microrganismos como Escherichia coli e Enterobacter, e produz
hidrogénio. Segundo Cheong e Hansen (2006), Clostridium kluyveri pode desempenhar a
fermentacdo 4&cida etanol-acético, que produz &cido butirico e hidrogénio com uma
significante quantia de acido caproico, etanol e acido acético. Clostridium sphenoides
fermenta algum substrato a etanol, acido acético, hidrogénio, diéxido de carbono e uma
pequena quantidade de &cido latico, sem producdo de acido butirico. Com a reducdo do pH,
houve o inicio de uma fase de producédo de solventes, como o etanol (CHEONG e HANSEN,
2006). Estes autores ainda relataram que acidos graxos volateis ndo foram tdo produzidos no
crescimento em batelada de C. acetobutyricum e n-butanol, acetona e etanol apareceram como

novos produtos da fermetacdo. De acordo com Ren et al. (2007), a maioria da fermentacéo
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etanol inclui Bacteroides sp., Zymomonas sp. e Fusobacerium sp. com potencial redox estrito
para bactéria anaerdbia que sobrevive em pH entre 3 e 9. Fusobacerium sp. pode sobreviver
em diferentes condicBes e produzir um alto teor de etanol e acido butirico em pH 4,0. Cada
tipo de fermentacdo foi verificada por diferentes populagcdes microbianas e cada populacéo
alcangou o climax em diferentes estégios e tipos de fermentacdo. A ecologia classica acredita
que a climax da comunidade microbiana representa um estagio de equilibrio (REN et al.,
2007).

A Figura 5.9 apresenta o rendimento de producdo de hidrogénio e o rendimento de

producéo de etanol em funcdo do TDH para ambos 0s reatores.
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Figura 5.9 - Rendimento de producdo de etanol em funcdo do TDH no R1 (poliestireno), no

R2 (pneu) e no R3 (PET).

De acordo com o estudo de Wu et al. (2007), Koskinen et al. (2008) e Wang et al.,
(2008), a producéo de hidrogénio reduz com o aumento da producédo de etanol. Rendimentos
de H, e etanol foram de um modo geral inversamente proporcionais, independente do tipo de

substrato ou do tipo do biorreator (WU et al., 2007). Entretanto, neste estudo a producédo de
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hidrogénio aumentou com o aumento da producéo de etanol (Figura 5.9). Observa-se pelas
Figuras 5.3 e 5.9 que no R1 (poliestireno), no TDH de 2 h, o rendimento de EtOH aumentou
1,37 vez, enquanto o RPH aumentou 1,02 vez. No R2 (pneu), no mesmo TDH, o rendimento
de EtOH aumentou 1,47 vez, ao passo que o RPH aumentou 1,13 vez. Entretanto, no R3
(PET), no TDH de 2 h, o rendimento de EtOH cresceu 1,17 vez e o RPH reduziu 0,86 vez.

No R3, no TDH de 2 h, o EtOHY é maior que o teorico (2 moles), ou seja, 2,43
mol EtOH™ glicose, o que pode ser explicado pela homoacetogénese, que também leva a
producao de etanol, tornando o rendimento do etanol produzido maior que o tedrico.

Na Figura 5.10, observa-se a relacdo entre o rendimento de producéo de H, e o

rendimento de producdo de EtOH (YH./YEtOH — seletividade) nos trés reatores para ambos

os TDH.
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Figura 5.10 — Relacdo entre o rendimento de producdo de H, e o rendimento de producdo de

EtOH (YH,/YEtOH — seletividade) nos trés reatores para ambos os TDH.

Pela Figura 5.10, observa-se que no R1 (poliestireno), houve o favorecimento da

producdo de hidrogénio em relacdo a producdo de etanol em todos os TDH. No R2, até o
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TDH de 2 h, houve o favorecimento da producdo de hidrogénio em relacdo a producéo de
etanol, no TDH de 1 h houve um favorecimento da producdo de etanol em relacdo ao
hidrogénio. Ja no R3 (PET), até o TDH de 6 h, houve o favorecimento da produgdo de
hidrogénio em relagdo a producao de etanol, no TDH de 4, 2 e 1 h houve um favorecimento
da producédo de etanol em relacdo ao hidrogénio. Uma hipétese para o R3 ser melhor para a
producdo de etanol é que o PET possa ter selecionado um determinado tipo de microrganismo
favoravel a producéo deste biocombustivel.

De acordo com Hwang et al. (2004) e Zhu et al. (2009), ha vérias rotas para producao
de &cidos orgénicos, etanol e hidrogénio [Eqg. (5.4), (5.5) e (5.6)], aléem da producdo de etanol
atraves da Equacdo (3.4), ele também pode ser obtido por outra rota [Equacéo (5.4)] (Gaudy e

Gaudy, 1980):

CeH1206 + H,O0—C,Hs0H + CH3COOH +2H; + 2CO, (5.4)
CeH1206 — 2H; + 2CO; + 1/2CH3COOH + 3/4CH3(CH,),COOH (5.5)
CeH1206 — 4/3CH3CH,COOH + 2/3CH3COOH + 2/3CO; + 2/3 H,0O (5.6)

A partir da Equacdo (5.4), pode-se constatar que é possivel produzir hidrogénio e
etanol, pois por esta rota, eles sdo produzidos simultaneamente. Além disso, hd producdo de
acidos acético e butirico por outras rotas metabolicas, como indicado nas Equac@es (5.5) e
(5.6).

Nesse contexto, Wu et al. (2007) pesquisaram a viabilidade da producdo simultanea

destes dois biocombustiveis, utilizando sacarose, glicose e frutose como fontes de carbono.
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Para RALF, elastdmero polietileno-octano de material suporte, temperatura de 35°C, pH entre
5,8 e 6,8 e sacarose, frutose e glicose como fonte de carbono, com uma concentragéo de 20
gDQOIL, concluiram que a glicose foi melhor para producéo de hidrogénio (1,04 mol Hz/mol
hexose) e a frutose para producdo de etanol (0,65 mol EtOH/mol hexose). Entretanto, ambas
as fontes de carbono se mostraram adequadas para producdo simultdnea de hidrogénio e
etanol. E neste estudo, para os trés reatores, houve uma maior producao de hidrogénio e de
etanol quando comparado ao estudo de Wu et al. (2007).

Barros et al. (2010 e 2011) utilizando os mesmos materiais suporte e condicdes
operacionais iguais, porém com controle de pH em torno de 5,5, observaram uma producéo de
hidrogénio melhor no reator com pneu com material suporte (2,25 mol H,™.mol glicose) no
TDH de 2 h e uma melhor producdo de etanol nos reatores com poliestireno e PET como
matérias suporte (400 mg.L™), no TDH de 6 h. Nesta pesquisa, sem controle de pH, também
observou-se uma melhor producéo de hidrogénio no reator com pneu como material suporte
(2,11 mol H,™.mol glicose) no TDH de 2 h. Porém, para producio de etanol, o reator com
PET foi muito superior (1941 mg.L™) no TDH de 2 h. Assim, ja se pode constatar, através
desta pesquisa e comparando com Barros et al. (2010 e 2011), que o ndo controle do pH ¢é
mais favoravel a producao simultanea de hidrogénio e etanol.

Além disso, Buitrén e Carvajal (2010) afirmam que em temperatura em torno de 25°C,
h& mais producao de etanol do que em temperatura em torno de 35°C, o que pode explicar a
alta producdo de etanol nesse estudo, ja que a temperatura foi em torno da ambiente (25°C).
No estudo de Barros et al. (2010 e 2011), os pesquisadores operaram 0S reatores com
temperatura de 30°C e obtiveram concentracdes menores de etanol, em torno de 400 mg. L™ e
neste trabalho a concentracdo maxima de etanol foi de 1288 mg. L™. Assim, uma temperatura

pode também ser a causa de uma maior producédo de etanol do que em estudos semelhantes.
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Outra questdo importante a ser analisada é a relacdo HAc/HBuU, que é frequentemente
usada como um indicador da extensdo da producéo de hidrogénio (DANKO et al., 2008). Essa

relacdo é apresentada na Figura 5.11, nos trés reatores, em ambos os TDH.
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Figura 5.11 - Relacdo HAc/HBuU, nos trés reatores, em ambos os TDH.
Em processos mesofilicos usando comunidades microbianas, um étimo desempenho
da producao de hidrogénio por fermentacéo [Eq (5.7) e (5.8)] é dada frequentemente por uma

alta relacdo HAc/HBuU (KOSKINEN et al., 2007).

CeH1206 + 2H,0 — 2CH3COOH (acético) + 2CO, +4H, (57)

Ce¢H1205 — CH3 CH, CH,COOH (bUtI,I'iCO) + 2C0O, +2H, (58)
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Neste estudo, a relagdo HAc/HBu no R1 (poliestireno) aumentou de 0,61 a 0,84
quando o TDH foi reduzido de 8 h para 2 h. Ao se reduzir o TDH para 1 h, esta relacdo
reduziu para 0,40 (Figura 5.11). JA no R2 (pneu), esta relacdo aumentou de 0,56 para 0,95
quando o TDH foi reduzido de 8 h para 2 h e diminuiu para 0,63 ao se diminuir o TDH para 1
h (Figura 5.14). O R3 (PET) apresentou comportamento semelhante, sendo a relagdo
aumentada de 0,55 para 0,80 com a redug¢do do TDH de 8 h para 2 h e diminuindo com a
reducdo do TDH para 1 h para 0,66 (Figura 5.11). O aumento da relagdo HAc/HBu com a
reducdo do TDH também foi observado em outros estudos (CHANG et al., 2002; LEE et al.,
2004; LIN et al., 2006; AMORIM et al., 2009, BARROS et al., 2010). Entretanto, Skonieczny
e Yargeau (2009) ndo observaram essa correlacdo entre acidos acético e butirico e mesmo
assim houve a producdo de hidrogénio e etanol.

Desta maneira, pode-se afirmar que apesar da relacdo HAc/HBu ser determinante na
producdo de hidrogénio (DANKO et al., 2008), ela ndo pode ser analisada como Unico fator
para producdo deste gas, mas sim deve ser analisado um conjunto de condi¢cdes operacionais,
como pH, temperatura, tratamento e concentracdo do indculo (KAPDAN e KARGI, 2006;
DAS e VERZIROGLU, 2008; WANG e WAN, 2009).

Assim, constata-se que para producdo de hidrogénio, o melhor reator foi 0 R2 (pneu) e
para a producdo de etanol, 0 R3 (PET), ambos no TDH de 2 h. Isto pode ter acontecido devido
a mudancas de rotas metabolicas causadas por estes dois suportes e até mesmo selecdo de
diferentes tipos de microrganismos, mais favoraveis a producdo de hidrogénio ou a producéo

de etanol.
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5.4. Biomassa, carboidratos, proteinas e avaliacdo da adesdo microbiana aos materiais

suporte

As Figuras 5.12, 5.13 e 5.14 ilustram os resultados obtidos da quantidade de biomassa
aderida aos suportes em relacdo a massa de particula, assim como a producdo volumétrica de
hidrogénio e o rendimento de producdo de hidrogénio ao longo do TDH empregado,

respectivamente no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET).
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Figura 5.12 — Crescimento da biomassa aderida, rendimento de producdo de hidrogénio e

producdo volumétrica de hidrogénio no R1 (poliestireno), em funcdo do TDH.
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Figura 5.13 — Crescimento da biomassa aderida, rendimento de producdo de hidrogénio e

producdo volumeétrica de hidrogénio no R2 (pneu), em funcdo do TDH.
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Figura 5.14 — Crescimento da biomassa aderida, rendimento de producdo de

producdo volumétrica de hidrogénio no R3 (PET), em funcdo do TDH.
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Pelas Figuras 5.12, 5.13 e 5.14, observa-se que o R2 (pneu) apresentou maior
quantidade de biomassa aderida por massa de suporte (0,0021 g STV/g particula) no TDH de
1 h. Essa constatacdo pode ser atribuida pelas caracteristicas fisicas do pneu triturado, o a qual
apresenta maior rugosidade (18%), contribuindo para a adesdo microbiana. Essa maior
quantidade de biomassa aderida no pneu triturado também pode explicar o melhor
desempenho do reator contendo este material como suporte na producédo de hidrogénio, ja que
pode haver uma quantidade maior aderida neste suporte de bactérias acidogénicas produtoras
de hidrogénio.

De acordo com Barros et al. (2010), o acimulo de biofilme sobre um suporte é um
processo dinamico, resultado de crescimento e desapego. A formacéo de biofilme é afetada
por varios fatores externos, como composicdo e concentracdo do meio de alimentacdo,
velocidade da fase liquida (tensdo de cisalhamento), concentracdo de particulas, colisdes
particula-particula e colisdes particula-parede. Além disso, a natureza e as concentragdes de
substrato podem afetar o crescimento e a composicao do biofilme.

Zhang et al. (2008) concluiram que a espessura do biofilme diminui com o aumento de
biomassa granular no reator, devido a elevada producdo de bactérias produtoras de
hidrogénio. Se houver um aumento na espessura do biofilme, a fixacdo dos microrganismos
no suporte pode se tornar mais fraca, sendo o biofilme separado do suporte por causa das
colisBes das particulas, deixando fragmento do biofilme nos suportes.

Assim, pode-se concluir que com 0 aumento da biomassa aderida aos suportes, houve
uma elevada producdo de microrganismos produtores de hidrogénio, podendo desta forma, se
justificar o alto rendimento de hidrogénio no TDH de 2 h, cuja biomassa aderida foi maior.
Além disso, similarmente a Barros et al. (2010), no aumento da biomassa com a reducao do
TDH pode ter ocorrido o aumento da espessura do biofilme aderido ao material suporte, que

pode ter se tornado fraco. Assim, o biofilme pode ter se separado da particula, causando a
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reducdo da biomassa aderida no TDH de 1 h, o que resultaria na reducdo do RPH. Outra
hipGtese é a sobrecarga nos reatores, em que houve uma limitacdo na conversdo de glicose,
enquanto o PVH continuou a crescer e 0 TDH diminuir.

O melhor desempenho do reator contendo pneu (R1) também pode ser atribuido as
caracteristicas deste material suporte, que pode ser explicado por sua rugosidade ser maior
(18,00%) que o poliestireno (14,59%) e o PET (10,23%). Essa maior quantidade de biomassa
aderida no pneu triturado também pode explicar o melhor desempenho do reator contendo
este material como suporte na producdo de hidrogénio, ja que pode haver maior quantidade
aderida neste suporte de bactérias acidogénicas produtoras de hidrogénio. E ainda, por as
particulas de pneu triturado serem mais rugosas que as de poliestireno e PET, essas
rugosidades protegem o biofilme em desenvolvimento das forcas de cisalhamento, permitindo
uma colonizacao mais uniforme (BARROS et al., 2010).

Assim, pode-se afirmar que este estudo alem de utilizar materiais baratos como
suportes como poliestireno, pneu e PET, também reduziu custos com a ndo utilizacdo de
alcalinizantes para controle do pH, alcancando resultados satisfatdrios para producdo de
hidrogénio e etanol como biocombustiveis

As Figuras 5.15, 5.16 e 5.17 mostram os polimeros extracelulares excretados na forma
de carboidratos, a producdo volumétrica de hidrogénio e o rendimento de producdo de
hidrogénio, respectivamente, no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET), em funcéo do

TDH empregado.
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Figura 5.15 — Massa de polimeros extracelulares excretados na forma de carboidratos por

grama de particula, rendimento de producdo de hidrogénio e producdo volumétrica de

hidrogénio no poliestireno (R1), em funcdo do TDH.
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Figura 5.16 — Massa de polimeros extracelulares excretados na forma de carboidratos por

grama de particula, rendimento de producdo de hidrogénio e producdo volumétrica de

hidrogénio no pneu triturado (R2), em fungédo do TDH.
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Figura 5.17 — Massa de polimeros extracelulares excretados na forma de carboidratos por

grama de particula, rendimento de produgdo de hidrogénio e produgdo volumétrica de

hidrogénio no PET (R3), em func¢do do TDH.
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Nota-se que a formacdo de polimeros extracelulares excretados na forma de
carboidratos ndo teve relagdo com o TDH em nenhum dos suportes.

No R1 (poliestireno) e no R2 (pneu), ha um aumento da quantidade de carboidratos
com a reducdo do TDH de 8 h para 4 h, depois h&d uma reducéo quando o TDH muda para 2 h,
um aumento para 1 h.

No R2 (pneu), ha um aumento da quantidade de carboidratos com a reducdo do TDH
de 8 h para 4 h, depois ha uma reducdo quando o TDH muda para 2 h, e novamente um
aumento para 1 h. Nao houve muita variacdo na producéo de carboidratos ao longo do TDH
no R3 (PET).

Os carboidratos excretados no poliestireno (R1) variaram entre 0,0531 e 0,0663
g carboidrato/g particula, no pneu triturado (R2) entre 0,0563 e 0,0629 g carboidrato/g
particula e no PET (R3) entre 0,0617 e 0,0733 g carboidrato/g particula.

Barros (2009), controlando o pH em torno de 5,5 também ndo observou relacdo na
quantidade de carboidratos com a reducdo do TDH.

As Figuras 5.18, 5.19 e 5.20 demonstram os polimeros extracelulares excretados na
forma de proteinas, a producdo volumétrica de hidrogénio e o rendimento de producdo de
hidrogénio nos trés diferentes suportes empregados: poliestireno (R1), pneu triturado (R2) e

PET (R3), respectivamente, em funcdo do TDH.
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Observa-se que em todos os suportes hd um aumento da quantidade de polimeros
excretados na forma de proteina com a reducdo do TDH de 8 h para 1 h, o que também pode
ser observado no rendimento de producéo de hidrogénio.

O poliestireno (R1) variou entre 0,0239 para 0,0502 g proteina/g particula, o pneu
triturado (R2) entre 0,0358 para 0,0725 g proteina/g particula e o PET (R3) entre 0,0299 para
0,0638 g proteina/g particula. O pneu triturado apresentou uma maior quantidade de
polimeros na forma de proteinas em praticamente todas as fases.

O controle da producdo de proteinas € importante, pois o acumulo de
exopolissacarideos na estrutura do biofilme pode limitar os efeitos de transferéncia de massa
do meio liquido para as particulas.

A producdo de &cidos organicos e hidrogénio, bem como a auséncia de metano no
biogas desde o inicio do experimento demonstram que o procedimento de tratamento térmico
do lodo realizado nesse estudo foi efetivo para o enriquecimento de bactérias acidogénicas
produtoras de hidrogénio e para inibicdo de organismos consumidores de hidrogénio, como
argueias metanogénicas.

Além disso, a alta eficiéncia de consumo de glicose até o TDH de 2 h em todos o0s
reatores mostrou que o periodo de 48 h em modo batelada foi adequado para a adaptacédo e
desenvolvimento das atividades metabdlicas da populacdo acidogénica.

Os principais metabolitos soltveis encontrados no efluente nos trés reatores foram

acidos organicos e etanol, havendo o predominio do acido butirico sobre o acético.

A Figura 5.21 mostra a comparacdo entre os trés reatores da DQO afluentes e a
eficiéncia de reducdo de DQO no TDH estudados.
Considera-se que a DQO afluente é a glicose adicionada e a matéria carbonacea

encontrada na ureia presente na composicao da agua residuéria como fonte de nitrogénio. A
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DQO efluente é dada pela glicose remanescente e os produtos sollveis encontrados no
efluente formados na fermentacdo, como os &cidos organicos, alcoois e outros intermediérios
e a biomassa desprendida do material suporte. Portanto, o valor médio de eficiéncia de
reducdo da DQO corresponde a parcela da matéria carbonéacea que foi degradada totalmente a

gés carbbnico, ja que nenhuma concentracdo de metano foi encontrada e a biomassa aderida

ao material suporte.
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Figura 5.21 - Comparacdo da concentracdo média de DQO afluente e eficiéncia media de

DQO no R1 (poliestireno), no R2 (pneu) e no R3 (PET), em diferentes TDH.

Considerando os valores diarios de DQO, a media no afluente corresponde a 4788
mg.L™ e a média de DQO efluente no R1 foi de 3763 mg.L™, no R2 de 3580 mg.L™ e no R3
de 3683 mg.L™. A eficiéncia global de reducdo de DQO foi de 23% no R1, 26% no R2 e 24%

no R3. As eficiéncias médias de reducdo para cada faixa de TDH aplicado nos trés reatores

estdo expostas na Tabela 5.5.
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Observa-se, pela Figura 5.21, que a eficiéncia de remocdo de DQO entre

aproximadamente 20 e 25% com a redugéo de TDH.

Tabela 5.5 - Porcentagem média de DQO removida e seus respectivos desvios padrdes para o

R1 (poliestireno), o R2 (pneu) e o R3 (PET) nos TDH aplicados.

TDH
% Eficiéncia média removida de DQO

(h)
8 31,00 £ 5,92
R1 6 21,76 £ 5,29
(poliestireno) 4 20,96 + 1,20
2 23,99 +£1,95
1 16,47 + 4,43
8 31,00 £ 5,92
R2 6 23,13 £9,48
(pneu) 4 23,90 + 2,48
2 32,75+ 1,60
1 20,48 + 8,43
8 31,00 £ 5,92
R3 6 23,16 +£ 4,18
(PET) 4 23,24 +5,07
2 26,28 + 5,06

1 17,28 + 7,68
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As Tabelas 5.6, 5.7 e 5.8 apresentam as concentracbes médias dos compostos
presentes no efluente, como metabdlitos solUveis, glicose remanescente no efluente e sdlidos
suspensos volateis como medida indireta da biomassa, em todos os TDH empregados,
respectivamente, nos reatores contendo poliestireno, pneu triturado e PET como materiais

suporte.

Tabela 5.6 — Concentracbes no meio liquido de &cidos acético, butirico, propiénico, etanol,

metanol, glicose efluente e biomassa no reator com poliestireno como material suporte (R1).

TDH HAC HBu HPr EtOH MtOH Glicose ef Biomassa

(h)y (mgL™) (mgL?) (mgL?" (mgL?)  (mg.L™) (mg.L™)  (mg.L?)

8 103,23 247,77 0,00 754,95 19,70 322,00 137,00
6 189,52 400,34 0,00 748,15 31,67 555,00 163,00
4 200,87 414,06 0,00 968,27 134,91 555,00 286,00
2 208,79 365,88 0,00 1288,359 159,88 838,00 328,00

1 171,26 625,09 0,00 631,235 28,68 1321,00 351,00
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Tabela 5.7 — Concentragdes no meio liquido de &cidos acético, butirico, propidnico, etanol,
metanol, glicose efluente e biomassa no reator com pneu triturado como material suporte

(R2).

TDH HAC HBu HPr EtOH MtOH Glicose ef Biomassa

(h) (mg.L?) (mg.L™) (mg.L?) (mg.L") (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)

8 249,69 65454 0,00 484,38 42,49 574,00 335,00
6 269,17 469,03 0,00 441,16 43,20 707,00 278,00
4 236,87 381,056 0,00 695,36 87,17 1011,00 247,00
2 258,53 400,56 0,00 1107,36 147,21 670,00 372,00
1 434,74 1013,61 44,01 394,15 52,73 1210,00 380,00

Tabela 5.8 — Concentra¢Ges no meio liquido de &cidos acetico, butirico, propidnico, etanol,

metanol, glicose efluente e biomassa no reator com PET como material suporte (R3).

TDH HAC HBu HPr EtOH MtOH Glicose ef Biomassa

(h)y (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™®) (mg.L™)  (mg.L? (mg.L™) (mg.L™)

8 246,75 660,44 0,00 342,65 39,37 891,00 193,00
6 291,62 612,29 0,00 437,81 43,51 603,00 218,00
4 201,32 386,36 1,66  1328,93 69,25 648,00 303,00
2 255,84 471,39 3,94 1359,234 155,29 584,00 344,00
1 131,59 291,21 13,9 489,17 28,91 1293,00 357,00

Observa-se pelas Tabelas 5.6, 5.7 e 5.8 que hd um aumento da biomassa presente no
efluente com a reducdo do TDH em todos os reatores, o que pode ser um aumento de

desprendimento de biomassa do biofilme do material suporte.
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Para a realizacdo do balanco de carbono, é necessario converter estes valores das
Tabelas acima para DQO, para se comparar a DQO teodrica com a DQO medida. As Tabelas
5.9, 5.10 e 5.11 apresentam os valores calculados da DQO tedrica dos acidos acético, butirico,
propidnico, do etanol, do metanol, da glicose efluente e da biomassa, além da soma destes
valores, como DQO tedrica total e da DQO medida, nos diferentes reatores, em todos os TDH

empregados.

Tabela 5.9 — DQO tedrica dos metabdlitos, DQO da biomassa e DQO efluente medida no

reator com poliestireno como material suporte (R1).

TDH SMP Glicose ef Biomassa DQO Diferenca

(h)  DQO (mg.L") DQO (mg.L") DQO (mg.L") Medida(mg.L") (mg.L™?)

8 1640,18 343,25 184,00 4597,37 2430,36
6 2018,03 592,00 218,00 4437,02 1608,94
4 2516,11 592,00 383,00 4757,47 1266,49
2 2919,67 893,00 440,00 5104,45 851,95
1 2240,04 1408,00 470,00 5043,22 924,65

SMP: Soma das DQO dos metabdlitos soluveis.
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Tabela 5.10 — DQO tedrica dos metabdlitos, DQO da biomassa e DQO efluente medida no

reator com pneu triturado como material suporte (R2).

TDH SMP Glicose ef Biomassa DQO Diferenca

(h) DQO(mg.L" DQO(mgL?' DQO(mg.L?) Medida(mg.L?) (mg.L™

8 2193,63 612,00 449,00 4597,37 519,20
6 1818,09 754,00 373,00 4437,02 443,49
4 2043,25 1078,00 331,00 4757,47 150,27
2 2764,96 714,00 498,00 5104,45 -419,32
1 3000,11 1290,00 509,00 5043,22 -1331,32

SMP: Soma das DQO dos metabdlitos solaveis.

Tabela 5.11 — DQO tedrica dos metabdlitos, DQO da biomassa e DQO efluente medida no

reator com PET como material suporte (R3).

TDH SMP Glicose ef Biomassa DQO Diferenca

(h) DQO (mg.L") DQO (mgL?) DQO (mg.L") Medida(mg.L?) (mg.L™?)

8 1999,39 612,00 259,00 4597,37 410,22
6 2098,27 754,00 292,00 4437,02 734,36
4 2871,93 1078,00 406,00 4757,47 -61,08
2 3259,30 714,00 461,00 5104,45 -83,36
1 1414,53 1290,00 478,00 5043,22 1042,29

SMP: Soma das DQO dos metabdlitos soluveis.

Pela Tabela 5.9, nota-se que hd uma diferenca entre DQO medida e DQO tedrica entre

924,65 e 2430,36 mg.L™, no R1 (poliestireno). J4 no R2 (pneu) (Tabela 5.10), essa diferenca é
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de -1331,32 a 519,20 mg.L™ e no R3 (PET) (Tabela 5.11) essa diferenca é entre -83,36 e
734,36 mg.L™.

Quando essa diferenca é positiva, pode ser atribuida a outros metabolitos néo
detectados como acido foérmico, latico, pois somente 0s met e também a desvios de medidas
nos metabdlitos sollveis, na glicose, na biomassa e na DQO medida. A possivel ndo detecgdo
desses &cidos é decorrente do método cromatogréfico adotado (extracdo por headspace), pois
somente os acidos volateis sdo detectados. J& quando a diferenca é negativa, possa ser que haja
erros experimentais.

Barros (2009), operando RALF com as mesmas condi¢cbes operacionais desta
pesquisa, entretanto sem o controle de pH, obteve diferencas menores entre a DQO medida e

a DQO teorica e tambeém néo houve resultados negativos.

As Figuras 5.22, 5.23 e 5.24 ilustram a microscopia eletronica de varredura (MEV),
realizadas no Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade de S&o Paulo, das morfologias
das populagdes bacterianas aderidas aos materiais suporte no R1 (poliestireno), no R2 (pneu)

e no R3 (PET), respectivamente.
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(b)

Figura 5.22 - Microscopia eletronica de varredura dos microrganismos aderidos no
poliestireno (R1) no TDH de 8 h (a) e no TDH de 2 h (b), com presenca de bacilos, indicados

por setas em vermelho, que sdo morfologias semelhantes a Clostridium sp. (aumento: 3000 x).

Figura 5.23 - Microscopia eletrdnica de varredura dos microrganismos aderidos no pneu
inservivel triturado (R2) no TDH de 8 h (aumento: 1000 x) (a) e no TDH de 2 h (aumento:
5000 x) (b), com presenca de bacilos, indicados por setas em vermelho, que sdo morfologias

semelhantes & Clostridium sp.
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(@)

Figura 5.24 - Microscopia eletrénica de varredura dos microrganismos aderidos no PET (R3)

no TDH de 8 h (aumento: 5000 x) (a) e no TDH de 2 h (aumento: 3000 x) (b), com presenca

de bacilos, indicados por setas em vermelho, que sdo morfologias semelhantes a Clostridium

sp.

A producdo de acido butirico e acido acético, bem como a producdo de H, e CO,
compdem produtos semelhantes aos produtos formados na fermentacdo de carboidrato por
espécies de Clostridium (COHEN et al., 1979).

Iyer et al. (2004) citam que no tratamento térmico anaerobio do lodo, Clostridium
acetobutycilum foi identificado a ser a espécie dominante, que foi responsavel pela
fermentacdo acido butirico.

Em ambas as Figuras (5.22, 5.23 e 5.24), observa-se, visualmente, a presenca de
bacilos semelhantes a Clostridium. Além disso, podem ser observados alguns enddsporos,

caracterizados por um arredondamento em uma das extremidades.
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Segundo Wood (1961)* apud Cohen et al. (1979), a fermentaco &cido butirico pode
ser realizada por Clostridium butyricum, Clostridium tyrobutyricum e Clostridium lacto-
acetophilum.

Acredita-se que a producdo de hidrogénio é altamente relacionada aos microrganismos
dominantes e as condicbes ambientais nos processos anaerobios de fermentacdo para
producéo de hidrogénio, mas parece ser independente da configuracdo do reator.

Lin et al. (2007) mencionam que a fermentacdo da glicose por diferentes espécies de
Clostridium produz &cidos acético e butirico, dioxido de carbono, hidrogénio e biomassa
como principais produtos.

As micrografias obtidas por meio da microscopia eletrénica de varredura mostram que
as particulas de poliestireno, pneu inservivel triturado e PET adotadas como suportes de
imobilizacdo da biomassa foram adequadas. Durante a operacdo dos reatores anaerobio de
leito fluidizado, as morfologias predominantes encontradas foram bacilos, pode-se encontrar
morfologias semelhantes a Clostridium sp., indicando que os &cidos produzidos séo
convertidos a hidrogénio. A presenca destes grupos morfoldgicos decorre provavelmente da
utilizacdo de acidos organicos, como acetato, butirato, e do metabolismo hidrogenotrofico
(H2/COy).

Barros et al. (2011), analisaram a influéncia do pneu triturado e do PET como
materiais suporte na producdo de hidrogénio em reator anaerobio de leito fluidizado e
constataram que em pH efluente em torno de 5,5; e na arvore filogenética feita para o pneu
triturado, ja que este material suporte se apresentou melhor para a producao de hidrogénio.
Uma centena de clones foram obtidos a partir do pneu por meio de analises de clonagem e

sequenciamento de fragmentos do gene 16S rRNA do consércio microbiano. No entanto, os

1 WOOD, W.A. Fermentation of Carbobydrates and Related Compounds. In: The Bacteria, vol.ll (edited by C.
Gunsalus and R.V. Stainer) pp. 59-151. Academic, 1961.
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clones com sequéncias menores do que ou iguais a 200 pares de bases ndo foram utilizados
em analises filogenéticas. Os clones obtidos s&o mostrados nas Figuras 5.28 e 5.29.

Os valores de similaridade dos coeficientes encontrados entre clones e a base de dados
NCBI variou de 96% a 100% e indicou a presenca de bactérias filogeneticamente
relacionadas, com base na avaliacdo parcial de seqiiéncias do gene 16S rRNA.

A maioria dos clones, isto &, 61%, foram relacionados com Clostridium, Bacillus para

32%, 5% e Enterobacter, e 3% a Sporolactobacillus (Figura 5.25).

5% 3%

61%

@ Clostridium sp.
B Uncultured Bacillus sp
O Enterobacter sp
@ Sporolactobacillus sp.

Figura 5.25 — Porcentagem filogenética dos clones para um dominio Bacteria em um

consércio microbiano (BARROS et al., 2011)

A Figura 5.26 mostra a arvore filogenética consensual obtida com os iniciadores para
0 dominio Bacteria a partir das sequéncias derivadas a partir de clonagem e sequencias do
consdrcio microbiano no reator contendo pneu triturado como material de suporte. A maioria
dos clones (95%) pertenciam ao filo Firmicutes (Clostridia e aulas de bacilos) e apenas 5% a
filo Proteobacteria (Gammaproteobacteria). Clostridium pertence a classe de Clostridia,
Bacillus e enquanto Sporolactobacillus pertencem a classe Bacilli. Enterobacter pertence a

classe Gammaproteobacteria (Figura 5.26) (BARROS et al. 2011).
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uncultured Clostridia sp.(AY607176)
1 Clones18,30,50,51,52,55,69,81,87,90,97,102,106,116
Clostridium butyricum (EF533982)
Clostridium sp. (AB504378)
Clones4,6,7,15,49,54,56,57,59,65,73,74,78,93,104,109
1
1

=

Uncultured Clostridium sp.(FJ542892) Clostridia
Clostridium sp. (FJ158032)
1qar Clones3,14,16,23,25,29,31,32,36,40,41,53,60,61,71,85
34- Clostridium pasteurianum (M23930) _
92 ﬁClone522,34,37,38,44,46,47,48,58,63,76,80,82,91

20

Clones92,98,100,105,107,111,114,115,118,119
Uncultured Bacillus sp.(EU250947) Bacilli

Clones13,70
gé{ Sporolactobacillus laevolacticus (AB362643)

Enterobacter sp.(EU855202)

Clone94

gd Clones27,43 Gammaproteobacteria
g3Clonel9

38Enterobacter sp. (EF592491)

Methanosarcina mazei (NC 003901)

3

0.05

Figura 5.26 - Arvore filogenética baseada em sequéncias obtidas a partir de uma amostra de
biomassa aderida ao material de suporte (pneu triturado) alimentado com glicose para a
producdo de hidrogénio. Os valores presentes nos nos da arvore indicam percentagens de
ramos recorrentes (1000 bootstraps para reamostragem). Methanosarcina mazei foi

empregado como grupo externo (BARROS et al., 2011).

5.5. Consideracoes finais

Este trabalno demonstrou que o hidrogénio e etanol podem ser produzidos
concomitantemente a partir da conversao de substratos organicos, incentivando o potencial de
utilizacdo de processos fermentativo para a producdo destes biocombustiveis. A estabilidade
durante a operacdo continua por longa duracdo do RALF para a producdo de hidrogénio e
etanol pode ser garantida pelo método de tratamento prévio do indculo, material suporte e

indculo e o ndo controle do pH, propostos neste pesquisa. O biofilme formado favoreceu a
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producdo mesofilica do hidrogénio, uma vez que o tratamento térmico possibilitou a
eliminacdo de células vegetativas metanogénicas e acidogénicas ndo formadoras de
endosporos, e mantiveram as células acidogénicas com capacidade de formar enddsporos,
estruturas de resisténcia a condi¢Ges desfavoraveis.

O rendimento maximo teorico da producdo de hidrogénio prevé &cido acético como
metabdlito final da fermentacdo. Os acidos organicos obtidos foram, principalmente, acético e
butirico, que se confirmou, no presente trabalho que, a producdo elevada de hidrogénio esteve
associada a presenca dos metabdlitos soliveis da fermentacdo, tais como, &cido acético e
acido butirico, como observado por Zhang et al. (2007), Koskinen et al. (2007), Leite et al.
(2008), Fernandes (2008), Peixoto (2008), Shida (2008), Barros (2009). Também houve o
predominio de etanol como metabolito soluvel da fermentacdo, o que garantiu a producgéo
simultanea de hidrogénio e etanol sem o controle de pH, dois importantes biocombustiveis

alternativos a utilizagdo dos combustiveis fésseis.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Todos os trés reatores pesquisados apresentaram um desempenho semelhante,
obtiveram producdo volumétrica de hidrogénio, assim como conteido de hidrogénio no
biogas aumentando com a reducdo do TDH, assim como o rendimento de producdo de
hidrogénio.

Acidos acético, butirico e etanol foram os metab6litos solliveis dominantes nos trés
reatores, 0 que mostra que a comunidade microbiana nos reatores foi eficiente para producéo
de hidrogénio e etanol.

O reator anaerébio de leito fluidizado contendo pneu triturado como material suporte
se mostrou o mais adequado para a producdo bioldgica de hidrogénio, pois, além de
apresentar um maior rendimento de producdo de hidrogénio (2,11 mol-H,.mol™glicose),
apresentou um maior conteudo de hidrogénio no biogas (60%) e uma maior producdo de
4cidos acético e butirico (434,74 e 1013,61 mg.L™, respectivamente). O melhor desempenho
deste reator pode ser explicado pela rugosidade do pneu triturado ser maior do que a dos
demais materiais empregados (poliestireno e PET), acumulando uma maior quantidade de
biomassa aderida e, consequentemente, uma maior quantidade de bactérias acidogénicas
produtoras de hidrogénio. Todavia, o reator contendo PET como material suporte apresentou
um melhor desempenho quanto & producéo de etanol (1941,76 mg.L™).

O ndo controle do pH e este ficando em torno de 3,5 mostrou-se adequado para

producéo concomitante de hidrogénio e etanol.
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A presenca de estrutura semelhantes a bacilos presentes nas micrografias apresentadas
mostra que a fermentacdo da glicose produz acidos acético e butirico, etanol, hidrogénio,
biomassa e diéxido de carbono como principais produtos.

A eficiente conversao de glicose, producédo de hidrogénio, didéxido de carbono e etanol
mostra que o tratamento térmico do in6culo foi efetivo.

Apesar do reator com pneu ser melhor para a producéo de hidrogénio e o reator com
PET para a producdo de etanol, foi possivel produzir simultaneamente os dois
biocombustiveis nos trés reatores estudados, em todos os TDH utilizados, que sdo dois

biocombustiveis alternativos aos combustiveis fosseis.

6.1. Sugestdes para trabalhos futuros

Com o objetivo de propor pesquisas futuras para a continuidade da producdo biolégica

de hidrogénio em reator anaerdbio de leito fluidizado, propde-se:

Anélise do efeito da concentracdo de alcalinizante no reator para a producdo bioldgica
de hidrogénio;

e Anadlise de outras fontes de carbono para producao de hidrogénio;

e Anadlise de aguas residuérias reais para a producdo de hidrogénio;

e Anadlise da producéo de hidrogénio em condi¢des termofilicas;

e Anaélise de biologia molecular das comunidades microbianas presentes no reator.
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