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RESUMO

O presente estudo avaliou a producdo de hidrogénio e metano a partir de
vinhaga de cana-de-agiicar em reator anaerobio de leito fluidizado. Dois reatores de leito
fluidizado preenchidos com argila expandida foram operados sob duas diferentes
concentragdes de substratos: R5 (5 gDQO.L') e R10 (10 gDQO.L!). Durante a primeira
etapa, a glicose foi utilizada como fonte de carbono principal. Em seguida, a vinhaca foi
adicionada passando de 0% a 100% da fonte organica sob o tempo de detencdo hidraulica de
6 h. Numa segunda etapa com 100 % de vinhaga, foi feita a redu¢do do TDH para 4,2 ¢ 1 h.
Um terceiro reator foi empregado com uma concentragdo maior R15 (15 gDQO.L!) na qual
foi variado o substrato (100% glicose, 50% glicose/50 % vinhaga, 100 % vinhaga) sob o
tempo de detencdo hidraulica de 8 h. Todos os reatores foram operados em temperatura
ambiente e foi utilizado lodo proveniente do tratamento de residuos da suinocultura. Nao foi
observada produ¢do de metano no reator R15, apenas H, e CO». A produgdo volumétrica e
rendimento de hidrogénio atingiu um maximo de 0,01 Lh'L!' e 0,10 mmolH>.g
"DQO4dicionada Na fase de alimentagdo com vinhaca. Nos reatores R5 ¢ R10 o biogas foi
formado por H> e CO: quando ainda havia glicose como substrato. Metano foi formado
quando a vinhaca se tornou o substrato principal. A melhor condi¢ao de operagdo se deu sob o
TDH de 1 h, vinhaga 100 % a uma concentragdo de 5 gDQO.L! quando foi obtida uma
produgdo volumétrica de hidrogénio de 0,57 L.h".L"!. No que se refere ao rendimento, a
melhor condigdo se deu sob o TDH de 6 h quando o afluente era constituido por vinhaga e
glicose (3:1) e um rendimento de 3,07 mmolH2.g'DQOxdicionada- A produgdo de metano em
condic¢des acidas mostrou que as metanogénicas consumidoras de hidrogénio se adaptaram ao
pH levemente acido de 4,5. Os principais metabolitos produzidos foram etanol, acido butirico,
acido propionico e metanol. A caracterizagdo microbiana revelou a presenca de Prevotella e
Megasphaera pertencentes ao dominio Bacteria e Methanobacterium e Methanosphaera

pertencentes ao dominio Archaea.

Palavras-chave: Tempo de deteng¢do hidraulica, etanol, metanol, efluente de destilaria,
Prevotella, Megasphaera, Methanobacterium, Methanosphaera.
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ABSTRACT

This study evaluated the production of hydrogen and methane from sugarcane
vinasse in anaerobic fluidized bed reactor. Two fluidized bed reactors filled with expanded
clay were operated under two different concentrations: R5 (5 gCOD.L') and R10 (10
g.CODL™). During the first stage, glucose was used as the primary carbon source. Along the
first step vinasse was added from 0% to 100% of the organic source under HRT of 6 h. In a
second step with 100% of sugarcane vinasse, HRT was reduced to 4, 2 and 1 h. In another
reactor R15 (15 gCOD.L) it was varied the substrate (100% glucose; 50 % glucose/ 50 %
vinasse; 100 % vinasse) under HRT of 8 h. All reactors were operated in room temperature
and a sludge from the treatment of swine wastewater was used. It was not observed methane
production in R15. Hydrogen production rate and hydrogen yield reached, respectively: 0,01
L.h'.L! e 0,10 mmolH>.g"'COD ,dded. In reactors R5 and R10, biogas was formed by H, and
CO> when glucose was present in the feed. Methane was formed when vinasse became the
main substrate. The best operating condition occurred under HRT of 1 h, vinasse 100% at a
concentration of 5 gCOD. L! with a hydrogen production rate of 0.57 L.h-'L"!. As regards the
yield, the best condition was under HRT of 6 h when the affluent comprised vinasse and
glucose (3:1) reaching an yield of 3.07 mmolH2.g"'CODadded. Methane production in acidic
conditions showed that the methanogens have adapted to a slightly acidic pH of 4.5. The
principal metabolites were ethanol, butyric acid, propionic acid and methanol. Microbial
characterization revealed the presence of Prevotella and Megasphaera belonging to the
domain Bacteria and Methanobacterium and Methanosphaera belonging to the Archaea

domain.

Keywords: Hydraulic retention time, ethanol, methanol, distillery effluent, Prevotella,
Megasphaera, Methanobacterium, Methanosphaera.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A chamada era moderna, apds o periodo da Revolucdo Industrial em meados
do século XVIII foi fortemente apoiada pela disponibilidade do uso da energia,
principalmente do carvao. A aplicagdo de petroleo e gas natural como fonte energética veio a
consolidar o uso de combustiveis fosseis como propulsores do desenvolvimento tecnoldgico
advindo desde entdo. De certa forma, todos os avangos dos ultimos dois séculos sejam de
natureza comercial, politica ou social, estdo ligados as transformagdes e ao poder derivado
dos combustiveis fosseis (RIFKIN, 2003).

Porém, devido ao uso desenfreado dessa fonte energética e ao crescimento
populacional que traz consigo uma maior demanda de energia levou a diminui¢do das reservas
energéticas de petroleo. Especialistas afirmam que dentro de 30 anos, essas reservas tendem a
se esgotar, assim, fontes alternativas de energia tém sido desenvolvidas a fim de suprir as
necessidades por novas fontes (RIFKIN, 2003). A energia solar, a hidraulica, a eolica, a
geotérmica, a bioenergia (a partir da biomassa) sdo algumas das formas energéticas limpas e
renovaveis ja empregadas. A energia a partir do hidrogénio ¢ umas das novas fronteiras nesse
ramo de pesquisa.

O hidrogénio ¢ um elemento quimico largamente empregado na industria, tal
como na hidrogena¢ao, produzindo compostos de baixo peso molecular ou na saturagdo de
compostos (6leos e gorduras), como combustivel na industria aeroespacial devido seu alto
poder calorifico e ainda na remocao de sulfato em industrias petroliferas. A principal forma de
producdo de hidrogénio ¢ a partir da reforma a vapor do gas natural. O gas natural reage com
vapor na presenga de um catalisador, gerando hidrogénio e didéxido de carbono como
produtos. Porém, diante das questdes ja expostas no que se refere a diminuicdo das reservas
de combustiveis fosseis, outros métodos tém sido empregados. A eletrdlise da dgua ¢ um
deles, mas o principal empecilho ¢ o alto gasto de energia elétrica o que também torna o
processo atualmente inviavel. Outra forma ¢ a producdo biologica de hidrogénio a partir da
acao de bactérias produtoras de hidrogénio. Diante do advento da producdo de energia a partir
da biomassa, viu-se que € possivel direcionar o processo para a producdo de hidrogénio, tendo
em vista que ¢ uma etapa intermediaria da digestdo anaerdbia de matéria organica para a
producdo de metano. Esse processo apresenta a vantagem de utilizar aguas residuarias como

substrato organico.
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Diversos substratos podem ser empregados para a producdo biologica de
hidrogénio, desde substratos simples como glicose e sacarose aos substratos complexos
(residuos industriais). Alguns residuos industriais tem sido objeto de estudo para a producao
bioldgica de hidrogénio: 6leos vegetais (EROGLU et al., 2006; KOUTROLI et al., 2006;
CHONG et al., 2009), residuos da industria de laticinios (YANG et al., 2006; MOHAN et al.,
2007; MOHAN et al., 2008 a; XING et al., 2010), residuos da industria cervejeira ( SHI et al.,
2010), glicerina (ITO et al., 2005), residuos da industria sucroalcoleira (REN et al., 2006;
MOHAN et al.,, 2008 b; VATSALA et al.,, 2008; BUITRON e CARVAIJAL (2010);
SEARMSIRIMONGKOL et al., 2011). Este ultimo residuo, em especial, apresenta-se como
um substrato promissor para processos fermentativos para geragao de Ho.

No Brasil, a industria da producao de alcool e agucar ¢ um importante setor da
economia brasileira. Ela se caracteriza por ser setor de onde se aproveita quase todos os
subprodutos gerados, seja bagaco, melago, vinhaga, além dos produtos principais, alcool e
acticar (GOLDEMBERG et al., 2008). O pais ¢ lider mundial em produgao e produtividade de
acucar a partir de cana-de-aguicar bem como de alcool. Em 2005, representava cerca de 2,35%
do PIB brasileiro, equivalendo, portanto, a cerca de R$ 40 bilhdes.

A CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) em seu relatorio sobre a
safra 2012/2013 estima que a area destinada a produ¢ao de cana-de-acticar seja de 8.893,0 mil
hectares, sendo o estado de Sao Paulo responsavel por pela maior producdo com 51 % da area
plantada. A estimativa ¢ que a produgdo para a safra de 2013/2014 atinja 653,81 milhdes de
toneladas. Em torno de 50,73% do total ¢ destinado a producgdo de acticar e os 49,27%
restantes sdo direcionados a produgéo de etanol e para o setor de bebidas. Somente na safra de
2012/2013 a producado de etanol fechou em 23,64 bilhdes de litros. A produgao de bioenergia
a partir de residuos da produgdo sucroalcooleira vem sendo feita a partir de bagago de cana a
qual ¢ utilizada para alimentar as proprias caldeiras o que leva as industrias do setor sucro-
alcoleiro a ser quase autossuficientes em fonte de energia (CORREA NETO et al., 2002). O
uso de vinhaga tem sido normalmente direcionado para a irrigacdo de solos (fertilizante) e
geragdo de metano.

Devido ao seu alto teor mineral, a vinhaga costuma ser utilizada como um
fertilizante das producdes de cana-de-agucar. Entretanto, devido ao aumento da producao de
etanol no pais, a producdo de vinhaca também sofreu aumento e, agregado a esse fator,
limitacdes quanto ao despejo deste residuo surgiram. Algumas medidas governamentais ja
foram feitas a fim de limitar o lancamento deste residuo no solo. No estado de Sao Paulo, a

CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental) na Norma Técnica 4.231, de
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margo 2005 restringe o uso da vinhaca em fertirrigacdo com base no teor de potassio. Assim,
novos direcionamentos devem ser tomados a fim de utilizar a vinhaga produzida como a
biodigestao.

A biodigestdo da vinhaca ¢ um processo que permite tanto o tratamento deste
residuo antes de ser despejado, pois reduz a carga organica como também permite a geragao
de metano o qual pode ser utilizado para a producdo de energia na propria planta industrial.
Poucos trabalhos, porém, focam na recuperagdo de energia na forma de hidrogénio.

Em geral, a producdo de metano e hidrogénio vem sendo realizada em
processos em duplo-estagio, ou seja, com separacdo das fases acidogénicas ¢ metanogénicas.
A producdo conjunta desses gases € vantajosa do ponto de vista de aproveitamento deste gas
como combustivel em motores a combustdo de metano. A adicao de hidrogénio ao gas metano
utilizado como combustivel em motores a combustdo ¢ mais eficiente que metano
unicamente. Além disso, essa mistura metano e hidrogénio reduz a emissdo de gases
poluentes como CO, CO> e hidrocarbonetos ndo queimados (HC) (BAUER e FOREST,
2001).

Apesar da boa carga organica apresentada pela vinhaca, a presenca de possiveis
compostos inibitorios em residuos provenientes de destilaria pode ser uma barreira ao
processo de digestdo anaerdbia. Assim, ¢ aconselhavel um periodo de adaptacdo a fim de
propiciar um ambiente favoravel ao consumo dos substratos complexos pelos
microrganismos. Quando adicionado em pequenas quantidades, o0 meio microbiano pode se
adaptar ao residuo complexo ou aos compostos inibitorios (CAMARILLO e RINCON, 2012).
Logo, o uso de um co-substrato simples pode melhorar a degradacdo microbiana das
substancias refratarias presentes em residuos complexos como a vinhaca. Alguns autores
(MOHAN et al., 2008 b; BUITRON e CARVAJAL, 2010; NASR et al, 2011) que
empregaram residuos de destilaria também iniciaram a operagdo de reatores acidogénicos
através da adaptagdo ou condicionamento do reator a producdo de hidrogé€nio com substratos
simples como a glicose e a sacarose. Porém, ainda ndo foi feito um estudo empregando
diferentes razdes vinhaga/glicose para a produ¢do de hidrogénio.

Boa parte dos estudos em producdo de hidrogénio ainda tem focado no uso de
substratos simples como glicose e sacarose, o que pensando em uma implantacao futura desta
técnica, pode inviabiliza-la. Assim, ha a necessidade de buscar novas formas de substratos
que ja estejam prontamente disponiveis, como ¢ o caso de residuos industriais. Além disso, o
conhecimento ja adquirido nesta area pode ndo ser o mesmo quando em uso de substancias

complexas como a vinhaca. Levando em consideragdo a disponibilidade da vinhaga de cana-
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de-agticar e a lacuna existente na utilizagdo de vinhaga para a producdo de hidrogénio foi
conduzido um estudo a fim de avaliar a produ¢@o de hidrogénio a partir da vinhaca de cana-
de-agticar em reator anaerdbio de leito fluidizado utilizando glicose como substrato de partida.
Durante a primeira etapa, foi realizada a adaptagdo do reator com glicose e vinhaga foi
adicionada gradativamente (0, 25, 75, 100 %). Numa etapa posterior, o reator foi alimentado
unicamente com vinhaca (100 %) e foram realizadas variacdes no TDH (4, 2 e 1 h) a fim de

verificar a melhor condigdo de operacdo do RALF para a produgdo de hidrogénio.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o comportamento da
producdo de hidrogé€nio a partir de vinhaca em reator anaerdbio de leito fluidizado sob

diferentes concentragdes de entrada.

2.2 Objetivos especificos

Durante a execucdo dos experimentos algumas condi¢des serdo verificadas,

assim, como objetivos especificos tem-se:

« Avaliar o comportamento da producdo de hidrogénio a partir do uso de co-substratos:
glicose e vinhaca;

- Avaliar a influéncia do tempo de detencao hidraulica na producao de biogas;

. Verificar a produgdo de acidos orgénicos volateis e alcoois para cada reator em fungdo
da adi¢@o de vinhaga ao sistema.

« Verificar a composi¢do microbiana envolvida nos reatores diante da variagdo da

composi¢ao glicose/vinhaca e diante da variacdo do tempo de detengao hidraulica
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CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Hidrogénio como fonte de energia

Como ja comentado, durante a etapa acidogénica da digestdo anaerdbia ha a
formacgdo de acidos organicos e de hidrogénio. Sendo esse um dos enfoques deste trabalho.
Assim, leva-se a pergunta: quais as vantagens pertinentes a esse material, hidrogénio, como
fonte energética?

O hidrogénio ¢ considerado o elemento quimico mais abundante na Terra.
Todavia, ele ndo estd prontamente disponivel na sua forma elementar como ocorre com 0s
combustiveis fosseis. Ele tem atraido atencdo como fonte energética devido ao seu alto poder
calorifico (122 kJ.g™") e ao fato de produzir somente d4gua quando em combustio (WICHER et
al., 2013). Esse potencial calorifico do hidrogénio ¢ maior que o apresentado pelo gas natural
(57 kJ.g™") ou pela gasolina (43 kJ.g™).

Atualmente, o hidrogénio ¢ produzido a partir de fontes fosseis (processo de
reforma do gés natural) e a partir de eletrélise da agua. Entretanto, sdo técnicas que ou ndo sao
ambientalmente favoraveis ou requerem um alto consumo de energia. A rota de producdo
bioldgica de hidrogénio vem como alternativa a essas questoes. Existem trés rotas comumente
estudadas: a biofotolise, a fotofermentagdo e a fermentacdo (“dark fermentation”).

A biofotolise tem como vantagem o uso de agua como fonte de hidrogénio. Na
biofotolise da dgua pela agdo de algas verdes ou cianobactérias ha a quebra da molécula de
agua formando o ion hidrogénio. Pode ser pela via direta ou pela via indireta. Na via direta, as
algas verdes capturam a energia proveniente da luz e convertem prontamente a dgua em
hidrogénio e oxigénio. Através de mecanismos de doacdo-recepcdo de elétrons e algumas
enzimas ocorre o processo. O ion hidrogénio formado ¢ convertido em gas hidrogénio através
da enzima hidrogenase. Um dos limitadores do processo ¢ o oxigénio. Umas das principais
algas verdes nesse processo ¢ a Clamydomonas reinhardtii (DAS E VERIZOGLU, 2009).
Durante a biofotolise indireta, ocorre a agdo das cianobactérias, microrganismos fototroficos.
O hidrogénio ¢ produzido através da hidrogenase ou da nitrogenase. A diferenca entre a via
direta e a indireta é que neste tltimo ha a separacdo dos ions oxigénio e hidrogénio dentro das
células de modo que ndo haja inibicdo da nitrogenase pelo oxigénio (HALLENBECK et al.,
2009).
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A fotofermentacdo ¢ outro processo que também necessita da presenga de luz.
Neste caso, o substrato passa a ser a matéria orgdnica a qual ¢ sintetizada por bactérias
fotossintéticas. Elas sdo conhecidas por serem microrganismos capazes de gerar um alto
conteudo de hidrogénio e por degradar um largo espectro de substratos (HALLENBECK et
al., 2009). Apesar de atingirem boa conversdo de substrato, ainda ha uma baixa taxa de
producdo de hidrogénio, visando uma escala industrial. Outro fator importante ¢ a necessidade
de uma fonte de luz e a ineficiéncia que pode ocorrer com substratos com algum tipo de
coloracdo, o que pode causar problemas de difusdo da luz. As principais bactérias
responsaveis sdo: Rhodobacter sphaeroides O.U001, Rhodobacter capsulatus, R.sphaeroides-
RV, Rhodobactersulfidophilus, Rhodopseudomonas palustris e Rhodospirillum rubrum
(ARGUN e KARGI, 2011).

Outro processo ¢ a fermentacdo no escuro (“dark fermentation”). A
fermentag@o no escuro consiste na degradacdo de substratos ricos em matéria organica em
acidos volateis, hidrogénio e COz pela acdo de bactérias anaerobias. Ela faz parte dos estagios
iniciais da digestdo anaerdbia que € um processo que tem a intencdo de gerar metano, acidos
graxos e gas carbdnico sob condigdes de auséncia de oxigénio. Através da geracdo de metano
na etapa final do processo de digestdo € possivel reduzir a carga orgénica do efluente, sendo
por isso, um processo bastante utilizado no tratamento de residuos agricolas, industriais e

domésticos.

3.2 Digestao Anaerdbia e producao acidogénica de Hz

A digestdo anaerobia pode ser dividida em trés etapas principais: hidrolise,
acidogénese e metanogénese. A Figura 3.1 apresenta um esquema do processo de degradacdo
de matéria organica por digestdo anaerdbia.

Durante a primeira fase, a matéria organica ¢ degradada em moléculas menores
que sejam mais facilmente assimiladas ou degradadas pelos microrganismos nas fases
seguintes. Nesta fase ha a acdo de bactérias hidroliticas.

Em seguida, na acidogénese, os produtos formados na fase de hidrdlise sdo
convertidos em acidos organicos de baixa cadeia, em hidrogénio e em gas carbdnico. Nesta
fase, temos a a¢io dos microrganismos acidogénicos. E também nesta fase que ha o enfoque
da produgdo de hidrogénio por fermentagao no escuro.

Na fase posterior, durante a metanogénese, os acidos orgénicos e o hidrogénio

sdo convertidos em metano. O metano pode ser produzido, principalmente, a partir de
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hidrogénio e CO, através de acido acético e através de metanol (DEMIREL E SCHERER,
2008).

MATERIAL ORGANICO

PROTEINAS E

CARBOIDRATOS Alrletios

AMINOACIDOS ACIDOS GRAXOS DE
E AGUCARES SIMPLES CADEIA LONGA

ACIDOS ORGANICOS VOLATEIS
(BUTIRICO, PROPIONICO, ETC)

ACIDO ACETICO HIDROGENIO

METANO

Figura 3.1 Esquema basico processo de digestdo anaerdbia: hidrolise, acidogénese,
metanogénese.

Alguns microrganismos tém preferéncia por determinado tipo de substrato,
assim, sdo definidas algumas rotas de formagdo de metano em func¢do dos compostos

envolvidos na reacdo, assim, tem-se a via:

e Acetoclastica: a partir de acido acético e metanol (microrganismos metanogénicos

acetoclasticos ou acetotroficos)
Acetato: CH3COOH — CH4 + CO; (Equagdo 1)
Metanol: 4 CH;COOH — 3CH4+ CO2+ 2H20 (Equagdo 2)

e Hidrogenotrofica: a partir de H> (microrganismos consumidores de hidrogénio ou

hidrogenotréficos).
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Hidrogénio: 4 H» + CO> — CH4 + 2 H,O (Equagdo 3)

Durante a via hidrogenotrofica, o hidrogénio participa da formagdo do metano
como aceptor de elétrons, por essa razdo, em processos biologicos de producao de hidrogénio,
¢ importante controlar o processo de modo que essa situagdo de metanogénese nio acontega,
caso contrario, ha consumo de hidrogénio formado.

Umas das formas principais de controle da etapa metanogénica ¢ através da
manutengdo do pH em condigdes acidas tendo em vista que os microrganismos
metanogénicos geralmente crescem entre o pH de 6 e 8. Ainda, pode ser realizado o
tratamento do indculo de modo a inativar os microrganismos produtores de metano. Esse pré-
tratamento pode ser feito pela adicdo de um reagente quimico especifico ou pelo uso de altas
temperaturas.

Os principais inibidores quimicos utilizados sdo bromoetanosulfonato (BES),
acetileno e cloroformio (GUO et al., 2010).

O tratamento térmico tem se mostrado como uma forma efetiva de inativagao
das arqueias metanogénicas. Nessa condi¢do, as bactérias formadoras de enddsporos se
resguardam da situacgdo critica enquanto que os microrganismos metanogénicos, os quais nao
possuem essa capacidade, sdo inibidos ou eliminados. Se os microrganismos consumidores de
hidrogénio sdo eliminados, somente os microrganismos acidogénicos estardo presente, de
modo que o hidrogénio produzido ndo sera imediatamente consumido pelas arqueias
metanogénicas (VAN GINKEL et al.,, 2001). Porém, alguns microrganismos sdo mais
tolerantes aos processos de tratamento existentes. OH et al. (2003) verificou que o tratamento
térmico do lodo ¢ efetivo na eliminagdo das metanogénicas hidrogenotroficas, porém, as
metanogénicas homoacetanogénicas podem ndo ser totalmente inativadas, levando ao
consumo do hidrogénio para a produc¢do de acido acético.

Outra forma de controle da fase metanogénica é através de manutengdo de
baixos tempos de detencdo hidraulica nos reatores (< 8 h). A operagdo sob uma condi¢do
abaixo do tempo de crescimento desses microrganismos permite a lavagem das

metanogénicas quando ainda ndo ha a formagao de biofilme (GUO et al., 2010).
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3.3 Enzimas envolvidas na producio biolégica de hidrogénio

Além de outros fatores, a producdo de hidrogénio esta relacionada ao modo de
ativacdo das reacdoes metabodlicas. As enzimas atuam de forma preponderante nos processos
biolégicos de producdo de hidrogénio. Dois grupos principais se destacam: a hidrogenase € a
nitrogenase.

A reagdo 2H + 2e- — H» € reversivel e o seu direcionamento depende do
potencial redox dos componentes que estdo disponiveis para interagir com a hidrogenase
(VIGNAIS E COLBEAU, 2004).

Um estudo sobre a hidrogenase ¢ necessario a fim de entender o mecanismo de
produgdo de hidrogénio, o metabolismo celular e assim, melhorar a producdo de hidrogénio.
As enzimas podem ser classificadas de acordo o metal ligado nos sitios ativos dessas enzimas:
niquel-ferro (Ni-Fe-hidrogenase); ferro-ferro (Fe-Fe-hidrogenase) e somente ferro (Fe-
hidrogenase).

A Ni-Fe- hidrogenase é o maior no grupo de hidrogenases. Sdo consideradas
menos sensiveis a presenca de CO e Oa.

A Fe-Fe-hidrogenase sdo encontradas nas procaridticas como Clostridia e nos
sulfato-redutores. Ao passo que a Ni-Fe-hidrogenase geralmente esta envolvida no consumo
de hidrogénio, as Fe-Fe-hidrogenase estdo envolvidas na producdo de hidrogénio.

A nitrogenase € outra categoria de enzimas importantes. Essa enzima estd
envolvida na fixagdo de N2 e ¢ essencial para a manutencdo do ciclo de nitrogénio. Tanto
arqueias quanto as bactérias podem conter essa enzima. Além disso, durante a fixacdo de

nitrogénio, a nitrogenase ¢ capaz de produzir hidrogénio.

3.4 Rotas metabolicas

A depender da fonte organica utilizada pelos microrganismos durante o
processo de producdo de hidrogénio, diferentes rotas podem ser adotadas. Durante o processo
de fermentacdo ha a produgdo de hidrogénio e didxido de carbono, podendo ainda haver
tragos de metano. Além desses produtos, ha a formacdo de acidos organicos e alcoois. A
produgdo fermentativa de acidos organicos e de alcoois indica a rota metabolica seguido pelo

processo acidogénico.
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A rota metabdlica mais comum reportada e por se tratar do substrato organico
mais simples utilizado € a via partir da degradacdo da glicose. Quando um mol de glicose ¢
degradado para a formagdo de acido acético tem-se a geragao de quatro moles de hidrogénio e
um mol de acido acético (Equacdo 5). Temos assim a informag¢do que o rendimento da
produgdo de hidrogénio maximo ¢ de 4 moles de hidrogénio para cada mol de acido acético
consumido.

A Figura 3.2 apresenta um esquema do processo de metabdlico durante a
produgdo de hidrogénio. Uma das primeiras etapas consiste na conversdo da glicose em
piruvato durante a glicolise. Nessa etapa ha a liberacdo de ATP (adenosina trifosfato) e a
redugdo de NAD" a NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo). O ATP ¢ o NADH atuam
como estoque de energia e como doador de elétrons para as etapas seguintes, respectivamente.
O piruvato ¢ entdo convertido a Acetil-CoA, ferredoxina e CO2. A ferredoxina pode, assim,
ser oxidada pela enzima hidrogenase levando a formacdo de H.. O Acetil-CoA ¢ um
intermediario para a formacgao de etanol, butirato, butanol e acetona. O piruvato aparece como
ponto central durante o processo de formacao de hidrogénio. Duas enzimas sdo participantes
nesse processo: a piruvato:-formatoliase em fermentagdes mistas pela acdo dos
microrganismos da espécie Enterobacter e a piruvato:ferredoxina oxiredutase em
fermentagdes governadas pela espécie Clostridium.

Como se observa, diversos produtos podem ser gerados durante a etapa
acidogénica para a formagao de hidrogénio a partir de glicose. Os principais ou 0s que geram
maior rendimento de hidrogénio sdo as vias de formacdo de acetato e butirato. Logo, a
produgdo desses dois acidos pelo sistema é um indicativo de boas condi¢des para a produgdo
de hidrogénio.

A seguir, estdo apresentadas as equagdes de formacdo de hidrogénio pela via

do acido acético (Equagdo 5) e pela via do acido butirico (Equagéo 6):

Acido acético: C¢H1206 + 2 H20 — 2CH;COOH + 2 CO, + 4 H, (Equagio 5)

Acido butirico: C¢H1206 + CH;CH,CH,COOH + 2CO, + 2 Hy (Equagdo 6)

Uma relag@o entre a producao de acido butirico e acido acético ¢ comumente
empregada como indicativo da boa producdo de hidrogénio. Uma razdo maior que 2,6 ¢
indicio de uma producdo de hidrogénio eficiente a partir de uma cultura mista (KIM et al.,

2006a).
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Além do acido acético e do acido butirico, outros metabolitos podem ser
gerados. A producdo de etanol em processos fermentativos para a produgdo de hidrogénio tem
sido reportada e ¢ atribuida, em geral, a mudanca de condi¢des acidogénicas para condigdes
solventogénicas. Durante uma condi¢@o de solventogénese o reator passa a produzir alcoois e
acetonas. Em processos de formacdo de hidrogénio, ¢ interessante que o principal formado
seja o acido acético tendo em vista o melhor rendimento de H» a partir dessa rota. A rota

tradicional de formagdo de etanol a partir de glicose ¢ representada na equagéo 7.

Etanol :CsHi20Os — CH3CH30H + 2 CO» ( Equacao 7)
; Rota 12 Gllcose :lRata.l-..l..l..I.l:
: piruvate:ferredoxi E + Piruvato:formato- .
na-oxidoredutase E * liase H
: : ' Escherichia Coli) E
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Figura 3. 2 Rotas metabolicas para a produgao de hidrogénio. Retirado de HALLENBECK et al.
(2012).

A rota de producdo de etanol ¢ desvantajosa ao processo de producdo de
hidrogénio. Apesar de ndo consumir nem gerar hidrogénio, essa via atua diminuindo o
rendimento global do processo reativo visto que utiliza substrato organico que poderia ser
direcionado para a geragdo de hidrogénio. Uma das causas para a producdo de etanol pelo
sistema seria a pressdo parcial de hidrogénio no headspace dos reatores. Quando a pressdo
parcial atinge um nivel maximo, o meio microbiano produz menos hidrogénio em fungdo da

mudanga de rota para a produgéo de etanol (VAN GINKEL et al., 2001)
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Alguns trabalhos tém sugerido outras rotas metabolicas via etanol em que ha a
com geracdo de hidrogénio com formagdo concomitante de etanol e de acido acético. Os
autores afirmam se tratar de uma rota metabolica mais estavel que as outras apresentadas, a
citar: via aceto-butirica. Assim, de acordo com a Equacido 8, quando o acido acético e o etanol

sdo os produtos finais, ha a formagdo de 2 moles de hidrogénio:

Acido acético e Etanol:

CsH1206 + 2H20 — CH3CH20H + CH3COOH + 2COz + 2 Hz (Equagao 8)

Nas rotas fermentativas para a gera¢ao de hidrogénio o principal fator que afeta
a rota metabolica a ser seguida ¢ a razdo de NADH/NAD" dentro da célula microbiana e o
acimulo de metabolitos no meio reacional (REN et al, 1997). A oxidagdo do substrato ¢
acompanhada de desidrogenacao o que vem a produzir uma quantidade alta de NADH devido
a falta de uma cadeia de transporte de elétrons. De modo que haja um processo continuo e que
se mantenha estavel a relagaio NADH/NAD", sdo produzidos diversos metabolitos: acido
acético, acido butirico, acido propidnico, etanol, entre outros. Segundo REN et al. (1997) a
producdo de acido acético juntamente com acido propidnico é a mais comum visto que tende
a levar o sistema a um pH proximo do fisiologico entre 5 e 6. Ja a produgdo pela via butirica
acontece em pH acima de 6 ou abaixo de 5. Porém, durante a via aceto-alcoodlica, ou seja, em
que ha a formacdo de acido acético e etanol ¢ possivel manter um balango entre
NADH/NAD".

Durante o processo fermentativo para a produg@o de hidrogénio ¢ indesejada a
producdo de acido propidnico visto que esse metabolito leva ao consumo de hidrogénio de

acordo com a equagdo 9.

Acido propidnico: C¢H1206 + 2 Ho — 2 CH;CH2COOH + 2 H,0 (Equagdo 9)

Acredita-se que o acumulo de acido propidnico pelo sistema € devido a alta
pressdo parcial de hidrogénio. A alta producdo de acido acético é acompanhada por um alto
rendimento de NADH, assim, ha a necessidade de manter o equilibrio no sistema com o
consumo de hidrogénio e a formacao de acido. Entretanto, pode ser que haja a modificacio do
equilibrio NADH/NAD™ pela substituigdo do acido propidnico através da geragdo de etanol
(REN et al., 1997).
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Também pode ser verificada a producdo de acido latico em reatores
acidogénicos. O 4cido latico € gerado através de trés tipos de fermentacdo: homofermentacao,
em que ha unicamente a producdo de acido latico; a heterofermentacdo em que ha producdo
equimolar de acido latico, etanol, acido acético e dioxido de carbono. E a terceira através da
fermentagdo mista em que uma mistura de acidos conjuntamente com o lactato. A depender
do tipo de microrganismo presente, o metabolismo sera direcionado para uma via diferente
(HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL., 2000). Além disso, a manuten¢do de um pH entre
5 e 7 pode favorecer a produgéo de lactato.

No que se refere a produgdo de hidrogénio, a geragdo de acido latico como
subproduto pode ser prejudicial ao sistema de produgdo de hidrogénio. De acordo com as
equacdes 10 e 11, ndo ha formagdo de hidrogénio durante a fermentacdo de glicose a acido
lactico (REUNGSANG et al., 2013). Assim, o acido latico ¢ indesejado uma vez que na sua
geragdo ha o consumo de substrato que poderia ser direcionado a rotas metabolicas favoraveis

a producao de hidrogénio.

CeH 1206 — 2CH;CH(OH)COOH (Equagdo 10)

CeH 1206 — CH3CH(OH)COOH + CH3COOH + CO, (Equagdo 11)

HALLENBECK et al. (2012) estabeleceu quais seriam os desafios para a producdo

biolégica de hidrogénio e as estratégias de modo a melhorar esse sistema. No que se refere a

fermentag@o no escuro, os autores apresentam que dentre os desafios dessa forma de producdo

tem-se:
° Rendimentos limitados devido a diversas rotas metabolicas;
o Alta produgao de produtos intermediarios;
o Substratos  abundantes, porém de dificil degradagdo (compostos
lignoceluldsicos);
. Necessidade de fermentar uma mistura de carboidratos (hexoses, pentoses)

Diante dessas questdes, foram propostas pelos autores algumas solugdes:

e Uso de engenharia metabodlica com a introducao de enzimas de modo a conduzir a

mecanismos especificos;
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e Uso de uma etapa secundario de modo a recuperar mais hidrogénio a partir dos
metabolitos;
e Desenvolvimento de pré-tratamentos dos substratos de modo a quebrar substratos

complexos em cadeias menores.

3.5 Bioreatores em producio de hidrogénio

Boa parte dos experimentos em producdo de hidrogénio ¢ realizada em reatores
operados em modo batelada. Essa configuragdo ¢ de facil operagdo e controle o que levou a se
tornarem o modo mais basico de entendimento dos processos que controlem essa forma de
producdo. Porém, visando a execucdo em escala industrial, ¢ necessario entender o
comportamento da fermentacao durante um processo continuo e em grande escala.

A configuracdo do reator ¢ importante tendo em vista que pode facilitar
determinadas condigdes favoraveis a producgdo de hidrogénio.

Dentre os reatores continuos utilizados, os mais empregados sdo: reatores de
tanque agitado (CSTR - “continous stirred tank reactor”); reatores em modo batelada
alimentada (ASBR — “anaerobic stirred batch reactor”); reatores de leito fixo (AFBR —
“anaerobic fixed-bed reactor”) e os reatores de leito fluidizado (AFBR - “anaerobic fluidized-
bed reactor”). Podemos ainda citar como configuragdes empregadas o reator de manta de lodo
ascendente (UASB - “upflow anaerobic sludge blanket”) e o reator granular expandido
(EGSB- “expanded granular sludge blanket”).

O reator CSTR tem sido um dos mais empregados em trabalhos para a
producdo de hidrogénio (CHEN e LIN, 2003; LUO et al, 2010; WU et al., 2013;
REUNGSANG et al., 2013a). Entretanto, esse tipo de configuracdo apresenta como
desvantagens o baixo crescimento de microrganismos produtores de hidrogénio e lavagem de
microrganismos quando operado em baixos tempos de detenc@o hidraulica. Uma das maneiras
de contornar esses problemas ¢ através da adi¢cdo de biomassa como suporte de imobiliza¢do
(WU etal., 2013).

Assim, WU et al (2013) propuseram um estudo em que ecles avaliaram
diferentes razoes de altura/diametro do reator utilizando biomassa imobilizada: 1:1; 3:1; 5:1.
Segundo os autores, as diferentes razdes t€m como objetivo diminuir a lavagem das células
quando da operagdo do CSTR em condigdes de alta dilui¢do. Para cada razdo altura/didmetro
foi também variada a concentragdo de substrato (sacarose: 10, 20, 30 ¢ 40 g.L ") e o TDH (4,
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2, 1 ¢ 0,5 h). Os melhores resultados foram obtidos na razao de 3:1, sob o TDH de 0,5 h ¢ na
concentra¢do de 40 g.L"!. A produgdo volumétrica de hidrogénio atingiu 15,36 L.h'".L'! ¢ o
conteudo de H» foi de 44,03%.

Apesar da facilidade de operacdo do reator CSTR, ha algumas dificuldades
como as apresentadas anteriormente. Outras configuragdes de reator sdo testadas de modo a
mitigar esses problemas. Devido ao arraste de biomassa que pode ocorrer com o reator CSTR,
uma das necessidades de operac@o para os reatores tratando aguas residudrias ¢ que haja uma
biomassa no reator de modo que ndo haja diminui¢do das condigdes de tratamento. O reator
ascendente de manta de lodo apresenta na sua constitui¢do uma zona de sedimentacdo de
biomassa o que facilita a presenga da cultura microbiana.

YU et al. (2002) empregou um reator de manta de lodo (volume de trabalho de
3 L) a fim de verificar a producdo de bioldgica de hidrogénio a parte de agua residudria de
vinhaca de arroz. Os pesquisadores empregaram uma cultura mista e verificaram o efeito dos
seguintes parametros: TDH, concentracdo, pH e temperatura. O reator foi operado uma faixa
de tempo de detencdo hidraulica de 2 a 24 h. A concentragdo da adgua residuaria variou entre
14 ¢ 36 g.L"!. Também foi feita a variagdo do pH entre 4,5 € 6 ¢ a temperatura entre 20- 55°C.

A composi¢do de hidrogénio variou entre 53-61%, sendo o restante do biogas
composto de dioxido de carbono, sem producdo de metano. O rendimento de hidrogénio
variou entre 1,37 — 2,14 mol de Hz/mol hexose. No que se refere a distribuicdo de
metabolitos, foi observado que houve pouca sensibilidade em funcao da variacdo do TDH,
entretanto, foi verificada influéncia em relagdo a concentracdo de efluente, ao pH e a
temperatura.

Os autores atribuiram os resultados a configuragdo do reator. Segundo os
autores, o reator UASB em comparag@o aos reatores CSTR apresentam uma alta retengdo de
biomassa. Assim, essa configuracdo de reator apresenta uma melhor produ¢ao volumétrica de
biogas.

O reator de manta de lodo ¢ caracterizado pelo processo de formagdo de
granulos sob os quais a biomassa ¢ aderida. A produgdo de granulos por esse sistema facilita o
processo de adesdo dos microrganismos produtores de hidrogénio e, assim, melhora a taxa de
produgdo de biogas.

JUNG et al. (2010) empregaram tanto o reator UASB quanto o CSTR para
analisar a producdo de hidrogénio a partir de residuo de agua residudria de producdo de café.
O meio reacional CSTR serviu de inoculo para o reator UASB. Os autores observaram que o

reator UASB se mostrou mais eficiente para a producdo de hidrogénio. Além disso, foram
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verificadas rotas metabolicas diferentes seguidas em cada reator. O acido latico foi o principal
metabolito no CSTR enquanto que acido butirico e acido caproico foram os principais acidos
organicos gerados no UASB.

Uma derivacdo do reator de manta de lodo ¢ o reator granular expandido
(EGSB) o qual tem como principal vantagem em relagio ao UASB a melhoria da
transferéncia de massa em fun¢ao do aumento da recirculagdo do meio e do aumento da altura
do reator a fim de compensar a expansdo do leito. Os reatores EGSB operam sob uma
velocidade ascensional maior o que contribui para a eliminagdo de zonas mortas ¢ no aumento
da superficie de contato (SEGHEZZO et al. 1998). Tais fatores propiciam o reator ser
operado sob altas taxas organicas e sob baixos tempos de deteng@o hidraulica, além de
oferecer boas condigdes de transferéncia de massa (GUO et al., 2008a ¢ GUO et al., 2008 b).

GUO et al., (2008b) realizaram um estudo para a produg@o de hidrogénio a
partir de melagco em EGSB. No que confere a configuracdo do reator os pesquisadores
observaram que o reator apresentou uma retencao de biomassa mais adequada em comparacao
com outras pesquisas similares.

Uma das dificuldades do uso de reatores UASB e EGSB esta no longo tempo
para a formag@o dos granulos. Em geral, a formacdo dos granulos ¢ natural ou ajudada pela
adicdo de micro particulas como carvao ativado como indutores da granulagdo. Assim, de
modo a facilitar o processo de adesdo dos microrganismos para a producdo de hidrogénio
foram sendo empregados reatores de crescimento aderido com particulas. Nessa area se
encontram os reatores anaerobios de leito fluidizado e os reatores de leito fixo.

Diversos trabalhos tém sido estudados em reator de leito fixo para a produgdo
de hidrogénio (PERNA et al., 2013; SCOMA et al., 2013, FERNANDES et al., 2013).

No que se refere ao efeito do tipo de material suporte de imobilizagdo de
biomassa, FERNANDES et al. (2013) empregou a configuracdo de reator de leito fixo para
estudar a producdo de hidrogénio a partir da sacarose. Os materiais utilizados como suporte de
imobilizacdo foram: argila expandida, turfa vegetal e polietileno de baixa densidade. Foi
utilizada a fermentagdo natural do proprio meio como inéculo do reator. Dois tempos de
detencdo hidraulica foram empregados: 2 ¢ 0,5 h. Além da analise de diferentes materiais
suporte, foi verificada também a influéncia da porosidade do leito na producdo de hidrogénio.
Apesar dos autores ndo terem observado diferencas entre os materiais suporte empregados, foi
possivel obter um rendimento de 7 mol H2/mol sacarose sob TDH de 0,5 h. Tal valor € 87,5%
do valor tedrico maximo esperado para a sacarose (8 mol Ho/mol sacarose). O resultado indica

a boa adaptacdo do reator com biomassa aderida a producdo de hidrogénio. No que se refere a
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porosidade do leito, verificou-se que para as condi¢des aplicadas ao reator, a maior
porosidade de leito de 91 % propiciou uma produg¢do de hidrogénio de modo continuo
enquanto que os reatores sob as porosidades de 50 % e de 75 % cessaram a produgdo de
hidrogénio apds alguns dias de operacao.

Um dos problemas enfrentados pelos reatores de leito fixo consiste no
empacotamento do reator em fun¢do do crescimento de material polimérico na forma de EPS
(polimeros extracelulares) e crescimento excessivo de biomassa (PERNA et al., 2013). Uma
das formas de minimizar esse crescimento é através da lavagem da biomassa excessiva
(PERNA et al., 2013) ou através do uso de maiores velocidades de recirculagdo do leito de
particulas. Esse aumento do leito provoca a expansdo do leito fixo até o ponto em que o leito
se diz fluidizado, momento qual ndo ha arraste de particulas, mas o leito se sustenta num nivel
estavel em fungdo da pressdo do leito. A partir dessas condigdes, tem-se o reator de leito
fluidizado o qual também vem sendo empregado como alternativa a producdo bioldgica de
hidrogénio.

Da mesma forma que PERNA et al. (2013), BARROS et al. (2010) analisaram
o efeito do material suporte de imobilizagdo na produ¢do de hidrogénio, porém, em reator
anaerobio de leito fluidizado. BARROS et al., 2010 verificaram o efeito do tempo de detencao
hidraulica e o efeito do material suporte para imobilizacdo: argila expandida e poliestireno.
Foi utilizada glicose como substrato organico (4000 mg.L"). Nesse experimento, o indculo
utilizado foi o lodo proveniente de um reator UASB para tratamento de residuos da
suinocultura. Antes da inoculacdo o indculo passou por um tratamento térmico a fim de
manter inativas as bactérias ndo formadoras de enddsporos (nas quais se incluem as arqueias
metanogénicas). Os autores também realizaram um pré-tratamento com acido das particulas
de poliestireno a fim de aumentar a rugosidade do material. As particulas de argila expandida
ndo sofreram tratamento prévio por possuirem cavidades naturais. Diferentemente do trabalho
realizado por PERNA et al. (2013) em que nao foi verificada uma diferenca significativa no
emprego de diferentes materiais suporte para imobilizagio, BARROS et al. (2010)
verificaram que para as condi¢des operacionais empregadas o reator fluidizado operado com
argila expandida apresentou uma melhor resposta para a produ¢do de hidrogénio do que o
reator fluidizado operado com poliestireno. O rendimento de hidrogénio maximo observado
pelo reator operado com argila expandida foi 2,52 mol H> mol™! glicose enquanto que o reator
preenchido com poliestireno foi 1,92 mol Ho.mol! glicose. Um sinal indicativo da boa
adequagdo desse tipo de configuracdo de reator ¢ a boa adesdo da biomassa nas particulas o

que favorece a manutencdo da comunidade microbiana dentro do reator. No estudo de
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BARROS et al. (2010) foi verificada uma relagao entre a formagdo de EPS e rendimento de
hidrogénio para ambas as particulas utilizadas, além disso, a formagdo de EPS foi maior sobre
a argila expandida.

Outros trabalhos para producdo de hidrogénio recentes empregaram o reator
anaerobio de leito fluidizado (AMORIM et. al., 2012; NGOMA et al., 2011; REIS et al. 2011;
KUO et al., 2011; OBAZU et. al., 2012; SHIDA et al., 2012; WU et al., 2012; BARROS et
al., 2012; MUNOZ-PAES et al., 2013).

MUNOZ-PAES et al. (2013) empregaram o reator anaerobio de leito fluidizado
para estudar a producdo de hidrogénio a partir de sacarose sob condi¢des diferentes de
temperatura: ambiente ¢ a 35 °C e, ainda, através da variacdo da carga orgénica (5 ¢ 8 gL
I.dia"). Os pesquisadores empregaram um lodo metanogénico proveniente de um digestor de
degradagdo de sacarose. Antes de ser inoculado o lodo passou por um tratamento térmico.
Para ambos os casos o tempo de detencdo hidraulico foi de 24 h. A primeira parte de operagdo
foi sob 5 g.L!. Durante essa fase o reator apresentou uma produgdo maxima de hidrogénio de
10,6 nmLH>.L1.d"!. Quando o reator passou a uma carga maior, a produgdo de hidrogénio
acompanhou o perfil e se elevou at¢é 56 nmLH,.L'.d! Para ambas as temperaturas
empregadas, o aumento da carga organica propiciou um aumento da producdo de hidrogénio.
Porém, durante operacdo sob maior carga organica e na temperatura de 35°C houve o
aparecimento de gas metano. A fim de eliminar a geragdo de metano foi feita a redugdo do pH

do reator a valores abaixo de 4,5. Uma vez sob esse pH, a producdo de metano cessou.

3.6 Microrganismos em producio de hidrogénio

As culturas mistas apesar de serem menos eficientes do ponto de vista
metabolico, visto que podem levar a producdo de compostos indesejados (KIVISTO et al.,
2013), sdo as de mais facil obtengdo, ndo necessitando um tratamento muito sofisticado. A
cultura mista pode ter diversas origens: lodo anaerdbio, esterco, lodo de estacdo de tratamento
e até mesmo solo. Apesar da variedade da cultura mista e da facilidade do ponto de vista
industrial, pois ndo ha necessidade de esterilizagdo, por exemplo, diversos estudos sdao
conduzidos através do uso de culturas puras. Entretanto, devido a existéncia concomitante de
microrganismos produtores ¢ consumidores de hidrogénio, em processos em que se visa a
produgdo tnica de biohidrogénio € necessario aplicar um tratamento prévio na cultura mista a

fim de inativar os microrganismos consumidores de hidrogénio.
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A vantagem do uso de culturas puras esta na seletividade por substratos e na
facilidade de manipulacdo do metabolismo. Essas condi¢des permitem controlar a formacao
de substratos indesejados, aumentando assim, o rendimento de hidrogénio. Por outro lado, o
uso de culturas puras exige uma maior atencdo quanto a possivel contaminagdo, o que
aumenta os custos ¢ o cuidado no manuseio dessas culturas.

Os microrganismos anaerobios estritos sdo os principais microrganismos
responsaveis por produzir hidrogénio. Entretanto, algumas bactérias facultativas podem estar
envolvidas quando a hidrogenase se faz presente. Ainda, tem sido relatada a presenca de
algumas bactérias aerdbias que podem se envolver no processo de produgdo de hidrogénio.

No que se refere aos consumidores de hidrogénio, aparecem as arqueias
metanogénicas participantes do processo de producdo de metano. Outros microrganismos
também consumidores de hidrogénio competem no processo anaerdbio ao competirem com 0s
produtores de hidrogénio por substrato. Assim, podemos dividir basicamente os
microrganismos envolvidos no processo de producdo de hidrogénio em microrganismos
produtores de hidrogénio, microrganismos consumidores de hidrogénio e em microrganismos

ndo produtores de hidrogénio.

3.6.1 Microrganismos produtores de hidrogénio

Dentre as bactérias anaerobias restritas encontra-se a principal espécie
produtora de hidrogénio, os microrganismos do ramo Clostridium sp. As espécies do ramo
Clostridium sp. apresentam os maiores rendimentos de hidrogénio, porém, apresentam como
desvantagem a alta sensibilidade a presenca de oxigénio (HAWKES et al., 2002) e costuma
ser a espécie dominante em meios de cultura para produgdo de hidrogénio que passam por
tratamento térmico (CAl et al., 2013).

Uma grande variedade de espécies do ramo Clostridium sp. foram isoladas em
estudos para produgdo de hidrogénio: Clostridium acetobutylicum (ZHANG et al., 2006);
Clostridium beijerinckii (SKONIECZNY E YARGEAU, 2009); Clostridium butyricum (CAl
et al., 2010); Clostridium cellulosi (NISSILA et al., 2011). Além de novas espécies como
Clostridium sp.6-5 (CAl et al., 2013)

Os microrganismos facultativos tém a possibilidade de mudar para condigoes
anaerobias quando o oxigénio ndo € presente. Entretanto, quando o oxigénio se faz disponivel,
muda seu metabolismo para a nao producdo de hidrogénio. Nessa categoria um dos principais

representantes ¢ da espécie Enterobacter sp. Pode-se citar: Enterobacter aerogenes
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ATCC13048 (REUNGSANG et al., 2013), Enterobacter cloacae 11-BT 08 (MISHRA E DAS,
2014).

HU et al. (2013) realizou um estudo utilizando culturas puras de: Clostridium
butyricum DSM 10702, Clostridium pasteurianum DSM 525, Clostridium beijerinckii DSM
791 e Enterobacter aerogenes DSM 30053. Os autores tiveram o objetivo de comparar a acao
de cada bactéria para a produgdo de hidrogénio a partir de glicose (5, 10, 15 € 20 g.L'") em
reatores em modo batelada. Foi verificado que a Clostridium butyricum apresentou os
melhores dados de hidrogénio bem como uma alta razdo de metabolitos acetato/butirato, um
indicativo de boas condi¢des para producdo de hidrogénio. Em geral, a produgdo pelas
Clostridium sp foram melhores que a Enterobacter sp neste estudo.

Como bactérias produtoras de hidrogénio podem ser citadas ainda as bactérias
termofilas. Apesar de o aumento da temperatura poder reduzir a diversidade microbiana
(SHIN et al., 2004), ha bactérias que se adaptam melhor a condigdes de altas temperaturas
dentre as quais uma das mais encontradas ¢ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum

(UENO et al., 2001; SHIN et al., 2004; O-THONG et al. 2008).

3.6.2 Microrganismos nao-tradicionais em producio de hidrogénio

Além das culturas ja conhecidas para a producdo de hidrogénio, existem
algumas bactérias que t€m sido relacionadas em estudos para a producdo de hidrogénio,
porém com menor direcionamento para a geragdo de Ho. Como exemplo, pode-se citar a
Megasphaera e Prevotella.

Megasphaera sao bactérias capazes de fermentar carboidratos gerando acido acético,
acido propionico, acido latico e pequenas quantidades de hidrogénio (OHNISHI et al., 2010).

Outros microrganismos anaerobios como a Prevotella sdo capazes de degradar
a glicose gerando 4cido acético e acido propionico.

HUNG et al. (2011) listam algumas estratégias para melhorar a producao
bioldgica de hidrogénio, tais como: retengdo da biomassa, manutencdo de um sistema livre de
oxigénio, quebra prévia de substratos complexos em substratos mais assimilaveis pelo
microrganismo. Diante dessas estratégias, pode haver uma selecdo por microrganismos
preferenciais ou tradicionais para a producdo de hidrogénio como os dos ramos Clostridia e
Enterobacter ou ainda, microrganismos ainda poucos estudados para a produgdo de

hidrogénio, como Bifidobacterium, sp., Megasphaera sp, Ethanoligenes habinenses, entre
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outros. Esses microrganismos sdo ainda importantes por também atuarem na sintese de acidos

0rganicos.

3.6.3 Microrganismos consumidores de hidrogénio

As arqueias metanogénicas sdo os principais consumidores de hidrogénio.
Como citado previamente, os microrganismos metanogénicos podem se dividir em
metanogénicos acetotroficos quando se utilizam de acido acético para produgdo de metano e
diéxido de carbono ou em metanogénicos hidrogenotroficos quando utilizam o hidrogénio e
didxido de carbono para formar metano. As arqueias metanogénicas sdo microrganismos
estritamente anaerdbios (DEMIREL et al., 2008).

Boa parte dos trabalhos que focam na produ¢@o de hidrogénio ajusta o sistema
de modo que esses microrganismos sejam inibidos. Porém, ha casos em que as condigdes
apresentadas ndo sdo suficientes para cessar a producdo de metano. Mudancas de pH,
diminui¢des de tempos de retencdo hidraulica, uso de inibidores quimicos sdo algumas das
alternativas empregadas para inibir o crescimento das metanogénicas.

Nem sempre a manutencao de baixos valores de pH pode ser uma garantia da
inibi¢do das arqueis metanogénicas. TACONI et al. (2008) observaram que em sistemas em
ha uma biomassa densa seja na forma de granulos ou biofilme pode existir a presenga de um
micro-ambiente que ¢ diferente do presente na fase liquida. Assim, esses micro-ambientes
metanogénicos levam a producdo de metano em sistemas previamente acidogé€nicos, de baixo
pH.

Podemos citar ainda como bactérias consumidoras de hidrogénio, as
homoacetanogénicas. Elas participam da produgdo de 4cido acético a partir de hidrogénio e
dioxido de carbono. Em estudo com residuos de industria laticinia, SIRTWONGRUNGSON et
al. (2007) empregando reator CSTR sob condi¢do termofilica (55°C) apresentou uma
condicdo de homoacetanogénese. O hidrogénio gerado pela via butirica foi convertido
juntamente com o CO> a acetato pela a agdo das bactérias homoacetanogénicas. Ao contrario
dos microrganismos metanogénicos que sdo inibidos pelo tratamento térmico, os

microrganismos metanogénicos ndo sao eliminados (OH et al., 2003).
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3.6.4 Microrganismos competidores ou niao-produtores de hidrogénio

Existem outras bactérias que ndo consumem necessariamente o hidrogénio
gerado, porém atuam competindo por substrato, sendo por essa razdo competidores do
processo, o que pode reduzir o rendimento de hidrogénio. Podemos citar as bactérias
sulfatoredutoras e as bactérias produtoras de acido latico (lactobacilos).

As bactérias sulfato-redutores sdo importantes competidoras das bactérias
produtoras de hidrogénio e das metanogénicas durante a degradagdo da matéria organica. Elas
competem pelos intermedidrios como acidos organicos e pelo proprio hidrogénio em alguns
casos (MIZUNO et al., 1998). No caso da competi¢cdo por hidrogénio, MIZUNO et al. (1998)
afirmam que termodinamicamente a reacdo de uso de hidrogénio pelas SBR para reduzir o
sulfato ¢ mais favoravel que a das metanogénicas. De modo que, na auséncia de sulfato, as
metanogénicas podem utilizar o hidrogénio gerado pelo sistema.

As bactérias produtoras de lactato competem por carboidratos com as bactérias
produtoras de hidrogénio, sendo assim, ndo visadas quando se tem a intengdo de gerar H».
Nesse ramo tem-se Bacillus racemilacticus e Lactobacillus paracasei (KIM et al., 2006b).
Condicdes de alta carga organica pode ser um fator para a predominancia de bactérias
produtoras de acido latico (OH et al., 2004).

Segundo HUNG et al. (2011) a presenca de bactérias ndo produtoras de hidrogénio,
como as bactérias produtoras de acido propidnico e as homoacetanogénicas podem estar
relacionadas as condigdes operacionais do sistema. Culturas empregadas por longos periodos
sob condicdo de ndo esterilidade pode levar a uma variagdo da populacdo microbiana de

produtora a consumidora de hidrogénio.

3.7 Fatores operacionais

Durante a operacdo de reatores anaerobios, alguns pardmetros devem ser
ajustados de modo a manter a eficiéncia do processo. Visando ao aumento da escala produtiva
de biogas em reatores anaerdbios, ¢ determinante que os pardmetros escolhidos sejam
adequados. O pH, a temperatura, o tipo de inoculo, o pré-tratamento, o tempo de detencdo
hidraulica, a concentragdo e tipo de substrato sdo alguns desses fatores que podem influenciar

a operagdo do reator (JUNG et al., 2011).
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3.7.1 pH

O pH ¢ um dos principais parametros em processos fermentativos. Ele afeta em
grande parte o direcionamento da comunidade microbiana e a atividade da enzima
hidrogenase. Além disso, em processos acidogénicos o controle do pH em condi¢des baixas ¢
um modo de inibir a agdo de bactérias consumidoras de hidrogénio (KHANAL et al., 2004).

VAN GINKEL et al. (2001) em reatores em modo batelada empregaram uma
cultura mista proveniente de solo de plantacdo de batata, solo de plantacdo de soja e outra de
residuos de compostagem como inoculo para a produgdo de hidrogénio a partir de uma
solugdo de sacarose. Numa faixa de pH variando de 4,5 a 7,5 eles observaram que sob pH de
5,5 havia a melhor produgdo volumétrica de hidrogénio. Em outro trabalho em reator em
modo batelada, FANG et al. (2002) realizaram um experimento para determinar a influéncia
dessa condigdo a partir de uma cultura mista e empregando glicose como substrato organico.
Numa faixa de variacdo de 4 a 7, foi verificado que o pH 6timo para a produ¢ao de hidrogénio
foi em 5,5 com produgdo de acetato e acido butirico com acidos principais. Como reportado,
tanto o trabalho de VAN GINKEL et al. (2001) quanto o de FANG et al. (2002) verificaram
uma producdo oOtima de hidrogénio sob pH 5,5 apesar do uso de substratos orgénicos
diferentes, sacarose e glicose. Também em reatores em modo batelada, KHANAL et al.
(2004) verificaram a influéncia do pH inicial empregando sacarose e amido ¢ uma cultura
mista numa faixa de trabalho que variou de 4,5 a 6,5. Quanto maior o pH empregado, menor
eram os valores de potencial de producdo de hidrogénio obtidos. Além disso, quanto maior o
pH inicial, maior era a queda do pH num curto intervalo de tempo. Essa queda acentuada foi
devido a formacdo de metabolitos acidos a niveis considerados inibitdrios ao processo
anaerobio. Isso levou também ao comprometimento da capacidade de tamponamento do meio.
De modo contrario, quando se fez o inicio a partir de um pH mais baixo (4,5) a produgdo de
hidrogénio comegou moderada, porém gradual. Tendo em vista que ndo houve produgio
excessiva de acidos organicos, foi possivel manter uma producao continua de hidrogénio.

Empregando um residuo mais complexo, RAMOS et al. (2013) verificaram a
producdo de hidrogénio a partir de residuos alimenticios proveniente de uma cafeteria. Foi
empregada uma cultura mista e reatores em modo batelada no estudo. Eles verificaram que a
producdo especifica de hidrogénio foi 6tima em pH 7. Da mesma forma que nos experimentos
apresentados anteriormente, o pH inicial foi ajustado no inicio e observada uma queda no pH

ao longo do experimento em funcdo da producdo de metabolitos organicos. CHEN et al.
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(2012) empregaram palha de arroz ndo tratada como substrato organico e cultura mista. O pH
inicial dos reatores em modo batelada variou entre 3,5 e 8. Entre o pH de 3,5-5 ndo houve
producdo de biogas, porém, nos valores de pH mais elevados entre 6 e 8 houve produgédo de
biogds com um maximo sob o pH 6,5. Os autores também atentam ao fato que o uso de
diferentes indculos pode afetar a sensibilidade do sistema a mudangas de pH. MOHAN et al.
(2007) empregando melago estudaram o efeito do pH 5, 6 ¢ 7. A melhor condi¢do de
producdo de hidrogénio se deu no pH 6. Quando o pH era ajustado a 5, havia uma queda no
pH do sistema devido a produgdo de acidos organicos. Essa produgdo de acidos levou a
inibicdo do sistema e, em seguida, a producdo de solventes. ESPINOZA-ESCALANTE et al.
(2009) empregando vinhaca do processamento da tequila observaram o efeito do pH na
producdo de hidrogénio em reator em modo batelada. Eles estudaram as seguintes condicdes:
4,5, 5,5 ¢ 6,5. Foi verificado que a condicdo de pH inicial de 5,5 ¢ a mais propicia para esse
tipo de residuo.

Em reatores continuos, a influéncia do pH ¢ feita através de um controle do pH
no proprio meio fermentativo. FAN et al. (2006) observaram o efeito do pH em um reator
continuo de mistura sob o efeito de trés condicdes: 5; 5,5 e 6. A melhor condig¢ao de producao
se deu sob o valor de 5,5, tal como reportado pelos trabalhos anteriores em reator em modo
batelada. LI et al. (2010) utilizando glicose com substrato organico em um reator em modo
batelada sequencial verificaram que o pH 5 foi o valor 6timo dentre a faixa utilizada entre 4,7
e 5,9 com um incremento de 0,3 em cada condicdo. Os autores também verificam a producdo
de metano a qual obteve os melhores valores sob o pH 5,9. WU et al. (2010), também
empregando um reator em modo batelada sequencial e glicose como substrato orgénico,
verificaram que a mudanca do pH de 4,4 a 5,6 gerou mudangas no comportamento da
produgdo de biogas. Sob o pH de 4,4, 4,7 ¢ 5,0 houve produgdo tnica de hidrogénio. Porém,
diante do aumento ao pH 5,3 e 5,6 o reator passou a gerar metano. Um fato observado pelos
pesquisadores foi que os experimentos realizados nos valores abaixo de 5,0 apresentaram uma
fase maior para o inicio da produg@o de biogads enquanto que os reatores operados em 5,3 e

5,6 apresentaram uma producdo de biogas mais rapida, logo apds o segundo dia de operagao.

3.7.2 Temperatura

A temperatura ¢ um importante fator quando estdo envolvidos processos

quimicos. Termodinamicamente, a temperatura estd ligada a energia livre de Gibbs
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(CONRAD E WETTER, 1990). Em processos fermentativos, em que ha a presenca de
microrganismos, a manuten¢do em determinada temperatura pode significar a sobrevivéncia
ou ndo do sistema. A temperatura afeta a taxa de crescimento e a atividade metabolica
microbiana (LEE et al. 2006). A utilizacdo de uma faixa 6tima de temperatura vai depender
ainda do tipo de cultura empregada (LEE et al., 2006).

Em casos em que a biomassa utilizada como substrato ¢ de dificil degradacao,
o uso de temperatura mais elevada pode facilitar o processo de quebra das moléculas maiores,
como celulose e hemicelulose em moléculas menores, mais facilmente assimiladas pelos
microrganismos.

Utilizando uma cultura mista LEE et al. (2006) avaliaram a mudanga de
temperatura na faixa mesofilica (30, 35, 40 e 45 °C) durante a producdo de hidrogénio a partir
de uma cultura mista e sacarose. Foi verificada uma mudanga da rota metabolica de acordo
com a mudancga de temperatura. A temperatura 6tima para a produgdo de hidrogénio foi 35 °C
e acima desses valores houve uma retragao do hidrogénio gerado.

GADOW et al. (2012) verificaram o efeito da temperatura na producdo de
hidrogénio a partir da celulose sob 37 °C, 55 °C e 80°C. Empregando um reator de mistura, o
estudo mostrou que quanto maior a temperatura de operacdo melhor o rendimento de
hidrogénio. O biogéds foi composto somente por hidrogénio e didoxido de carbono nas
operacdes termofilicas e hipertermofilicas (55 °C e 80 °C) enquanto que sob 26 °C houve
aparecimento de metano. Segundo os autores, uma das vantagens de se utilizar altas
temperaturas na digestdo anaerdbia de celulose estd no fato que bactérias termofilicas ja
identificadas sdo capazes de utilizar a celulose como substrato, sem necessidade de adi¢ao de
enzimas especificas, diminuindo assim, custos futuros de operagao.

CHEN et al. (2012) empregaram reatores em modo batelada a fim de avaliar a
geracdo de hidrogénio a partir de palha de arroz, residuo conhecido como sendo constituido
por celulose, hemicelulose e lignina. A temperatura de operagao foi 55 °C.

SHI et al. (2013) empregando um reator em modo batelada sequencial
verificaram a produg@o de hidrogénio sob trés diferentes temperaturas: 35°C, 50 °C e 65 °C,
ou seja, condicdo mesofilica, termofilica e hipertermofilica. Os autores utilizaram como
substrato algas marinhas da espécie Laminara japonica contendo basicamente compostos
celuldsicos. Foi verificado que a temperatura mesofilica se adaptou melhor a producao de
hidrogénio, seguido pela temperatura hipertermofilica e termofilica. A produ¢ao de acetato foi
maior sob 35 °C e inexistente sob 65 °C. De modo inverso, houve aumento da producdo de

acido butirico quando houve aumento da temperatura. A operacdo sob uma condi¢cdo de
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temperatura mais elevada também levou a influéncia na comunidade bacteriana do meio cuja

situacdo apresentou uma menor diversidade microbiana quanto maior a temperatura.

3.7.3 Inéculo

Como comentado previamente, uma das formas de inibi¢do dos
microrganismos metanogénicos € através da realizacdo de um pré-tratamento do inéculo a ser
utilizado. Além disso, quando se faz uso de culturas mistas, que apesar de serem mais
praticas, corre-se o risco de que haja um balanco desfavoravel entre os microrganismos
produtores de hidrogénio e os microrganismos consumidores de hidrogénio. Dentre as formas
existentes tem-se: tratamento térmico, tratamento acido ou basico, tratamento com alguma
substdncia quimica como o bromoetanosulfonato (BES) e ainda a combinacdo dos
tratamentos. Cada qual se adapta a uma condicao tendo em vista que em se tratando de cultura
mista, diferentes espécies de microrganismos se encontram presentes.

MOHAN et al. (2008a) fez o uso de diferentes pré-tratamentos do inoculo a
fim de verificar a eficacia de cada um sobre a produgdo de hidrogénio a partir de uma cultura
mista ¢ de uma agua residuaria de industria de laticinios. O lodo empregado era proveniente
de um reator UASB tratando 4gua residudria quimica (laboratério quimico). As seguintes
condicdes de pré-tratamento foram empregadas: tratamento acido, tratamento térmico,
tratamento quimico, tratamento acido+térmico, tratamento quimico+térmico, tratamento
acido+quimico e a combinagdo de tratamento acido, térmico e quimico. Todos os métodos
apresentaram-se como alternativa ao tratamento do lodo, porém o tratamento quimico resultou
em melhores rendimentos de hidrogénio e em melhores coeficientes de remog¢ao de substrato.

ASSAWAMONGKHOLSIRI et al., (2013) estudaram o efeito do tratamento
acido, térmico e do efeito combinado dos dois métodos de tratamento de indculo. Foi
empregado um lodo do processamento de bebidas. Apods o tratamento, a eficacia do lodo foi
testada em reator em modo batelada. O lodo foi enriquecido com glicose (20 g.L ") e levedura
(0,5 g.L'"). Foi verificado que a combina¢do do método 4cido e térmico no tratamento do lodo
foi mais eficaz para degradacdo e solubilizacdo dos so6lidos presentes em fase liquida. Foi
verificado que a produgdo de metabolitos foi afetada, assim, houve maior producdo de acido
butirico no tratamento térmico do que nas outras condi¢des, porém, devido ao efeito inibitdrio

deste acido na producdo de hidrogénio, houve queda na producdo de hidrogénio no
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experimento com inoculo tratado termicamente. O tratamento acido unico apresentou as

melhores condi¢des de produgao de hidrogénio a partir do indculo empregado.

3.7.4 Tempo de detenciio hidraulica

Diversos estudos aplicam o TDH como parametro importante no processo de
producdo fermentativa de hidrogénio. O TDH 6timo irda depender entre outras coisas do tipo
de reator além das condicdes aplicadas, de modo que costuma ser uma variavel dependente de
outras condi¢des aplicadas.

A biomassa aderida as particulas pode ser bastante influenciada pelo TDH
aplicado ao sistema, o que irda consequentemente, influenciar a producdo de biogas e
metabolitos pelo sistema. Algumas configura¢des de reator exigem que o TDH de operacdo
seja mais elevado de modo que haja um tempo necessario para manter a biomassa aderida,
neste caso podemos citar o reator de mistura (CSTR) sem massa imobilizada e reatores
UASB. Em reatores em que ha um processo de imobilizacdo de biomassa, tais como o reator
granular, reator de leito fluidizado e reator de leito fixo, pode-se trabalhar sob baixos tempos
de detencdo hidraulica sem que haja perda significativa da biomassa do sistema. Do ponto de
vista econdmico, a manutenc¢do de baixos tempos de detencdo hidraulica é importante, pois
significa diminui¢do do tempo do processo.

Outro fator importante no que se refere a manutencdo de baixos TDH em
processos de producdo de hidrogénio ¢ que ele consiste em uma das formas de evitar o
crescimento de microrganismos indesejados como as arqueias metanogénicas. Tais
microrganismos possuem uma taxa de crescimento baixa, assim, em sistemas em que a
biomassa ndo estd totalmente estabelecida, tais microrganismos sdo varridos do reator
juntamente com o efluente.

WU et al. (2008) trabalharam em reator CSTR para produgao de hidrogénio de
hidrogénio. Durante a primeira fase os pesquisadores reduziram o TDH de 12 a 4 h. Nessa
fase foi verificado um aumento da producdo de hidrogénio a medida que se diminuia o TDH,
atingindo uma produ¢@o maxima sob o TDH de 6 h. Sob o TDH de 4 h os pesquisadores
observaram uma queda na biomassa ativa pelo sistema a que eles atribuiram a redugdo da
produgdo de hidrogénio. Porém, quando se adicionou biomassa imobilizada ao reator na
forma de particulas de silicone e de carvao ativado foi verificada uma melhora da lavagem da

biomassa sob uma condigdo de alta dilui¢do, ou seja, baixos tempos de detengdo hidraulica.
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3.8 Substratos

A produgdo biologica de hidrogénio se apoia no uso de substratos organicos
que possam ser facilmente obtidos, de baixo custo e que levem a um bom aproveitamento da
matéria organica. A producdo renovavel de hidrogénio, assim, deve partir de matéria organica
que possa ser renovavel (SHOW et al., 2011). A principio qualquer material orgénico rico em
carboidratos ou ainda proteinas e gorduras pode servir de substrato para a producdo de
hidrogénio. Como substratos em potencial t€ém-se os residuos agricolas, os materiais
lignocelulodsicos, os residuos da industria alimenticia e os residuos industriais organicos. Ha
uma vasta fonte de opg¢des de residuos enriquecidos em carboidratos que ao invés de serem
descartados podem ser reincorporados ao processo para a geracdo bioldgica de energia na
forma de hidrogénio ou metano.

Os carboidratos simples sdo os mais facilmente degradados e mais adequados a
fim de entender o metabolismo da fermentacdo. Assim, o uso de substratos puros é mais
utilizado quando se ha a necessidade de estabelecer modelos aos processos. Em posse dos
resultados satisfatorios obtidos com substratos simples, passou-se a empregar substratos mais
complexos, em especial residuos agricolas ou industriais. Em geral, tais residuos apresentam

elevada carga organica e podem, assim, servir de matéria-prima para a fermentagao.

3.8.1 Carboidratos puros

Tem sido relatada a produgdo de hidrogénio a partir de uma variedade de
substratos simples, entre eles: monossacarideos puros (glicose) (ZHANG et al., 2007a);
ZHANG et al., 2008; AMORIM et al., 2012, BARROS et al. 2012, REIS et al. 2011),
dissacarideos (sacarose) (LIN et al., 2006; CHEN et al., 2008; MUNOZ-PAEZ, 2012) ¢
polissacarideos (amido, celulose e hemicelulose). Os aglicares simples, tais como glicose,
sacarose e lactose sdo facilmente biodegradaveis e, portanto, preferidos como substratos
modelo para a producdo de hidrogénio. No entanto, fontes de carboidratos puros sdo matérias-
primas caras para a producdo de hidrogénio em escala real, que s6 pode ser viavel quando
baseada em fontes renovaveis e de baixo custo (SHOW et al., 2011)

A glicose e a sacarose sdo facilmente degradadas o que leva a uma diminui¢ao
do tempo de adaptagcdo dos microrganismos a esse substrato. Porém, outros substratos puros

de cadeia longa como amido e celulose levam mais tempo visto que precisam ser hidrolisados
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de modo que possam ser assimilados pelas bactérias produtoras de hidrogénio, levando assim,
a um aumento do tempo do processo fermentativo (SHOW et al., 2011).

O emprego de substratos simples apresenta a vantagem de maiores rendimentos
em comparacdo ao emprego de substratos complexos (industriais). Entretanto, costuma ser
uma matéria-prima cara quando se faz uma projecdo para escala industrial. Deste modo,
outros substratos foram investigados de modo a viabilizar a produg¢do de hidrogénio

(NTAIKOU et al., 2010).

3.8.2 Compostos lignocelulésicos

Os residuos lignoceluldsicos constituem uma boa parcela dos residuos
organicos disponiveis para degradacdo anaerdbia e, por via, para a produgdo de hidrogénio.
Costumam estar prontamente disponiveis sendo, ainda, economicamente acessiveis. De
acordo com REN et al. (2009), a produgdo anual de biomassa lignoceluldsica ultrapassa 220
toneladas.

A biomassa lignocelulésica é composta de carboidratos (celulose e
hemicelulose) e lignina. Em torno de dois tercos ¢ devido aos carboidratos e o um terco
restante pela lignina. A lignina e a hemicelulose sdo as estruturas que conferem a esse tipo de
residuo a sua rigidez, sendo necessaria uma hidrolise prévia desse material a fim de degrada-
lo (REN et al.,, 2009). A necessidade de realizagdo de pré-tratamento do material
lignoceluldsico de modo a quebrar em moléculas assimildveis pelos microrganismos ¢ uma
das limitagdes do uso desse tipo de material para a produgdo de hidrogénio (CHONG et al.,
2009).

Diversos estudos foram realizados empregando material celulosico: palha de
arroz (CHEN et al., 2012), palha de milho (LI et al., 2007); caule de milho (ZHANG et al.,
2007b), palha de trigo (FAN et al., 2006).

3.8.3 Compostos domésticos e industriais

Dentre a variedade de residuos passiveis a digestdo anaerdbia, tem-se 0s
residuos industriais (TOKUMOTO et al., 2012), domésticos (VAN GINKEL et al., 2005) e
podemos citar ainda, os residuos agroindustriais (CHONG et al., 2009; EROGLU et al., 2006;
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KOUTROLI et al., 2006) e de estabelecimentos alimenticios (HAN e SHIN 2004; SHIN et
al., 2004; SREELA-OR et al., 2011; CAMARILLO et al., 2012; XIAO et al., 2013).

3.9 Vinhaca

Dentre os residuos industriais ou agro-industriais empregados se encontra a
vinhaca. Por ser matéria-prima para producdo de hidrogénio empregada nessa pesquisa, uma
maior atenc¢ao sera dada a esse residuo.

A vinhaga ¢ um residuo proveniente do processo de destilacdo de carboidratos
para a producdo de etanol. Diversos substratos podem servir para a produg@o de etanol, assim,
diferentes vinhagas podem ser geradas: vinhaga de cana-de-acucar, vinhaca de beterraba,
vinhaga de arroz, vinhaga de sorgo, vinhaca de arroz, vinhaca de malte. De todo modo,
grandes volumes de vinhaga sdo gerados durante o processo produtivo de producdo de etanol
ou de produtos destilados independente da origem do residuo. Como ja comentado, estima-se
que sejam gerados 14 litros de vinhaga a partir da cana-de-agticar por litro de etanol
produzido. Assim, essa agua residudria se torna de grande preocupacdo tendo em vista o
grande volume gerado e o alto impacto poluidor. A figura 1 apresenta um esquema basico do
processo de produgdo de etanol e acticar a partir de cana-de-agtcar.

Em geral, a vinhaga se apresenta como um residuo de baixo pH, coloragio
marrom, podendo conter material particulado e alta presenca de matéria de compostos
organicos e inorganicos (PANT, 2007). Por ser um residuo com alta carga organica, podendo
atingir cerca de 150 g.L! de demanda quimica de oxigénio, ela se torna uma fonte potencial a
digestao anaerobia (SEARMSIRIMONGKOL et. al., 2011). Pode apresentar ainda quantidade
consideravel de potassio, nitrogénio e fosforo, nutrientes importantes na agricultura. Porém,
se eles estiverem em altas concentragdes, pode se tornar um fator limitante para a produgéo de
biocombustiveis. Na forma em que é gerado, ele se torna um dos residuos mais complexos
devido a presenca de agtlicares, lignina, hemicelulose, dextrina, resinas e acidos organicos
(MOHAN et al., 2008b).

Segundo WILKIE et al. (2000), a produgdo ¢ as caracteristicas deste residuo
sdo altamente varidveis e dependente da matéria-prima, além de outros aspectos da producio
de etanol. A 4gua de lavagem utilizada para a lavagem dos fermentadores e agua de
refrigeracdo proveniente do processo pode ser misturado a vinhaca, o que pode alterar a sua

composi¢ao final.
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Preparo da cana de acucar

Moenda Bagaco
Decantador
Evaporador

Melaco Cristalisador Acucar
Fermentador

Vinhaga Coluna de destilacédo Etanol

Figura 3. 3 Esquema basico do processo de produgdo de etanol e agtcar a partir de cana-de-
acucar.

3.9.1 Composicio da vinhaca

A composicdo da vinhaga pode variar de acordo com o processo de producdo que ela
seja gerada, seja ela proveniente da cana-de-actucar, da beterraba, da tequila, da producdo de
vinho, de milho, entre outros. Entretanto, independente da origem, boa parte das vinhagas
apresentam caracteristicas comuns como a grande demanda quimica de oxigénio, quantidades
consideraveis de potassio, fosforo e sulfato, sendo cada composto maior ou menor em fungao
do processo produtivo envolvido.

Outro fator importante em relagdo a esse residuo ¢ a presenca de metais pesados e
poluentes organicos. Os compostos fendlicos (na forma de acido hiimico e acido tanico), as
melanoidinas (resultantes da reacdo dos acucares com proteinas através da reacdo de
Maillard), caramelos (provenientes de agucares aquecidos) e a presenga de furfuraldeidos
contribuem ainda para a coloragdo caracteristica da vinhaca (WILKIE et al., 2000). Esses
compostos tornam a vinhaga um composto complexo e de dificil degradagdo o que em alguns
casos pode causar inibi¢do da digestdo. De acordo com CHEN et al. (2008), a presenca de

compostos aromaticos podem também inibir a digestdo anaerdbia. BORJA et al. (1993)
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realizaram um estudo para verificar o efeito inibitorio de compostos fendlicos na digestdo
anaerobia de agua residuaria de produgdo de vinho. Através da realizagdo de um processo
prévio de eliminagdo de compostos fendlicos os pesquisadores observaram que ndao houve
uma diminui¢do da constante cinética a medida que se aumentava a concentracdo de vinhaca
ndo tratada. Tal fendmeno ndo ocorreu quando se fez uso de vinhaga previamente tratada para
a remogao de compostos fenolicos.

Segundo BICHARA (1988), a vinhaga de cana-de-agtcar pode ser formada a partir de
trés mostos diferentes: mosto de melaco, mosto misto e mosto de caldo. O mosto de melago é
0 mais rico em nutrientes e apresenta uma carga organica mais elevada (57,5 — 72 g.DQO.L™)
¢ niveis médios de NPK em torno de 0,57; 0,10; 3,95 kg.m de vinhaca, respectivamente. O
mosto misto que € produzido em destilarias para produgdo de etanol e melaco possui uma
carga organica intermedidria em torno de 45 g.DQO.L"! e valores de NPK de 0,48; 0,09; 3,34,
respectivamente. Tem-se ainda o mosto de caldo, produzido em destilarias para producdo de
etanol, apresentando os niveis de NPK de 0,28; 0,09; 1,29 kg.m™, respectivamente € uma

carga organica menor, em média 23 g.DQO.L"'.

3.9.2 Biodigestao anaerdbia de vinhaca

Devido ao alto volume gerado de vinhacga, faz-se necessario o uso de técnicas
que permitam o tratamento adequado desse residuo quando ndo ha outra destinagdo como ja ¢é
uso para a irrigacdo de solos. A biodigestdo da vinhaga ¢ um processo que permite tanto o
tratamento deste residuo antes de ser despejado, pois reduz a carga organica como também
pode permitir a geracdo de biogas o qual pode ser utilizado para a produgdo de energia na
propria planta industrial. Alguns trabalhos ja verificaram a viabilidade de degradagdo desses
residuos para a geracdo de metano (BALAGUER et al., 1992; HARADA et al., 1996;
AKUNNA E CLARK, 2000; JIMENEZ et al., 2002; ACHARYA et al., 2007), GANESH et
al., 2010; SELVAMURUGAN et al., 2011).

BALAGUER et al. (1992) realizaram um experimento que visava ao
tratamento da vinhaga através do uso de um reator anaerobio de leito fluidizado. Os autores
utilizaram particulas de sepiolita e uma vinhaca com adi¢do de metanol para aumentar a fonte
de substrato. Eles trabalharam sob um tempo de detencdo hidraulica que variou de 2,48 a 0,5
dias. A carga organica aplicada variou de 9 a 36 kg DQO. m=. d"!. Para fins de tratamento do

residuo foram atingidos valores acima de 90 % de remocdo de DQO.
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Uma das caracteristicas da vinhaga ¢ o seu carater recalcitrante em fungdo da
presenga de diversos compostos de dificil degradagdo e que demandam um maior esfor¢o do
ponto de vista técnico (NANDY et al. 2002). A fim de contornar essa caracteristica,
HARADA et al. (1996) utilizaram vinha¢a de cana-de-actcar para degradacdo anaerdbia sob
temperatura termofilica. Foi utilizado um reator UASB, com redugdo de TDH e manutengdo
da concentra¢do de entrada em 10 g.L'!. Tendo em vista que a vinhaga ¢ liberada numa alta
temperatura, segundo os autores ¢ conveniente empregar um tratamento termofilico o que
viabilizaria o processo industrial da modalidade. Devido ao seu carater recalcitrante, houve
pouca remogao de DQO da vinhaga a qual se manteve entre 39-67%. Os autores indicaram
que o baixo desempenho do reator para a degradacdo da vinhaga pode ser atribuido a origem
da vinhaga. Assim, uma vinhaga contendo mais compostos fendlicos os quais sdo produzidos
por oxidagdo ¢ ddo uma coloragdo marrom caracteristica sdo, ndo somente refratarios, como
também inibidores dos microrganismos metanogénicos.

Outro tipo de vinhaga foi empregado por AKUNNA E CLARK (2000). Os
autores utilizam uma vinhaga proveniente do processamento de uisque. A fim de tratar essa
agua residudria os autores usaram um reator anaerobio compartimentado granular. O sistema
se mostrou eficiente para a remog¢do de DQO atingindo até 80 %. Segundo os autores a
combinag¢do de um sistema de manta de lodo com um sistema compartimentado propiciou alta
retencdo de solidos e a manuteng@o de biomassa ativa para a degradagdo da vinhaga.

JIMENEZ et al. (2002) apresentaram um trabalho de biodegradacido de melago
de industria de producao etanol a partir de beterraba. Eles realizaram um estudo combinado de
processo aerobio e anaerobio através de diferentes culturas de microrganismos e verificaram
que essa combinagdo de processos foi mais eficiente que apenas a degradacao anaerobia, além
de reduzir o tempo de detengdo hidraulica empregado.

ACHARYA et al. (2007) testaram um tratamento anaerdbio para a dgua de
lavagem de destilaria através de um reator de leito fixo. Os reatores foram carregados com
uma cultura anaerébia enriquecida de outro reator convencional e foi deixado incubado para
formagdo de biofilme. Essa etapa durou de 35 a 40 dias. Foi observada uma redugdo de
maxima de 64% na demanda quimica de oxigénio e uma produgio de biogas de 7,2 m3.m3.d-
1.

GANESH et al. (2010) também utilizaram reator anaerébio de leito fluidizado
para o tratamento de residuos de industria de producao de alcool (vinho) obtendo remocdes de

80 % da DQO.
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SELVAMURUGAN et al. (2011) utilizaram reator UASB em escala industrial
para o tratamento de agua de lavagem de destilaria na concentracdo média de 112,400
mgDQO.L"!. O reator foi projetado a fim de atender a demanda de vazdo de 650 m’.dia de
agua residuaria sob um TDH de 6 dias. A DQO efluente apresentou uma concentracio
variando entre 62,19 — 66,50 mgDQO.L!. A carga organica aplicada no reator foi de 2,15-
4,60 kg DQOm=3d".

Os trabalhos apresentados anteriormente mostram que diversas condi¢des de
tratamento de vinhaga estdo sendo empregadas no que confere a digestdo anaerobia, desde
condi¢des em escala de bancada até situacdes de escala plena. Outra vertente na qual se insere
o presente trabalho é a recuperac¢do de energia na forma de hidrogénio a partir desse tipo de
residuo industrial. Uma das condicdes também empregadas e interessantes para o
processamento de aguas residuarias complexas ¢ a utilizacdo de processos em duplo-estagio
em que ha a separagdo da fase acidogénica da fase metanogénica. Assim, consegue-se manter
condicdes propicias para cada grupo de microrganismos envolvidos na fase acidogénica e na
fase metanogénica, levando, assim, a uma melhor eficiéncia de processo. Além disso,
consegue-se reduzir o efeito inibitoério de compostos toxicos as metanogénicas (BECARRI et
al., 2006; MOTA et al., 2013).

MOTA et al. (2013) empregaram um reator anaerébio de membrana de duplo
estagio para o tratamento de vinhaca de cana-de-agticar com posterior recuperacdo de energia
na forma de metano. O sistema foi operado em temperatura ambiente. Os reatores foram
aclimatados com lodo de um reator UASB para tratamento de esgoto doméstico. Durante a
operacdao dos reatores foi observada uma remocgdo total de DQO média de 96,9 % e uma
producdo de metano de 0,1- 4,6 % no reator acidogénico e de 60,1-70,1 % no reator

metanogénico.

3.9.3 Producio biologica de hidrogénio a partir de vinhaca

Os estudos apresentados com diversos tipos de vinhaga mostram a
possibilidade de degradacdo bioldogica dos residuos provenientes de industrias produtoras de
alcool as quais geram residuos com consideravel carga organica. Uma das vertentes esta
focada na recuperacdo de energia na forma de hidrogénio.

Para a producdo de hidrogénio, residuos provenientes de destilarias com

caracteristicas semelhantes a da vinhaga como o melago, residuo gerado no processo de
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producdo de agucar ou ainda a propria agua de lavagem dos processos de producdo de alcool
(etanol ou bebidas destiladas e/ou fermentadas) e de agtcar (Tabela 1) tem sido empregados a
fim de avaliar sua capacidade de geracdo de biocombustiveis: MOHAN et al. (2008),
VATSALA et al. (2008), ESPINOZA-ESCALANTE et al (2009), KRYSTEVA et al (2010),
BUITRON E CARVAIJAL (2010) SEARMSIRIMONGKOL et. al., (2011), QIU et.al (2011),
MOHAN et. al. (2011), NARS et al. (2011), NARS et al.(2012), WICHER et al. (2013,
MISHRA E DAS (2013), LAZARO et al. (2014),BUITRON et al.(2014), GAHDE et al.
(2014).

MOHAN et al. (2008) estudaram a producdo de hidrogénio a partir de residuo
proveniente de destilaria em reator anaerobio sequencial de biofilme (AnSBBR). Dois valores
de pH (6 e 7) foram mantidos. O estudo ocorreu dentro da faixa mesofilica a 28 °C. Os
pesquisadores empregaram como inoculo um lodo proveniente de um reator de manta de lodo
(UASB) submetido a tratamento térmico (100 °C, 2 h) e tratamento acido (pH 3 com éacido
orto-fosforico, 24 h). Antes de iniciar a introducdo do residuo de destilaria, o reator operou
com agua residuaria sintética (sacarose) a fim de criar ambiente para a formacdo de biofilme
no material suporte (sfone chips-brita). Apds 33 dias de operacdo a uma carga orginica de
2,42 kg.DQO.m>.d"! e um pH 7, o reator passou a operar sob o pH 6. Diante desta mudanga,
foi verificada uma variacdo na produgdo cumulativa de hidrogénio a qual passou de 7 mmol.
H>.d! a 26 mmol. Ho.d!. A utilizagdo de condigdes acidofilicas (<6) é uma das maneiras
efetivas de melhorar a producdo de hidrogénio a partir de uma cultura anaerdbia tendo em
vista que restringe o processo metanogénico, fazendo com que o hidrogénio seja o produto
final (MOHAN et al., 2008).

VATSALA et al. (2008) implementaram um projeto em escala-piloto (100 m?)
para a produgdo biologica de hidrogénio a partir de dguas residuarias de destilaria (cana-de-
aglicar) ¢ de uma cultura mista pré-selecionada. Antes do inicio dos experimentos, foi
realizada uma avaliacdo em laboratorio de trés culturas bacterianas: C. freundii 01, E.
aerogenes E10 e R. palustris P2. Os ensaios no laboratoério mostraram que a combinagdo das
trés culturas se mostrou mais eficiente do que uma unica cultura isolada. Deu-se entdo a
ampliacdo de escala, variando de 10 a 100 m’, numa série de quatro reatores em modo
batelada (0,1 a 100 m?) com uma cultura mista. Nessa operagdo, os pesquisadores verificaram
que um rendimento maximo de hidrogénio de 1,83 kg foi obtido em numa escala de 10 m? e
uma produgdo de 21,4 kg na ampliada de 100 m?. A produg¢io volumétrica méxima obtida se

deu durante 40 h de operagdo e foi 0,53 kg/100m>/h.
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ESPINOZA-ESCALANTE et al. (2009) realizaram um estudo estatistico para
determinar a influéncia de pardmetros como TDH, pH e temperatura podem ter sobre a
producdo de hidrogé€nio e metano a partir da vinhaga. Em estudos realizados em reatores em
modo batelada, foi mostrado que as trés varidveis tém influéncia na producao de hidrogénio,
sendo que o pH mostrou ser o fator principal em qualquer temperatura ou TDH aplicado. Os
dados obtidos em reatores em modo batelada em temperatura mesofilica (35°C) mostrou que o
pH favoravel a producdo de hidrogénio era de 6,5 num TDH de 5 dias. Porém sob uma
temperatura termofilica de 55 °C, o pH 6timo foi 5,5.

BUITRON e CARVAJAL (2010) realizaram um estudo a partir da vinhaga
residuaria da producdo de tequila em reator em modo batelada sequencial. Durante o
experimento, foi analisada a influéncia da temperatura (25 e 35 °C), tempo de detencdo
hidraulica (24 e 12 h) e concentragdo de substrato (1 a 5 g.DQO.L!). Os pesquisadores
adotaram a estratégia de iniciar a operacdo do reator com substrato simples como a glicose na
concentra¢do de 2 g.L”!, permanecendo com esse substrato até que a produgdo de hidrogénio
fosse verificada. O pH era ajustado em 5,5 através de solugdes de HCl ou NaOH. A producao
volumétrica maxima de hidrogénio foi 50,5 mL H>.L'".h"! sob TDH de 12 h, concentra¢do de
3 g.DQO.L! e temperatura de 35 °C. Eles observaram que a produg¢do de hidrogénio
aumentava ligeiramente com o aumento de 1 a 5 g. DQO.L"! na temperatura de 35 ° C ¢ TDH
de 24 h.

SEARMSIRIMONGKOL et al. (2011) estudaram a producdo de residuos
proveniente de uma destilaria de etanol com altas concentragdes de sulfato e potassio. Eles
empregaram um reator em modo batelada sequencial (ASBR) sob temperatura mesofilica (37
°C) e pH 5,5. A estratégia de operacdo se baseou na variagdo da concentracdo em termos de
demanda quimica de oxigénio (20, 40 e 60 g.L!) e taxa de carregamento organico (37,5; 60 e
112 kg.m=>.d""). Lodo anaerdbio tratado termicamente serviu como indculo do reator.  Os
pesquisadores verificaram que em concentragdes acima de 60 g.L!, o reator apresentou uma
baixa produtividade: baixa remog¢do de DQO, baixa produgdo de biogas e baixo contetido de
hidrogénio. Na faixa entre 20 e 60 g.L-!, os resultados indicaram que para o substrato
empregado, quanto maior a concentragdo e maior taxa de carregamento organico, maior a
producdo de biogés. O biogéds formado foi composto por hidrogénio, didéxido de carbono e
metano. Sob a concentragdo de 20 g.L! e sob a redugdo do tempo de detengdo hidraulico de
32 a 13 (aumento da taxa de carregamento organico de 15 a 37,5 kg.m>.d"") houve aumento
da composicdo de hidrogénio em detrimento do percentual de metano formado. Ao se

aumentar a taxa de carregamento organico, houve desaparecimento de metano, coexistindo
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apenas H, e CO». Foi verificado que uma concentragdo de 40 g.L!, TCO de 60 kg.m=.d"! e
TDH de 16 h foram as condicdes otimas para a producdo de hidrogénio, obtendo um
rendimento de 172 mLH2.g"! DQO removida, sSem produgio de metano.

QIU et.al (2011) empregaram uma vinhaga proveniente do processo de
produgdo de etanol a partir do caule e sabugo de milho sob condigdes termofilicas. Esterco
bovino foi utilizado como indculo. Os pesquisadores trabalharam com reatores em modo
batelada nos quais verificaram o efeito da temperatura (65 a 80°C) e pH. E em seguida,
empregaram um reator continuo de mistura (CSTR) com as condig¢des otimas obtidas nos
ensaios em batelada. Nos ensaios em batelada de temperatura, foi verificado que 70 °C foi a
condicdo em que maior quantidade de hidrogénio foi gerado. Durante essa temperatura, os
principais metabolitos foi o acido acético, o acido latico e etanol. Em relacdo ao pH, foi
relatado que o pH 7 foi o mais adequado nas condi¢cdes empregadas. Assim, o CSTR entrou
em operagdo a 70 °C e num pH 7. O reator foi operado durante 40 dias. Apo6s o sétimo dia o
reator apresentou uma produgdo estavel de hidrogénio, com uma média de 172 ml.g"!
SVadicionado. Na primeira fase, o reator operou sob um TDH de 4 dias. Quando o TDH foi
reduzido a 3 dias, houve um aumento da producdo de hidrogénio, mas uma reducdo do
rendimento (102,7 ml.g"' SVadicionado). O TDH retornou a 4 dias € novamente, o rendimento
atingiu maiores valores.

MOHAN et. al. (2011) avaliou a diversidade microbiana presente em um reator
em modo batelada seqiiencial (ASBR) utilizando residuos de destilaria (melago) como
substrato. O lodo que serviu como inoculo foi proveniente de uma planta de tratamento de
esgoto doméstico e industrial. Inicialmente, o reator operou com uma carga organica de 3,9
kg.DQO.m™. Apos atingir a estabilidade (em fungio da producdo de hidrogénio e da remogio
de DQO), a carga organica foi alterada (9,8 e 24,5 kg.DQO.m?3). O reator operou sob um
tempo de deteng@o hidraulica de 3 dias e sob a temperatura de 28 °C. Durante a fase inicial a
um TDH de 3 dias, o reator apresentou uma baixa producdo de hidrogénio (0,09 mol.m=3.d™"),
assim, o TDH foi alterado para 5 dias, modificando a carga organica de entrada (9,8
kg.DQO.m>) o que levou a um aumento da produ¢io de hidrogénio (0,14 mol.m=.d""). Sob
uma nova concentragio (24,5 kg. DQO.m>) e a um TDH de 10 dias, a produgdo de hidrogénio
apresentou essa tendéncia ascendente. Sob a ultima concentragio de 24,5 kg.DQO.m™ o TDH
foi elevado a 15 dias. A partir dessa fase houve decréscimo da producdo volumétrica de
hidrogénio em fungdo do consumo de hidrogénio para a producao de metano.

NASR et al.(2011) utilizaram vinhaca proveniente de processamento de etanol

a partir de cana-de-actcar (thin stillage) como substrato para avaliar a produgdo de hidrogénio
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em reatores operados em modo batelada. Os reatores possuiam um volume de liquido de 250
mL. O pH inicial foi ajustado com HCI e NaCOs a 5,47. Os pesquisadores ainda verificaram o
efeito da aclimatizag¢do do lodo para a producdo de hidrogénio. O lodo utilizado foi recolhido
de um digestor anaerobio de uma estacdo de tratamento de agua residuaria municipal. Uma
parte do lodo passou apenas por tratamento térmico antes de ser empregado (70 °C por 30
minutos) enquanto que outra parte também foi submetida a adaptagdo a produgdo de
hidrogénio. A aclimatizag¢do consistiu em empregar o lodo tratado termicamente num sistema
continuo e com glicose (30 g.L") o qual foi operado durante 10 dias até que fosse verificada a
produgdo de hidrogénio. Além disso, os pesquisadores estudaram a razdo substrato/biomassa
(lodo) de 0,5; 1; 2; 4; 6 ¢ 8 gDQO.g"'SSVinsculo para ambos os casos. Os pesquisadores
verificaram que quanto maior a razdo de substrato empregada, maior era a produgdo de
hidrogénio, tanto a producdo cumulativa quanto o rendimento de hidrogénio. Em relagdo aos
lodos empregados, o lodo aclimatizado se mostrou mais eficiente que o lodo anaerdbio que
apenas passou unicamente pelo processo de tratamento térmico. O lodo aclimatizado produziu
19,5 L Ho.L! vinhaga, ja o lodo ndo aclimatizado produziu apenas 7,5 L H».L*!' vinhaga.
Ainda, foi verificada uma variacdo da faixa de concentracdo de substrato 6tima em func¢ao da
aclimatizacdo do lodo. Para o lodo aclimatizado, concentracdes mais elevadas foram
favoraveis (3 — 6 2.DQO. SSVinsculo) enquanto que o lodo ndo aclimatizado atingiu um melhor
resultado sob uma concentracdo mais baixa entre 1 € 2 g.DQO. SSVinsculo.

Em um trabalho posterior, NASR et al. (2012) avaliaram o tratamento da
vinhaca através de um processo de duplo estagio: primeiro a etapa produgdo de hidrogénio
seguida de producdo de metano. Eles verificaram que num processo separado, ha um
rendimento de produ¢io de metano de 0,33 L CHa.g™! DQOudicionada, 20 invés de 0,26 L CHs.g"
' DQO4dicionada Obtido durante a operagdo em um Unico estagio. Levando-se em consideragdo o
processo acidogénico para a producdo de hidrogénio, NASR et. al (2012) avaliaram trés
relagdes substrato/inoculo: 4, 6 ¢ 8 g.DQO. SSVinsculo. Foi verificado um aumento da
producdo de hidrogénio de 47 a 62 mL.h"' quando se variou a relagdo de 4 a 6 g.DQO.
SSVinsculo. Porém, sob a concentragdo de 8 g.DQO. SSVinsculo houve um decréscimo da
produgdo de hidrogénio a 28 mL.h".

Empregando vinhaca de arroz, ROY et al. (2012) estudaram o comportamento
de uma cultura mista termofila para a producao de hidrogénio. O lodo anaerdbio passou por
um pré-tratamento térmico seguido de tratamento quimico com 2- bromo etano sulfonato. A

vinhaca foi submetida a fermentacdo em reatores em modo batelada com variagdo de pH,
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concentragdo de substrato e temperatura. A melhor condicdo se deu na temperatura de 60 °C,
pH 6,5 e concentra¢do de 10 g.L".

WICHER et al. (2013) empregaram reatores em modo batelada a fim de avaliar
a influéncia da concentrag@o de residuo de destilaria para producao de alcool a partir de milho
na produ¢do de hidrogénio. Além disso, os autores verificaram a influéncia da concentragao
de inoculo e pH no sistema. Foi utilizado como in6culo um lodo anaerébio proveniente de
uma estagdo de tratamento de esgoto municipal. Para efeito de andlise de concentracdo de
inoculo foram empregadas concentracdes equivalentes a 10%, 15% e 20 % de volume de
indculo por volume de reator. Os testes foram realizados em temperatura ambiente. A
elevagdo da porcentagem de indculo no meio levou a uma menor producdo de hidrogénio nos
ensaios em batelada. Entretanto, quando a concentragdo de substrato era aumentada havia um
acréscimo na producdo de hidrogénio. Segundo os autores, em altas concentragdes de inoculo,
ha um direcionamento a formacdo de biomassa do que para a producdo de hidrogénio. De
todo modo, variando a relacdo entre a concentracdo de residuo e volume de inoculo foi
possivel direcionar a producdo 6tima de hidrogénio. Na analise do efeito do pH, WICHER et
al. (2013) desenvolveram sistemas sem controle de pH (4,6 — 4,8) e outros dois sistemas com
controle a 5,5 e a 6,0. Nos experimentos com controle foi verificado um direcionamento para
a producdo de acido butirico. A melhor condi¢do de producdo de hidrogénio se deu sob a
concentragdo de vinhaga na propor¢ao em volume de 20 % e na propor¢ao de indculo de 10
%. Nessas condigdes foi produzida uma vazio de 1 L Hao.L'.

Outro efluente de destilaria com origem no arroz foi utilizado por MISHRA E
DAS (2013). Foi utilizada uma cultura pura de Enterobacter cloacae 1IT-BT 08. Os ensaios
foram realizados em reatores em modo batelada e sob a temperatura de 37 °C e pH inicial de
7,5. O pH foi mantido através de solu¢des de NaOH e HCI. Na fase inicial foi feito um estudo
para avaliar o impacto da adi¢do de cinco diferentes nutrientes: extrato de levedura, extrato de
malte, FeSO4, MgSO4 ¢ CuCl,. E numa etapa seguinte o efeito da interacdo de pH, substrato
¢ temperatura. Foi verificada uma producdo de hidrogénio méaxima de 2,6 mol Ha.kg!
DQOreduzida € foi obtida sob o pH 7,5 e concentragdo de substrato de 40 g.L"!. Quando se fez a
adicdo de extrato de levedura e extrato de malte foram atingidos valores mais elevados de
produgdes de hidrogénio: 5,85 molH2kg'DQOreduzida € 4,48 molH2.kg ' DQOreduzida,
respectivamente.

LAZARO et al. (2014) estudaram o efeito da temperatura (37 °C e 55 °C) e da
concentra¢do de vinhaga de cana-de-agtcar (2 — 12 g.DQO.L) para a produgédo de hidrogénio
em reatores em modo batelada. Os pesquisadores observaram que a temperatura de 55 °C
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apresentou melhores resultados de rendimento de hidrogénio (2,31 mmolH2.g ' DQOcfuente) €m
relagdo a temperatura de 37 °C (2,23 mmolH2.g ' DQOkfiuente).

BUITRON et al. (2014) empregaram vinhaga de tequila para a producdo de
hidrogénio e metano em processos duplo-estagio (SBR-UASB). Variando a concentracao de
vinhaga entre 5 g DQO.L! ¢ 16 g DQO.L"! ¢ utilizando um lodo tratado termicamente. Eles
obtiveram uma produg¢io volumétrica de hidrogénio de 57,4 mLH>.L-!.h"!' sob a concentragdo
de 16 g¢.DQO.L! € TDH de 6h. A produgdo de metano no reator UASB empregou o efluente
da parte acidogénica. Nessa etapa foi obtida uma producio de 11,7 mLCH4.L-".h"! no TDH de
24 h. A remoc¢do de matéria organica aliando as duas etapas variou entre 73-75%.

GAHDE et al. (2014) avaliaram o uso da ultra-sonificagdo como pré-
tratamento da vinhaca de cana-de-agiicar empregada substrato a producdo de hidrogénio. O
uso do ultra-sonificador teve a intencdo de romper estruturas complexas presentes na vinhaca
de modo a facilitar a sua degradacdo. A densidade ultrasonica foi utilizada como pardmetro
(0; 0,05; 0,1;0,15 € 0,2 W.mL-") bem como diferentes concentra¢des de entrada (40, 50, 60,
70 ¢ 80 g.L"). Os materiais resultantes da sonificagdo foram colocados em frascos de 125 mL
para operagdo em batelada sob temperatura de 37°C. Através de ferramentas estatisticas foi
estimada a condicdo otima para a producdo de hidrogénio. A melhor condi¢do para a
produgio de biogas foi sob a concentragio de 56 g.L! e densidade ultrasonica de 0,12 W.mL-
1 quando foi obtido o rendimento de 10,95 mmolH2.g'DQO e a produgdo volumétrica de
6,67 mmolH2.L'".h"!. Em relagdo a amostra de controle, o uso do pré-tratamento da vinhaga
com a ultra-sonificac¢do resultou num aumento de 101% do rendimento de hidrogénio.

SANTOS et al. (2014a) realizaram um estudo empregando o reator termofilico
(55°C) de leito fluidizado para avaliar producao de hidrogénio a partir de vinhaga de cana-de-
agtcar na concentragdo de 10 gDQO.L!' e numa condig¢do de vinhaga bruta de 30 gDQO.L-.
Como inoculo foi empregado lodo termofilico proveniente de reator UASB do tratamento de
vinhaga. Os pesquisadores verificaram que quando o reator sob menor concentragdo
apresentou melhores resultados atingindo um rendimento de 2,86 mmolH.gDQO ! agicionada SOb
o TDH de 6 h. Quando a concentragdo foi aumentada o rendimento maximo obtido foi
reduzido a 0,79 mmolH2.gDQO agicionada. Em outro experimento também em reator
termofilico de leito fluidizado, SANTOS et. al. (2014b) avaliaram concentragdes
intermediarias de vinhaga: 15 € 20 gDQO.L-'. Da mesma forma que no experimento anterior,
a concentragdo menor apresentou um rendimento de hidrogénio melhor que o de maior
concentragdo, atingindo 2,23 mmolH2.gDQO  agicionada,. Os autores em outro estudo

empregaram uma concentragdo menor de 5 gDQO.L"!' para avaliar baixas concentragdes de
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vinhaca como fator na produ¢do de hidrogénio. O rendimento de hidrogénio atingiu 5,73
mmolH2.gDQO adicionadano TDH de 4 h.

Em outro reator continuo, FERRAZ et al. (2014) estudaram a producdo de
hidrogénio em reator de leito fixo em condigdes termofilicas (55°C) a partir da vinhaca de
cana-de-agucar. Foi avaliada a varia¢do da carga organica de 36 a 108,6 kgDQO.m>.d"!. A
inoculacdo foi natural e o melhor resultado foi atingido na carga organica de 72,4 kgDQO.m"
3.d"" e sob o TDH de 12 h. A partir de uma andlise estatistica foi verificado que nas condigdes
de trabalho aplicadas a melhor configuragdo para a producdo de hidrogénio se daria sob o

TDH de 10 h e carga organica de 84,2 kgDQO.m3.d"".

3.10 Uso de co-substratos

Como se pode ver pelos trabalhos citados anteriormente ¢ possivel produzir
hidrogénio a partir de residuos complexos como aguas residudria de destilaria. Porém, a
presenca de possiveis compostos inibitoérios em residuos provenientes de destilaria pode
apresentar uma barreira ao processo de digestdo anaerobia apesar de sua rica quantidade de
matéria organica. Os compostos organicos de alto peso molecular também podem ser um
empecilho a se obter boas taxas de degradagdo em residuos de destilaria, os quais sdo
degradados com dificuldade. Assim, € possivel realizar um periodo de aclimatacdo a fim de
adaptar o ambiente aos substratos complexos. Em pequenas quantidades, o meio microbiano
pode se adaptar ao residuo complexo ou aos compostos inibitorios (CAMARILLO E
RINCON, 2012).

Segundo CHEN et al. (2008), a adaptacdo do meio microbiano ¢ importante,
pois pode aumentar tanto a tolerancia aos compostos toxicos presentes como também pode
aumentar a biodegradabilidade desses compostos. CHEN et al. (2008) sugerem ainda que
quatro métodos de adaptagdo sejam utilizados: enriquecimento dos organismos que podem
degradar os compostos toxicos; inducdo de enzimas especificas para a degradacao; engenharia
genética e saturacdo com substratos preferenciais antes da mudanga a um substrato mais
toxico. Assim, uma das formas de se adaptar o meio para a digestdo anaerdbia pode ser feita
através do uso de uma mistura de substratos, sendo que um deles ¢ de facil assimilagdo pelos
microrganismos.

A mistura de substratos ¢ uma forma empregada a fim de maximizar a
producdo de biogas quando se ha a necessidade de se adaptar a comunidade microbiana ao

meio. Cria-se, entdo, um ambiente favoravel ao desenvolvimento dos microrganismos, com a
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presenga de substratos simples e nutrientes. A adicdo gradual de um novo substrato mais
complexo tende a ser facilitada diante da adaptagdo prévia dos microrganismos. Segundo XIA
et al. (2012), normalmente um co-substrato ¢ adicionado a fim de melhorar o tratamento ¢ a
disponibilidade das matérias organicas mais refratarias para a degradacdo microbiana.

TAWFIK e EL-QELISH (2014) empregaram a mistura de dois substratos
organicos para a produ¢do de hidrogénio em reator anaerdbio segmentado (baffled reactor):
residuos alimenticios e agua residudria de cozinha. Ambos sdo residuos obtidos no ambiente,
mas se inserem nesse contexto devido ao uso de um substrato orgdnico como complementar
aos nutrientes do processo. Os residuos foram misturados em propor¢des ndo controladas a
fim de atingir a concentragdo desejada, uma carga organica variando entre 29-47 g DQO.L"'d"
! ¢ numa razdo de dilui¢do 1:2, 1:3 e 1:4 (relagdo residuos alimenticios/agua residuaria de
cozinha). Foi obtido um rendimento méaximo de 142,5 mL H.g'DQOremovida Na relagio de
diluicao 1:3.

Alguns dos estudos citados anteriormente que em empregaram residuos de
destilaria como MOHAN et al. (2008), BUITRON ¢ CARVAJAL (2010) ¢ NARS et al.
(2011) realizaram um pré-adaptacdo do lodo para a produgdo de hidrogénio antes da
introducdo direta de vinhaga, porém, ndo empregaram o uso concomitante da vinhaga e de
outro substrato para a producdo de hidrogénio. SYDNEY et al. (2014) realizaram um estudo
para avaliar a utilizacdo de vinhaga de cana-de-acticar em reator em modo batelada a partir de
dois lodos organicos diferentes: fezes de morcego e lodo de lagoa de estabilizagdo de uma
fazenda para produgdo de leite. Previamente, os pesquisadores analisaram a viabilidade da
produgdo de biogas a partir de vinhaga em tubos de ensaio de 15 ml. Em fun¢do dos baixos
valores de produgdo obtidos foram adicionados co-substratos a fim de impulsionar a produgao
de biogas, assim: vinhaga+sacarose, vinhaca+melago de cana e vinhaga +caldo de cana. As
melhores condicdes foram entdo levadas a um reator em modo batelada de 1,5 L sob
temperatura de 37°C e o uso de vinhagatcaldo de cana. No experimento combinando
vinhaga+caldo de cana e o lodo fezes de morcego os autores observaram uma producao inicial
de acido butirico e acido latico. Em seguida houve uma mudanga do metabolismo para a
produgdo de acido propidnico. O conteudo de H> ficou em 29,55% ao fim da operagdo que
durou 5 dias. A outra condicao operada foi a de vinhaca+caldo de cana e lodo de lagoa. Nesse
caso também foi observada a producdo mista de metabdlitos, com formacdo de acido butirico,
acido acético e acido latico no primeiro dia de operacdo. No segundo dia houve consumo dos
metabolitos gerados e a diminuicdo da producdo de biogas. No quarto e sexto dia houve nova

producgdo dos acidos butirico e acético. Nessa condigdo o conteiido de H» foi 31,2%. A
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condicdo com lodo de fezes de morcego obteve um rendimento de hidrogénio de 7,14
molHz.mol 'sacarose enquanto que a condi¢do com lodo de lagoa obteve 3,66 molHz.mol
Isacarose. Esses trabalhos ilustram que o uso de outros substratos associado a outro mais

complexo pode impulsionar a producdo de biogas.

3.11. Consideracoes finais

Essa revisdo literaria apresentou as recentes descobertas em producdo de
hidrogénio bem como a base na qual esse segmento de pesquisa esta estruturado. Foram
consideradas a posi¢do do hidrogénio como possivel combustivel alternativo, as bases da
producdo de hidrogénio e os desdobramentos na area de producdo biologica desse gas.

Na area de producdo biologica de hidrogénio, na qual se insere essa pesquisa
de doutorado foram citadas as principais e mais recentes trabalhos, mostrando quais as
lacunas ou novos segmentos a seguir na area. Os principais fatores influenciadores do
processo foram apresentados tendo em vista que ainda ndo hd afirmacdes absolutas sobre
essas condi¢des (pH, inoculo, temperatura, tipo de substrato) visto que cada condicdo
apresentada pode levar a diversos questionamentos.

No que se refere ao tipo de substrato, umas das grandes vantagens da produgao
biolodgica de hidrogénio ¢ a ampla variedade de fontes organicas. Em especial, devem-se citar
os residuos industriais os quais encontram nesse processo uma forma de reducdo do grau
poluente com também podem agregar valor na forma de energia recuperada. Um desses
substratos ¢ a vinhaca, residuo da producdo de alcool em destilarias. Devido ao seu alto
potencial orginico e o grande volume gerado anualmente, esse residuo se torna uma

importante alternativa de substrato a geracao de biogas.
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O escopo do trabalho de pesquisa foi a producdo de biogés a partir de vinhaca
em reator anaerobio de leito fluidizado. Assim, foram empregados ao longo do estudo trés
reatores com diferentes condigdes operacionais. Dois reatores foram mantidos durante 364
dias, sendo que cada fase operacional teve uma duragdo média de 40 dias. O terceiro reator foi
operado por 210 dias. As condi¢des operacionais das fases foram baseadas na concentracao de
vinhaca na alimentacdo e no tempo de detencdo hidraulica aplicado. A figura 4.1 ilustra o

fluxograma experimental de atividades. Havia mudanga de fase a medida que os dados de

CAPITULO 4

MATERIAL E METODOS

consumo de carboidratos redutores totais e de producao de biogas eram estabilizados.

Ajuste dos parametros
do reator: vazdo de
recirculagdoe
alimentacgdo, preparo do
material suporte.

Mudangas de fases:
variagdo da composicdo
da dgua residuaria
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Figura 4. 1 Fluxograma do procedimento experimental

Partida do reator: modo
batelada 96 h




4.1 Reator anaerobio de leito fluidizado

A figura 1 ilustra o esquema dos reatores empregados. Foram utilizados trés
reatores de leito fluidizado construidos em acrilico com as seguintes dimensdes: altura (151
cm), didmetro (3,1 cm) e volume total (1452 mL). A argila expandida foi o suporte de
imobiliza¢do dos microrganismos empregado (d = 2,8 — 3,35 mm; p = 1,50 g.cm™; vinf = 1,24

cm.s™). Os reatores foram operados em temperatura ambiente.
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Figura 4. 2 Esquema basico do reator anaerobio de leito fluidizado
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4.2 Inoculo

Nesse experimento uma cultura mista foi empregada como inoculo. Assim, foi
utilizado um lodo obtido de um reator UASB operado para o tratamento de agua residudria de
suinocultura, fornecido pela UNESP-Campus Jaboticabal. Antes de ser inoculado no reator, o
lodo passou por um tratamento térmico a fim de ativar as células acidogénicas. Esse
tratamento consistiu no aquecimento do lodo até que a temperatura atingisse 90°C. Nessa
temperatura ele era mantido durante 10 minutos e, em seguida, era colocado em um banho de
gelo até que a temperatura atingisse 25°C segundo método proposto por MAITINGUER et al.
(2008) adaptado de KIM et al. (2006a). Como as arquéias metanogénicas sdo bastante
sensiveis as altas temperaturas, esse prévio tratamento teve o objetivo de inibir a acdo desses

microrganismos.

4.3 Agua residuaria

A alimentag@o dos reatores foi feita inicialmente com glicose e em seguida a
vinhaca era adicionada proporcionalmente ao longo das fases até que a vinhaca fosse a unica
fonte orgénica.

Durante este experimento foi utilizada uma vinhaga recolhida na Usina Sao
Martinho S.A. Essa vinhaga foi estocada e congelada para utilizagio ao longo do
experimento. A Tabela 4.1 ilustra as principais caracteristicas fisico-quimicas da vinhaga
empregada. A vinhaga in natura possuia uma concentragdo média de 30 g.DQO.L" a qual era
diluida a fim de atingir a carga organica aplicada em cada reator: R5 (5 g DQO.L™"), R10 (10
g DQO.L") e R15 (15 DQO.L™Y).

Tabela 4. 1Principais caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca

Parametros Vinhaca in natura
pH 5,00
Acidos volateis totais (mg.L!) 3012
Alcalinidade total (mg CaCO3.L") 292
N - total (mg.L") 244
P- total (mg.L") 3796
SO42 (mg.L") 1400 mg.L"!
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A glicose foi escolhida como substrato de partida. Essa adaptacdo inicial do
reator com glicose foi adotada a fim de condicionar os reatores a produgdo de hidrogénio
antes da introducao da vinhaca.

Além do lodo suino e do substrato orgédnico foram adicionados nutrientes
necessarios ao crescimento celular através do meio nutritivo proposto por DEL NERY (1987)
de acordo com a Tabela 4.2. A fim de controlar o pH do meio entre 4 e 5, acido cloridrico e

bicarbonato de s6dio também foram utilizados como solugdo tampao.

Tabela 4. 2 Composi¢ao do meio nutritivo segundo DEL NERY (1987)

Composto Concentragio (mg.L™")
Ureia 125,0
Sulfato de Niquel 1,0
Sulfato ferroso 5,0
Cloreto férrico 0,5
Cloreto de calcio 47,0
Cloreto de cobalto 0,08
Oxido de selénio 0,07
Fosfato de potassio monobasico 85,0
Fosfato de potassio dibasico 21,7
Fosfato de sodio dibasico 33,4

4.5 Procedimento de partida

Primeiramente foram feitos os ajustes das vazdes das bombas de alimentagdo e
recirculacdo dos reatores fluidizados. A velocidade empregada foi 1,3 vezes maior que a
velocidade minima de fluidizagdo (vmf) para a argila expandida (1,24 cm.s!). A vif da argila
expandida foi obtida em ensaios hidrodinamicos prévios que ndo foram incluidos nesta tese.

O material suporte utilizado foi separado de acordo com a granulometria
desejada através do peneiramento das particulas. Foi escolhida uma granulometria entre 2,8 e
3,3 mm. Foi feita uma lavagem com agua corrente a fim de eliminar as particulas com

diferentes densidades e foram eliminadas as particulas sobrenadantes. Essa lavagem visa a
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uniformizar as particulas de modo que quando em operagdo nao houvesse variacdo do leito do
reator devido a presenca de particulas com diferentes densidades nem o desprendimento
dessas particulas do reator.

A partir de uma altura inicial fixa foi calculada a massa de particulas necessaria
e foi feito o recheio do leito. Apos o preenchimento do reator com as particulas foi dada a
partida dos reatores.

A partida dos reatores consistia no preparo da alimentacdo que foi calculada
com base no volume do reator (1452 ml). Assim, foi preparado um volume de solu¢do que
preenchesse o reator ¢ as mangueiras acopladas e ainda houvesse um residual para uma
possivel perda. Foram preparados 5 litros de solugdo de alimentagdo contendo o lodo (500
mL), glicose e meio nutriente. Em seguida, o pH da solucdo era ajustado de modo que
atingisse um valor maximo de 5. O sistema foi ligado em modo batelada e nitrogénio foi
aspergido no headspace e na alimentag@o do reator de modo a manter as condigdes anaerdbias
do sistema.

No inicio os reatores operaram em modo batelada durante 96 h. Esse periodo
teve o objetivo de imobilizar a biomassa as particulas, sendo utilizada uma unica solugdo de
alimentacdo e lodo nas concentragdes citadas nos itens anteriores. Apds 96 h o sistema
fechado foi aberto e colocado em modo continuo. Durante essa etapa havia o controle do pH e
do consumo de carboidratos redutores totais. Apenas quando o sistema apresentou consumo
de carboidratos, indicando que houve eficiéncia no processo, ¢ que foi feita abertura do
sistema.

O trabalho foi dividido em duas etapas: 1* etapa — uso de uma mistura de
substratos (glicose e vinhaca) como fonte organica. Na 2* etapa os reatores foram alimentados
unicamente com vinhaga.

Durante a primeira etapa houve a variacdo do conteudo de vinhaga (0, 25, 75 e
100 %) na alimentacdo sob o tempo de detencdo hidraulica constante de 6 h. Na segunda
etapa houve a variagdo do TDH em 4, 2 ¢ 1 h e a opera¢do de uma unica concentragdo de
vinhaga (100 %) na alimentacdo do reator. A tabela 2 ilustra as etapas experimentais.

A estratégia de iniciagdo do reator a partir do uso de um substrato simples,
glicose, teve o intuito de propiciar ao reator uma condicdo favoravel a producgdo de
hidrogénio. A medida que havia uma estabilizagdo dos pardmetros operacionais era feita a
variagdo do conteudo de vinhaca na alimentacdo de 0 a 100%. Em ambas as etapas, os

reatores operaram sob temperatura ambiente.
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Tabela 4. 3 Etapas experimentais para os reatores R5(5gDQO.L") e R10(10g.DQO.L™)

Substrato TDH (h)

100 % glicose 6

1* Etapa 75% glicose; 25 % vinhaca 6
25% glicose; 75 % vinhaga 6

100 % vinhaca 6

100 % vinhaca 4

2% Etapa 100 % vinhaga 2
100 % vinhaca 1

A fim de analisar o comportamento de concentragdes maiores de substrato,
também foi operado um reator na concentragdo de 15 g.L”! como ilustrado na tabela 4.4. Esse
reator denominado de R15 passou por trés fases de acordo com a propor¢ao glicose/vinhaga
empregada: 100% de glicose, 50% glicose-50%vinhaca e a ultima fase com 100 % de
vinhaga. O reator, diferentemente do R5 ¢ R10 foi iniciado sob um TDH de 8 h. Essa opgao

por um TDH mais alto foi devido a maior carga organica adicionada ao reator.

Tabela 4. 4 Etapas experimentais para o reator R15 (15gDQO.L™")

Substrato TDH (h)
100 % glicose 8
50 % glicose; 50 % vinhaga 8
100 % vinhaca 8

4.5 Métodos analiticos
As analises empregadas neste estudo se basearam nos principais parametros

comumente empregados para analisar processos de digestdo anaerdbia e tratamento de

efluentes.

63



4.5.1 Determinacio de carboidratos redutores totais

A composicao de carboidratos redutores totais foi realizada de acordo com DUBOIS et al.

(1956).

4.5.2 Analises fisico-quimicas

O pH, a demanda quimica de oxigénio (DQO), so6lidos totais (ST), solidos
suspensos totais fixos (SF) e solidos suspensos volateis (SSV) foram analisados de acordo

com o Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (1998).

4.5.3 Determinacao de acidos volateis e alcoois

As determinacdes dos acidos orgénicos e alcoois foram realizadas através de
cromatografia liquida de alta precisio HPLC SHIMADZU em método desenvolvido pelo
Laboratorio de Processos Biologicos- EESC-USP. A fase movel era através de H>SO4 0,005
M e temperatura de trabalho a 50 °C e fluxo de 0,5 mlL.min'. O equipamento possuia um
amostrador automatico (HT SIL- 20 A), uma coluna (CTO- 20 A) sob 43 °C, um detector de
indice de refracdo (RID-10 A), um controlador de sistema (SCL- 10AVP) e uma coluna de
HPX- 87 H Aminex (300 mm, 7,8 mm Bio-Rad).

4.5.4 Anilise da composiciao dos gases

A determinagdo do gas hidrogénio foi realizada através de cromatografia
gasosa. O cromatografo utilizado foi um Shimadzu GC- 2110 localizado no Laboratdrio de
Controle Ambiental II (UFSCar). O cromatografo é equipado com detector de condutividade
térmica apresentava as seguintes temperaturas: forno (30 °C); coluna (200 °C) e detector (230
°C). O géas de arraste utilizado foi 0 argbnio a 21,9 cm.s™.

A coleta da amostra era feita na saida superior dos reatores. Foram recolhidas

Iml de amostras do gés formado através de uma seringa “gas tight” com trava as quais eram
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condicionadas através da lavagem com o proprio biogas antes do recolhimento da amostra
para andlise. Essas amostras eram entdo injetadas no cromatografo para o mapeamento dos

componentes presentes.

4.5.5 Quantificacio da producio de hidrogénio

A produgdo volumétrica de hidrogénio foi medida por meio de um medidor
MilliGas-counter da Ritter. A medicdo era realizada a partir da saida superior do reator. Era
acoplado em série ao reator um recipiente contendo uma solugdo de hidroxido de sodio sob
pH 12 e em seguida o medidor de hidrogénio. Era medido o volume de biogés produzido por
unidade de tempo. Em seguida, em funcdo dos dados de porcentagem obtidos por
cromatografica gasosa eram calculados o volume de hidrogénio gerado pelo reator por

unidade de tempo.

4.6 Biologia molecular
4.6.1 Extraciao do DNA. PCR e DGGE

Ao final de cada etapa de operagdo dos reatores R5 (5 gDQO.L') e R10
(gDQO.L") foram coletadas amostras do meio suporte com biofilme por meio de
amostradores distribuidos lateralmente ao longo dos reatores (Figura 4.2). Essas particulas
foram lavadas 3 vezes com solucdao de PBS (NaCl, KCIl, Na,POH4, KH2POs) e centrifugada
por 3 minutos a 3000 RPM a fim de desprender a biomassa aderida ao material suporte.
Também foi feita agitacdo manual a fim de desprender biomassa aderida ao tubo apds
centrifugacao.

A extracdo do DNA gendmico da biomassa foi feita por meio da lise celular de
acordo com metodologia de GRIFFTHS et al.(2000). Para tal procedimento foram
empregadas pérolas de vidro (glass beads), solugdo de fenol, cloroformio e solu¢do tampao.

Os fragmentos de RNAr 16S foram amplificados através da reacdo de cadeia
em polimerase (PCR) cujos primers usados foram os seguintes: 968FGC-1401R para o
Dominio Bacteria (NUBEL et al., 2006) e Parch519fGC-Arch915r para o Dominio Archaea
(VISSERS et al. (2009).

O produto da amplificagcdo da PCR foi entdo submetido a eletroforese de gel

com gradiente desnaturante (DGGE) para ambos os dominios, Bacteria e Archaea a fim de
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separar os fragmentos do DNA amplificado. Foi empregado gradiente linear de desnaturante
de 45-65% (100% desnaturante: 7 M uréia e 40% (v/v) formamida deionizada). As condi¢des
da corrida foram de 75 V e 60 °C durante 16 h. Os perfis de bandas obtidos foram
visualizados em cémara com transiluminador Eagle Eye III TM (Stratagene) a 254 nm e as
imagens capturadas por meio de software Eagle Vista. Foi utilizado o software Bionumerics
2.5 para o calculo do coeficiente de similaridade (correlagdo de Pearson) a partir do perfil de
bandas. O agrupamento foi realizado com o UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Average).

4.6.2 Clonagem e Sequenciamento do gene RNAr 16S

Para a realizacdo da clonagem e sequenciamento foram coletadas amostras da
biomassa nas fases de operacdo em que se obteve melhor produgdo de hidrogénio e metano.
Para a clonagem e determinacdo da sequéncia RNAr 16 s foi utilizado o primer 27F-1100R
(LANE, 1991) para o dominio Bacteria e primer 21F-Arch958R para o dominio Archaea
(VISSERS et al., 2009). O vetor pGEM® Easy Vector System (Promega) foi empregado e
transformado em célula competente de Escherichia coli. O DNA clonado foi entdo submetido
a PCR empregando os primers M13F e M13R.

Os produtos de PCR foram encaminhados a Macrogen® (www.macrogen.com) para a
analise das sequéncias de nucleotideos. Essas sequéncias foram comparadas com o banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)e do
Ribosomal Database Project ( http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch)

As arvores filogenéticas foram desenvolvidas através do software MEGA 6.0
empregando o método “neighbor-joining”. No método foi utilizada uma analise Boostrap
com 1000 replicagdes. As sequéncias desse estudo estdo depositadas no GenBank com

namero de acesso entre KM820898 ¢ KM820906.
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a serem apresentados sdo os dados médios das analises em cada
etapa para cada reator. A variacdo da composicdo da agua residuaria e a variacao do tempo de
detencdo hidraulica foram tomados com pardmetros de comparacdo entre as fases para os
reatores R5 (5 g.DQO.L!) e reator R10 (10g.DQO.L"). No reator R15 apenas houve
comparac¢do da variacdo da composic¢ao glicose/vinhaca (0%,50% e 100 de vinhaca). Para a
analise da comunidade microbiana a fase com melhor comportamento para a producdo de

biogas foi escolhida entre os reatores R5 e R10.

5.1 Carboidratos redutores totais

Na primeira fase de operagado I (0%, 6h), a glicose foi a unica fonte de carbono
empregada. Deste modo, todos os aglicares presentes na alimentacdo eram provenientes da
glicose adicionada. Apos a introducdo da vinhaca na fase II (25%,6h) e 111(75%,6h), a fonte
de carbono era parcialmente da glicose e dos carbonos provenientes da vinhaga. Por fim,
somente os carboidratos provenientes da vinhaga serviram como substrato organico para os
microrganismos da fase IV (100%, 6h) em diante.

As figuras 5 e 6 mostram a concentracdo de carboidratos redutores totais
afluente e efluente e a porcentagem de conversdo ao longo das etapas do experimento.
Durante a primeira etapa, a propor¢do de vinhaca na alimentagio dos reatores variou de 0% a
100% (0, 25, 75, 100 %) sob um TDH de 6 h.

A estratégia de iniciar a operacdo dos reatores com substrato simples como a
glicose teve o objetivo de condicionar o reator a producdo de hidrogénio tendo em vista que a
vinhaca ¢ um residuo industrial de natureza complexa. Essa complexidade dos residuos de
destilaria ¢ devido a presenca de algumas substancias toxicas tais como os compostos
fenodlicos que podem inibir a fermenta¢do biologica da vinhaga (RIBAS, 2007). Como
reportado por CHEN et al. (2008) pode-se aumentar a tolerancia e a biodegradabilidade de
compostos toxicos através da adaptacdo prévia do meio microbiano. CHEN et al. (2008)
sugerem que quatro métodos de adaptacdo podem ser utilizados: enriquecimento dos

organismos que podem degradar os compostos toxicos; inducao de enzimas especificas para a
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degradagdo; engenharia genética e saturacdo com substratos preferenciais antes da mudanga a

um substrato mais toxico. Neste estudo, a tiltima estratégia foi adotada.
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Figura 5. 2 Conversdo de carboidratos redutores totais no R10 (10 g.L")
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Na fase I (0%, 6h) toda a fonte organica era proveniente da glicose adicionada.
A conversdo média para o reator R5 (5 g.L-1) foi de 72 % e para o reator R10 (10 g.L!) de 81
%. Apos a fase II (25%, 6h) a vinhaca foi adicionada ao afluente na propor¢do de 25 % da
carga organica. Em fun¢do dessa mudanca, houve uma queda na concentracio de carboidratos
redutores totais visto que parte da carga organica da vinhaga ndo ¢ composta unicamente de
carboidratos, assim, havia uma queda natural dessa porcentagem de carboidrato. Entretanto,
houve um aumento do consumo de substratos que atingiu 83 % e 93 % no RS e R10,
respectivamente. Esse comportamento pode ser atribuido a menor disponibilidade de
carboidratos no meio. Essa tendéncia ndo foi verificada quando se aumentou a carga de
vinhaga para 75 e 100 % nas fases III e IV, respectivamente. A conversao de carboidratos caiu
para 56% no R5 (5 gDQO.L') e para 55 % no R10 (10 gDQO.L") na fase IV (100 %
vinhaga). Quando a vinhaga passou a condi¢cdo de substrato principal, questdes relativas ao
poder recalcitrante do residuo podem ter dificultado o consumo dos carboidratos presentes
pelos microrganismos.

Na segunda etapa de operagdo foi realizada a reducdo do tempo de detencdo
hidraulica para 4, 2 e 1 h. Como ndo houve variacdo da composicao da alimentagdo, ou seja,
vinhaga foi 100 % da carga organica, ndo houve variagao significativa da concentragio inicial
de carboidratos totais redutores a qual permaneceu estavel. Assim, a taxa de consumo
permaneceu estavel apesar da variagdo do TDH e, consequentemente, da taxa de
carregamento organico. Porém, a conversdo na ultima fase apresentou valores distintos entre o
R5 e R10. No R5 (5 g.L!), diante da variagdo do TDH de 2 a 1 h, foi verificada uma queda no
consumo de carboidratos de 60 a 40 %. Ja no R10 (10 g.L!), houve um aumento no consumo
de 46 a 61 %. Esse comportamento antagbnico mostra que condi¢des de grandes dilui¢des
(baixos tempos de detencdo hidraulica) podem favorecer o consumo de substrato quando a
vinhaga ¢é a unica fonte organica.

Poucos trabalhos realizados com vinhaga ou efluentes similares realizaram o
mesmo processo de adaptagdo do reator a produgdo de hidrogénio através da adigdo gradual
de substrato complexo e substrato simples. Assim, ndo ha dados na literatura que possam ser
comparados no que se refere ao consumo de carboidratos redutores.

Quando se analisa com trabalhos para a producdo de hidrogénio a partir de
substratos simples tem-se que os valores médios de consumo de carboidratos na fase I (0%,
6h) foi abaixo do esperado: R5 (72 %) e R10 (81 %). LIN et al. (1999) obtiveram consumos
de carboidratos na faixa de 99%. FANG et al. (2002) obtiveram consumo de 90 % também
sob o TDH de 6 h. OH et al. (2003) obteve 99 % de consumo de glicose em reatores em modo
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batelada. Empregando reatores de leito fluidizado realizados com o mesmo tipo de lodo tem-
se SHIDA et al. (2009) com conversoes entre 92,06 e 98,08%. AMORIM et al. (2009) com
conversdes acima de 90%. BARROS et al. (2010) obtiveram conversdes entre 70,50 e
96,30%. REIS et al. (2011) atingiram conversdes de 90 % sob TDH de 6 h.

Trabalhando com vinhaga proveniente do processo de producdo de tequila,
ESPINOZA-ESCALANTE et al. (2009) obtiveram diferentes taxas de consumo de agucares
redutores totais em fungdo das condigdes operacionais empregadas. Os pesquisadores
variaram o pH, a temperatura e o TDH e assim, através de situacdes de planejamento
experimental otimizaram as melhores condi¢des para, entre outros dados, o melhor consumo
de carboidratos redutores. Segundo os autores o TDH ¢ o fator maior importante para essa
variavel. No pH 4,5, temperatura mesofilica de 35 °C e TDH de 1 dia os pesquisadores
obtiveram um consumo de 65,4 %, porém no pH 6,5, temperatura de 55 °C e TDH de 5 dias
foi possivel atingir 100 % de consumo de substrato. O valor médio de consumo de substrato
obtido quando se utilizou somente vinhaca IV(100%,6h) foi 56 % para o R5 e 54 % para o
R10. As diferencas podem ser atribuidas as diferentes condi¢des aplicadas e aos diferentes
in6culos empregados.

Diferentemente do trabalho de ESPINOZA-ESCALANTE et al. (2009) em que
o TDH foi fator preponderante, a variagdo do TDH na segunda fase teve influéncia pouco
pronunciada na conversdo de carboidratos.

A fim de avaliar uma concentragdo de vinhaga mais elevada na alimentacao foi
também empregado um novo reator sob a concentragdo de 15 g.L"!' e sob o tempo de detengio
hidraulico de 8 h. A figura 5.3 ilustra o comportamento do consumo de carboidratos em
fun¢do do aumento da concentrac¢do de vinhaga na alimentacao.

A estratégia de inicio com glicose também foi executada, porém, ja se partiu a
uma concentragdo maior de vinhaca na segunda etapa (50%). Em fungéo disso é esperada essa
reducdo dos carboidratos redutores a medida que se adiciona vinhaga ao sistema. Porém,
houve um aumento do consumo de carboidratos na segunda etapa (50% Glicose/50% Vinhaca)
atingindo valores em torno de 80%. Esse consumo se manteve estavel na etapa em que

vinhaga foi o tnico substrato no reator R15 (15 g.DQO L1).
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Figura 5. 3 Conversdo de carboidratos redutores totais no R15 (15 g.L")

5.2 Demanda quimica de oxigénio

As figuras 7 e 8 apresentam o perfil de remoc¢do média de demanda quimica de
oxigénio em funcdo das fases de operacdo. Em processos fermentativos acidogénicos, a
remog¢ao de DQO costuma ser pequena, em torno de 20 % tendo em vista que parte matéria
organica consumida é convertida em acidos orgénicos, uma pequena parte ¢ convertida em
biomassa e diéxido de carbono. Assim, apenas em processos metanogénicos, costuma-se ter
remocgdo de DQO acima de 80 %.

Na figura 7, observa-se que a medida que se introduz vinhaca na primeira fase,
ha uma queda do percentual de remogdo de DQO no R5(5gDQO.L"). Mesma tendéncia foi
verificada na figura 8 para o R10 (10 gDQO.L™).

Na fase 1(0%,6h) e fase 11(25%,6h) a remogao média de DQO foi de 23% para
ambos os reatores. Entretanto, quando a vinhaga se torna o substrato organico majoritario, a
partir da fase 11(75%,6h), ¢ verificada uma queda do percentual de remo¢ao de DQO em torno
de 6 %. A vinhaga, devido a presencga de compostos organicos de alto peso molecular os quais
sdo pouco biodegradaveis, apresenta uma dificuldade de remo¢ao de DQO da mesma forma

como no consumo de agucares redutores totais (SEARMSIRIMONGKOL et al., 2011).
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MOHAN et al. (2008) obtiveram remocdes de DQO em torno de 70 % ao
trabalharem com reator em modo batelada seqiiencial sob um TDH de 24 h.
SEARMSIRIMONGKOL et al. (2011) obtiveram uma remog¢ao de 27, 30 e 32 % também em
reator em modo batelada seqiiencial nas diferentes concentragdes, 20 (TDH =13), 40
(TDH=16), 60 (TDH=32) g.L-1, respectivamente.

A baixa taxa de remogdo de DQO também pode ser atribuida aos baixos
tempos de detengdio hidraulica empregados neste estudo: 6, 4, 2 ¢ 1 h. Aguas residuarias
complexas em geral necessitam de um tempo maior a fim de que ocorra a degradagdo 6tima
do material.

Da mesma forma foi avaliada a remogdo de DQO no R15 diante da variagdo da
alimentacdo entre glicose e vinhaca. A figura 5.6 ilustra o comportamento do consumo de
carboidratos em fungdo do aumento da concentragdo de vinha¢a na alimentagdo. A alta
complexidade da vinhaga e da alta carga ficou evidenciada pelo baixo valor de redugdo de

DQO pelo sistema que variou entre 3 € 6 %.
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Figura 5. 6 Demanda quimica de oxigénio no R15 (15 g.L")
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5.3 Producao de biogas

5.3.1 Contetdo de hidrogénio

As figuras 5.7 e 5.8 ilustram a composi¢cdo média do biogas formado pelos
reatores R5 (5 gDQO.L!) e R10 (10 gDQO.L) nas fases estudadas. Na fase 1(0%,6h) apenas
glicose era a fonte orgénica e o biogas foi formado unicamente por hidrogénio e dioxido de
carbono. Esse comportamento permaneceu na fase 11(25%,6h) e na fase I11(75%,6h) apesar da
introducdo de vinhaca na alimentacdo. Na fase [V(100%,6h) quando unicamente a vinhaga era
a fonte organica houve uma mudanca na produgdo do biogas com o aparecimento de metano.
Como consequéncia, houve uma diminui¢do do contetido de hidrogénio no biogas que passou
de 27 % na fase 1(0%,6h) a em torno de 12 % na fase IV(100%,6h). No reator R10 o contetido
de biogas teve um comportamento estavel entre as fases I e IV variando entre 24% a 32 %.

Todavia, também houve aparecimento de metano na fase I'V.
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Figura 5. 7 Contetido de biogas nas fases operacionais no reator R5 (5 gDQO.L)
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A partir da fase V (100%,4h) houve a reducdo do TDH e queda do percentual
de Hz no biogas. Atingindo valor minimo de 5 % no reator R5 (5 gDQO.L™!). O percentual de
metano variou entre 31 % e 41 % neste reator. Na ultima fase sob o TDH de 1h, houve a
cessdo da producio de metano pelo reator, de modo que o conteudo de H» se reestabeleceu e
chegou a 34 %. No reator R10 (10 gDQO.L") a produc¢do de metano persistiu apesar da
reducdo do TDH, mesmo sob condi¢des hidrodindmicas mais turbulentas como no TDH de 1

h. A concentragdo variou entre 14 % e 31 %, sendo maximo na fase VI sob o TDH de 2 h.
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Figura 5. 8 Contetido de biogas nas fases operacionais no reator R5 (5 gDQO.L)

Durante a producao fermentativa de hidrogénio o ponto chave ¢ a inibicdo da

etapa metanogénica a fim de que o hidrogénio formado ndo seja consumido para a formacao
de metano. Estima-se que para a produgdo de um mol de metano sejam consumidos quatro

moles de H> segundo a equagdo (1):

4 H, + CO2 —» CH4+2 H2O (Equagdo 1)
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Duas vias podem levar a formacao de metano: a via acetoclastica a partir de
acido acético e metanol (microrganismos metanogénicos acetoclasticos ou acetotroficos) e a
via hidrogenotrofica a partir de H> (microrganismos consumidores de hidrogénio ou
hidrogenotroéficos).

Dentre as formas de controle da atividade metanogénica tem-se a manutengdo
do pH em condicdes acidas e o tratamento do indculo a fim de inativar os microrganismos
metanogenicos (OH et al. 2003). Em geral, as arqueias metanogénicas sdo inibidas em pH
abaixo de 6. Entretanto, ha trabalhos que ilustram a produ¢do de metano em pH baixo. KIM et
al. (2006a) realizaram um estudo acerca da influéncia do pH na atividade das metanogénicas
utilizadoras de hidrogénio. Segundo os autores, o metano formado partiu das bactérias
consumidoras de hidrogénio, as quais, entretanto, sdo comumente inibidas em pH abaixo de
5,0. Assim, as bactérias-consumidoras de hidrogénio sdo mais tolerantes as condigdes acidas
do que outros microrganismos produtores de metano.

Da mesma forma que a manutencao do pH em condi¢des acidas ndo € garantia
da inativa¢do dos microrganismos metanogénicos, o tratamento térmico do inoculo também
ndo ¢ conclusivo. A exemplo, os microrganismos acetoclasticas podem sobreviver a choques
térmicos, levando ao consumo de hidrogénio para formagdo de acido acético (OH et al.,
2003). O acido acético formado ¢ entdo convertido a metano. No presente estudo, apesar de
ter sido realizado o tratamento térmico do inoculo (90°C por 10 min) a producdo de metano
ndo foi inativada ap6s a fase [V (100%, 6h).

O substrato organico € outro fator que pode afetar a comunidade microbiana, e
assim, modificar os produtos finais no biogas. A depender da fonte orgénica utilizada pode
haver um favorecimento de determinadas comunidades microbianas. No presente estudo foi
verificada a variacdo da composi¢do do biogas quando houve a mudang¢a do substrato
organico empregado de uma mistura glicose/vinhaca (fases I (0%,6h), II, (25%,6h), III
(75%,6h) para uma composi¢dao de somente vinhaga (fase IV (100%, 6h). A mudanca de
glicose, substrato simples e de facil degradag@o para a vinhaga, um substrato complexo levou
o reator de uma fase acidogénica para uma condicdo metanogénica. Sendo assim, um
indicativo que comunidades metanogénicas antes inibidas encontraram condi¢des 6timas para
o seu desenvolvimento. Do mesmo modo, Xia et al. (2012) utilizando ensaios em batelada
verificaram que o uso de um co-substrato facilitava a conversao de celulose em biogas e que
havia uma pré-disposi¢do de alguns microrganismos por determinados substratos. Assim, com
uma mistura de celulose/xilose houve consumo de 31 % da celulose com produgao de metano

enquanto que na mistura celulose/glicose esse consumo foi de 16 % com producdo de
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hidrogénio. Entretanto, quando somente celulose foi utilizada, ndo houve consumo do
substrato. CHAGANTI et al (2012) verificaram que o uso de misturas de carboidratos
(glicose/xilose) foi melhor ao rendimento de hidrogénio que o uso de culturas separadas de
glicose e xilose.

Ainda na questdo do substrato, TOKUMOTO e KASHIWAGI (2012)
verificaram que havia uma mudanca do tipo de fermentagao a partir de glicerol em fun¢do da
varia¢do do carboidrato utilizado como co-substrato organico promotor da fermentagdo. Para
os autores a produgdo de metano é favorecida em escala decrescente por: galactose, acido
galacturonico, manose, arabinose e glicose. Ademais, a adi¢do de glicose pode favorecer as
bactérias produtoras de hidrogénio em detrimento dos microrganismos metanogénicos,
gerando, assim, maior volume de hidrogénio. No mesmo estudo, os autores verificaram que a
glicose atua como promotor da fermenta¢do do glicerol, aumentando o consumo do glicerol
em comparagdo a experimentos em que o glicerol ¢ a unica fonte organica. Realizando um
paralelo com o presente estudo, quando foi realizada a troca gradual de glicose por vinhaca
houve uma alteracdo na composicdo do biogas com o aparecimento de metano na fase IV
(100%,6h). Nesta fase foi retirada a parcela de glicose e somente vinhaga foi a fonte organica
para os reatores R5 (5 g.L ') e R10 (10 g.L).

Segundo OH e MARTIN et al. (2014) a disponibilidade de glicose no sistema,
ou de carboidratos em geral, pode facilitar ou dificultar a presenca de determinadas
populacdes no meio. Assim, quanto maior a fragdo molar de glicose, mais dificil ¢ a
manuten¢do de microrganismos hidrogenotréficos, todavia aumenta as chances de presenca de
microrganismos acetoclasticos. De modo contrario, quanto menor for a disponibilidade de
glicose pelo sistema, maior a capacidade de desenvolvimento de arqueias hidrogenotroficas.
Como foi apresentado no item anterior, o contetido de glicose no sistema diminuia a medida
que se adicionava vinhaga na alimentagdo. Essa variacdo do substrato, pode ter possibilitado a
adaptacdo das arqueias no sistema,

Do mesmo modo que neste estudo, outros trabalhos realizados com residuos
provenientes de destilaria também verificaram a producdo de metano conjunta com
hidrogénio. ESPINOZA-ESCALANTE et al. (2008) verificaram a produgdo de metano
juntamente com hidrogénio ao empregaram vinhaca do processamento de agave para
producdo de tequila. Apesar do pH mais baixo (4,5), houve condicdes para a produgdo de
metano. BUITRON e CARVAJAL (2010) também ao empregarem a vinhaca de Tequila para
a produgdo de hidrogénio verificaram a producao de gas metano (35-44%) concomitante com

a producdo de hidrogénio quando se empregou o TDH de 24 h. Eles verificaram que quanto
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maior a concentracdo de vinhaca, maior o percentual de metano atingido. De acordo com os
autores poderiam existir microrganismos metanogénicos ja presentes na vinhaca e que diante
da fonte de acidos organicos e Hz produzidos pelo reator encontraram um ambiente propicio
ao desenvolvimento. Com a diminui¢do do TDH pela metade a 12 h, a produgdo de metano
foi cessada. Possivelmente, os microrganismos metanogénicos eram lavados do reator sob
essa condicdo hidrodinamica. SEARMISIRIMONGKOL et al. (2011) também produziram
metano sob uma condicdo acidogénica. Foi verificado que quanto maior a carga organica
aplicada, menor o percentual de metano gerado. Assim, sob uma concentragao de 20 gDQO.L"
!, a0 se diminuir o TDH de 32 a 13 h, a porcentagem média de metano caia de 37 % a 6,5 %,
enquanto que o conteudo de hidrogénio atingia um maximo de 29,6 %. Segundo os autores,
essa supressdo de metano foi devido ao sistema apresentar um meio favoravel a etapa
acidogénica com alta produgdo de acidos volateis. Além disso, a presenga de compostos
xenobidticos presentes na vinhaga poderiam ser um dos fatores inibitorios para a produgdo de
metano quando a carga se tornou elevada. No presente estudo, de modo similar, com a
diminui¢do do TDH de 2 a 1 h, a producdo de metano pelo reator R5 cessou. A partir de outro
residuo complexo, THANWISED et al. (2012) ao estudarem a producdo de hidrogénio a partir
da agua de residuaria de tapioca verificaram a produg¢do de metano durante o processo
acidogénico. De acordo com os autores, o aumento da concentragcdo de metano (0,63 a 3,7 %)
no biogéas gerados em trés diferentes TDH foi possivel devido a presenca de arqueias
metanogénicas no processo, no qual elas podem ter sobrevivido e se adaptado a produzir
metano em baixos TDH. Segundo os autores, metanogénicas tolerantes ao pH acido
(Methanobacteriaceae, Methanomicrobiales ¢ Methanosarcinaceae) sdo capazes de sobreviver
em pH 4.,4.

O aparecimento de metano durante o presente estudo a partir da fase
IV(100%,6h) pode ser atribuido a presenca de arqueias metanogénicas no proprio residuo de
vinhaga. A vinhaga recolhida na industria pode carregar consigo esses microrganismos oS
quais diante de condi¢des favoraveis de desenvolvimento como a presenga de acidos
organicos podem ter encontrado o ambiente favoravel ao desenvolvimento apesar das
condi¢des de baixo pH e TDH. De acordo com HWANG et al (2004) se as metanogénicas,
em especial as metanogénicas hidrogenotroficas, estiverem ativas em reatores acidogénicos, o
processo de produg@o de hidrogénio tende a falhar tendo em visto que o hidrogénio pode ser
convertido em metano.

Apesar de ser um fator limitante para a producdo de hidrogénio, a geracdo

conjunta de metano pode ser uma alternativa aos processos em duplo-estagio a fim de
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otimizar a produgdo de metano. E possivel também agregar valor ao metano produzido
conjuntamente com hidrogénio nos processos acidogénicos. A exemplo, essa mistura de gases
¢ chamada por alguns de hitano, uma mistura em volume de 20 % de H» e CH4 e patenteada
por Hydrogen Consultants Inc (Bauer e Forest, 2001). Segundo BAUER e FOREST, a
presenga de hidrogénio no gas natural utilizado como combustivel veicular ajuda no
desempenho do motor e ajuda na diminuicao da emissdo de gases poluentes. Assim, a geracao
bioldgica conjunta de metano e hidrogénio pode servir como nova fonte para esta mistura de
combustiveis.

Além da variagdo da concentragdo de vinhaca e¢ do tempo de detencdo
hidraulica nos reatores R5 ¢ R10, também foi avaliada a produgdo de biogas no reator R15 (15
g.L). A figuras 5.11 ilustram a composi¢do do biogas diante do aumento da porcentagem de
vinhaga no reator.

Com a variagdo da composi¢do da alimenta¢do de 100% de glicose para uma
mistura de 50 % glicose e 50 % vinhaca foi verificada uma diminuicdo do conteudo de
hidrogénio no biogas que passou de 22 % a 9% de H>. Quando a vinhaga se tornou o Unico
substrato houve um reestabelecimento nessa composi¢do e atingiu 36 % de Ho.
Diferentemente dos reatores R5 e R10, ndo houve geracdo de metano. O reator R15 foi

mantido por um tempo menor de tempo (152 dias) e sob um TDH maior (8 h).
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Figura 5. 9 Conteado de biogés no reator R15 (15 g.DQO.L') sob TDH de 8 h
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5.3.2 Producao volumétrica de H: e rendimento de H:

As figuras 10 e 11 ilustram a produgdo volumétrica de hidrogénio e o
rendimento de hidrogénio em funcdo da carga organica adicionada para as fases empregadas
nos reatores R5 e R10.

Em ambos os reatores a producao volumétrica de Hz apresentou uma queda em
virtude da adi¢@o de vinhaca na alimentacao dos reatores. Isso indica que os reatores sofreram
impacto no que se refere a adicdo de um substrato complexo. Em trabalho prévio realizado,
empregando o mesmo tipo de reator e indculo e utilizando glicose como substrato organico,
REIS e SILVA obtiveram uma produgdo volumétrica de hidrogénio maxima de 0,4 L.h'!.L"!
na mesma condi¢do de TDH de 6 h. Esse valor ¢ trés vezes menor ao obtido no presente
estudo sob o TDH de 6 h no reator R5 na fase em que se empregou somente glicose bem

como na fase que havia uma mistura 75% glicose-25% vinhaga (0,13 L.h-!.L ).

(8]
w
(=)
o
~|
o

—©—HY-R5 =@—PVH-R5

§2.00 & - 0.80
g
'8 2,50 - 0,50 ;
S T
I L)
X 2,00 H - 040 ©
g 8
= 1,50 o030 £
T =2
g g
Q Q
£ 1,00 - 0,20 '8,
[] =
£ 3
g 0,50 010 °
g S .

0,00 0,00

1 (0%,6h) I1(25%,6h) 1l (75%,6h) IV (100%,6h) V [100%,4h) VI (100%,2h) VIl (100%,1h)

Fases operacionais (% vinhaca, TDH)

Figura 5. 10 Produgédo volumétrica de H> e rendimento de Hz no reator R5 (5 gDQO.L1)

O rendimento de hidrogénio em fun¢@o da carga orgénica aplicada apresentou
um comportamento irregular ao longo das etapas de adigdo de vinhaga (I-V,6h). Os reatores
apresentaram entre si, também, um comportamento distinto. No R5 (5 g.DQO.L!) o

rendimento de hidrogénio atingiu um pico quando a vinhaga foi 75% da carga organica,
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atingindo 3,07 mmolH2.gDQOagicionada. Assim, observa-se que a glicose agiu como agente
propulsor do consumo da matéria organica presente. Todavia, em virtude do aparecimento do
metano, esse rendimento caiu de modo significativo na IV (100%, 6h), atingindo 0,3
mmolH2.gDQO  agicionada. No R10 (10 g.DQO.L') também foi verificado um pico de
rendimento na fase 11(25%,6h) e em virtude do aparecimento de metano, houve a redugdo em

torno de 50 % na fase IV(100%,6h).
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Figura 5. 11 Produgdo volumétrica de Hz e rendimento de Hz no reator R10 (10 gDQO.L)

Ap6s a introdugdo gradativa da vinhaca através do auxilio de um co-substrato
sob um TDH fixo de 6 h e uma taxa de carregamento organico média de 20 kg.DQO.m?3.d"!
no R5 e de 40 kg. DQO.m>.d"!, no R10 foi feita a redu¢do do TDH a 4, 2 e 1 hora a fim de
verificar a condi¢ao 6tima de operacdo do reator anaerdbio operando unicamente com vinhaga
como fonte organica para a producdo de biogas.

Foi verificado no reator R5 (5 gDQO.L') um aumento da produgdo
volumétrica de hidrogénio com a diminui¢do do TDH a 4, 2 e 1 h em virtude do aumento da
produgdo volumétrica de biogas, independentemente da produgdo concomitante de metano. A
produgio volumétrica de hidrogénio variou de 0,01 a 0,57 L.h"!.L"'. Porém, diante da presenca
de metano nas fases IV (100%, 6h), V(100%,4h) e VI(100%,2h) o rendimento de hidrogénio

foi reduzido em mais de 80 %. Na fase VII(100%,1h) houve o desaparecimento da producao

81



de metano e o rendimento de hidrogénio do reator operado com vinhaga aumentou aos dados
da primeira fase em torno de 1,96 mmolH2.gDQO'DQOudicionada. Isso indica o bom
rendimento do reator anaerobio de leito fluidizado para a producdo de hidrogénio a partir da
vinhaca de cana-de-acucar quando a producdo de metano ¢ inibida. O melhor rendimento
quando se operou o reator unicamente com vinhaca foi de 1,96 mmolH2.gDQO agicionada.

O reator R10 (10 g.DQO.L") foi progressivamente diminuindo a produg¢io
volumétrica de hidrogénio a medida que se diminuia o TDH. E importante ressaltar que o
metano persistiu em todas as fases que a vinhaga foi o Unico substrato organico. Da mesma
forma, o rendimento de hidrogénio apresentou uma tendéncia de queda com a diminui¢do do
TDH. O valor minimo foi obtido na fase VII (100%, 1 h) atingindo 0,02 mmolH2.g
"DQOudicionada. Sob 0 TDH de 1 h, ao contrario do que ocorreu no reator R5, ndo houve a
interrupg¢ao da producdo de metano.

A figura 5.12 ilustra a producdo de biogas e o rendimento de hidrogénio no
reator R15(15gDQO.L"). A alta concentragdo aplicada nesse reator ndo foi favoravel a
producdo de hidrogénio diante da introdu¢do de vinhaca ao sistema. Como verificado na
situagdo em que tem-se 50 % glicose/50 % vinhaca tanto a produgdo volumétrica quanto o
rendimento de H2 sofreram uma redu¢ao em torno de 50 %, sendo mais brusco esse efeito no
rendimento. SANTOS et al. (2014 a) também verificaram esse comportamento quando foi
feita o aumento da carga organica do sistema de producdo de H» a partir de vinhaga de cana-
de-agticar em reator anaerobio fluidizado termofilico. Os pesquisadores observaram uma
redu¢do do rendimento de hidrogénio de 2,86 a 0,79 mmolH2.g"'DQOxdicionada quando

aumentaram a concentragdo de vinhaga de 10 g.L"! a 30 g.L"!
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Figura 5. 12 Produgdo volumétrica de H, e rendimento de Hz no reator R15 (15 gDQO.L") sob
TDH de 8 h.

A Tabela 5.1 apresenta uma comparagdo entre os trés reatores empregados em
relacdo aos seguintes pardmetros: taxa de carregamento organico, producdo volumétrica de
hidrogénio, rendimento de hidrogénio e conteudo de biogds. Analisando o comportamento
geral dos reatores observa-se que a melhor produg@o volumétrica foi obtida sob a condicao de
TDH de 1 h e com uso de vinhaga como tunica fonte de carbono na concentracdo de 5
g.DQO.L!. O melhor rendimento de hidrogénio foi obtido também para o reator R5 (5
g.DQO.L") sob 0 a condi¢do em que havia 75% de vinhaca e 25% de glicose sob o TDH de 6
h. Em todas as fases operacionais o reator RS se sobressaiu sobre os demais a excecdo da fase

IV(100%,6h) no reator R10.
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Tabela 5. 1 Comparacdo da producdo volumétrica de H> e do rendimento de hidrogénio nos

reatores R5 (5 g DQO.L 1), R10 (5 g.DQO.L") e R15 (5 g.DQO.L™).

R5 TCO tedrica TCO real PVH HY HY
(5gDQO.LY) (kg/m?.d) (kg/m?.d) (L/h/L) (mmolH,/ (mmolH,/
gDQOxdicionada) gD QO emovida)

1 (0%,6h) 20 46,95 0,13 3,02 18,66
1T (25%,6h) 20 46,99 0,13 3,07 14,74
1T (75%,6h) 20 46,99 0,09 2,12 34,27
IV (100%,6h) 20 46,99 0,01 0,34 4,87
V (100%,4h) 30 75,85 0,03 0,41 3,07
VI (100%,2h) 60 155,66 0,05 0,35 1,96
VII 100%,1h) 120 310,13 0,57 1,96 18,37
R10

(10gDQO.L™1)
1 (0%,6h) 40 93,90 0,10 1,19 4,80
1T (25%,6h) 40 93,98 0,12 1,32 5,46
1T (75%,6h) 40 93,98 0,11 1,25 6,60
IV (100%,6h) 40 93,98 0,07 0,76 5,74
V (100%,4h) 60 151,71 0,04 0,28 1,75
VI (100%,2h) 120 311,33 0,04 0,14 1,23

VII (100%, 1h) 240 620,27 0,02 0,04 0,32

R15

(15¢.DQO.L1)
100 % Gli 45 80,82 0,019 0,15 4,09
50 % Gli/Vin 45 82,29 0,005 0,04 0,33
100% Vin 45 76,40 0,011 0,10 0,65

Os resultados obtidos nesse estudo estio de acordo com a literatura em
produgdo de hidrogénio a partir de residuos complexos.

Empregando agua residuaria de industria de laticinios, MOHAN et al. (2008b)
observaram a diminui¢do do rendimento de H, de 0,018 a 0, 010 mmolH2. g'DQOadicionada
em fungdo do aumento da carga aplicada de 2,4 a 4,7 kg.m>.d"'. GAHDE et al. (2014)
verificaram um rendimento de 10,95 mmolH2. g'DQOremovica na melhor condigdo de
produgdo de H> a partir de agua residuaria de laticinios. Em comparagdo com o presente
estudo, na melhor condi¢@o para a geragdo de biogas foi obtido um rendimento em termos de
carga organica removida de 18,37 mmolH2. g'DQOremovida Na fase VII no reator R3.

A partir de residuos de destilaria, BUITRON et al. (2010) sob 35 °C ¢ TDH de
12 h atingiram um rendimento de 0,36 mmolH>.gDQOr"!' (17mLH,.gDQO!.d""). MOHAN et
al. (2011) atingiram 1,60 mmolH2.g'DQOremovida. SEARMSIRIMONGKOL et al. (2011)
obtiveram 6,77 mmolH2. g'DQOremovida €m reator operado em modo batelada sequencial.

FERNANDES et al. (2010) obtiveram um rendimento maximo de 25 mmolH2.g ' DQOadicionada
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em ensaio em Dbatelada para geracdo de biogéds a partir de vinhaca de cana-de-agucar.
INTANOO et al.(2012) em reator em modo batelada sequencial atingiram rendimento de 3,70
mmolH2. g'DQOremovida SOb a temperatura de 55 °C a partir de residuos de destilaria.
MISHRA e DAS (2014) obtiveram um rendimento maximo em reator em modo batelada para
producio de hidrogénio a partir de vinhaga 5,85 mmolH2. g"'DQOremovida quando se adicionou
levedura ao sistema a fim de impulsionar a fermentagdo. LAZARO et al. (2014) em reatores
operados em batelada atingiram rendimentos méaximos de 2,23 mmolH2. g"'DQOadicionada SOb @
temperatura de 37 °C e de 2,31 mmolH2. g'DQOxdicionada SOb a temperatura de 55 °C.

A Tabela 5.2 apresenta alguns dados relativos a produgdo biologica de
hidrogénio a partir de efluentes provenientes de dguas residuarias de destilarias de alcool e de

bebidas.
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Tabela 5. 2 Trabalhos em produgdo de H> a partir de residuos de destilaria/agucar nas condi¢des 6timas para a geragao de biogas

Producao
Inoculo, TDH, pH, Rendimento Principais
Reator Substrato Concentracio volumétrica Referéncia
pré-tratamento Temperatura de H: metabdlitos
de H>
Lodo de UASB, 6,90
9,6 26 HAc, HBu, HLA, MOHAN et al.
ASBR tratamento ED 24 h, 6, 28 °C mmolH,.gDQO-
kg.m>.d"! mmolH2.d"! EtOH (2008a)
térmico+acido 1 rem~d>1
Cepa isolada de 101 60°C, 0,53 VATSALA et al.
Batelada E.D - HAc, HBu, EtOH
efluente de ETE gDQO.L! s/controle g Ho.L''h! (2008)
Lodo de biodigestor - 64 5 8307 ESPINOZA-
Batelada V.A - HAc, HBu
tratamento de cerveja 2.DQO.L1 dias;5,5;55°C mL H» ESCALANTE et al.(2009)
16,8
HAc, HPr, HBu,
Lodo de UASB - 3 mL H,.gDQO.d"! 50 BUITRON
ASBR ) V.A 12 h; 5,5;35°C HiBu, EtOH,
tratamento de cerveja gDQO.L! (8,4mL mL H,.L'Lh! e CARVAIJAL (2010)
Acetona
H>.gDQO™)
Lodo de tanque
60 172 mLH,.gDQO" HAc, HPr, HBu,  SEARMSIRIMONGKOL et
ASBR anaerobio, E.D. 16 h; 5,5;37°C 0,55 L.h!
kg.m3.d"! ! removida HVal al. (2011)

tratamento térmico
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Continuacgado. Tabela 5.2 Trabalhos em producdo de H> a partir de residuos de destilaria/agticar nas condigdes Otimas para a geragdo de biogas

Inoculo, Producao
TDH, pH, Rendimento Principais
Reator pré- Substrato Concentracao volumétrica Referéncia
Temperatura de H2 metabdlitos
tratamento de H:
Lodo bovino 15
o ) 789,1 QIU et al.
CSTR biodigerido ED gDQO.L'(50% 4 dias; 7; 70°C 172 mL.g"'SSV L HAc, HLa, EtOH @011)
mL.d
enriquecido volume)
Lodo de 1,6
10 dias;7- 0,32 MOHAN et al.
ASBR estagdo de V.C 24,5 kgDQO.m3 mmolH,.gDQO" -
7.3;28°C mol Hy.m3.d"! (2011)
tratamento, Lem
Lodo de CSTR 15 19,5 NASR et al.
Batelada ) ) E.D -:5,47;37°C - -
acidogénico gLt L H.Luinhaca™ (2011)
Lodo de
ASBR biodigestor, Residuo de 68 21,3 h;5,5; 130 ml H,.gDQOr 2100 HBu, HVal, INTANOO et al.
tratamento destilaria kg.m3.d! 55°C ! emovida mLH,.L'.d"! HAc,HPr,EtOH (2012)
térmico
Lodo de ETE,
180 ml 0,122 HBu, HAc, HPr, WICHER et al.
Batelada Tratamento V.M - -;5,5;37°C
. Hz.gDQO'lremovida L H,.L! EtOH (2013)
térmico
Lodo de UASB
de tratamento 2,31
) 1,8 HBu, HAc, LAZARO et al.
Batelada de dejeto V.C. -;5,5;55°C mmolH,.gDQO" -
gDQO.L! HPr,EtOH (2014)
avicola, Ladicionada
térmico
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Continuacgdo. Tabela 5.2 Trabalhos em producdo de H> a partir de residuos de destilaria/agticar nas condigdes Otimas para a geragdo de biogéas

Inéculo, Producio
TDH, pH, Rendimento Principais
Reator pré- Substrato  Concentracio volumétrica Referéncia
Temperatura de H: metabdlitos
tratamento de H:
Lodo de UASB 2,86
) 10 0,43 Hsu, HLa, HBu, SANTOS et al.
AFBR termofilico, V.C. 6 h;4,36;55°C mmolH,.gDQO"
' g.DQO.L! L.L-'h'! HAc, Hpr (2014a)
térmico Ladicionada
Lodo de UASB 2,23
15 6-1 h; 4,61-5,06; 1,49 HLa, HBu Hsu,, SANTOS et al.
AFBR termofilico, V.C. mmolH,.gDQO"
g.DQO.L"! 55°C L.L'h! HIBU, HAc, Hpr (2014b)
térmico Ladicionada
Lodo de UASB 5,73
4 h;4,61-5,06 0,78 Hsu, HLa, HBu, SANTOS et al.
AFBR termofilico, V.C. 5 mmolH,.gDQO"
) 55°C L.L'h! HIBU, HAc, Hpr (2014c¢)
térmico g.DQO.L"! Ladicionada
0,7 1023 mL H2.d
) ) Fermentagao 72,4 kgDQO.m" 12 h; 24-8h; HAc, EtOH,
Leito Fixo V.C mmolH,.gDQO" LL1(0,04 L.L FERRAZ et al. (2014)
natural 3471 55°C HBu, HVal,
ladicionada ! -h>1)
Lodo de
UASB- s Ih: 1,96 0.57 MeOH, EtOH,
AFBR tratamento de v.C ¢.DQO.L" 4.5: Ambiente mmolH,.gDQO" LI ht I—EIB\Lfla,llHIl}I/Ilfrl, Presente estudo

dejetos suinos,
térmico

1
adicionada

V.A: Vinhaga de agava; VC: Vinhaca de cana-de-agucar; V.M: Vinhaga de milho; E.D: efluente de destilaria; ASBR: reator em modo batelada seqiiencial; CSTR: reator

continuo de

mistura;

AFBR:

reator

anaerobio de

leito

fluidizado;

ETE; estacao de

tratamento de

efluente
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5.4 Metabolitos intermediarios

As Figuras 5.13 e 5.14 e Tabelas 5.3 e 5.4 ilustram dados referentes a
distribuigdo de metabolitos gerados pelos reatores R5 (52.DQOL") e R10 (10 gDQO.L-
1) durantes as etapas de variagdo da razdo glicose/vinhaca e de variagdo de tempo de
detencdo hidraulica. A Figura 5.15 ilustra a distribuicdo de metabolitos no reator R15

(15 gDQO.L).

% Metabdlitos soliveis produzidos

13,04

0,74
1948 18,08
1(6h,0%) 11(6h,25%) 111(6h,75%) IV(6h,100%) V(4h,100%) VI(2h,100%) VII(1h,100%)

MeOH © EtOH = HPr mHMal ®mHSu ®mHLac ®mHAc HiBu ®»HBu ®HivVal = HVal

Figura 5. 13 Metabolitos produzidos ao longo das etapas operacionais em valores
percentuais molares no reator R5 (5 gDQO.L")
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Tabela 5. 3. Concentragdo dos principais metabdlitos produzidos no reator R5 (5 g.L!)

HMal HSuc Hlac MeOH EtOH Hac HPr HIBu HBu Hival HVal

(mg.L")  (mgL') (mgL") (mgL') (mgL") (mgL') (mgL") (mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

1(0%,6h) n.d* n.d* 241.50+181 n.d* 640.81+40 199.93+128 65.72+16  78.02+19 10.80+3 90.484+34  94.90+55
1 I (25%,6h) 75.57€13  44.37+£37  64.73£32 n.d* n.d* 202.90+22 721.25+360 342.98+176 433.23+58  27.82+18  91.86+34
Etapa 11T (75%,6h) 194.80+59 22.84+14 117.12+£78 425.50+£90 353.61£69 191.02+37 460.84+102 305.34+£108 495.33+139 75.04+30 311.58+117
IV (100%,6h) 153.57+109 23.77+20  48.49+20 208.72+97 164.62+28 171.37+44 407.57+107 173.38£109 406.58+241 48.60+13 269.40+161
V (100%,4h) 237.77+£157 26.45+20 183.10+130 210.08+97 161.91£93 109.28+39 436.10+£150 177.38+85 386.56+178 94.88+33  153.47+83
Etapa VI (100%,2h) 208.66+70  14.06+3 244.20+152 193.24+75 11.34+5 103.85+44 322.49+93 253.48+125 363.25+111 400.98+203 215.59+92
VII (100%,1h)  422.43+128 13.90+2 28.78+9  224.84+46 178.00+81 120.09+36 334.77+53 363.68+87 331.88+185 13.01+2  204.98+92

*ndo detectado
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Na Figura 5.13 relativa ao reator R5(5gDQO.L') durante a fase
1(0%,6h), em que glicose foi a tUnica fonte de carbono, houve preponderancia da
producdo de etanol que foi mais de 50% SMP dos metabolitos gerados equivalente a
uma concentragdo de 640 mg.L"). Em seguida vieram os acidos acético e latico. A
produgdo de etanol em reatores acidogénicos alimentados com glicose ja foi observada
por BARROS e SILVA (2012) os quais obtiveram uma concentragdo em torno de 550
mg.L"! também sob o TDH de 6 h em AFBR preenchido com pneu triturado.

Na fase II (25%,6h) com o acréscimo de vinhaca e diminui¢cdo da parcela
de glicose na alimentacdo, houve uma mudanga nas rotas metabolicas verificada pela
mudan¢a do comportamento dos metabolitos gerados. Houve interrupg¢do da producdo
de etanol, queda da produgdo de acido butirico e aumento da producdo de acido
propidnico que atingiu 36 % SMP e concentragdo de 721 mg.L-!. A partir da fase II
(25%, 6h) também houve produgdo de 4cido madlico e acido succinico, porém em
menores percentuais. Quando a vinhaga se tornou o substrato principal na fase
I11(75%,6h), o etanol voltou a ser produzido pelo reator. Nesta fase também houve
producio de metanol numa concentra¢do de 425 mg.L! (28% SMP). Na fase IV(100%,
6h) os reatores se mantiveram estaveis em relagdo a fase anterior, ou seja, com uma
produgdo de solventes em torno de 38%, etanol ¢ metanol.

Durante a 2° etapa dos experimentos quando o reator estava adaptado a
utilizar vinhaga como fonte orgénica foi feita a reducao do tempo de detencdo hidraulica
de 6 a 4,2, e 1h Nafase V(100%,4h) a producdo de acidos orgénicos e alcoois se
manteve estavel, porém houve crescimento do percentual de 4cido latico no sistema. Ao
mesmo tempo, houve queda da producdo de etanol. Quando o reator parou de produzir
metano sob o TDH de 1h na fase VII, o etanol voltou a ser um dos principais
metabolitos formados.

Da mesma forma que o reator R5, também houve uma produgdo
majoritaria de etanol no reator R10 durante a primeira fase de operagdo com glicose e
TDH de 6 h como ilustrado na figura 5.1. A producdo de acido butirico também foi
significativa, atingindo 38 % SMP. O perfil de distribuicdo de metabolitos no R10 foi
muito similar que o reator R5 nas etapas seguintes, indicando que a escala de aumento
de concentragdo de 5 a 10 gDQO.L! ndo exerceu influéncia nas rotas metabolicas
seguidas pelo sistema. A excegdo do acido latico que durante a diminui¢io do TDH de 4
a 2 h mais que dobrou sua concentragio (de 862 a 1734 mg.L"). Na etapa de TDH de 1

h, essa producdo de acido latico caiu a quase 1% SMP, possivelmente, bactérias
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produtoras de lactato foram lavadas do reator na condigdo de baixo TDH. A
fermentagdo mista que se sucedeu apos a diminuicdo do TDH do ponto de vista
bioquimico ndo ¢ tdo estavel quando a fermentacdo do tipo etanol ou do tipo butirica

(REN et al. 1997).

% Metabodlitos solliveis produzidos

1(6h,0%) T1(6h,25%) 111(6h,75%) IV(6h,100%) V(4h,100%) VI(2h,100%) VII(1h,100%)

‘MeOH ~EtOH ~HPr ®=HMal ®HSuc ®Hlac ®mHac HIBu =HBu ®HiVal © Hval

Figura 5. 14 Metabolitos produzidos ao longo das etapas operacionais em valores
percentuais molares no reator R10 (10 gDQO.L")
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Tabela 5. 4 Concentragdo dos principais metabolitos produzidos no reator R10 (10g.L")

HMal HSuc Hlac MeOH EtOH Hac HPr HIBu HBu Hival HVal

(mg.L) (mgL') (mgL") (mg.L'") (mg.L") (mg.L")  (mgL')  (mgL") (mg.L")  (mgL') (mgL")

1 (0%,6h) n.d.* n.d.* 117.22493 n.d.* 1431.37+£395 279.11+111 154.78+44 222.36+52 2358.15+554 80.23+14  45.27+13
1? I (25%,6h)  126.25+38 25.95+14 238.36+162 n.d.* n.d.* 517.88+173 1068.13+93 602.46+309 675.73+371 146.08+41 286.37+66
Etapa  III (75%,6h) 313.22+122 81.10+11 210.92+132 592.92+165 594.44+89  260.97+92 678.73+178 391.47+116 654.24+254 65.34+36 425.83+184
IV (100%,6h) 277.72+172 44.74+10  94.83+39  560.79+66 530.53+£258 178.15+77 507.49+64 234.16+115 458.66+119 68.13+16 900.96+302
V (100%,4h) 412.48+187 60.22+38 862.61+672 464.34+259 428.17+262 153.51£86 632.77+210 371.76+285 752.89+467 98.33+72 323.27+119
Etapa VI (100%,2h) 393.53+£162 70.47+12 1734.67+257 543.98+257 45536177 159.57+54 491.68+134 523.61+255 560.26+332 90.97+36 287.65+167
VII (100%,1h) 606.34+122 20.14+4  90.14+66  431.06+98  591.14+88  144.25+29 511.01£70 484.17+79 948.05+£223  65.53+£5 403.47+124

*nao detectado
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A Figura 5.15 ilustra os metabolitos produzidos sob a concentragdo de 15
gDQO.L! sob o TDH de 8 h. Nessa condi¢do ja se percebe uma variagdo nos
metabolitos gerados pelo sistema em comparagdo ao reator RS ¢ R10. Ndo houve a
deteccdo de solventes como metanol e etanol, também ndo foi detectado acido
succinico. Todavia houve, mesmo que em baixas propor¢des, a producdo de acido
formico. Foi observada uma fermenta¢do mista sendo os principais: acido acético, acido
butirico, acido iso-butirico, acido valérico e 4acido propionico. Apesar da boa producdo
relativa de acido acético (15 a 18% SMP), ndo foi possivel atingir resultados de

producdo de biogas comparaveis ao R5 e R10.

% Metabdlitos solliveis produzidos

100 % Gli 50%G1i/50%Vin 100%6Vin

= HMal Hlac Hfor EHAc | HPr HiBu = HBu HVal

Figura 5. 15 Metabolitos produzidos ao longo das etapas operacionais em valores
percentuais molares no reator R15 (15 gDQO.L)

A produgdo de hidrogénio em todos os reatores estudados se deu de
modo intermitente ao longo das fases mesmo na presenga de um substrato complexo

como a vinhaga. E importante comentar que parte da matéria organica da vinhaga, ¢
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composta por acidos orgdnicos comumente produzidos por reatores anaerdbios. A
vinhaga utilizada neste experimento possuia, em média, em ordem decrescente os
seguintes acidos representados em percentagem molar: acido formico (27,04%), acido
latico (25,64%), acido malico (14,94%), acido isobutirico (12,02%). Em menor
proporgdo tem-se os seguintes: acido succinico (8,88%), acido propidnico (3,84%),
acido acético (3,21%), acido butirico (2,51%), acido iso-valérico (1,60%) e acido citrico
(0,30%). Os acidos ja presentes na vinhaga podem ter servido também como substrato
imediato para a formacdo de hidrogénio. Esse fato pode ser uma das razdes da
manuten¢do da producdo de hidrogénio mesmo apds a introdugdo de um substrato
complexo como a vinhaga.

Como foi comentado, durante a fase inicial I com apenas glicose, o
etanol foi o metabolito preponderante no R5 e R10. A produgdo de etanol é uma
producdo ainda controversa tendo em visto que alguns trabalhos indicam que a
producdo de etanol limita a producdo de hidrogénio enquanto que em outros se afirma
que pode coexistir a produgdo de etanol e hidrogénio.

Na rota tradicional de producdo de etanol, ele ¢ considerado um
metabolito prejudicial a processos acidogénicos tendo em vista que sua formacgdo
(Equacdo 7) ndo leva a producdo de hidrogénio e que sua formagdo poderia limitar a

geracdo de hidrogénio visto que substrato ¢ utilizado para sua formagao.

CsH1206 — 2 C2H50H + 2 CO; (Equacao 7)

Todavia, trabalhos recentes (WU et al.,, 2007; REIS e SILVA, 2011;
BARROS e SILVA, 2012) observaram que pode ser realizada a produ¢do concomitante
de etanol e hidrogénio sem que haja prejuizo na produtividade do reator. Uma rota
alternativa (Equacdo 6) foi langada (REN et al. 1997) como possivel desvio seguido

durante o processo acidogénico de producdo de hidrogénio e etanol:
CsH1206 + H2O — C2HsOH + CH3COOH + 2 Hz + 2 CO: (Equagdo 8)

Segundo REN et al. (1997) a fermentacdo do tipo etanol ¢ mais estavel

que a fermentacao mista.
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A partir da fase II (25%,6h) houve aumento da propor¢do de acido
propionico nos reatores. O dacido propidnico € prejudicial tanto a produgdo de
hidrogénio quanto para a produgdo de metano, pois consome o hidrogénio gerado pelo
sistema. De fato, durante a fase I1(25%,6h) houve diminui¢do do rendimento de
hidrogénio. Isso pode ser atribuido tanto a variagdo do substrato de uma forma mais
simples a um substrato mais complexo. E, em resultado, houve uma variagdo da
comunidade microbiana de modo a propiciar o surgimento de acido propidnico ¢ do
rompimento da produgdo de etanol.

Segundo a equagdo (9), para cada mol de acido propidnico gerado, sdo

consumidos 2 moles de hidrogénio:

CsH1206 + 2H2— 2 CH3CH2COOH + 2 H,O (Equagao 9)

WANG et al (2006) em estudo acerca da inibicdo de processos
fermentativos pelo 4acido propidnico, afirma que a geracdo de hidrogénio esta
relacionada a reagdo 2 NADH +2 H* — Ha + 2 NAD" catalisada pela hidrogenase sob
condicles anaerdbias estritas. O acumulo de NADH e menores cargas organicas vao
melhorar a produgdo de hidrogénio. Além disso, a geracdo de acido propionico é uma
forma de reduzir o NADH acumulado no processo. Assim, uma vez acumulado no
sistema, o equilibrio tende a ser deslocado no sentido de seu consumo, liberando acido
propionico.

YU et. al. (2002) também verificou quantidades consideraveis de acido
propionico ao produzir hidrogénio a partir de vinhaga do processamento de vinho de
arroz. Os autores contabilizaram 40 % de acido propidnico sob pH 4 dentre os
metabolitos gerados o qual decresceu a medida que o pH foi elevado para 6 (20%).

O metanol foi produzido em grande proporcdo a partir que a vinhaca se
tornou o substrato principal tanto no reator RS quanto no reator R10. Ainda nao ha uma
rota clara acerca do processo de producdo deste alcool em reatores anaerobios para a
producdo de hidrogénio e nem se ha algum efeito deletério na geragdo de biogas.
Entretanto, algumas indicagdes podem ser feitas.

Clostridium butyricum, uma espécie bastante comum em processos
fermentativos para a producdo de hidrogénio € capaz de fermentar alguns substratos

com geragdo de metanol. SCHINK e ZEIKUS (1980) verificaram que algumas espécies
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sdo capazes de formar metano a partir da fermentacdo da pectina por Clostridium
butyricum além de Erwinia chrysanthemi.

A maior produgdo de metanol apresentada pelos reatores pode ser um
indicativo do aparecimento de metano no biogas o qual foi gerado partir da fase
IV(100%,6h) quando foi retirada a glicose e vinhaga passou a ser o substrato principal.
Segundo GALBALLY e KIRSTINE (2002), o metanol pode ser produzido quando
metano ¢ gerado e oxidado por animais ruminantes, lagoas de estabilizacdo, arrozais,
lagos e aterros sanitarios. Ainda, o metanol juntamente com o formaldeido e formato ¢

um intermediario do processo de oxida¢do de metano segundo a equagdo 12.

CHs — CH30H — HCHO — HCOOH — CO, (Equagdo
12)

Desse modo, o metanol é entdo utilizado para o crescimento dos
microrganismos metilotroficos e ¢ prontamente convertido em formaldeido e formato
pela enzima desidrogenase. H4 pouca informacdo sobre o processo de produgdo de
metanol tendo em vista que tanto o seu processo de produc¢do quanto de consumo
podem ser favoraveis, e de preferéncia, em meios liquidos (GALBALLY e KIRSTINE,
2002).

Assim, tendo em vista que a vinhaca empregada neste estudo continha
como acido principal, o 4cido férmico, o qual ¢ formado a partir do metanol, mas que a
partir da presenca de microrganismos metilotroficos, pode retornar a condi¢do de
formato, o que pode justificar a presenca em grande propor¢cdo de metanol apos a
introducdo de vinhaca ao sistema.

Ainda na questdo de conversdo de metanol a metano, de acordo com

FURUZAKI e NISHIO (1997), metanol pode ser convertido em metano por diversas

rotas:

1) conversdo direta do metanol a CHs por metanogénicas metilotroficas com a
Methanosarcina barkeri;

i) transformagdo de metanol a acetato por acetogénicas como Clostridium

formicoaceticum seguido de quebra a CHs pelas metanogénicas acetoclasticas;
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iii) conversdo do metanol a H> e CO; pelas homoacetanogénicas como Sporomusa
ovata seguido de metanogénese pelas metanogénicas hidrogenotroficas

(FURUZAKI e NISHIO, 1997).

Diante dos dados obtidos, a terceira suposi¢do dos autores € uma possivel
rota apresentada pelos reatores no presente estudo empregando vinhaga.

Alguns estudos utilizam o metanol como substrato organico para a
producdo de metano por digestdo anaerdbia. Segundo WEIJMA e STAMS (2001), o
metanol pode ser metabolizado por metanogénicos, bactérias redutoras de sulfato e por
homoacetanogénicas. O hidrogénio atua neste caso como importante intermediario na
conversdo dos produtos em metanol. Isso pode significar uma reducdo da producdo
deste gas em processes acidogénicos quando hd a producdo de metanol. De fato, a
producdo de hidrogénio se tornou deficiente diante da geracdo de metanol como
intermediario, todavia, esse comportamento também esta ligado a geragdo de metano.
Os microrganismos metanogénicos produtores de metanol estdo comumente
relacionados ao género Methanosarcina, todavia, como sera mostrado adiante, ndo foi
verificada a presenca deste género na amostra submetida a andlise microbiana. Isso
pode sugerir que uma outra rota possivel pode ter sido adotada nesse experimento.

De modo geral, alguns metabolitos foram mais favorecidos a depender
das condicdes operacionais aplicadas. O uso de substratos simples como a glicose
favoreceu a producdo de butirato. J4 o uso da vinhaga, efluente complexo, ¢ sob as
condicdes de pH entre 4 e 4,5 a partir de uma cultura mista ha o favorecimento a

producdo bioldgica de solventes: metanol e etanol.

5.5 Biologia molecular
5.5 Analise da diversidade microbiana

5.5.1 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante

Nesse estudo a fim de entender o comportamento dos microrganismos
presentes ao longo das fases empregadas, foram realizadas coletas da biomassa aderida
as particulas ao final de cada fase operacional. As mudangas nas populacdes de

bactérias podem ser verificadas através da analise do perfil de bandas por eletroforese
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em gel gradiente desnaturante (DGGE) para bactérias (Figuras 5.15 e 5.16) e arqueias
(Figuras 5.17 e 5.18). Durante as fases foi verificado alterag@o significativa entre as

populacdes, provavelmente, houve selecdo de bactérias em fun¢do dos parametros

impostos.
e RS IV
R5 I
R5V
REWI
RS I

R3l
Ral

Figura 5. 16 Coeficiente de similaridade através da correlacdo de Pearson a partir do
perfil de bandas do DGGE em relagdo as fases operacionais aplicadas ao reator RS (5
¢gDQO.L") para o dominio Bacteria.

Observou-se menor coeficiente de similaridade de 55% para a biomassa
da fase I (0%, 6h) em relagdo as demais fases de operacdo para as populacdes de
bactérias. Nessa fase, apenas glicose estava sendo empregada como fonte organica para
o tempo de detenc@o hidraulica de 6 h. Em comparagao, verificou-se que entre a fase II
(25%, 6h) e a fase III (75%, 6h) esse coeficiente de similaridade aumentou para 83 %,
provavelmente, devido a presenga de novo substrato, a vinhaga (25%), favorecendo a
selecdo de microrganismos mais adaptados aquela condi¢dao. Em relacdo a fase IV (100
%, 6h) verificou-se diminuicdo da similaridade entre as popula¢des em comparagao com
a fase III, quando a similaridade observada foi entre 76%. Diante da presenga unica de
vinhaca como substrato orgénico, possivelmente, novos microrganismos foram
favorecidos, como foi observado diante do maior nimero de bandas na fase IV.

De acordo com o indice de diversidade de Shannon-Wiener verificou-se
que a amostra mais diversa em ordem decrescente foi RS V (4,90)>R5 1V(4,38)>R5
11(4,16)>R5VI (3,49) > RSIII (3,24) >RS VII (3,23) >R5 1 (2,88). Entre as fases [IVe V
(100%,4h) foi feita a reducdo do TDH de 6 para 4 h e verificou-se aumento de 82% de
correlacdo. Com nova redugdo de TDH para 2 h na fase VI verificou-se que o
coeficiente permaneceu inalterado. De fato, verificou-se comportamento bastante
similar do reator RS durante as fases V e VI no que se refere a producdo de biogas,

acidos organicos e consumo de carboidratos. Na ultima fase VII (100% de vinhaca) para
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TDH de 1 h, verificou-se coeficiente de similaridade de 82 % em comparagido com a
fase VI (100%, 2 h). E provavel que populagdes que foram desfavorecidas nas fases
seguintes se adaptaram de modo a retornarem a condigdes prévias a redugdo do TDH.
As populagdes mais adaptadas permaneceram no reator, enquanto outras podem ter sido

lavadas do reator devido as maiores condi¢Ges hidrodindmicas de baixo TDH.
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Figura 5. 17 Coeficiente de similaridade através da correlag:eio de Pearson a partir do
perfil de bandas do DGGE em relagdo as fases operacionais aplicadas ao reator R10 (10
gDQO.L-1) para o dominio Bacteria.

O reator R10 apresentou um comportamento semelhante ao reator RS no
que se refere ao perfil apresentado diante da variagdo das fases operacionais. O menor
coeficiente de similaridade foi obtido na fase R10 I em que foi obtido um valor de 67 %
em relagdo as fases seguintes. A introdugdo de vinhaga no sistema levou a um aumento
da similaridade que atingiu 87 % entre as fases Il e IIl as quais foram as mais
semelhantes dentre as amostradas. Entre a fase IV e V o coeficiente de similaridade
apresentou uma reducdo atingindo 84%. Entre as fases VI e VII o coeficiente de
similaridade ficou em 77 %. Verifica-se que o aumento da concentracdo de vinhaga nas
fases II, III e IV bem como a reducdo do TDH de 6 a 1 h nas fases V, VI e VII levou a
uma diminui¢do nas similaridades apresentadas. Isso ¢ um indicativo que pode ter
havido variacdo da populagdo bacteriana seja ocasionado por lavagem em baixo valor
de TDH ou por adaptagdo a presenca de um substrato mais complexo.

Devido a formag@o de metano a partir da fase IV (100%, 6h) em ambos
os reatores também foi feita a eletroforese em gel gradiente desnaturante para as

arqueias metanogénicas (Figuras 5.18 ¢ 5.19).
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Figura 5. 18 Coeficientes de similaridade através da correlagdo de Pearson a partir do
perfil de bandas do DGGE em relagdo as fases operacionais aplicadas no reator R5 (5
¢gDQO.L") para o dominio Archaea

Na Figura 5.18 esta ilustrado o perfil de bandas para o reator RS (5
gDQO.L") em relagdo ao Dominio Archaea. Verificou-se no inicio da operagdo do
reator similaridade de 70% entre essa fase e as demais fases (II, III, IV, V, VI e VII).
Verificou-se que em funcdo das mudancas de fases operacionais no reator ocorreu
aumento da similaridade entre as populacdes para as diferentes fases. Provavelmente,
houve uma selecdo de arqueias em funcdo das condi¢cdes operacionais impostas. As
maiores similaridades ficaram acima de 90% e foram observadas nas ltimas fases (VI e
VII) coincidindo com a maior produ¢do de metano no reator.

O perfil de bandas para o reator R10 estd ilustrado na Figura 5.19.
Verificou-se para a fase Il uma similaridade de 55 %, ou seja, menor em relagdo as fases
operacionais seguintes. Durante essa etapa foi feita a adicdo de vinhaga ao sistema.
Possivelmente, houve um choque nas populagdes presentes, de modo que apenas as
mais adaptadas se mantiveram sob essa condi¢cdo. Quando se fez o aumento da
propor¢cdo de vinhaca nas etapas seguintes, essas populagdes se mostraram mais
adaptadas a presenca de um substrato mais complexo. A partir da fase IV verificou-se
similaridade entre 77 e 97% entre as fases I, VI, VII e V. Provavelmente, ocorreu
adaptacdo das populacdes a presenca de um substrato complexo como a vinhaca neste

reator.
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Figura 5. 19 Coeficientes de similaridade através da correlagcdo de Pearson a partir do
perfil de bandas do DGGE em relagdo as fases operacionais aplicadas no reator R10 (10
gDQO.L!) para o dominio Archaea. OBS: R10 III — essa amostra ndo foi possivel
amplificar, provavelmente, as populacdes de arqueia presentes estavam abaixo do limite
de deteccdo da técnica.

5.5.2 Caracterizacio microbiana

A fim de identificar os microrganismos presentes nos reatores foram
selecionadas duas amostras: uma para identificacdo de bactérias e outra para
identificacdo de arqueias. O critério de escolha se baseou na melhor producdo de
hidrogénio e metano, assim, foram recolhidas para a analise as amostras da fase VII
(100%, 1h) do reator R5 para caracterizacdo das bactérias ¢ a amostra da fase VII

(100%, 1 h) do reator R10 para caracterizagdo das arqueias.

5.5.2.1 Dominio Bacteria

Apods a realizagdo do perfil de bandas, foi realizada a clonagem e
sequenciamento de fragmentos do gene RNAr 16S do consércio microbiano. Foi
escolhida a amostra da fase VII (100%, 1 h) por ter sido a melhor fase para a produgao
de hidrogénio no reator RS e por ndo ter apresentado produgdo de metano. Dessa
condicdo foram obtidos 164 clones pertencentes ao filo Bacteroidetes e Firmicutes. Os
clones foram agrupados em 5 unidades taxondmicas operacionais (OTU).

Dentre as sequéncias obtidas, conforme apresentado na Tabela 5.8, 55 %
das sequéncias foram relacionadas ao filo Bacteroidetes, mais especificamente ao
género Prevotella ndo-cultivada. Apenas 28 % das sequencias obtidas foram similares a

representantes pertencentes ao filo Firmicutes, especificamente ao género Megasphaera
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sp. Verificou-se que 3% das sequencias foram relacionadas com bactérias semelhantes a
Clostridia ndo-cultivada também pertencente ao filo Firmicutes.

Conforme apresentado na Tabela 5.6 verificou-se que representantes
pertencentes as OTUS 1 e 3 foram relacionados ao filo Bacteroidetes. Paraa OTU 1 ¢ 6
verificou-se representantes semelhantes a Prevotella ndo-cultivada. Os microrganismos
semelhantes a Prevotella sdo bactérias ndao-formadoras de enddsporos e anaerdbias
estritas (GOUD et al. 2012). De modo geral, a classe Bacteroidia a qual estd afiliada
Prevotella sp. tem como caracteristica a capacidade de crescer em variedade de
carboidratos, podendo converter celulose em acido acético, acido propidnico, propianato
e acido succinico e sdo, ainda, estritamente anaerobias (GOUD et al., 2012). Durante a
fermentagdo da sacarose geram principalmente 4cido succinico e, em menores
quantidades, acido latico e acido acético. Algumas espécies podem produzir hidrogénio
em baixas concentracdes quando o processo ¢ direcionado a rota do acido acético
(MARIAKAKIS et al., 2010). Em outros sistemas de producdo de hidrogénio também
foram identificadas bactérias semelhantes a Prevotella (SHIN et al.,2004; LI et al., 2006
; YANG et al., 2006; OHNISHI et al., 2010; WON et al., 2013).

SHIN et al. (2004) verificaram a producgao de biogas a partir de residuos
alimenticios em reator em batelada e identificaram, Prevotella sp. De acordo esse
estudo, essa espécie pode produzir acido acético, acido succinico, acido isobutirico,
acido isovalérico a partir da degradacdo de amido, glicose e sacarose. LI et al. (2006)
verificaram a presenca de microrganismos semelhantes a Prevotella em reatores de leito
fixo para a producdo de hidrogénio a partir de sacarose com TDH de 2 h.

YANG et al. (2006) encontraram 7% de bactérias pertencentes a
Prevotella de uma cultura para a producdo de H» a partir de agua residudria do
processamento de queijo em reator CSTR. Da mesma forma que no presente estudo,
YANG et al. (2006) observaram a producao de H» e CH4+.OHNISHI et al. (2010) et al.
encontraram em seu estudo a presen¢do de Prevotella stercorea sob o TDH de 18 e 14 h
ao avaliar o uso de um lodo contendo solo, residuos de compostagem, residuos
alimenticios e lixo para a produgdo de hidrogénio em reator em modo batelada
sequencial. WON et al., (2013) obtiveram em seu estudo 33,9% de espécies
pertencentes ao filo Bacteroidetes, sendo que dessas 93,7 % pertenciam ao género
Prevotella. Na condicao em que esse género foi obtido em maior propor¢do, os autores
trabalharam sob um pH em torno de 4,5 tal como o no presente estudo. Ainda houve

uma producdo satisfatoria de hidrogénio de 2,18 L Hz/LL com rendimento de 1,29 mol
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Hz.mol! sacarose. MARIAKAKIS et al (2011) também encontraram Prevotella sp no
meio e obtiveram um rendimento de 0,78 mol Ha.mol™! hexose. Eles observaram ainda
que a Prevotella sp se tornou presente ¢ mais frequente com o aumento da carga
orgénica e sob menores tempos de detengdo hidraulica do estudo. Os trabalhos citados
mostram a viabilidade de produ¢do de hidrogénio a partir de Prevotella sp. Apesar de
ser uma bactéria pouco usual em trabalhos com foco em produgdo de hidrogénio, cla é
capaz de gera-lo concomitante com acidos organicos quando em ambiente adequado, ou
seja, com pH em torno de 4,5 e disponibilidade de matéria orgénica tal como observado
no presente estudo com vinhaca de cana-de-agucar.

SANTOS et al. (2014b) em um estudo com vinhaga de cana-de-aguicar
proveniente da mesma usina empregada no presente trabalho (Usina Sao Martinho-
Pradopolis-SP) verificaram a presenca dos seguintes microrganismos: Lactobacillus sp.
e Megasphaera sp em reator anaerdbio de leito fluidizado termofilico para a producao
de hidrogénio.

No presente estudo também foi verificada a presenca de Megasphaera sp.
Essa bactéria correspondeu a 28% dos microrganismos encontrados e esta representada
pela OTU 2. Sdo pertencentes ao filo Firmicutes e sdo capazes de metabolizar
carboidratos em geral produzindo acidos organicos de 5 a 6 carbonos, tais como: acido
succinico, acido butirico, acido valérico, acido caproico. Em menores quantidades pode
ainda produzir acido acético e acido propidnico. Outro fator importante ¢ que ¢ sensivel
a baixo pH e a concentracdes elevadas de etanol (MARCHADIN et al., 2009).

CASTELLO et al. (2009) utilizaram soro de queijo ndo esterilizado em
reator UASB e verificaram Megasphaera sp. como uma possivel produtora de
hidrogénio, porém, também pode atuar convertendo acido latico em acido propidnico.
Os autores também identificaram bactérias semelhantes a Prevotella. Da mesma forma
que no presente estudo, os autores observaram que produ¢do de hidrogénio foi reduzida
devido geracdo de metano, mas se manteve constante, mostrando que esses
microrganismos também sdo capazes de gerar Ha.

OHNISHI et al. (2010) também encontraram em seu estudo a presenga de
Megasphaera sp. Além dos acidos ja citados, segundo os autores, essa bactéria pode
produzir hidrogénio em baixas quantidades.

As OTU 4 e 5 estdo associadas ao filo Firmicutes. Os microrganismos
pertencentes a este filo tém a capacidade de formar enddsporos e sdo bem adaptados a

ambientes de baixo pH, entre 5 e 6,5 (GOUD et al., 2012). Verificou-se para a OTU 5
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representantes pertencentes a Clostridia Bacterium ndo-cultivada representando 3% dos
clones. A classe Clostridia ¢ a mais comumente representada em reatores acidogénicos
com algumas espécies em maior representatividade (LAOTHANACHAREON et al.,
2014). Os microrganismos pertencentes a essa classe sdo gram-positivos e formadores
de endodsporos. Eles sdo capazes de degradar uma diversidade de substratos organicos
gerando 4cido acético, acido propidnico e acido butirico. Em menores proporgdes,
também geram 4acido formico, acido latico, acido succinico e acido caprdico,
(LJUNGDAHL et al., 1989). Dentro dessa classe, esta inserido o género Clostridium o
qual ¢ considerado o principal género de bactérias produtoras de hidrogénio, em
especial a espécie Clostridium butyricum (QUEMENEUR et al. 2010).

LAZARO et al. (2014) realizaram estudo de produg@o de hidrogénio em
reator em modo batelada para a producao de hidrogénio a partir de vinhaga de cana-de-
acucar. Os pesquisadores identificaram células semelhantes a Clostridium, dentre elas
Clostridium acetobutyculum e Clostridium aciditolerans. KALAMASKAR et al. (2010)
isolaram uma cepa de Clostridium sp. proveniente do lodo de digestor anaerdbio para o
tratamento de vinhaga. Essa cepa foi entdo cultivada em meio sintético composto de
glicose, levedura e nutrientes gerando rendimento méaximo de 3,35 molH> mol ™ glicose.
Ja NASR et al. (2011) observaram a presenca de diversas espécies de Clostridium
(C.acetobyticum, C. butyricum, C. pasteurianum) no meio para produgdo de Ha a partir
de vinhaga de milho. Como se observa nos trabalhos citados, a presenca desses
microrganismos relacionados a Clostridium é comum em processos a partir de residuos
complexos como a vinhaga para producdo de hidrogénio tal como no presente estudo.

A Tabela 5.7 ilustra os produtos de fermentagdo baseado na literatura dos
microrganismos predominantes encontrados no presente estudo. Durante esse estudo
verificou-se distribuicdo variada de metabolitos produzidos. A maior concentracdo
(mg.L!) de metabolitos foi verificada para acido propionico na fase II (25%, 6h)
quando foi feita a introdugdo de vinhaga. Como comentado por CASTELLO et al.
(2009), Megasphaera sp. tem a capacidade de sintetizar acido propidnico a partir do
acido latico, elevando a quantidade desse acido no sistema. Tanto no reator R5 quanto
no reator R10 verificou-se diminuicdo da concentracdo de acido latico diante do
aumento da concentragdo de acido propidnico no sistema. Verificou-se que a
concentracdo de acido latico permaneceu relativamente estavel ao longo das fases

seguintes, indicando equilibrio da produgdo deste metabolito.
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Tabela 5.5 Comparagdo entre os produtos de fermentacdo dos microrganismos
identificados no reator R5 (5gDQO.L")

Afiliacao do Abundancia Produtos de Substrato A .
. . ~ i Referéncia

organismo relativa(%) fermentacao utilizado
Prevotellaceae
bacterium 55 HSu,HAc,HLa,H,*  Sacarose MARIAKAKIS

~ . et. (2010)
Ndo-cultivada
Megasphaera 28 HBu, HVal, HAc, Residuo OHNISHI et al.
sp. HPr, Ho* alimenticio (2010)

*Em baixas quantidades. HSu=acido succinico; HAc=4cido acético; HLa=4acido latico;
HBu=acido butirico; HVal=acido valérico; HPr=4cido propidnico.

Na fase IV (100%,1h) de operagdo do reator R5 verificou-se uma
distribuicdo de metabdlitos variada, em especial, de acido propionico (14,37% SMP-
metabolitos soluveis produzidos), acido isobutirico (13,09 % SMP), acido butirico
(11,95% SMP) acido propionico (10,71 % SMP), acido malico (9,99 % SMP), acido
valérico (6,37 % SMP), acido acético (6,34 % SMP), acido latico (1 % SMP). Esses
metabodlitos estdo de acordo com os metabolitos gerados pelos principais
microrganismos encontrados no reator R5 (Tabela 5.7).

Metanol (22 % SMP) e etanol (12,26 % SMP) também foram verificados
em grande quantidade, porém ndo sdo relatados como produtos de fermentacdo
apresentados na Tabela 5.7. Algumas espécies referentes a essa classe sdo capazes de
gerar metanol nas condi¢cdes apresentadas neste trabalho como Clostridium butyricum
na fermentacdo de pectina (SCHINK e ZEIKUS, 1980). Como ja comentado, também
foi verificado no presente estudo microrganismos afiliados a classe Clostridia.

SCHINK e ZEIKUS (1980) realizaram um experimento a fim de
demonstrar a degradacdo da pectina por diversas culturas microbianas, dentre elas a de
Clostridium butyricum. Foi verificado que o produto principal de fermentacao a partir
dessa cepa foi o metanol. A amostra de controle com glicose e na auséncia de metanol
levou a geracdo de outros metabolitos. Em contraponto com o presente trabalho, a
amostra de vinhaga pode conter em sua composicdo residuo de pectina resultantes do
processamento do bagago, ainda na etapa de producdo de etanol. Essa pectina pode,
entdo, ser utilizada por algumas de espécie de Clostridium para a formagdo de metanol.
Como ndo foi possivel identificar as espécies pertencentes a classe Clostridia na
biomassa, essa ¢ uma suposi¢ao condizente acerca da producao elevada de metanol pelo

sistema.
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Da mesma forma que o metanol, existem cepas comumente encontradas
em processos acidogénicos que podem gerar etanol. Recentemente descoberta, a espécie
Ethanoligenes harbinense pertencente ao Filo Firmicutes e a Classe Clostridia ¢ capaz
de produzir etanol concomitante com a produgdo de hidrogénio, acido acético e CO»
(XING et al., 2006). Ainda, ha relato sobre a interagdo dessa espécie com Prevotella
resultando em relagdo estavel para o processo acidogénico (MARIAKAKIS et al.,

2011).
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Tabela 5. 6 Resultado do sequenciamento genético do gene RNAr 16 s para o dominio Bacteria

Identidade N° Acesso N° Comprimento Abundancia
OTU Filiacao (%) Filo GenBank Sequéncias da sequéncia  Relativa
(1]
(pb) (%)
Bacteria nao- 97 GQ477873.1
1 cultivada Bacteroidetes 11 399 7
Prevotella sp. ndo- 96 JX575984.1
cultivada
Prevotellaceae
2 bacterium nao- 100 Bacteroidetes JF806757.1 91 321 55
cultivada
3 Megasphaera sp. 98 Firmicutes HM990965.2 46 525 28
4 Bacteria nao- 98 Firmicutes JQ072158.1 11 576 7
cultivada
5 Clostridia bacterium o Firmicutes EU887973.1 5 471 3

nio-cultivada

108



100 [ OTU 4
60 L JQO072158.1| Uncultured bacterium

OTU 5
86 4‘
100 EU887973.1| Uncultured Clostridia bacterium

OTU 3
100 'HM990965.2| Megasphaera sp.

JX575984.1| Uncultured Prevotella sp.

ad rOTU 1
190 11l 5Q477873.1| Uncultured bacterium
55 oTU 2

—
0.05

95 L JF806757.1| Uncultured Prevotellaceae bacterium

AF319044.1| Methanosarcina acetivorans

Firmicutes

Bacteroidetes

Figura 5. 20 Arvore filogenética de consenso baseada nas sequéncias dos clones do consércio microbiano com primers para Dominio Bacteria.

Como outgroup foi empregada a Methanosarcina acetivorans
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5.5.2.2 Dominio Archaea

Nas tltimas fases operacionais dos reatores verificou-se a producdo de
metano, em fun¢do desse resultado foi feita a analise de Clonagem e Sequenciamento da
amostra da fase VII (100%, 1 h) do reator R10 (Tabela 5.7 e Figura 5.21). Como ja foi
observado no perfil de bandas da amostra através de DGGE, o baixo numero de bandas
filogenéticas indicou pouca variedade de arqueias. Tal situagdo foi comprovada quando
as quatro OTU identificadas estavam relacionadas a Arqueia ndo-cultivada filiados ao
género  Methanobacterium. Esses  microrganismos sd0  metanogénicos
hidrogenotréficos, ou seja, utilizam Hz e COz para a formagdo de metano e ainda utiliza
o0 acido formico como fonte de carbono (DEMIREL e SCHERER, 2008).

Como esperado, a presenca desse microrganismo ¢ o responsavel pela
producdo de metano e, consequente, pela diminuicdo da produgdo de hidrogénio no
presente trabalho. A producdo de metano pelas arqueias hidrogenotroficas decorre a
partir do consumo de 4 moles de H> e de um mol de CO> liberando CH4 e H>O.

Em estudo empregando vinhaca sintética, RODRIGUEZ et al. (2011)
também verificaram a presenca de microrganismos pertencentes ao género
Methanobacterium em condi¢des de baixa concentragdo de sulfato (maior relagdo de
substrato/sulfato). Em contra partida, quando havia uma relagio menor
substrato/sulfato, esses microrganismos desaparecem do reator.

ROSA et al. (2014) encontraram essa cultura microbiana
(Methanobacterium) em estudo empregando soro de queijo como substrato organico
para producdo de hidrogénio em reator de leito fluidizado. Da mesma forma que no
presente estudo, a presenca de metano ocorreu em pH baixo, em torno de 4,5.

As condi¢des de baixo pH em torno de 4,5 e tempo de detencdo
hidraulico abaixo de 1 h sdo condi¢des adversas para a formac¢do de metano pelas
arqueias metanogénicas. Entretanto, essa adversidade pode ser compensada por um
ambiente que ofereca outras condigdes ao desenvolvimento como a disposi¢do de
substrato. A presenca de metabolitos importantes podem ter favorecido o crescimento
desses microrganismos no sistema, além do tempo de duracdo de operagdo dos reatores,
acima de 200 dias e que pode ter viabilizado a adaptacdo das metanogénicas no sistema.

As arqueias pertencentes ao género Methanobacterium, que foram

encontradas nesse estudo, ndo conseguem converter metanol a metano diretamente,
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porém algum intermediario tal como o acido férmico pode ser gerado a partir da
fermentagdo do metanol e que pode ser utilizado pelas Methanobacterium em etapa
posterior. Em um estudo realizado por VAN DER MEIJDEN et al. (1984) foi verificado
que havia producdo de metano diante de cultura mista da bactéria acetogénica
Eubacterium limosum e da arqueia Methanobacterium formicum. De acordo com o
estudo, nenhuma das espécies em cultura exclusiva conseguiu produzir metano a partir
do metanol, todavia, quando em cultura mista das duas espécies, foi verificada producao
de metano. De acordo com os autores, ha a utilizagdo de metanol por Eubacterium
limosum para crescimento ¢ gera¢do de acetato. Algum intermediario dessa conversdo
do metanol ¢ utilizado, entdo, por Methanobacteium formicum para a geracdo de
metano. Os autores ndo informaram qual poderia ser esse intermediario na reagao.

Essa via indireta de formacdo de metano a partir do metanol pode ter
ocorrido no reator R5 (5 gDQO.L!) e R10 (10 gDQO.L!') no presente estudo.
Algumas espécies pertencentes a classe Clostridia tem a capacidade de crescer em
metanol gerando acido férmico como Clostridium formicoaceticum (ADAMSE e
VELZEBOER, 1982). Esse 4acido formico pode ser entdo utilizado por
Methanobacterium para a formagdo de metano (DEMIREL e SCHERER, 2008;
RICHTER e GESCHER, 2014).

Nesse estudo também foi verificada a presenga de Methanosphaera nao-
cultivada representada pela OTU 4 e contabilizando 1 % das sequéncias representativas.
Essa arqueia é capaz de reduzir metanol a metano com utilizagdo de hidrogénio. E uma
arqueia presente no intestino dos animais. Esse microrganismo também ¢ capaz de
metabolizar acetato e CO: para o crescimento (FRICKE et al., 1995). A presenca dessa
arqueia explica o aparecimento de metano no reator em fungdo da grande presenca de
metanol no sistema. KIM et al (2013) ao verificarem a comunidade metanogénica de um
lodo proveniente do tratamento de residuos de suinocultura também observaram a

presenga de Methanosphaera stadtmanae na amostra.
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Tabela 5. 7 Resultado do sequenciamento genético do gene RNAr 16 s para o dominio Archaea.

Identidade N° de acesso N° de Comprimento  Abundancia
OTU Filiacao (%) Género GenBank sequéncias da Relativa
’ q Sequéncia (pb) (%)

| Methanobacterium sp ndo- g, Methanobacterium KC533586.1 81 385 94

cultivada
2 Arqueia ndo-cultivada 97 Methanobacterium EU447673 1 540 1
3 Arqueia ndo-cultivada 98 Methanobacterium KF848976.1 3 480 3

Arqueia ndo-cultivada

~ AB935212.1

4 Methanosphaera sp. nao- 94 Methanosphaera KI676678.1 1 360 1

cultivada
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62

75

99

- OTU 2

KJ676678.1| Uncultured archaeon
KF848976.1| Uncultured archaeon
EU447673.1| Uncultured archaeon
OTU 1

99

- OTU 3
- KC533586.1| Uncultured Methanobacterium sp.
OTuU 4

AB935212.1| Uncultured Methanosphaera sp.

0.05

JX575984.1| Uncultured Prewotella sp.

Figura 5. 21 Arvore filogenética de consenso baseada nas sequéncias dos clones do consércio microbiano com primers para Dominio Archaea.

Como outgroup foi empregada a Prevotella sp ndo-cultivada.
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CAPITULO 6
CONCLUSOES

Durante este experimento foi possivel verificar a viabilidade de produgao
de biogas a partir da vinhaca de cana-de-agucar em reatores anaerdbios de leito
fluidizado.

A manutencdo de pH em condi¢des levemente acidas, entre 4 — 5 ndo foi
suficiente para manter os organismos metanogénicos inativos, de modo que a partir do
momento que a vinhaga se tornou o substrato organico principal, metano foi detectado
no biogas.

A utilizacdo de um substrato auxiliar como a glicose foi efetiva para a
manuten¢do da producdo de biogas apesar da introdugdo gradual de um substrato mais
complexo, a vinhaga. Houve producdo de metano quando a vinhaga se tornou o
substrato principal.

No Reator R5 (5gDQO.L") durante a fase IV (100 % vinhaga, TDH 6 h)
houve uma producdo volumétrica de H> (0,57 L.h''.L"). O melhor rendimento foi
obtido na fase II quando se obteve 3,07 mmolH2.gDQO " udicionada. Foi verificada
producdo de metano a partir da fase IV (100 % vinhaca, TDH: 6 h).

No reator R10 (10gDQO.L") durante a fase I, 1I e III ndo foi verificada
uma variagdo da produc@o volumétrica de Hz a qual se manteve em 0,11 L.h''.L!. Tal
como o reator R5, o melhor rendimento se deu na fase Il quando se obteve 1,32
mmolH2.gDQO dicionada. Do mesmo modo que o R5 houve produgéo de metano a partir
da fase IV (100 % vinhaca, TDH 6 h).

Sob alimentacdo unica de vinhaga a producdo maxima de hidrogénio se
deu sob a concentragdo de 5 gDQO.L! e sob o tempo de detengdo hidraulico de 1 h:
0,57 L.h'".L! ¢ um rendimento de 1,96 mmolH>.g"'DQOadicionada-

O reator R15 gerou apenas Hz e CO., todavia, apresentou uma produgdo
volumétrica de hidrogénio e rendimento menor que os reatores R5 e R10.

No que se refere aos metabolitos gerados, foi observada uma fermentagao
mista nos reatores RS e R10. Os principais metabolitos produzidos foram o etanol, acido
butirico ¢ o metanol. Durante a primeira fase quando somente glicose era o substrato,
houve producdo principal de acido butirico e de etanol. Ambos os substratos sdo

considerados indicadores da produgdo de hidrogénio.
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Quando foi adicionada a vinhaca durante a fase II, houve o aparecimento
de acido propidnico o qual é considerado prejudicial aos reatores acidogénicos tem em
vista que hd consumo de hidrogénio durante a sua formagdo. Foi verificada ainda a
produgdo de acido latico e acido isobutirico. Sob a condi¢do em que a vinhaga se tornou
o substrato principal houve o aparecimento de metanol em altas proporg¢des, sendo que
esse perfil se manteve durante as outras faixas de operacao.

Para as condigdes de maior producdo volumétrica de hidrogénio foi
realizada as andlises de DGGE e de sequenciamento. Foi verificada na fase IV (100%,
1h) do reator R5 a presenga de Prevotella ¢ Megasphaera. Tais bactérias apesar de
pouco usuais na literatura em trabalhos para a producao de hidrogénio produzem 4cido
butirico, acido acético, acido propidnico, acido valérico, além de hidrogénio em baixas
concentragoes.

No que se refere a biologia molecular das arqueias metanogénicas foi
verificada a presenga de microrganismos pertencentes ao género Methanobacterium.
Tais arqueias sdo responsaveis pela producdo de metano e algumas espécies sdo
tolerantes ao baixo pH empregado no estudo. Foi encontrado também arqueias do
género Methanosphaera que geram metano a partir da reducao de metanol.

Foi proposto nesse estudo que a produgdo de metano esta ligada a alta
presenga de metanol pelo sistema. As condigdes de baixo pH e elevado tempo de
detencdo hidraulica, apesar de serem condi¢des adversas para a formacdo de metano
pelas arqueias, foram compensadas pela disposi¢do de substrato como o metanol para
que a producdo de metano pudesse ocorrer. Algumas espécies da classe Clostridia
podem crescer em metanol gerando algum intermediario que pode ser utilizado pelas
Methanobacterium para a formagao de metano.

Assim, conclui-se que ¢ possivel a producdo de biogas a partir da
vinhaca, especificamente a geragdo conjunta de metano e hidrogénio € possivel e pode
ser uma possibilidade futura de obtengdo de mistura de combustiveis, como € o caso
hitano (hidrogénio+metano). Ainda, a produgdo de solventes importantes foi verificada

como metanol e etanol.
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