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RESUMO
RAMOS, L.R. Aplicacdo de biorreatores anaerdbios em diferentes temperaturas para
producdo de hidrogénio a partir de aguas residuarias agroindustriais. 2016. Dissertacao
(Mestrado) — Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia, Universidade Federal de S&o Carlos,
Séo Carlos, 2016.

Este estudo avaliou as influéncia do tempo de detencédo hidraulica (TDH), da concentracdo de
soro de queijo no afluente, da temperatura em faixa termofilica (55 a 75°C) e da
cofermentacdo de vinhaca e soro de queijo na producdo continua de hidrogénio em reator
anaerobio de leito fluidizado (RALF) e em reator anaerdbio de leito granular expandido, do
inglés expanded granular sludge bed (EGSB). Foram utilizados sete reatores, sendo que em
trés reatores foi utilizada a configuracdo EGSB em temperatura mesofilica (30°C) alimentados
em diferentes concentra¢des de soro de queijo inoculados com lodo mesofilico proveniente do
tratamento de &guas residuérias do abatedouro de aves (RM5, RM15 e RM25). Outros quatro
reatores na configuracdo RALF foram operados na faixa termofilica foram inoculados com
lodo termofilico proveniente do tratamento de vinhaca de cana de agucar. Nestes foi avaliado
o efeito da temperatura em faixa termofilica alimentado com soro de queijo (RTS) e vinhaca
(RTV). Também foi avaliada cofermentacdo de vinhaca com soro de queijo (RTCV e
RTCVS). Nos reatores RM5, RM15, RM25, RTS e RTV, foi observado o comportamento de
elevacdo da produtividade volumétrica de H> (PVH) e na composicdo de H> no biogas partir
da reducdo do TDH. No entanto, verificou-se reducdo do rendimento de Hz (HY) em todos os
reatores em valores reduzidos de TDH, alcancando valor maximo de 5,51 + 0,37 mmol.g
DQO (RTS). O aumento da concentracio de soro de queijo no afluente favoreceu a producéio
de hidrogénio em reatores EGSB, com PVH méaxima de 0,312 + 0,026L H..h.L?! na
concentragdo de 25.000mg lactose.L™ (RM25). Com a elevagéo da temperatura de 55°C para
75°C, a producao de hidrogénio foi reduzida devido dificuldade de adaptacdo da comunidade
microbiana proveniente de indculo originalmente termofilico. A estratégia de cofermentacéo
possibilitou o aumento do HY no TDH de 8h, com valor maximo de 0,82 + 0,07 mmol.g
DQO! (RTCVS). Os principais metabolitos relacionados com a elevada produgdo de
hidrogénio foram os &cidos acético e butirico. Por outro lado, foram observadas elevadas
concentracgdes de lactato em condi¢es com baixa producao de hidrogénio.

Palavras-chave: Agua residuaria agroindustrial, co-substrato, vinhaca de cana de ag(car, soro

de queijo, reator anaerdbio de leito fluidizado e reator anaerébio de leito granular expandido.



ABSTRACT
RAMOS, L.R. Application of anaerobic bioreactors in different temperatures for
hydrogen production using agro-industrial wastewaters. 2016. Dissertation (Masters) —
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia, Universidade Federal de S&o Carlos, Séo Carlos,
2016.

The present evaluated the influence of hydraulic retention time (HRT), cheese whey substrate
concentration, temperature in thermophilic range (55 a 75°C) and cofermentation of sugar
cane stillage and cheese whey in continuous hydrogen production in anaerobic fluidized bed
reactor (AFBR) and expanded granular sludge bed reactor (EGSB). Seven reactors were used,
being three of them in EGSB configuration in mesophilic temperature (30°C) feed in different
cheese whey concentrations were inoculated with mesophilic sludge from the poultry
slaughterhouse wastewater (RM5, RM15 e RM25). Other four reactors in AFBR
configuration, inoculated with thermophilic sludge from the treatment of sugarcane stillage,
were operated in thermophilic range. In these it was evaluated the effect of temperature in
thermophilic range using as substrate cheese whey (RTS) and sugar cane stillage (RTV).
Also, it was evaluated the cofermentation of stillage with cheese whey (RTCV e RTCVS). In
the reactors RM5, RM15, RM25, RTS and RTV, it was observed the volumetric H:
production (HPR) and H> content increase behavior from the HRT decrease. However, there
was a decrease in H yield (HY) in lower HRT for all reactors, reaching a maximum of 5.51 +
0.37 mmol.g DQO™* (RTS). The increase in cheese whey substrate concentration favored the
hydrogen production in EGSB reactors, with maximum HPR of 0.312 + 0.026L Hz.h.Lt in
the concentration of 25,000mg lactose.L™ (RM25). The increase in temperature from 55°C to
75°C, the hydrogen production was reduced because of the difficult adaptation of the
microbial community originally from a thermophilic sludge. The cofermentation strategy
enabled the increase of HY in the HRT of 8h, with a maximum of 0.82 + 0.07 mmol.g DQO™*
(RTCVS). The main soluble metabolites related to hydrogen production were acetic and
butyric acids. On the other hand, higher lactate concentrations were observed in conditions

with low hydrogen production.

Keywords: Agroindustrial wastewater, co-substrate, sugarcane stillage, cheese whey,

anaerobic fluidized bed reactor and expanded granular sludge bed reactor.
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1. Introducéo

O crescimento da demanda energética no século 21 expds a dependéncia de
combustiveis fosseis na economia global, uma fonte ndo renovavel de energia e altamente
poluidora. O uso do gas hidrogénio como fonte de energia é uma alternativa promissora,
principalmente devido a sua caracteristica ndo poluidora e alta eficiéncia de conversdo
energética. Entre as formas de producdo de hidrogénio mais utilizadas, os processos
bioldgicos tém uma demanda menor de energia, apresentam subprodutos de grande potencial
econdmico e utilizam matérias-primas renovaveis.

Entretanto, a viabilidade econdmica da producdo fermentativa de hidrogénio depende
do desenvolvimento de reatores e microrganismos que possam aprimorar rendimentos e
produtividades a partir matérias primas ricas em carboidratos, econdémicas e sustentaveis.
Desta forma, os subprodutos agroindustriais tornam-se altamente atraentes devido ao seu
baixo custo e elevado volume gerado.

Com este ponto de vista, a fermentacdo da vinhaca de cana de acucar produzindo
hidrogénio permite uma alternativa de destinacdo deste subproduto da inddstria
sucroalcooleira. Produzida na etapa de destilacdo apds a fermentacdo do caldo de cana, 0
grande volume de vinhaca gerado desafia a industria sucroalcooleira a encontrar formas
alternativas de destinacdo. Atualmente a fertirrigacdo é a pratica mais atrativa, regando o
campo com a agua e os fertilizantes inorganicos presentes na vinhaca. Entretanto, a elevada
concentracdo de matéria organica implica em um conjunto de impactos ambientais no solo.
Desta forma, a producdo de hidrogénio a partir da vinhacga associa recuperacdo energética,
tratamento e destinacdo adequada ao reduzir a concentracdo de matéria organica na vinhaca a
ser aplicada na fertirrigagdo do campo.

Outro subproduto de enorme valor agregado, o soro de queijo € uma opcao viavel para
a producdo de hidrogénio por vias bioldgicas. Fonte rica em carboidratos, este material é
gerado durante a fabricagdo do queijo, na etapa de precipitagdo e remocéo da caseina do leite.
Apesar de uma enorme variedade de possibilidades de exploracdo, mais da metade da
producdo de soro de queijo ndo é tratada. Assim, a producdo de hidrogénio torna-se uma
alternativa conjunta as aplicagdes alimenticias do soro de leite, evitando competicGes
econdmicas.

Dentro do escopo da producdo de hidrogénio, a aplicacdo de tecnologias que

propiciem a co-fermentacdo de diferentes substratos enaltece a viabilidade da producéo



biolégica de hidrogénio. Esta estratégia de misturar compostos, preferencialmente aguas
residuarias, aprimora a tratabilidade e a disponibilidade da matéria organica de dificil
conversdo, melhorando a degradacdo microbiana de residuos complexos. Além disso, as
associacOes de aguas residudrias possibilitam a complementacdo nutricional sinergética entre
estes residuos. Deste forma, procura-se otimizar a associacdo de aguas residudrias em co-
fermentacdo para producédo de hidrogénio.

Entre as configuracdes utilizadas para a producao biologica de hidrogénio, os sistemas
de crescimento celular suspenso, como reator de mistura perfeita (CSTR), permitem elevada
transferéncia de massa entre a comunidade microbiana e o substrato. Entretanto, a aplicagéo
de reduzidos valores de tempo de detencdo hidraulica (TDH) e, portanto, de elevadas taxas de
carregamento organico (TCO) dificulta a manutencdo da populacdo produtora de hidrogénio
no reator, ocasionando a lavagem de biomassa. De forma a dissociar o tempo de retencdo da
biomassa do TDH, as configuracGes de crescimento celular imobilizado utilizam um material
suporte para formacdo de biofilme pelo crescimento das bactérias fermentativas,
possibilitando o aumento da concentracdo de biomassa no reator. Nesta categoria, 0 reator
anaerdbio de leito fluidizado (RALF) e o reator anaerdbio de leito granular expandido
(EGSB) destacam-se por também favorecer a transferéncia de calor e de massa entre 0 meio
fermentativo e o biofilme.

Dentre os parametros que influenciam a producdo bioldgica de hidrogénio, a
temperatura se destaca. O aumento da temperatura em uma faixa definida eleva as taxas das
reacGes quimicas e enzimaticas que ocorrem nas células dos microrganismos, acelerando as
funcdes metabdlicas e de crescimento celular. Além disso, as propriedades fisicas e quimicas
da agua residuéria sdo alteradas. A elevacdo da temperatura no liquido reduz a solubilidade
dos gases produzidos pelo processo biolégico, como hidrogénio e CO,. Esses efeitos da
temperatura afetam de forma positiva o projeto e a operacdo de reatores e podem melhorar o
rendimento de hidrogénio no processo. Mesmo assim, poucos estudos foram realizados na
producéo bioldgica de hidrogénio a partir de soro de leite utilizando o reator anaerobio de
leito fluidizado.

Em virtude destas consideragdes, o presente estudo investigou o processo continuo de
producdo fermentativa de hidrogénio utilizando culturas mistas produtoras de biogas. Os
diferentes experimentos avaliaram os efeitos singulares da concentracdo, TDH, TCO,
temperatura e adi¢do de co-substrato em funcéo da capacidade de producdo de hidrogénio e
relacionados & distribuicdo dos metabdlitos sollveis verificados nos reatores operados nas

configuracbes RALF e EGSB alimentados com soro de queijo e vinhaga de cana de acUcar.



2. Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito do TDH na producéo de hidrogénio,
etanol e &cidos organicos em reatores anaerdbios utilizando vinhaca de cana de agucar e soro
de queijo como fonte de carbono.

Visando alcancar o objetivo geral, foi proposta a compreensdo aprofundada da
operacao dos reatores por meio dos seguintes objetivos especificos:

a) Avaliar a influéncia da concentracdo de soro de queijo na producdo mesofilica de
hidrogénio em reatores EGSB,;

b) Estudar o efeito da temperatura na faixa termofilica na producéo de hidrogénio a
partir de soro de queijo em reator RALF;

c) Avaliar o efeito da temperatura dentro da faixa termofilica na producdo de
hidrogénio a partir de vinhaca em reator RALF;

d) Investigar a producdo de H. pela estratégia de co-fermentacéo de vinhaga e soro de
queijo em reator RALF termofilico;



3. Revisao Bibliogréafica

3.1 Importéncia do Hidrogénio e sua Producdo Fermentativa

A evolucao da sociedade sempre foi associada ao uso de fontes de combustiveis que
suprissem suas necessidades energéticas. Tendendo a formas mais eficientes, as tecnologias
empregadas através dos tempos evoluiram desde madeira, gordura animal e carvdo até o
petréleo, gas natural e outras fontes de combustiveis fosseis. O uso indiscriminado destas
fontes limitadas e a poluicdo gerada pela tecnologia atual afetam o clima, fauna e flora
terrestres e ecossistemas aquaticos. Além disso, a dependéncia desta fonte ndo renovéavel
expde a fragilidade que o setor energético tem enfrentado nas Gltimas décadas. Atualmente no
Brasil, que € lider mundial no uso de energias renovaveis, apenas 41,7% da oferta interna de
energia em novembro de 2015 foi de participacdo de fontes renovaveis, como indicado na
Tabela 3.1 (Ministério de Minas e Energia, 2015). Assim, o foco atual da evolucédo
tecnoldgica de novas fontes de combustiveis deve convergir para a necessidade de alternativas
renovaveis, ambientalmente limpas e seguras associadas a viabilidade econdmica e eficiéncia.

Tabela 3.1 — Oferta interna de energia do Brasil

Especificacao Percentual de oferta (%)
Novembro 2014 Novembro 2015
N&o renovavel 60,0 58,3
Petréleo 39,5 37,5
Gas natural 13,5 13,5
Carvao mineral 57 6,0
Uranio 1,3 1,3
Renovavel 40,0 41,7
Hidraulica 11,5 11,3
Lenha e carvao vegetal 8,1 8,3
Produtos da cana 15,7 16,6
Outras fontes renovaveis 47 55

Fonte: Ministério de Minas e Energia (2015)

Entre as alternativas estudadas, o hidrogénio é de grande interesse, pois apresenta a
maior fragdo de energia por massa entre todos os combustiveis conhecidos (142 kJ.g™) e sua
combustdo gera apenas agua, ndo poluindo o ambiente (Das e Veziroglu, 2008). Além disso, 0
hidrogénio é compativel com processos eletroquimicos e de combustdo para conversao
energética sem a emissdo de compostos de carbono que contribuam a poluicdo ambiental
(Levin, Pitt e Love, 2004).



Segundo Das e Veziroglu (2001), atualmente o hidrogénio é produzido principalmente
de combustiveis fosseis pelos processos de reforma a vapor do gas natural, craqueamento
térmico do gas natural, oxidacdo parcial de hidrocarbonetos e gaseificacdo do carvéo.
Alternativas a estes meétodos que utilizam combustiveis fosseis sdo a eletrdlise da agua, a
fotolise da &gua e a producdo biologia de hidrogénio. Porém, processos termoquimicos e
eletroquimicos consomem grandes quantidades de energia e muitas vezes sdo muito
poluidores. Por outro lado, os processos de producdo biologica de hidrogénio podem ser
operados em temperaturas e pressdes ambientes, consumindo menos energia.

Os processos de producdo bioldgica envolvidos na producgdo de hidrogénio podem ser
classificados em biofotdlise da &gua usando algas e cianobactérias, fotodecomposicdo de
compostos organicos por bactéria fotossintética, producédo fermentativa de hidrogénio a partir
de compostos organicos e sistemas hibridos usando bactérias fotossintéticas e fermentativas.
Os dois primeiros processos citados necessitam da presenca da luz para ocorrerem, enquanto a
producdo fermentativa, também chamada de acidogénese, apresenta vantagens como maiores
taxas de producdo que aqueles obtidos com processos fotobioldgicos e a capacidade de
trabalhar ao longo do dia por muito tempo, independentemente da fonte de luz (dark
fermentation) (Das & Veziroglu, 2001). Além disso, a fermentacdo anaerdbia possibilita a
producdo de hidrogénio por processos simples a partir de uma enorme gama de substratos,
principalmente residuos (Das e Veziroglu,2008).

O hidrogénio ¢ um componente chave no metabolismo de muitos microrganismos.
Culturas puras de Clostridium ou Enterobacter sdo usualmente estudadas para a producao
fermentativa de hidrogénio. As espécies do género Clostridium sdo gram positivas, em forma
de bastonetes e anaerObias restritas formadoras de enddsporos. As espécies do género
Enterobacter sdo gram negativas, em forma de bastonetes e anaerobias facultativas (Wang e
Wan, 2009).

Segundo Hallenbeck (2009), dependendo do microrganismo, a producédo de hidrogénio
pode ser catalisada pela enzima NiFe hidrogenase (enterobacteriaceae) ou por [FeFe]
hidrogenase (clostridia). A etapa da glicélise é comum a ambos, oxidando uma molécula de
glicose para duas moléculas de piruvato, gerando duas moléculas de dinucledtido de
nicotinamida e adenina na sua forma reduzida (NADH), importante transportador de elétrons,
e duas moléculas de adenosina trifosfato (ATP) para armazenar energia.

Na fermentacdo mista realizada pela familia de enterobacteriaceae o piruvato é
convertido em acetilcoenzima A (acetil-CoA) e formiato sem a producdo imediata de

equivalentes redutores. Ndo ha vantagem para que estas bactérias produzam hidrogénio a nao
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ser que o metabolismo ativo cause uma queda no pH do meio induzindo a converséo de acido
férmico a hidrogénio pelas enzimas formato desidrogenase e NiFe hidrogenase para aliviar a
acidificacdo. Como o hidrogénio é produzido a partir do formiato e no maximo 2 formiatos
sdo formados por glicose, no méaximo 2 mol H.. mol glicose podem ser produzidos pela
fermentacdo mista por bactéricas entéricas. O acetil-CoA pode ser convertido de forma
otimizada a acetato para produzir ATP ou em etanol para balancear os elétrons da glicélise.
Entretanto, condi¢des acidas favorecem a conversdo de piruvato a lactato transformando o
NADH em sua forma oxidada (NAD™). Neste caso a producdo de acido latico é onerosa para
rota produtora de hidrogénio, pois, apesar de aliviar a tensdo do meio devido ao pH é&cido,
consome NADH utilizado na de producdo de hidrogénio (Hallenbeck, 2009).

No caso da classe clostridia, que sdo anaerobios restritos, o piruvato é convertido a
acetil coenzima A (acetil-CoA) e CO», produzindo ferredoxina reduzida. A ferredoxina
reduzida transfere os elétrons para a [FeFe] hidrogenase, garantindo a producdo de
hidrogénio. Com isso, 2 mols de hidrogénio sdo produzidos por mol de glicose consumida.
Ao contrario de outros microrganismos de fermentacdo mista, organismos anaerdbios
produtores de hidrogénio possuem uma rota metabolica que os possibilita, em condicdes de
baixa pressao parcial de hidrogénio, associar a oxidacdo de NADH ao processo de reducédo da
ferredoxina. Portanto, estes organismos sdo capazes de produzir mais hidrogénio pela
reoxidacdo do NADH gerado durante a glicolise. Como 2 mols de NADH sdo produzidos
durante a glicélise, 2 mols adicionais de hidrogénio podem ser gerados, totalizando 4 mol Ha.
mol glicose®. Caso ndo existam condicBes para a oxidacio do NADH para produgdo de
hidrogénio, rotas metabdlicas com produtos mais reduzidos sao favorecidas, como a producédo
de &cido butirico ou etanol (Hallenbeck, 2009).

Segundo Show et al. (2012), apesar dos fatores positivos da fermentacdo bioldgica de
hidrogénio como a alta taxa de producdo, baixa demanda energética, facil operacdo e
sustentabilidade, esta tecnologia ainda necessita maior eficiéncia e confiabilidade em escala
industrial. A utilizacdo do hidrogénio em processos eletroquimicos e de combustdo para
conversdo energética necessita de taxas de producdo elevadas o suficiente para alimentar
células a combustivel (Levin, Pitt e Love, 2004). Na pratica, rendimentos de hidrogénio
elevados estdo associados a producdo de acido butirico e acido acético. Sabendo o perfil
metabolico real da comunidade microbiana utilizada, é possivel direcionar a rota metabdlica
para uma maior razdo de acetato/butirato e reprimir os consumidores de hidrogénio para que a

fermentagdo tenha o maior rendimento de hidrogénio possivel (Show et al., 2012).



3.2. Residuos Utilizados na Producédo de Hidrogénio

De acordo com Show et al (2012), a producdo de hidrogénio s6 é renovavel caso a
matéria prima utilizada seja renovavel. Entretanto, viabilidade econémica deste processo
necessita de uma fonte rica em carboidratos, pois a hidrélise de proteinas, gerando
aminoacidos, e de lipideos, gerando acidos graxos de cadeia longa, ndo produz substratos para
possiveis rotas de fermentacdo a hidrogénio (Hallenbeck, 2009). Recursos em potencial para a
producdo renovavel de biohidrogénio sdo os subprodutos de processos agroindustriais,
madeiras e residuos de seu processamento, residuos de processamento de alimentos, algas
marinhas, efluentes da pecuéria, entre outros. Muitos dos processos que produzem hidrogénio
a partir de biomassa sdo complementares aos processos de producdo de biomateriais.
Portanto, paises de grandes economias agriculturais tém potencial para se desenvolverem
economicamente de forma significativa ao incorporarem a bioenergia na bioindustria. Os
principais critérios para selecdo de substratos adequados para a producdo bioldgica de
hidrogénio sé&o a disponibilidade, o custo, a pureza do substrato e a sua biodegradabilidade
(Show et al., 2012).

3.2.1 Soro de Queijo

Dentro destes critérios, o soro de queijo € uma opc¢do vidvel para a producdo de
hidrogénio. O soro de queijo é o liquido de coloracdo verde amarelada remanescente da
precipitacdo e remoc¢do da caseina do leite durante a fabricacdo do queijo. Este subproduto
representa de 85% a 95% do volume do leite e retém 55% dos nutrientes do leite. Entre os
nutrientes mais abundantes estdo a lactose, proteinas sollveis, lipideos e sais minerais (Siso,
1996).

O leite usado influencia nas caracteristicas do queijo e do soro de queijo produzido.
Como exemplo, soro de queijo bovino contem de 70 a 80% de lactose, 9% de proteinas e de 8
a 20% de minerais. O soro de ovelha tem uma razdo nitrogénio por matéria seca maior e tem o
dobro de proteinas soluveis (Carvalho, Prazeres e Rivas, 2013). Dessa forma, o leite deve ser
padronizado por pré-tratamentos e pasteurizacao para possivel producgéo de queijo. Este leite é
entdo acidificado por bactérias laticas produzindo &cido latico ou pela adi¢do direta de acido
(lactato ou HCI). Entéo tem inicio a etapa essencial para a producdo de queijo, que envolve a

coagulacao da caseina para formar um gel que aprisione a gordura do leite. Dependendo do



processo de precipitacdo da caseina, o soro de queijo pode ser de dois tipos. O soro de queijo
doce é obtido na coagulacdo pela protedlise induzida por enzimas selecionadas, como a
qguimiosina, processo comumente chamado de coagulacdo Rennet. A maioria das variedades
de queijo sdo produzidas por esta coagulacdo enzimatica, como por exemplo 0s queijos
mussarela, cheddar, suico e parmesdo. O soro &cido € obtido pela acidificacdo até pH 4,6,
ocasionando na coagulacdo isoelétrica da caseina e sua precipitagdo com sais, produzindo
variedades como cream cheese, cottage, fromage, ricotta e outras variedades de queijos
frescos. O soro de queijo produzido ¢ entdo drenado do coalho formado que sera processado e
maturado em queijo (Fox et al., 2000).

A maior fragdo da carga organica do soro de queijo doce é referente a lactose do leite
(39-60 kg.m3). Os valores de demanda biolégica de oxigénio (DBO) variam de 27 a 60kg.m™
e os de demanda quimica de oxigénio (DQO) variam de 50 a 102kg.m=. No caso do soro
acido, observa-se alto contetido de matéria organica (60 a 80g.L™), maior salinidade, vinda da
adicdo complementar de sais de cloreto de célcio. Além disso, contém alta concentragdo de
lactose (50g.L™?) mas apresenta contelido inferior de vitaminas, aminoacidos e proteinas,
tendo uso limitado no setor alimenticio devido ao gosto acido e alto conteido de sais entre 1,2
e 1,6g.L%, o dobro do soro doce (Carvalho, Prazeres e Rivas, 2013). Em ambos 0s casos, a
relacdo de DBO/DQO é normalmente maior que 0,5, adequado para tratamento por processos
bioldgicos. Os altos conteudos de sodio, pH &cido (3-6,5) e alcalinidade reduzida afetam a
eficiéncia do tratamento bioldgico. De forma geral, o soro de queijo (doce ou acido) é um
efluente rico em nutrientes, contendo de 93-94% de &gua, lactose, proteinas soluveis,
minerais, acido latico e gorduras (Prazeres, Carvalho e Rivas, 2012). Na Tabela 3.2 estdo
apresentadas as principais caracteristicas do soro de queijo doce e &cido.

Tabela 3.2 — Caracteristicas do soro de queijo

Caracteristica Soro doce Soro &cido
pH 3,8-6,5 3,0-6,0
Lactose (kg.m™) 39 50
Lipideos (kg.m?) 0,99 a 10,58 0,49
Proteinas (kg.m) 1,4a8 05a8
DQO (kg.m?) 30a50 60 a 80
DBO (kg.m-3) 27 a 60 30
N (kg.m®) 0,2-1,76 2
P (kg.m?®) 0,124 - 0,54 0,28

Fonte: Prazeres, Carvalho e Rivas, 2013



Segundo Siso (1996), na producdo de 1 kg de queijo, 9 kg de soro sé&o produzidos.
Apesar de uma enorme variedade de possibilidades de exploragdo, mais da metade da
producdo de soro de leite ndo é aproveitada devido a baixa concentracdo de componentes do
leite, sendo descartada de forma inadequada. O soro de queijo pode causar excesso do
consumo de oxigénio, impermeabilizacdo, eutrofizacdo e toxicidade dos ambientes onde
ocorre o despejo (Prazeres, Carvalho e Rivas, 2012).

Como ilustrado na Figura 3.1, a producdo mundial de queijo estd em crescimento,
podendo chegar a quase de 19 milhGes de toneladas de queijo no final de 2016. O Brasil segue
a tendéncia mundial, ilustrada na Figura 3.2, com perspectiva de chegar a 766 mil toneladas
de queijo produzido em 2016 (United States Department of Agriculture, 2015). Com isso
serdo produzidos 171 milhdes de toneladas de soro de leite no mundo, sendo 6,9 milhdes de
toneladas produzidas apenas no Brasil.

Figura 3.1 — Evolucdo da producdo mundial de queijo
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Fonte: United States Department of Agriculture (2015)

Na literatura encontram-se diferentes estudos de processos de fermentacdo anaerobia a
partir de soro de leite (Venetsaneas et al., 2009), soro de leite diluido (Azbar et al., 2009) e
solucéo de soro de leite em po (Kargi, Eren e Ozmihci, 2012a) realizados para a producéo de
hidrogénio. A producdo molar de hidrogénio pode alcangar valor maximo de rendimento de
8,0mol Hz.mol lactose™ pela rota acética e 4,0mol Hz..mol lactose™ pela rota butirica, como
mostrado nas equacdes 3.1 e 3.2. A Tabela 3.3 apresenta os principais estudos comparativos
da producdo de hidrogénio utilizando soro de queijo como substrato em diferentes

configuracOes de reatores.



C12H22011 + 5H20 = 4CH3COOH + 4CO; + 8H»

C1oH22,011 + H,O =2 2CH3CH>CH2COOH + 4CO> + 4H>»
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Figura 3.2 — Evolucdo da producéo brasileira de queijo
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Tabela 3.3 - Estudos comparativos para producdo de hidrogénio a partir de soro de queijo

Referéncia Reator TD&';’“"‘O (I;[; ?rg‘;f‘gi) (Li\'{.l?_'l) (mm OngDQO_l) Metabélitos
Colletet al. CSTR 357 6,7 : 3 mol Ha.mol lact I;éﬁ;
(2004) L
Yiggé’;)a" CSTR 24 14 . 23 iy
Mooy CSTR  3sdias 21 : 2 ﬂf;; e
etgﬁszgggg) UASB 12 20 122 leHz.L'l.d' i HAI:;PTBU
Dz‘t’g‘?_'z/z%zgg‘;ez CSTR 6 184.4 1,14 2,8 mol H.mol lac’t HB:;A':Pr
e m o w w aa Ommum e
C;r;il'_"zégigs UASB 6 20 0,38 L Ha L1t i HP;;B':AC
Pe(rggle;)a" 'E?)'(tg 24 37 1,0 1,1 mol Ho.mol lac: iAPf; EE:
C:trgll.l?égais UASB 8 48 1,67 L HaoL g i HA;;P':B“

CSTR - Reator de mistura ideal; HAc — Acido acético; HBu — Acido butirico; HFo — Acido formico; HLa —

Acido latico; HPr — Acido propiénico; TCO — Taxa de carregamento organico; UASB — Reator anaerébio de

manta de lodo
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Yu e Fang (2001) investigaram a influéncia da concentracdo do substrato (2-30 g.L™?)
na acidificacdo da &gua residuéaria da industria de laticinios em reatores em batelada e um
reator anaerébio de manta de lodo (UASB) a 37°C. Observou-se que entre os constituintes do
substrato, os carboidratos foram acidificados com maior eficiéncia, sequido pelas proteinas e
com menor eficiéncia no caso dos lipideos. Os resultados apresentados indicaram efeitos
consideraveis da DQO do afluente na producao de hidrogénio e na distribuicdo dos produtos
da acidificacdo. A taxa de producdo de biogas foi elevada com o aumento da DQO da agua
residudria, reduzindo a producdo de metano para niveis ndo detectaveis a partir de 8 g DQO.L"
! em favorecimento da producéo de hidrogénio, aumentando a sua pressdo parcial para 0,52
atm em 12 g DQO.L™. Nesta condic&o, os principais metabélitos foram o acetato (584 mg.L"
1), propionato (701 mg.L™?) e etanol (292 mg.L ™). O efeito mais significativo do aumento da
DQO do afluente foi 0 aumento das fracdes de propionato, propanol e butanol em detrimento
do acetato e butirato, indicando que as rotas metabdlicas presentes foram influenciadas
significativamente pela concentracéo do substrato.

Utilizando a metodologia de superficie de resposta, Yang, Yu e Hwang (2003)
avaliaram condi¢des que maximizassem as taxas de producdo dos &cidos acético e butirico
com relacdo aos efeitos simultdneos do pH, temperatura e tempo de detencdo hidraulica
usando agua residuaria de soro de leite (10000 mg DQO.L™). A condigdo 6tima obtida para a
producdo de acido acético foi no TDH de 9,6 horas, pH 6,0 e temperatura de 54,1°C obtendo
uma producdo de acido acético de 955,2 mg.L.dia? e de acido butirico de 543 mg.L.dia™.

Ferchichi et al. (2005) estudaram a influéncia do pH inicial (5-10) sobre a producéo
mesofilica (30°C) de hidrogénio a partir de soro de leite utilizando a Clostridium
saccharoperbutylacetonicum. A taxa de producdo de hidrogénio e o rendimento obtiveram
comportamentos similares, indicando que as culturas com valores menores de pH obtiveram
melhores resultados. Os valores maximos de taxa de producéo e de rendimento foram de 28,3
mL.hr! e 7,89 mmol.g lactose™, respectivamente, no pH 6.

Buscando produzir hidrogénio a partir da agua residuaria da industria de laticinios com
uma comunidade mista de microrganismos, Mohan, Babu e Sarma (2007) variaram a taxa de
carregamento organico (2,4, 3,5 e 4,7 kg DQO.m=3.dia) de um reator anaerébio de batelada
seqliencial (AnSBR) no TDH de 24 horas e temperatura de 28°C. O rendimento e a
produtividade maximos de 0,0245 mmol H,. gDQO™! e 1,105 mmol Hzm3min?,
respectivamente, foram obtidos na taxa de carregamento organico de 3,5 kg DQO.m=3.dia™. O
aumento da taxa de carregamento organico garantiu uma maior disponibilidade de substrato,

acelerando a atividade do metabolismo, caracterizado pela concentragdo maxima de 3010
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mg.L? de acidos. Com a producio de acidos, o pH foi gradualmente reduzido de 6 para
valores inferiores a 4,5, considerada a faixa ideal para o funcionamento das bactérias
anaerdbias e inibicao das bactérias metanogénicas.

Yang et al. (2007) estudaram em modos de operacdo em batelada e continuo a
fermentacgdo anaerdbia de dgua residuéria de soro de leite para producdo de hidrogénio usando
uma cultura mista. Nos experimentos em batelada o valor maximo de rendimento de
hidrogénio de 10 mM H,.g DQO - foi obtido em DQO de 5 g.L™, produzindo principalmente
os acidos butirico e acético. Nos experimentos conduzidos em modo continuo de mistura
completa (CSTR), o valor maximo de rendimento de hidrogénio foi de 2,0 mM. g DQO™? na
taxa de carregamento orgénico de 14 g DQO.L.dia® (TDH de 24 horas), com etanol e &cido
acetico produzidos em maiores rendimentos com baixos niveis de &cido propionico.
Observou-se que maiores taxas de carregamento organico podem ser eficientes para maiores
producdes de hidrogénio se as bactérias ndo forem inibidas pelo substrato aplicado. A faixa de
pH entre 4,0 e 5,0 foi mais favoravel para a fermentacdo de soro de leite. Entretanto, em
valores reduzidos de taxa de carregamento organico, biofilmes foram formados nas paredes
do biorreator e em materiais floculentos suspensos que favoreceram o crescimento de
metanogénicos, mesmo com a queda do pH abaixo de 5,0, que deveria ser inibitério para este
tipo de microrganismo.

A producdo fermentativa de hidrogénio em condicfes termofilicas (55°C) utilizando
lactose como substrato com um inoculo de cultura mista foi investigada por Calli et al. (2008)
analisando o efeito do pH no rendimento de hidrogénio, taxas de producdo e tipos de
fermentagdo. Experimentos em batelada alimentada foram realizados com lactose controlando
0 pH nos valores de 5,0, 5,3, 5,5, 5,7 € 6,0. O valor maximo de rendimento de 3,43 mol
H..mol lactose™ foi observado no pH 5,3, com prevaléncia de acetato e butirato. A maior taxa
de producdo de hidrogénio de 57,5 mL.L.hr? foi encontrada no pH 5,7 no seu segundo
experimento. Os principais motivos para os baixos rendimentos de hidrogénio foram o efeito
repressor da elevada pressdo parcial de hidrogénio resultando na mudanga da rota metabdlica
de producéo de acetato para producédo de butirato; a inibi¢do dos produtores de hidrogénio por
bactérias produtoras de &cido latico e o consumo do hidrogénio produzido para producéo de
acetato.

O estudo da cinética de producéo de hidrogénio usando uma populacdo mista a partir
de glicose, lactose ou soro de leite em pé em experimentos em modo batelada foi realizado
por Davila-Vazquez et al. (2008). Os valores de concentracéo inicial foram variados de 5 a 25

g.Lt com ponto central de 15 g.L%, enquanto os valores de pH foram variados de 4,5 a 7,5,
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com ponto central no valor de 6,0. A composicao de hidrogénio foi de 50-55%, a composigéo
de CO; foi de 50-45% e metano foi detectado quando soro de queijo foi utilizado como
substrato. O maior valor para rendimento de hidrogénio para a lactose foi de 3,6 mol Hz.mol
lactose™ no valor de pH de 7,5 e no valor de concentracio inicial de 5g.L™, observando uma
tendéncia para os valores de rendimento de hidrogénio serem mais elevados em valores
menores de concentracdo inicial e em valores maiores de pH. No caso da produgédo
volumétrica utilizando lactose, o efeito do valor inicial de pH foi mais pronunciado, onde o
maior valor experimental de producdo volumétrica de hidrogénio foi de 5,6 mmol Hz.L1.h™.
No caso do soro de leite em p0, o valor méximo de rendimento de hidrogénio de 3,1 mol
H..mol lactose™ foi encontrado no pH 6,0 na concentragdo inicial de 15 g.L™, com o aumento
da concentracdo inicial reduzindo os valores de rendimento. Os valores de producdo
volumétrica de hidrogénio com soro de leite aumentaram com o aumento da concentracdo
inicial e do pH inicial, com valor maximo de producio volumétrica de 8,1 mmol Hz.L"2.h" no
pH inicial de 7,5 e concentragéo inicial de 25 g.L ™. A andlise dos acidos produzidos indicou a
prevaléncia dos acidos acético e butirico, com éacido propidnico sendo produzido em menores
quantidades.

Azbar et al (2009) investigaram o processo de fermentacdo anaerdbia continua para a
producdo de hidrogénio a partir do soro de queijo em condi¢des termofilicas. Duas estratégias
diferentes de carregamento organico foram utilizadas: variar o TDH mantendo constante a
DQO; variar a DQO mantendo constante do TDH em um reator de mistura (CSTR) a 55°C.
Avaliando o efeito da DQO afluente o TDH foi mantido no valor de 1 dia. A taxa de producéo
maxima de biogas de 13,2 L.dia foi observada na TCO de 47 g DQO.L.dia. Por outro
lado, ao reduzir a TCO para 35 g DQO.L.dia™ o rendimento maximo de 9 mmol Hz.g DQO™
foi observado. Os principais metabolitos foram acetato, propionato, butirato, isobutirato e
lactato. Com a redugdo da TCO a producdo de acido latico foi favorecida e metano foi
identificado no biogés, indicando a presenca de metanogénicos. Foi especulado que apesar
das bactérias metanogénicas serem lavadas pelo baixo tempo de retencdo hidraulico, parte
delas aderiu as paredes do reator, resultando na producgédo de metano.

Na segunda parte do estudo de Azbar et al (2009), o efeito do TDH na produgéo de
hidrogénio foi investigado mantendo constante a concentracéo do afluente em 47 g DQO.L™,
mas reduzindo o TDH de 3,5 para 1 dia. O rendimento de hidrogénio foi maximo no TDH de
3,5 dias, com o valor de 22 mmol Hz.g DQO™. Com o aumento da taxa de carregamento
organico pela subseqliente reducdo do TDH para 1 dia o rendimento de hidrogénio foi

reduzido para 4,7 mmol Hz.g DQO™ . Os 4cidos acético, propionico, latico e formico foram os
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principais &cidos orgéanicos produzidos em todos os valores de TDH testados. A principal
bactéria identificada durante as condicbes boas e ruins de operacdo foi a
Thermoanaerobacteriaceae bacterium, indicando que a populacdo produtora de hidrogénio
foi viavel durante o tempo de cultura, mas sofreu varia¢fes devido a mudanca dos parametros
fisico-quimicos.

Experimentos em batelada com soro de queijo foram realizados por Kargi, Eren e
Ozmihci (2012a) nas concentracdes de 5,2 a 28,5g aclcares totais.L* para avaliar a producéo
termofilica de hidrogénio a 55°C. A maior producdo cumulativa de hidrogénio de 257 mL foi
observada com 20g aglcares totais.L™. Observou-se que este aumento foi devido a limitacoes
de substrato em baixas concentragBes. Entretanto o aumento da concentracdo de agucares
resultou no aumento da concentracdo de acidos, principalmente acético, butirico e latico,
causando inibic¢do por substrato e por produtos. Assim, 0os maiores rendimentos de hidrogénio
foram obtidos em baixas concentragdes, com valor maximo de 1,03 mol Hz.mol glicose™ na
concentracéo de 9,59 accares totais.L™.

De forma a comparar condi¢@es mesofilicas e termofilicas de producao de hidrogénio,
Kargi, Eren e Ozmihci (2012b) realizaram experimentos em batelada utilizando soro de queijo
(10,77 g acUcares totais.L™) cultivados nas temperaturas de 35 °C e 55 °C. Entre os resultados
principais, observou-se que a fermentagdo termofilica obteve melhor rendimento de
hidrogénio de 0,81 mol Hz. mol glicose™ em comparacdo com a temperatura mesofilica (0,47
mol H2. mol glicose). Além disso as concentracdes finais de acidos na condicdo termofilica
(4,679.L1) foram inferiores as obtidas na temperatura mesofilica (5,87g.L™?). Apesar de a
producdo de hidrogénio ser proporcional a formagdo de &cidos, o rendimento obtido esta
relacionado a rota metabdlica. Dependendo da bactéria dominante em cada temperatura e da
rota utilizada, mais hidrogénio pode ser produzido com menor geracdo de &cidos como
subprodutos. Assim, apesar de adaptacfes mais longas serem necessarias, a fermentacéo
termofilica obteve melhores resultados devido a eliminagdo de bactérias consumidoras de

hidrogénio e sele¢do de produtores de hidrogénio mais eficientes na elevada temperatura.

3.2.2 Vinhaca de Cana de Acucar

Com o crescimento populacional associado ao desenvolvimento da atividade
econbmica a demanda energética cresceu rapidamente nas ultimas décadas. Principais

componentes da matriz energética mundial, os combustiveis fosseis devem ser reprimidos
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devido as emissdes de gases do efeito estufa e impactos no aquecimento global associados aos
seus usos. Neste contexto, o uso do etanol tornou-se atrativo dentre as maiores economias
globais. O Brasil € um dos maiores produtores de etanol no mundo e a cada litro produzido,
10 a 15 litros de vinhaca séo gerados (Moraes, Zaiat e Bonomi, 2015)

A disseminagdo do uso de fontes renovaveis de energia em favor da sustentabilidade
econdmica e ambiental favorece o uso de bicombustiveis, especialmente em paises como o
Brasil que se sobressai nas aplicacGes do etanol a partir de cana de agucar. A grosso modo a
mudanca para o etanol reduziria as emissdes de gases do efeito estufa. Entretanto a producéo
deste biocombustivel gera grandes volumes de &gua residuaria, principalmente a vinhaca, que
constitui um problema ambiental complexo dependendo da sua destinacdo final (Moraes,
Zaiat e Bonomi, 2015).

As matérias primas convencionais para a producdo de etanol incluem as baseadas em
sacarose e as baseadas em amido. As matérias primas baseadas em acucar incluem as
plantacOes de beterrabas e de cana de acucar. Os caldos de beterraba e cana contém acucares
redutores que estdo disponiveis para as leveduras sem a necessidade de pré-tratamento, a nao
ser pela moagem. Entretanto, o preco do acucar o mercado controla a implementacdo da
producdo de etanol. Dessa forma, o etanol € normalmente um subproduto da producdo de
acucar, realizando a fermentacdo do melaco, que é o residuo da etapa de cristalizacdo do
acucar (Wilkie, Riedesel e Owens, 2000).

O etanol é produzido a partir da fermentacdo do caldo de cana de agUcar, mas em
plantas com producdo anexa de etanol e aclcar uma fracdo do caldo de cana é direcionada
para a producdo de acUcar enquanto que o remanescente € misturado com melago para
producdo de etanol. A maioria das indUstrias no Brasil mantém a producdo concomitante de
alcool e acucar, possibilitando a flexibilidade econémica em funcdo das demandas de
mercado. A Figura 3.3 ilustra o diagrama de blocos do processo de producdo de etanol a partir
de cana de acucar (Moraes, Zaiat e Bonomi, 2015).

Com a otimizacdo dos processos, as plantas de alcool e aglcar atuais séo
autossuficientes energeticamente utilizando a queima do bagago como fonte de energia. Com
0 desenvolvimento futuro de novas tecnologias, a producdo de etanol a partir do bagaco
(etanol de segunda geracdo) sera viavel economicamente. Utilizando o conceito de
biorrefinaria, que integra a producdo de combustiveis, energia e subprodutos, torna-se
necessaria a aplicacdo da energia produzida pelo biogas para redirecionar a aplicacdo do

bagaco para a exclusiva producéo de etanol (Moraes, Zaiat e Bonomi, 2015).
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Figura 3.3 - Diagrama de blocos da producéo de etanol a partir de cana de agucar
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A producédo de aclcar e etanol necessita da recuperacdo e utilizacdo de subprodutos
para aprimorar a eficiéncia do processo. Além disso, deve possibilitar o despejo adequado dos
subprodutos de forma ambientalmente responsavel. A sustentabilidade 6tima ocorrera quando
cada subproduto gerar retorno econdmico maximo e impacto ambiental minimo. Desta forma
é valido minimizar o descarte de subprodutos que possam gerar retorno financeiro através de
beneficiamento. A fermentacdo é normalmente operada em modo batelada e ap6s o seu fim, o
vinho contendo entre 2 a 12% de etanol é enviado as colunas de destilagdo para purificacdo do
etanol a 95%. No fundo destas colunas os componentes menos volateis do vinho formam a
vinhaca (Wilkie, Riedesel e Owens, 2000).

As caracteristicas da vinhaca apresentam grandes variagdes e dependem da qualidade
da matéria prima e do processo. Entre os principais componentes encontrados na vinhaca
estdo o potassio, fosforo, sulfato, &cido latico, glicerol, etanol, aminodcidos, &cido acético,
compostos fenolicos, melanoidinas e agucar residual (Wilkie, Riedesel e Owens, 2000).
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Devido as grandes quantidades de vinhaga gerada, tratamentos alternativos a
fertirrigacdo devem ser propostos. As caracteristicas da vinhaga variam dependendo do
processo utilizado e durante a safra, devido as diferencas de composicdo da cana de agUcar a
ser moida durante o ano. De forma geral, a vinhaca apresenta coloracdo escura e consiste de
93% de agua e 7% de sélidos organicos e minerais (Christofoletti et al., 2013). Na Tabela 3.4
estdo apresentadas as principais caracteristicas da vinhaca.

A vinhaca apresenta elevadas concentracdes de componentes organicos e nutrientes
(potéssio, nitrogénio e fosforo). Origina-se na etapa de destilagdo do mosto/vinho, saindo do
fundo do destilador entre 85 e 90°C. A presenca de melanoidinas e alta concentracdo de
acidos organicos induzem a cor marrom escura e o baixo pH, respectivamente. Atualmente, a
fertirrigacdo é a principal destinacdo da vinhaca pelo seus baixos custos e aplicacdo como
fertilizante. Entretanto a legislacdo vigente € considerada superficial, pois restringe a
aplicacdo da vinhaca apenas avaliando a concentracdo de potassio. A composi¢do quimica
relacionada a alta concentracdo de &cidos organicos e 0s impactos ambientais associados a
emissdes de gases estufa, salinizacdo do solo e contaminacdo do lencol freatico, ndo sdo
apreciados da devida forma (Moraes, Zaiat e Bonomi, 2015).

Tabela 3.4 - Composicéo de vinhacas de diferentes origens

Matéria-prima da vinhaca

Pardmetros -
Caldo de cana Melaco Mistura
pH 3,7-4,6 4,2-50 39-46
DBO (g.L?) 6,0-17,0 11,3-39,0 20,0
DQO (g.L Y 15,0- 33,0 22,0-849 315-450
Potassio (mg.L™?) 0,6-2,0 2,3-12 12-38
Nitrogénio (mg.L™?) 0,2-0,7 0,07-1,23 0,37-0,7
Sulfato (mg.L™?) 02-14 1,2-3,5 0,15-1,3
Célcio (mg.L™) 0,1-0,32 0,3-3,6 0,46 - 3,3
Magnésio (mg.L™?) 0,1-0,3 0,3-0,9 0,29-04

Fosforotow (Mg.LY)  0,004-025  0,04-02 0,37-0,7
Fonte: Moraes, Zaiat e Bonomi (2015)

Os principais compostos quimicos presentes na vinhaca sdo o0s acidos organicos
(especialmente acetato e lactato), carboidratos residuais e alcodis (glicerol e etanol). A
presenca de sulfato na vinhaca é originéria da adi¢do do acido sulfurico a suspensdo de células
de levedura para controle bacteriano da fermentacdo alcoolica. A composi¢cdo da vinhaca

também varia durante o periodo de safra devido a variacdo da composicdo da matéria prima
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vinda das diferentes condi¢cbes de maturacdo e crescimento em solos com diferentes
caracteristicas nutricionais; e variacdes no processo durante a operacdo da fermentacdo e
destilacdo (Moraes, Zaiat e Bonomi, 2015).

O programa brasileiro de producdo de etanol iniciou suas atividades nos anos 70
devido a crise do petroleo que incentivou a busca por fontes alternativas de combustivel.
Apesar do aprimoramento das leis sobre tratamento, reuso e descarte da vinhaga no setor
sucroalcooleiro, as politicas atuais provam ser ineficientes. Com a proibicdo do descarte
direto da vinhaca em corpos de agua a alternativa encontrada foi a aplicacdo da vinhaca como
fertilizante para as plantacfes de cana de agucar, também conhecido como fertirrigacdo. O
regulamento do estado de Sdo Paulo estabelece diretrizes para a aplicacdo desta técnica
prevendo impactos causados pela vinhaca no solo, agua e len¢ois freaticos de acordo com a
concentracdo de potassio. Entretanto, a concentracdo de matéria organica e os impactos
atmosféricos devido a emissdes gasosas sao desprezados (Moraes, Zaiat e Bonomi, 2015).

As principais alternativas sugeridas para a aplica¢do da vinhacga de cana de aglcar sao
a fertirrigacdo, concentracdo da vinhaca e producdo de energia. A fertirrigacdo consiste na
infiltracdo da vinhaca bruta no solo pela irrigacdo das plantacbes de cana de acglcar. Quando
aplicada desta forma possibilita a fertilizagdo do campo, reduzindo o uso de fertilizantes
quimicos, focando no uso racional dos recursos com baixo custo de investimento e de
manutencdo. Entretanto, a aplicacdo direta da vinhaca no solo pode causar percolacdo de
metais para o lencol freatico, salinizacdo, desbalanceamento nutricional e aumento da
toxicidade do solo. Além disso, parametros desconsiderados pela regulamentacdo, como as
caracteristicas do solo, retencdo de agua e proximidade de corpos de agua devem ser
apreciados (Christofoletti et al., 2013).

Devido ao grande volume gerado, a concentracdo da vinhaca por evaporacao torna-se
uma alternativa. Apos sua concentracdo, o produto obtido pode ser utilizado na producéo de
alimentos para pecuaria ou para melhorar a qualidade da vinhaca como fertilizante. Também
pode-se queimar a vinhaga concentrada para gerar energia ou reduzir o consumo de agua da
fabrica. Entretanto, o alto gasto energético necessario para evaporar parte da presente dgua € a
principal restricdo (Christofoletti et al., 2013).

Neste contexto a aplicacdo da digestdo anaerdbia torna-se atrativa possibilitando a
conversdo da matéria organica presente na vinhaga em energia. Alem disso, o contetudo
inorganico é mantido na vinhacga biodigerida, mantendo o seu potencial como fertilizante.
Apesar das vantagens da aplicacdo desta tecnologia, varios desafios dificultam a sua

implementacao, principalmente devido a falta do desenvolvimento do conhecimento cientifico
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do bioprocesso aplicado a residuos com alto grau de especificidade (Moraes, Zaiat e Bonomi,
2015). A Tabela 3.5 apresenta os resultados de alguns dos diversos estudos com reatores
anaeradbios para a producéo de hidrogénio a partir de vinhaca.

Avaliando o efeito da taxa de carregamento organico na producdo de hidrogénio,
Ferraz Junior et al. (2014) utilizaram 4 reatores de leito fixo operando a 55°C e em valores de
TDH entre 24 a 8h, correspondendo a valores de TCO entre 36,2 a 108,8 kg DQO.m>.dia*. A
conversdo de matéria organica resultou na producdo dos acidos acético, butirico e propidnico.
Os valores maximos de produtividade e de rendimento de hidrogénio de 1023 mL Hz.d®.L?te
2,4 mol Hz.mol carboidrato™ (0,7 mmol Hz.g DQO™) foram obtidos no valor de TDH de 12h,
correspondendo a TCO de 72,4kg DQO.m3.dial. Ao aumentar a TCO para o valor de
108,6kg DQO.m?3.dia?’, o rendimento e a produtividade de hidrogénio obtidos foram
reduzidos em 63,9% e 42,8%, respectivamente. Ao compilar os dados de biologia molecular
observou-se que o numero de copias de Fe-hidrogenase foi méximo na condi¢do de maior
rendimento de hidrogénio e a principal sequéncia genética foi 99% similar a

Thermoanaerobacterium.

Tabela 3.5 - Resultados de estudos para producdo de hidrogénio a partir da vinhaca

Referéncias Reator  TDH (h) HY HPR Metabdlitos
Kor(lgg)alrg)g)t al UASB 3eldia 212 mL H,.g aglcar? 821 mL H,.Lt.dia Haﬁ;bﬁla;
Luoetal. (2010a)  CSTR 7126?0_ 85mL Hao. g SV 3600 mL Hy.L dia® H'?E‘:(;)HH*‘C;
i{eaelth("j‘z"(‘)’gg? ANSBR  48-12,8 186 ML Hp.g DQOwn 3800 mL Ha.L L dia Hbﬁ;;'ac;
Qi”’(\zl‘éiq)e Ja  cstR : 172 mL Ha.g SV 789 mL Ho.dia’ Haﬁp’:'a;
Sea;t”;i_rzg‘oolnlg)ko' AnSBR  32-13  172mL Hag DQOwr? 3310 mL Ho L dia Hbf_ipkr'ac;
ifgizéggif)r Lff)lgo 24-8 0,77 mmol H.g DQO? 1023 mL Ho.dL™ Haﬁp"r';b“;

Em operacdes de longa duracéo, o crescimento da biomassa no leito fixo pode reduzir
a taxa de carregamento organico especifica. Desta forma, mesmo em concentracdo inicial
constante, a disponibilidade de substrato pode ser reduzida. Assim, Ferraz Junior, Etchebehere
e Zaiat (2015) estudaram a influéncia em longo prazo (60 dias) da operacdo de reator
anaerdbio de leito fixo em elevada taxa de carregamento organico (84,2 kg DQO.m=3.d?) na
producdo termofilica de hidrogénio usando vinhaga como substrato (35,2 g DQO.L™) no TDH
de 10,2h. Metano n&o foi observado na operacdo do reator e a fracdo média de hidrogénio no
biogas foi de 38,7%. Entretanto, apesar de a TCO ser mantida constante, a taxa de
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carregamento organico especifica foi reduzida de 1,38 a 0,72g carboidratos totais.g SV1.h?
durante a operacdo do reator, causando flutuages na producdo de hidrogénio até a sua
interrupcdo no dia 60. Durante a producdo de hidrogénio os valores maximos de
produtividade e de rendimento foram de 2284mL H..d?.L* e 3,7mol Hz.mol carboidrato™,
respectivamente, na taxa de carregamento organico especifica de 0,98g carboidratos totais.g
SV1.hl. Os principais metabolitos produzidos foram os acidos acético, butirico e propidnico.
Organismos pertencentes a géneros reconhecidos como produtores de hidrogénio
(Caloramator, Clostridium, Oxobacter, Thermoanaerobacterium, Thermohydrogenium e
Megasphaera) foram identificados em amostras coletadas no meio e no final da operacgdo do
reator. Estes resultados indicam que o uso de lodo termofilico adaptado a vinhaca de cana de
acucar pode enriquecer a comunidade produtora de hidrogénio e inibir os consumidores de

hidrogénio autdctones.

3.3 Efeitos de Pardmetros Fisico-Quimicos

As alternativas para contornar as barreiras de custo de producéo e de baixo rendimento
de hidrogénio estdo relacionadas ao desenvolvimento de novas técnicas de engenharia
metabdlica, modificacdo genética de microrganismos e a avaliacdo do efeito de parametros
fisico-quimicos no processo (Das e Veziroglu, 2008). Desta forma, cabe a microbiologia
realizar a analise da fisiologia e da estrutura da comunidade microbiana, identificando e
selecionando os microrganismos responsaveis pela producdo, consumo, competicdo por
substrato e auxilio na producdo de hidrogénio.

Por outro lado, a engenharia tem como objetivo o aprimoramento do projeto e do
desempenho de diferentes biorreatores que otimizem a producdo de hidrogénio de forma a
reduzir custos avaliando o efeito de parametros fisico-quimicos no processo. Estes parametros
modificam continuamente as condi¢cGes ambientais que regulam a fisiologia e a estrutura da
comunidade microbiana. Sabendo o perfil metabdlico real dos microrganismos, é possivel
direcionar a rota metabdlica de forma a otimizar a producdo de hidrogénio controlando os
parametros fisico-quimicos como pH, intensidade de mistura, tempo de detencéo hidraulica,

taxa de carregamento organico, nutrientes e temperatura (Khanal et al, 2004).
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3.3.1 Taxa de Carregamento Organico: Tempo de Detencdo Hidraulica e

Concentracédo de Substrato

A TCO de relaciona a quantidade de agua residuaria pelo volume do reator. Por ser
uma variavel de projeto, determina a capacidade e quais as condi¢des de operacdo do reator.
Definir a faixa de operacdo da taxa de carregamento orgénico é fundamental para otimizar a
producdo de hidrogénio. Variando a taxa de carregamento organico pode-se modificar as rotas
metabolicas, a conversdo de substrato e a comunidade microbiana presente no reator. Assim,
torna-se possivel a producdo continua de hidrogénio de forma estavel maximizando o
rendimento (Gioannis et al., 2013).

Os parametros que constituem a TCO sdo a concentracdo de matéria organica e o
TDH. A concentracao de substrato deve ser selecionada de forma a suprir as necessidades de
crescimento microbiano e de producdo de hidrogénio e 0 seu aumento pode garantir uma
producdo de hidrogénio estdvel em alto rendimento (Santos et al., 2014a). Entretanto,
concentracbes de matéria organica em excesso diminuem a conversdo de substrato e o
rendimento de hidrogénio devido ao acimulo de compostos inibitérios no meio, reduzindo a
competitividade dos produtores de hidrogénio em relacdo a outros microrganismos (Intanoo et
al., 2012; Santos et al.,2014a; Barca et al.,2015).

O TDH indica o tempo que a matéria organica permanece no reator. Este tempo
depende da taxa de metabolizacdo da matéria organica pela comunidade microbiana, podendo
variar de acordo com o processo. O TDH pode ser usado para selecionar uma comunidade
produtora de hidrogénio dependendo do substrato utilizado. A conversdo de residuos
contendo acgUcares simples necessita de valores reduzidos de TDH, enquanto que residuos
mais complexos precisam ter seus componentes hidrolisados a aglcares monomeéricos,
necessitando de valores elevados de TDH para sua conversdo. Dessa forma, valores reduzidos
de TDH podem diminuir a conversdo de matéria organica. Entretanto, a redugdo do TDH
possibilita 0 aumento da produtividade de hidrogénio. Estes valores reduzidos favorecem o
crescimento de bactérias produtoras de hidrogénio e resultam em maiores taxas de
alimentacdo de substrato ao reator, aumentando a sua disponibilidade. Até certo ponto, o
rendimento de hidrogénio também pode ser elevado. Mas valores muito reduzidos de TDH
ocasionam na conversdo incompleta do substrato para componentes intermediarios no
processo de producdo de hidrogénio, limitando cineticamente o rendimento (Barca et

al.,2015). Quanto maior o TDH de operacdo do reator, maior o seu custo. Portanto, o projeto
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de reatores menores operando em valores reduzidos de TDH pode viabilizar economicamente
a producdo de hidrogénio.

3.3.2 Temperatura

Por ser um processo mediado por microrganismos, a produgdo fermentativa de
hidrogénio tem como um de seus principais parametros fisico-quimicos a temperatura do
meio, influenciando a atividade enzimatica das hidrogenases, a produtividade e o rendimento
de hidrogénio, alterando rotas metabdlicas, selecionando a comunidade microbiana e
modificando as propriedades fisicas e quimicas da dgua residuéria. Segundo Lettinga, Rebac e
Zeeman (2001), a solubilidade de compostos gasosos presentes no liquido diminui com a
elevacdo da temperatura do meio. Isso implica em menores concentracdes de CHa4, Hz, CO2 e
H.S dissolvidos no efluente do reator, aumentando as suas concentracfes no biogas. O
emprego da temperatura no processo de producdo de hidrogénio apresenta dois interesses, um
estd diretamente ligado ao aumento da atividade microbiana acidogénica e outro envolve a
inativacdo dos microrganismos consumidores de hidrogénio (Huang et al., 2004).

A atividade microbiana é influenciada pela temperatura nas taxas de crescimento e nas
rotas metabdlicas preferenciais aos microrganismos. Com aumento da temperatura, as reacdes
guimicas e enzimaticas na célula ocorrem em taxas mais elevadas, acelerando o crescimento.
Entretanto, acima da temperatura Otima, 0s componentes celulares essenciais sao
desnaturados, impossibilitando o crescimento. Portanto, 0 aumento da temperatura em uma
faixa definida melhora as fun¢des metabdlicas e de crescimento até certo ponto onde as
reacOes de desnaturacdo predominam. Assim, as reacfes fermentativas apresentam faixas
Otimas de temperaturas que melhoram as fun¢es metabdlicas e de crescimento em condicdes
mesofilicas (25-40°C), termofilicas (40-65°C), termofilicas extremas (65°C-80°C) ou
hipertermofilicas (>80°C) (Sinha e Pandey, 2011; Zhang, Ren e Wang, 2012).

A maioria dos estudos foram realizados em condi¢des mesofilicas que sdo as
condicBes ideais para o crescimento e atividade de muitas bactérias produtoras de hidrogénio
dos géneros Clostridium e Enterobacter (Van Niel et al., 2002). A condicdo mesofilica €
preferivel a condicdo termofilica quando considerados Unica e exclusivamente os pontos de
vista econdmico e tecnoldgico. Se um alto rendimento de hidrogénio for obtido de forma
estavel nestas condi¢Bes, pois a energia necessaria para cultivar e manter a comunidade
termofilica é aproximadamente 2,5 vezes maior que o caso de um reator mesofilico (Raj,

Talluri e Christopher, 2012). Entretanto, quando a fermentacdo mesofilica ocorre, a presenca
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de bactérias ndo produtoras de hidrogénio é um problema critico na sustentabilidade do
processo interferindo na estrutura da comunidade microbiana produtora de hidrogénio, como
a competicdo por substrato induzindo a producéo de inibidores (Nokie et al., 2002).

Por outro lado, processos termofilicos apresentam maior resisténcia a contaminagéo
metanogénica, patogénica e de outros microrganismos ndo produtores de hidrogénio. A
producdo termofilica de hidrogénio se beneficia de algumas vantagens ao realizar processos
em temperaturas elevadas, como viscosidade reduzida, melhor mistura, maior facilidade em
manter condi¢Ges anaerdbias, maiores taxas de reacdo, baixa solubilidade do hidrogénio e a
subseqiente facilitacdo da transferéncia de massa da fase liquida para fase vapor. As bactérias
termofilicas e hipertermofilicas apresentam conversdo mais eficiente de uma variedade de
substratos complexos produzindo uma menor gama metabolitos secundarios, conduzindo o
metabolismo & rota acética que produz maiores quantidades de hidrogénio e de ATP
(Talabardon, Schwitzguébel e Péringer, 2000; Verhaart et al., 2010; Pawar e van Niel, 2013;
Roy, Vishnuvardhan e Das, 2014). Estas vantagens sobre os processos mesofilicos, resultam
em maiores produtividades e rendimentos de hidrogénio (Kargi, Eren e Ozmihci, 2012b).

De acordo com Sinha e Pandey (2011), o efeito da temperatura na producdo de
hidrogénio pode ser explicado termodinamicamente considerando as mudangas na energia
livre de Gibbs e na entalpia padrdo da conversdo de glicose & acetato e assumindo o
rendimento tedrico de 4 mol Hz. mol glicose™ como ilustrado na equagéo abaixo.

CsH1206 + 2 H,O > 2 CH3COOH + 4 Hz + 2 CO2 (3.3)

Valores de rendimento inferiores ao teodrico sap atribuidos a producdo de hidrogénio
termodinamicamente desfavoravel em pH>>0,028 kPa e condicBes fisioldgicas padrbes
(0,25M de substrato, 37°C e pH 7). A reacdo usando NADH na reducdo de um proéton para
gerar H> tem energia livre de Gibbs positiva (21kJ), indicando a sua ndo espontaneidade.
Nestas condicdes estressantes de elevada pressdo parcial de hidrogénio os microrganismos
tendem a mudar o seu metabolismo para a producgédo de etanol e &cido latico, que sdo mais
favoraveis com AG® de -27,5 kJ e - 25,0 kJ, respectivamente (Raj, Talluri e Christopher, 2012;
Pawar e van Niel, 2013).

Por outro lado, microrganismos termofilicos apresentam maiores tolerancias a pHo.
Avaliando variacdo na energia livre de Gibbs em diferentes temperaturas e pressdes parciais
de hidrogénio na Figura 3.4, pode-se observar que esta reacdo torna-se termodinamicamente
favoravel em baixas pressdes parciais de hidrogénio e que os limites termodinamicos para a
pressdo parcial de hidrogénio aumentam para até 0,114 kPa em temperaturas entre 60°C e
80°C (Raj, Talluri e Christopher, 2012).
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Muitos efluentes industriais, como o soro de queijo e a vinhaga, sdo produzidos em
altas temperaturas. Portanto, tratar estes efluentes em condi¢cdes mesofilicas requer um pre-
resfriamento que aumenta 0s custos e corre o risco de perder a atividade da biomassa caso 0
sistema de resfriamento falhe (Yu e Fang, 2000). Assim, efluentes industriais com elevada
carga organica gerados em altas temperaturas sdo atraentes substratos para producdo
termofilica de hidrogénio (Roy et al., 2014). Alguns estudos foram realizados na investigacao
do efeito da temperatura na producdo fermentativa de hidrogénio. Os seus principais
resultados sao apresentados na Tabela 3.6.

Figura 3.4 - Efeito da pressédo parcial de hidrogénio na energia livre de Gibbs na reacédo de

reducdo do préton H" a Hy
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Fonte: Raj, Talluri e Christopher (2012)

Huang et al. (2004) observaram que a temperatura afetava a producdo de Hz. Os
autores verificaram que a atividade das bactérias produtoras de hidrogénio foi acelerada a
temperaturas mais elevadas, o que ndo ocorreu da mesma forma para microrganismos
hidrogenotroficos. Portanto, aumentar a temperatura pode aumentar a habilidade das bactérias

de produzir hidrogénio, mas a temperatura em niveis muito elevados reduz esta producao.
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Tabela 3.6 - Estudos avaliando o efeito da temperatura na producéo de H»

Referéncias Reator T (°C) Substrato HY Metabdlitos
G”rggggit al. Batelada 36a60 Estercodevaca 65 L Hy kg ST (52°C) Hbu;Hac
Wang e Wan . 275 mL H,. g glicose™ )
(2008) Batelada  20a55 Glicose (40°C) Hac; EtOH
Akutsu et al. . 2,8 mol Hz.mol glicose™ .
(2009) CSTR 35e55 Amido (55°C) Hac; Hbu
Karadag et al. . 1,7 mol Hz.mol glicose*  Hac; Hbu;
(2009) Batelada  45a62 Glicose (52°C) EtOH: Hla
Munro, Zinder e . 3,8 mol Hz.mol glicose .
Walker (2009) Batelada 60 a 85 Glicose (77=85°C) Hac; Hla
Nazlina et al. Residuos 593 ml Ha.g carboidrato  Hbu; Hac;
(2009) Batelada 35260 alimenticios (55°C) Hla
Luo et al. Batelada 37,60 ¢ Vinhaga de 53,8 mL H. g SV*! Hbu ;Hac;
(2010b) 70 mandioca (60°C) Hpr
Nissild et al. 2,4 mol Hz.mol hexose?  Hac; Hbu;
(2011) Batelada 52a70 Celulose (52°C) EtOH
Gadow, Li e Liu 37,55¢e 19,0 mmol Ha.g celulose .
(2012) CSTR 80 Celulose 1 (80°C) Hac; Hbu
Obazu, Ngoma e 3,55 mol Hz.mol glicose
Gray (2012) RALF 45a70 Sacarose 1 (70°C)

Puhakka, freal .
Karadag e Nissild Batelada 37 e 55 Glicose 1,8 mol |_(|§7T8; glicose HaE(fpl:ib,u
(2012) ;

Kargi, Erene . 0,81 mol Hz.mol glicose  Hac; Hbu;
Ozmihci (2012b) Batelada  35e55 Soro de leite 1 (55°C) Hia
Gadow et al. 37,55¢e 12,3 mmol Hz.g celulose”  Hac; Hbu;
(2013) CSTR 80 Celulose 1 (55°C) EtOH
Mufioz-Péez et Ambiente 2,3 mmol H,.g sacarose*  Hac; Hbu;
al. (2013) RALF e 35 Sacarose (35°C) Hpr: EtOH
-1
Shi et al. (2013) ASBR 35'620 € Alga marinha 613 TIS‘STS)Q ST Hac; Hbu
Lazaro et al. . 2,31 mmol H,.g DQO™! Hac; Hbu;
(2014) Batelada  37e55 Vinhaga (55°C) HPr: EtOH
Zhang, K, Rene 30, 37, Hidrolisado de 7,74 mmol H..g aglcar* . )
Wang (2015)  Batelada 55020 palha de milho (55°C) Hac; Hbu;

CSTR — Reator de mistura ideal; HAc — Acido acético; HBu — Acido butirico; HFo — Acido férmico; HLa —
Acido latico; HPr — Acido propibnico; RALF — Reator anaerdbio de leito fluidizado; UASB — Reator anaerébio

de manta de lodo

Wang e Wan (2008) avaliaram o efeito da temperatura na faixa entre 20°C a 55°C na
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producdo fermentativa de hidrogénio por culturas mistas em testes em batelada utilizando
glicose na concentracdo de 1g.Ll. Foi observado que o rendimento de hidrogénio e a
concentracdo de biomassa aumentaram com a temperatura até 40°C, com a maior
concentracdo de microrganismos possibilitando uma producdo de hidrogénio mais eficiente
com rendimento maximo de 275mL H..g glicose®. A principal rota de producdo de
hidrogénio foi a aceto-alcodlica que apresentou a mesma evolugdo com o aumento da
temperatura que foi observada no hidrogénio. Os resultados com temperaturas maiores
obtiveram resultados inferiores, indicando a mudanca de rota metabdlica induzida pelas
diferentes bactérias que foram dominantes em cada temperatura.

Utilizando amido em culturas mistas, Akutsu et al. (2009) avaliaram condicdes
termofilicas (55°C) e mesofilicas (35°C) em testes em batelada. Foi observado que a producéo
de hidrogénio sem o pré-tratamento do inoculo foi estavel a 55°C. Entretanto, ndo foi
observada a mesma estabilidade em 35°C devido a maior atividade de microrganismos
homoacetogénicos. Na condicdo termofilica a concentracdo de amido no afluente foi variada
de 20g.L* até 70g.L"t em um reator continuo de mistura ideal (CSTR) no TDH de 24h. A
producdo de hidrogénio foi influenciada pela concentracdo de substrato, observando valor
maximo de rendimento de 2,82 mol H,. mol glicose® em 20g.L! e valor maximo de
produtividade de 4,43 L Hz.L1.d-! em 30g.L . Nestas condigBes os acidos acético e butirico
foram predominantes. Em concentragdes maiores o rendimento de hidrogénio foi reduzido,
associado a maior producdo de etanol e &cido latico, que sdo produtos mais reduzidos para
consumir o excesso de elétrons na forma de NADH, e acido formico, intermediario da
producdo de hidrogénio.

Karadag et al (2009) estudaram o efeito de diversas condig¢Oes selecionadas, entre elas
a variacio da temperatura entre 45 e 62°C e a concentragdo de glicose entre 4,5 e 18g.L™ em
testes em batelada utilizando uma cultura isolada do sedimento de fonte termal pré-tratada
termicamente. Com relacdo ao efeito da temperatura observou-se que o rendimento de
hidrogénio aumentou 0,73 mol Hz. mol glicose™ para o seu valor maximo de 1,37 mol Ha.
mol glicose™ com o aumento da temperatura de 45°C para 50,8°C, com valores similares na
faixa entre 49,6 e 54,8 °C. A producdo de hidrogénio foi associada com a produgéo dos acidos
acético e latico para temperaturas menores que 49,6°C e para temperaturas maiores a rota
metabolica preferivel foi aceto-alcodlica. Observou-se que a producdo de lactato pelas
bactérias laticas obteve perfil inverso a producdo de hidrogénio, com os valores menores de
rendimento associados a grandes quantidades de biomassa contendo dominancia de bactérias

laticas. A producdo de etanol aumentou com a temperatura. Assim, apesar da producdo de
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hidrogénio via acetato, o acimulo de lactato ou etanol indicou o consumo de equivalentes
redutores (NADH), reduzindo a producdo de hidrogénio para estas condi¢des de temperatura.
Ao avaliar o efeito da concentracdo na temperatura de 52°C, observou-se que a producéo
cumulativa de hidrogénio foi aprimorada com concentragdes maiores de glicose. Entretanto, o
rendimento de hidrogénio maximo de 1,7 mol Hz. mol glicose® foi observado na
concentragdo de glicose 4,5g.L, reduzindo para 1,16 mol Ha.. mol glicose™ com valores
elevados de concentracdo (18g.L™). Na concentragdo de 4,59.L%, houve prevaléncia de cido
acetico e etanol e, com o aumento da concentracdo de glicose, a producdo de etanol foi
reprimida em favorecimento da producéo de acidos acético, butirico e latico, indicando que as
concentracOes elevadas de &cido latico causaram efeitos inibitdrios nas concentragfes de
glicose mais elevadas.

Considerando a utilizacdo de efluentes gerados em altas temperaturas, Luo et al
(2010b) investigaram a influéncia da temperatura (37°C, 60°C e 70°C) e pH (4-10) na
producéo fermentativa de hidrogénio a partir de vinhaga de mandioca em testes em batelada.
O rendimento maximo de hidrogénio de 53,3 mL Ha.g SV foi obtido na temperatura de
60°C. Este resultado foi 53,5% maior que a condicdo mesofilica e 198% maior que a condicdo
termofilica extrema. Os principais metabdlitos foram butirato e etanol na temperatura de
60°C, acetato, propionato e butirato em 37°C e em 70°C acetato e etanol foram
predominantes, mas em concentracfes menores e com inibicdo da producgédo de butirato de
acordo com o rendimento de hidrogénio reduzido. A producdo termofilica de hidrogénio
correspondeu com a maior concentracdo de acido butirico e inibicdo da producdo de
propionato. Apesar de ser um indculo mesofilico, os resultados mostraram que o indculo
misto continha varias comunidades microbianas que poder ser seletivamente cultivadas em
diferentes temperaturas. Os resultados experimentais mostraram que o pH inicial 6 foi 6timo
para producdo de hidrogénio. Valores maiores de pH resultaram em maiores concentragdes de
etanol e acetato, este atribuido a maior atividade de homoacetogénicos e na degradacdo de
proteinas, ndo gerando hidrogénio.

Culturas celuloliticas foram cultivadas em batelada a partir de material de
compostagem termofilico por Nissila et al (2011) com o objetivo de estudar o efeito da
temperatura (52 a 70°C) e do tratamento térmico (80°C por 20 minutos e 100°C por 10
minutos) na producéo de hidrogénio e na comunidade microbiana usando 5g celulose.L™. Os
maiores valores de rendimento de hidrogénio (1,4 mol H,. mol hexose™) e de degradacgdo de
celulose (57%) foram observados na temperatura de 52°C com tratamento térmico de 80°C.

Os metabdlitos prevalentes foram o &cido acetico e etanol, seguidos por butirato, indicando a
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rota aceto-alcodlica de producdo de hidrogénio. Em temperaturas maiores de cultivo, o
rendimento de hidrogénio foi inferior, com a cultura cultivada a 70°C produzindo quantidades
despreziveis de hidrogénio independente do pré-tratamento. Temperaturas maiores de pré-
tratamento e cultivos sucessivos reduziram a diversidade microbiana das comunidades,
dominadas por bactérias das familias Thermoanaerobacteriaceae e Clostridiaceae.

Em busca de condicGes operacionais que possibilitassem elevadas produtividades e
rendimentos de forma simultanea, Obazu, Ngoma e Gray (2012) estudaram a influéncia
combinada de fatores que restringem a transferéncia de massa do hidrogénio. Foram testadas
diferentes condicbes de operacdo e dimensfes de um reator anaerébio de leito fluidizado
realizando variages conjuntas na temperatura (45 a 70°C), pH (5,4 a 7,8), vazdo de reciclo
efluente desgaseificado (3,2 a 3,5L.min) e volume total do reator (5,74 a 19,1 L) utilizando
17,8g sacarose.L* como fonte de carbono. Nos casos em que o aumento do pH ocorreu
associado a elevacdo da temperatura, a porcentagem de hidrogénio produzido no biogas
aumentou de 43,4% (pH 5,67 e temperatura < 60°C) para 64,4 % (pH 7,09 e tempertura entre
60 e 70°C). O valor méaximo de produtividade de 420,21 mmol Hz.L1.h? foi obtido na
temperatura de 70°C, pH 5,5, vazdo de reciclo de 3,5 L.min? e volume total de 12,6L.
Entretanto, nestes casos ndo foram observados valores de rendimento de hidrogénio
superiores a 3,0 mol Hz. mol glicose™. Com a reducéo dos valores da razdo de volume total
do reator por vazéo de reciclo de efluente (V/F), o rendimento de hidrogénio foi aprimorado
em todas as temperaturas, prevalecendo superior a 3,0 mol Hz. mol glicose™ apenas para as
temperaturas termofilicas. A melhor condi¢do de operacdo observada com simultaneamente
elevados valores de produtividade (231,3 mmol H..L™.h) e de rendimento de hidrogénio
(3,55 mol Hz. mol glicose™) foi obtida aumentando a temperatura para 70°C, reduzindo o
volume total do reator para 5,74L e diminuindo o valor da vazdo de reciclo de efluente para
3,2 L.mint, com consecutivo valor de V/F de 1,8 min. A remocdo de forma eficiente do
hidrogénio presente na fase liquida do reator foi realizada recirculando o efluente
desgaseificado em elevada vazéo através do leito fluidizado. Estas vazdes de recirculacdo
elevadas removeram restricdes termodindmicas que evitavam a obtengdo simultédnea de
elevados valores de produtividade e rendimento.

De forma a comparar condi¢des mesofilicas e termofilicas de producao de hidrogénio,
Kargi, Eren e Ozmihci (2012b) realizaram experimentos em batelada utilizando soro de queijo
(10,77 g aclcares totais.L™) cultivados nas temperaturas de 35 °C e 55 °C. Entre os resultados
principais, observou-se que a fermentacdo termofilica obteve melhor rendimento de

hidrogénio de 0,81 mol Hz. mol glicose™ em comparagdo com a temperatura mesofilica, que
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obteve 0,47 mol H,. mol glicose™. Além disso as concentragdes finais de acidos na condicéo
termofilica (4,67g.L) foram inferiores as obtidas na temperatura mesofilica (5,87g.L™).
Apesar de a producdo de hidrogénio ser proporcional a formacdo de acidos, o rendimento
obtido estd relacionado a rota metabdlica. Dependendo da bactéria dominante em cada
temperatura e da rota utilizada, mais hidrogénio pode ser produzido com menor geracao de
acidos como subprodutos. Assim, apesar de adaptacfes mais longas serem necessérias, a
fermentacdo termofilica obteve melhores resultados devido a eliminacdo de bactérias
consumidoras de hidrogénio e selecdo de produtores de hidrogénio mais eficientes na elevada
temperatura.

Utilizando 5g celulose.L, Gadow, Li e Liu (2012) avaliaram o efeito da temperatura
na producdo fermentativa de hidrogénio em trés reatores de mistura diferentes operando nas
temperaturas de 37 °C, 55°C e 80°C, todos no TDH de 10 dias. O indculo utilizado foi o lodo
de esgoto municipal sem a realizacdo de pré-tratamento térmico. Na condicdo mesofilica,
operando o reator a 37 °C, o indculo ndo tratado possibilitou a geracdo de metano (26%)
concomitante com a producdo de hidrogénio (2%), observando valor maximo de rendimento
de 0,6 mmol Ha.g celulose. Nas temperaturas mais elevadas ndo foi observado metano,
obtendo maiores rendimentos maximos de hidrogénio de 15,2 e 19,02 mmol H..g celulose™
em 55 e 80°C, respectivamente. Em todas as temperaturas o acetato e o butirato foram os
principais metabolitos, com crescente predominéncia de &cido acético em temperaturas mais
elevadas. Os resultados indicaram que o lodo néo tratado ndo € recomendado para a producéo
mesofilica de hidrogénio utilizando celulose, pois o hidrogénio produzido foi convertido em
metano por arqueias metanogénicas presentes no indculo. Por outro lado, ao avaliarem o
ganho de energia, a condicdo termofilica mostrou melhor performance econémica para
producdo de hidrogénio em concentragdes mais altas de celulose.

Desta forma Gadow et al (2013) avaliaram o efeito da temperatura e do choque da
temperatura operando trés reatores CSTR em condicBes mesofilicas (37°C), termofilicas
(55°C) e hipertermofilicas (80°C) utilizando o lodo de esgoto municipal sem pré-tratamento
no TDH de 10h com concentracdo de 10g celulose.L™. As condigbes termofilicas e
hipertermofilicas apresentaram producdo estavel de hidrogénio com rendimentos médios de
12,28 e 9,72 mmol Ha.g celulose™, respectivamente. Por outro lado, a condi¢do mesofilica
obteve baixo rendimento de hidrogénio (3,56 mmol Hz.g celulose™) com produgdo de metano
com rendimento de 5,4 mmol H..g celulose™. Apds a reducéo subita para temperaturas de 23
e 44°C respectivamente, as condi¢des termofilicas e hipertermofilicas apresentaram maior

resiliéncia para producdo de hidrogénio, enquanto que a condi¢do mesofilica, reduzida a 11°C,
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obteve producdo instavel de hidrogénio sem mudanca consideravel na producdo de metano.
Os principais metabdlitos observados nas temperaturas maiores foram os &cidos acético e
butirico junto com etanol, enquanto que na temperatura de 37°C, &cido propidnico também foi
observado. Entretanto em todos os casos, as performances antes e depois do choque de
temperatura ndo foram similares, indicando mudancas nas fun¢es da comunidade microbiana
associado a mudanca de producéo de &cidos para produgdo majoritaria de alcoois.

O efeito da temperatura também foi avaliado para substratos mais complexos. Shi et al
(2013), com lodo de digestor anaerébio mesofilico com pré-tratamento térmico, avaliaram o
efeito da temperatura na produgéo fermentativa de hidrogénio em trés reatores de batelada
sequencial operados nas temperaturas de 35, 50 e 65°C usando a macroalga Laminaria
japonica como fonte de carbono. O rendimento méaximo de hidrogénio de 61,3 mL H,. g ST
foi obtido na taxa de carregamento orgénico de 3,49 DQO.L™.dia em condi¢Ges mesofilicas
(35 °C) na auséncia de metano, com acetato e butirato como principais metabdlitos. Os
rendimentos obtidos nas temperaturas de 50 e 65°C foram de 49,7 e 48,1 mL H,. g ST?,
respectivamente. Com o aumento da temperatura, a fracdo de acetato foi reduzida e a de
butirato foi elevada, com 93,1% na condicdo de 65°C. Avaliando a comunidade microbiana,
0s autores observaram que com o0 aumento da temperatura de 35 para 65°C a diversidade da
comunidade foi reduzida. As principais populacfes bacterianas identificadas faixa mesofilica
foram Clostridium sp., Ruminococcus sp., Eubacterim sp. e Bacteroides sp. Nas temperaturas
maiores foram encontras Clostridium thermoamylolyticum, Clostridium
thermosaccharolyricum e Clostridium thermocellum. Ao avaliar o efeito da temperatura no
processo hidrdlise, observou-se maior atividade de enzima celulase no reator mesofilico,
coincidindo com o rendimento maximo.

Utilizando diferentes concentracdes de vinhaca, Lazaro et al (2014) estudaram a
producdo de hidrogénio nas temperaturas de 37 e 55 °C utilizando lodo mesofilico de
tratamento de agua residuaria de abatedouro de aves. O lodo foi pré-tratado termicamente e 0s
testes foram realizados em batelada nas concentrag@es de vinhaga entre 2 a 12g DQO.L™. Nos
testes mesofilicos a concentracdo de vinhaga ndo impactou o rendimento de hidrogénio que
variou de 1,72 a 2,23 mmol H,.g DQO™, com valor maximo na concentragdo de 7g DQO.L™.
Entretanto, na condicdo termofilica 0 aumento da concentracdo causou a reducdo do
rendimento de hidrogénio de 2,31 para 0,44 mmol Hz.g DQO™. Mesmo assim, 0 maior
rendimento obtido neste estudo foi na condicdo termofilica na concentracdo de 2g DQO.L™.
Os acidos butirico, acético e o etanol foram produzidos em todos os experimentos, com

acetato predominando em condi¢cdes mesofilicas. Além disso, &cido propibnico foi
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identificado apenas em condigdes mesofilicas quando a concentracdo de vinhaga foi inferior a
79 DQO.LL. Os resultados obtidos refletem as diferentes composicdes das comunidades
microbianas mesofilicas e termofilicas que apresentam diferentes potenciais para conversao
de vinhaca a hidrogénio. Os microrganismos predominantes em 37°C foram relacionados ao
género Clostridium , enquanto que em 55°C foram identificados bactérias relacionadas ao
género Thermoanaerobacter.

Zhang, Ren e Wang (2015) avaliaram o efeito da temperatura na producéo
fermentativa de hidrogénio de palha de milho hidrolisada nas condi¢des mesofilicas (30 e
37°C), termofilicas (55°C) e termofilicas extremas (70°C) utilizando lodo ativado e lodo
anaerobio granular sem pré-tratamento. Os rendimentos maximos de hidrogénio foram
obtidos na temperatura de 55°C tanto para o lodo ativado (6,08 mmol H..g aclcar consumido
1y e para lodo anaerébio (7,74 mmol H..g aclicar consumido™). Em ambos os indculos
utilizados a eficiéncia da temperatura de fermentacdo seguiu a ordem de 55°C > 70°C > 37°C
~ 30°C. Foi observado que com o aumento da temperatura, maior foi o tempo de fase de
adaptacdo para ambos 0s inoculos, indicando que os microrganismos tem maior dificuldade
de adaptacdo aos componentes complexos do hidrolisado em temperaturas maiores. Os
metabolitos foram similares entre indculos para as mesmas temperaturas, indicando
similaridades nas composi¢cGes microbianas. As fermentagdes a 55°C corresponderam as
maiores concentracdes de acetato e butirato, com produgdo minima de etanol, indicando a
utilizacdo mais eficiente de NADH para producdo de hidrogénio. Nas outras condicOes,
grandes quantidades de NADH foram utilizadas para metabdlitos ndo relacionados a producéo
de hidrogénio ou intermediarios, como propionato e acido férmico. As comunidades
microbianas apresentaram menor diversidade com o aumento da temperatura, caracterizando
o cultivo seletivo de algumas espécies. As performances superiores das condicdes termofilicas
podem ser atribuidas ao cultivo seletivo de produtores de hidrogénio termofilicos mais
eficientes capazes de produzir mais hidrogénio usando substratos complexos. A performance
insatisfatoria da producdo de hidrogénio em condigfes termofilicas extremas é resultado da
ndo formagdo de uma comunidade termofilica extrema de eficiente devido a sua baixa
eficiéncia de consumo de substratos complexos e por serem afetados negativamente pelos
subprodutos associados ao hidrolisado de palha de milho. Em condi¢cdes mesofilicas, os
rendimentos inferiores indicam a n&o viabilidade desta condic¢do para producéo de hidrogénio
a partir de hidrolisado lignocelulésico. Na condicdo mesofilica, anaerdbios facultativos com
maiores conversdes de substrato e crescimento como Enterobacter sp., Klebsiella sp. e

Citrobacter sp. foram dominantes na comunidade em ambos in6culos devido a falta de pré-
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tratamento  para elimind-los. Na fermentacdo termofilica, Bacillus sp. e
Thermoanaerobacterium foram os principais produtores de hidrogénio.

Entre os experimentos termofilicos, observa-se que a faixa termofilica apresenta as
condicdes ideais para o crescimento e atividade de bactérias dos géneros Caldicellulosiruptor
e Thermotoga (van Niel et al., 2002). A Tabela 3.7 mostra alguns dos resultados principais da
producdo termofilica de hidrogénio.

Collet et. al (2004) realizaram o cultivo continuo de C. thermolacticum em um
biorreator anaerdbio termofilico (58°C) com concentracdo de 10g.L* de lactose testando
diferentes condicdes taxas de diluicdo (0,012 a 0,19hY) e pH. O valor maximo de
produtividade volumétrica de hidrogénio foi 2,58mmol.L1.h? (63mL.L1.h") na taxa de
diluicdo de 0,058h™. Por outro lado, o rendimento de hidrogénio foi aproximadamente
constante em todos os experimentos, com valor maximo de 3 mol Hz.mol lactose™. em
0,028h™%. Os principais metabolitos produzidos foram acetato, etanol e lactato. Desta forma, O
rendimento inferior ao valor teérico foi justificado pela presenca de grandes quantidades de
hidrogénio na fase gasosa, mudando a rota metabdlica para a producéo de etanol.

Em busca da caracterizacdo do metabolismo da bactéria Clostridium thermolacticum
crescendo em lactose, Collet et. al (2006) realizaram experimentos em CSTR com
concentragio de 10g.L?, variando a taxa de diluicdo de 0,013 a 0,19h, com respectivos
valores de TDH entre 77h e 5,26h. A produtividade méaxima de hidrogénio foi de 2,55
mmol.L1.h" observada na faixa de TDH entre 10 e 25h. O principal produto da fase liquida
foi o etanol seguido do acetato em todos os TDH. Entretanto, com o aumento dos valores de
TDH acima de 16,7h a concentracdo de acido latico aumentou, apresentando 32% do carbono
recuperado como lactato no TDH de 77h. O piruvato produzido pela glicolise é o ponto de
bifurcacdo para formacao de acido latico e acetil-CoA, com o acetil-CoA originando etanol e
acido acético. Dois ATP sdo gerado durante a metabolizacdo das hexoses pela glicélise
gerando 2 piruvatos e mais um ATP é gerado por cada acetato produzido. Na geragdo de
piruvato, um NADH ¢é gerado, sendo necessario a oxidacdo de um NADH para formar lactato

e dois NADH para cada etanol gerado.
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Tabela 3.7 - Principais resultados de estudos na producdo termofilica de H:

Referéncias Reator (o-l(-:) Substrato HY HPR Metabdlitos
Co(g%to‘f:)a" CSTR 58 Lactose 3’0';22: 0':;:{“0' 63mL Ha.L HaECtb'ﬂa;
Pra_ls_(re]r;ané O- Efluente de
hong ASBR 60 usinadleode  0,27L H,.g DQO™ 9,1L Ho.Lt.dia? Hac; Hbu
Birkeland alma
(2009) P
Hac; Hbu;
Azéagoe;)a" CSTR 55  Soro de leite ZZ”E)%O(')_TZ'Q 1321 HpLdial  Hla: Hpr;
Hfor
. N Hac; Hbu;
Kongjan et al. CSTR 70 H|droI|sado_ de 7,9mmo| Tz.g 184mL Ha. L dia E{OH:
(2010c) palha de trigo acucar HPr
Abreu et al. Glicose e 177mL H.g A il Hla; Hbu;
(2010) EGSB 70 arabinose substrato 2,71 Hz L dia Hac
L(‘;%fé:‘)' CSTR 60 \:T:g:‘;?gcie 85mL Hp. g SV 3600mL Hy.L L dia’ HBE‘:(;;""C;
Keskin, Leito 5mol Hz.mol
Akstyek e fixo 55 Sacarose sacarozée'l 2,98L Ho.L1.dia? Hac; Hbu
Azbar (2011)
Kongjan, O-
Thonge UASB 55 Melaco 269.5mLHag 4500 HyLtdiat  HBuU Hac
Angelidaki agucar
(2011)
Hac;
Zhangetal. — oorp g5 Glicose 1,9mol Hz.mol . EtOH;
(2012) glicose Hbu
Kargi, Eren e 1,03mol Hz.mol Hac;
Ozmihci Batelada 55 Soro de leite ' Iicoseﬁ - Hbu: I—,|Ia
(2012a) g ’
Willquist e van . 3,5mol Hz.mol i
Niel (2012) CSTR 70 Glicose glicose't Hac
Zhang et al. . 1,11mol Hz.mol i EtOH;
(2013) CSTR 70 Glicose hexose! Hac; Hla
. Roy, Leito 16,8mmol H..g HBu ;Hac;
Vishnuvardhan fixo 60 Melaco ’ DQO™! ' 1,56L Hp.Lt.h? EtéH ’
e Das (2015)
Braga, Ferraz 1,73mol Hz.mol HaEi;OFILpu;
Junior e Zaiat UASB 55 Sacarose : .l 75,33mL H,.L1.ht .
(2015) sacarose MeOH,;
Hpr; Hla
Han et al. Residuos de 85,6mL Ha.g . EtOH;
(2015) CSTR 55 alimentos substrato® 353mL Hz L2h Hac; Hbu
Jiang et al. 2,77mol Hy.mol 1.4:..1 Hac; Hbu;
(2015) CSTR 55 Celulose hexose'L 0,243L H,.L™.dia EtOH
Hac; Hbu;
Zhang, F.etal.  orp 55 Glicose 2,2mol Hz.mol 79L HoL1dial  EtOH:
(2015) glicose Hla; Hpr

ASBR — Reator anaer6bio operado em batelada sequencial; EGSB — Reator anaer6bio de leito granular
expandido; HAc — Acido acético; HBu — Acido butirico; HFo — Acido férmico; HLa — Acido latico; HPr — Acido

propiodnico; RALF — Reator anaeroébio de leito fluidizado; UASB — Reator anaerébio de manta de lodo
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A producgdo fermentativa de hidrogénio em condicGes termofilicas (55°C) utilizando
lactose como substrato com um inoculo de cultura mista foi investigada por Calli et al. (2008)
analisando o efeito do pH no rendimento de hidrogénio, taxas de producdo e tipos de
fermentacdo. Experimentos em batelada alimentada foram realizados com lactose controlando
0 pH nos valores de 5,0, 5,3, 5,5, 5,7 e 6,0. O valor maximo de rendimento de 3,43 mol
H2.mol lactose™ foi observado no pH 5,3, com prevaléncia de acetato e butirato. A maior taxa
de producdo de hidrogénio de 57,5 mL.L.hr? foi encontrada no pH 5,7 no seu segundo
experimento. Os principais motivos para os baixos rendimentos de hidrogénio foram o efeito
repressor da elevada pressdo parcial de hidrogénio resultando na mudanca da rota metabdlica
de producéo de acetato para producéo de butirato; a inibi¢cdo dos produtores de hidrogénio por
bactérias produtoras de acido latico e o consumo do hidrogénio produzido para producdo de
acetato.

Azbar et al (2009) investigaram o processo de fermentacdo anaerdbia continua para a
producdo de hidrogénio a partir do soro de leite em condicOes termofilicas. O lodo utilizado
foi obtido de um digestor anaerdbio tratado termicamente para eliminar a atividade
metanogénica. Os experimentos foram realizados em CSTR a 55°C utilizando duas estratégias
diferentes de carregamento organico: variar o TDH de 3 a 1 dia mantendo constante a DQO;
variar a DQO mantendo constante o0 TDH constante em 1 dia. Em todos os experimentos as
seguintes taxas de carregamento organico foram utilizadas: 21, 35 e 47g DQO.L.diat. Em
ambos 0s experimentos, metano foi observado periodicamente na taxa de carregamento de
21g DQO.L.dia. Foi especulado que apesar de as bactérias metanogénicas serem lavadas
pelo baixo tempo de retencdo hidraulico, parte delas podem ter aderido as paredes do reator,
resultando nesta producdo de metano. No estudo do efeito da concentracdo do substrato na
producdo de hidrogénio, o rendimento maximo de hidrogénio observado foi de 9 mmol Hz.g
DQO? na taxa de carregamento de 359 DQO.L.dia?!, com produtividade média de 1,5L
H..L1.dial. Avaliando efeito do TDH entre 1e 3,5 dias mantendo constante a concentragio do
afluente em 47 g DQO.L™, o rendimento maximo de hidrogénio de 22 mmol H,.g DQO™ foi
obtido no TDH de 3,5 dias, com produtividade média de 1,5 L Hz.Lt.dial. A taxa de
producdo de hidrogénio e o rendimento diminuiram significativamente quando o TDH foi
reduzido a 1 dia, com valores médios de 4,7 mmol Hzg DOQ*! e 1,0 L H..Ldia®,
respectivamente. Os &cidos acetico, isobutirico, butirico, propibnico, latico e férmico foram
0s principais acidos organicos produzidos em todos os experimentos. A principal bactéria

identificada durante todas condic¢des de operacdo foi a Thermoanaerobacteriaceae bacterium,
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indicando que a populagdo produtora de hidrogénio foi viavel durante o tempo de cultura, mas
esteve em tensdo devido a mudanca dos pardmetros fisico-quimicos.

Luo et al. (2010a) estudaram diferentes indculos para a producdo termofilica de
hidrogénio a partir de vinhaca de mandioca. Os resultados de testes em batelada indicaram
que o lodo mesofilico anaerébio de UASB tratando vinhaga de mandioca obteve maior
rendimento de hidrogénio (85,2 mL H,.g SV). Entretanto, ao avaliar a producéo continua de
hidrogénio operando um CSTR, observou-se que os valores de rendimentos foram proximos
entre todos os inoculos, com valor maximo de 92,3 mL Hz.g SV foi obtido com lodo
ativado, indicando a selecdo e o acimulo de microrganismos produtores de hidrogénio nestas
condicBes. Em todos os casos a rota butirica foi identificada como responsavel pela producéo
de hidrogénio e Thermoanaerobacteriaceae foram identificadas como as comunidades
microbianas dominantes. Ao avaliarem diferentes valores de TDH (72-16h), o rendimento de
hidrogénio foi reduzido de 83 mL Ha.g SV (72h) para 56,7 mL H,.g SV (16h). Entretanto, a
produtividade de hidrogénio aumentou de 1170 mL H.L™.d! para 3600 mL H.L™.d* com a
reducdo do TDH de 72h para 16h. O maior rendimento de hidrogénio resulta em maior
recuperacdo de energia no residuo, devido ao maior consumo de substrato complexo em TDH
mais elevado. Por outro lado, a maior produtividade indica maior eficiéncia de producdo em
um volume menor do reator resultante de uma carga aplicada mais elevada.

Procurando obter o melhor sistema para producdo termofilica de hidrogénio, Peintner
et al. (2010) avaliaram o uso de reator de leito percolado e de reator de leito fixo utilizando
Caldicellulosiruptor owensensis como inoculo e glicose (5g.L™) como substrato. Vantagens
foram observadas em ambas as configuracbes tornando ambas capazes de produzir
hidrogénio, tendo o leito percolado obtido maior rendimento (3 mol Hz.mol glicose) com
produtividade de 0,2L H..L.d®. No caso do leito fixo, produtividades maiores foram
observadas (0,25L H,.L*.d) com rendimentos inferiores.

Devido as baixas densidade celulares de crescimento e a energia necessaria para o
aquecimento, reatores de sistema de imobilizacdo de microrganismos e efluentes industriais
em elevadas temperaturas tornam-se opcdes Vvidveis para processos termofilicos. Assim,
investigando a producdo de hidrogénio a partir de melaco de beterraba, Kongjan, O-Thong e
Angelidaki (2011) realizaram experimentos em reatores em batelada e continuos usando
culturas mistas termofilicas de esterco digerido a 55°C. Foram avaliadas concentracdes entre
1,5 até 50,1g actcar total.L™. Nos experimentos em batelada a producdo cumulativa de
hidrogénio aumentou com a elevagdo da concentragdo de 1,5 para 16,7g.L™, sem apresentar

melhora para concentracdes maiores. Entretanto, o rendimento maximo de 237 mL Ha.g
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acucares™ foi obtido com concentragdo de agticares de 2,1g.L, com concentragGes maiores
resultando na reducéo do valor de rendimento. Nestes experimentos os principais metabolitos
obtidos foram o butirato e o acetato. O indculo cultivado na concentragio de 16,7g.L™* foi
imobilizado em granulos de um UASB para operacdo continua no TDH de 24h com
alimentacdo de 1,67g.L .dia’. Com a adaptacio e adesdo dos produtores de hidrogénio aos
granulos foi observado rendimento médio de 269,5 mL H..g aglcares™ e produtividade de
4500 mL.L'.dia* de formas estaveis, provando a eficiéncia da imobilizacdo em UASB. A
rota metabolica preferencial para a producdo de hidrogénio foi a acetobutirica e foi observada
a degradacdo do acido latico presente no melaco, gerando NADH adicional para a producéo
de hidrogénio. A populagdo microbiana foi dominada por Thermoanaerobacterium spp.

Experimentos em batelada com soro de queijo foram realizados por Kargi, Eren e
Ozmihci (2012a) nas concentracdes de 5,2 a 28,59 agticares totais.L™ para avaliar a produc&o
termofilica de hidrogénio a 55°C. A maior producdo cumulativa de hidrogénio de 257 mL foi
observada com 20g aclcares totais.L. Observou-se que este aumento foi devido a limitacoes
de substrato em baixas concentracdes. Entretanto o aumento da concentracdo de acgucares
resultou no aumento da concentracdo de acidos, principalmente acético, butirico e latico,
causando inibicdo por substrato e por produtos. Assim, 0os maiores rendimentos de hidrogénio
foram obtidos em baixas concentragdes, com valor maximo de 1,03 mol Hz.mol glicose™ na
concentragéo de 9,59 agcares totais.L™.

Roy, Vishnuvardhan e Das (2014) detalharam a performance da producéo continua de
hidrogénio em reator de leito fixo avaliando os efeito da razdo de recirculacdo (entre 0,4 e 1) e
do TDH (1 a 10h) na temperatura de 60°C utilizando melaco (TCO entre 33,6 e 168kg
DQO.m=3.dY). A produtividade obteve perfil crescente com a reducéo do TDH até 1,25h e
aumento da razdo de recirculagdo para 0,6, com valor maximo de 1,7L Ha.Lt.h? com
rendimento maximo de 16,82mmol.g DQOremovidca. Em valores menores de TDH, a
produtividade de hidrogénio foi reduzida devido a inibi¢cdo por substrato em cargas maiores.
Com o aumento da razdo de reciclo até 0,6 a velocidade superficial dentro do reator foi
elevada, aprimorando as propriedades de transferéncia de massa entre liquido e solido.
Valores maiores de razdo de reciclo elevaram a concentragdo de acidos no reator, reduzindo o
pH para 4,5 resultando na reducéo da produtividade de hidrogénio para 1,52L Hz.L1.h™. Os
principais metabolitos produzidos foram butirato, acetato e etanol. Avaliando a razéo
NADH/NAD?, observou-se que na condi¢cdo de melhor produtividade o menor valor de
NADH/NAD? foi obtido. Desta forma concluiu-se os equivalentes redutores (NADH) gerados

devido a oxidagdo do substrato sdo utilizados para producdo de hidrogénio de etanol,
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reduzindo os valores da razdo NADH/NAD™ para valores 6timos. Ao analisar a degradacédo de
substrato e a transferéncia de massa externa na producdo de hidrogénio foi inferido que a
contribuicdo do coeficiente de transferéncia de massa foi muito maior que a degradacao de
substrato mesmo em valores maiores de TDH. Isso indica a vantagem de sistemas
termofilicos em comparagdo com sistemas mesofilicos devido a temperaturas maiores
resultarem em maior mobilidade cinética das moléculas, contribuindo para a elevacdo da
transferéncia de massa.

Jiang et al. (2015) avaliaram a producéo de hidrogénio usando uma microflora mista
originaria de lodo de digestor de esgoto municipal na conversdo de 10g celulose.L™ e um
reator de mistura em TDH de 10 dias. Além disso o efeito da temperatura na estrutura e
atividade da comunidade microbiana foi avaliado em testes em batelada entre as temperaturas
de 25 e 85°C. No CSTR, a produtividade média foi de 0,24L H.L™.dia* e rendimento de 2,77
mol Hz. mol hexose™. Os principais metabdlitos obtidos foram o acetato, butirato e etanol e a
estrutura da comunidade microbiana foi dominada por microrganismos responséveis pela
hidrolise da celulose, como Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum e Clostridium
sp. O efeito das variacdes de temperatura na atividade da comunidade termofilica produtora
de hidrogénio foi avaliada e comparada com glicose. O indculo, originalmente termofilico
(55°C) converteu a glicose e celulose entre as temperatura de 35 a 65°C, com atividade
maxima em 55°C. Entretanto, a performance do meio foi afetada negativamente com o
aumento da temperatura além dos 55°C, inibindo completamente o sistema em 70°C. As
concentracdes e distribuicbes metabolitos liquidos foram dependentes da temperatura,
aumentando a composicdo e a concentracdo de acetato e butirato até 55°C. Entretanto, a
concentracdo destes metabdlitos relacionados a producdo de hidrogénio foi reduzida em
consequéncia do aumento da temperatura além deste ponto critico.

Procurando caracterizar a distribuicdo metabodlica da glicose na fermentacdo
termofilica de hidrogénio com cultura mista, Zhang et al (2015) utilizaram um quimiostato
para avaliar o efeito do pH, presséo parcial de hidrogénio e concentracdo afluente de glicose
nos metabdlitos produzidos. Foi utilizado como inéculo o lodo de um reator de mistura
termofilico para produgdo de metano sem pré-tratamento. Os experimentos foram realizados
no TDH de 0,7 dias variando o pH (4,0 a 7,0), pressdo parcial de H> (0,05 a 0,62atm) e
concentragbes de glicose de 5,0 a 19,59.L%, equivalendo a 27,5 e 108,5 mmol.Lt. Os
resultados obtidos indicaram a mudanga da composi¢do dos metabolitos de acetato, butirato e
hidrogénio para acetato, etanol, propionato e formiato com o aumento do pH de 4,0 para 7,0,

sendo a producdo de hidrogénio a partir do acido formico termodinamicamente controlada. A
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reducdo da presséo parcial de hidrogénio ndo alterou o rendimento ou a distribuicdo dos
metabdlitos. O rendimento méaximo de hidrogénio de 2,2 mol Hz,. mol glicose? foi obtido
com 27,5 mmol glicose.L™, enquanto que a maior produtividade de 7,9L Ha.L™.dia? foi
observada na concentracido de 76,3 mmol glicose.L. Entretanto, com o aumento da

concentracdo de glicose maior acimulo de &cido latico foi observado.

3.4 ConfiguracOes de Reatores para Producdo Fermentativa de Hidrogénio

O projeto de reatores deve basear-se nos fundamentos dos efeitos de parametros fisico-
quimicos na producdo de hidrogénio. A selecdo da configuracdo do reator a ser utilizado deve
levar em consideracdo a otimizagdo do rendimento ou da produtividade. Geralmente, quanto
menor o0 custo da matéria prima, maior a importancia da produtividade em relacdo ao
rendimento. Ao considerar a viabilidade econémica, a produtividade de hidrogénio precisa ser
maxima, tornando crucial a selecdo da configuracdo do reator. Por via de regra, o reator deve
se permitir operar em TDH reduzido, com alta retencdo de biomassa e rapida transferéncia de
massa e remocdo do hidrogénio para evitar altas pressdes parciais. Concentracdes baixas de
substrato produzem maiores rendimentos de hidrogénio. Entretanto, neste caso a etapa de
projeto necessitard de reatores muito maiores devido ao grande volume de &gua (Pawar e van
Niel, 2013).

Processos de producdo de hidrogénio operando em reatores continuos podem ser
divididos em duas categorias: sistemas de células suspensas ou sistemas de células
imobilizadas. Os sistemas de crescimento celular suspenso permitem melhor transferéncia de
massa entre 0s microrganismos e os substratos, mas apresentam dificuldades na manutencéo
da comunidade produtora de hidrogénio no reator em valores reduzidos de TDH (Lin, Wu e
Chang, 2006).

De forma a dissociar o tempo de retencdo da biomassa do TDH, um material suporte
pode ser utilizado para que as bactérias fermentativas crescam. O material suporte é o local
utilizado pela cultura microbiana para desenvolver suas atividades metabélicas, portanto deve
ser constituido de material inerte, que resista a abrasdo e possua um tamanho Otimo para
utilizacdo nas condicbes de operagdo dentro do reator. Assim, um biofilme é formado no
material suporte, possibilitando 0 aumento da concentracdo de biomassa no reator (Lin, Wu e
Chang, 2006).
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Dentre as diferentes configuragdes de reatores continuos para crescimento superficial
da biomassa no material suporte destacam-se aqui o leito fixo e o leito fluidizado,
diferenciando-se pelo regime hidraulico do leito. No leito fixo o material suporte esta
estagnado e o liquido passa pelos espacos vazios do leito na direcdo vertical ou horizontal. No
caso do leito fluidizado a direcdo é sempre vertical e a velocidade superficial deve ser maior
que a velocidade de minima fluidizagdo (Barca et al., 2015). Devido a condi¢des de operagdo
em menor grau de turbuléncia hidraulica, o leito fixo apresenta taxas menores de conversao de
substrato e de producdo de hidrogénio que as encontradas no leito fluidizado (Show et al.,
2012)

3.4.1 Reator Anaerdbio de Leito Fluidizado

Segundo Kunii e Levenspiel (1969), fluidizacdo é a operacdo pela qual particulas
solidas sdo levadas a um estado fluido através da suspensdo por um gas ou liquido escoando
na direcdo axial. A transferéncia de momento da velocidade superficial do fluido através da
forca de arrasto entre as particulas e o fluido é igual a forga gravitacional do peso das
particulas do leito, garantindo a suspensdo das particulas e uma diferenca de pressdo constante
em qualquer regido do leito.

Este fendmeno possibilita caracteristicas Unicas ao reator anaerobio de leito fluidizado
(RALF), como o mé&ximo contato entre o biofilme e o substrato, baixa resisténcia difusional
entre o liquido e o biofilme, baixa ocorréncia de empacotamento do leito, pequena area de
operacdo, estabilidade frente a grandes taxas de carregamento organico, elevada transferéncia
de massa e energia e a homogenizacdo do meio liquido do reator devido ao regime turbulento
(Barca et al., 2015)

Os sistemas de reatores continuos de células imobilizadas como o RALF apresentam a
vantagem do aumento do tempo de retencdo celular. Assim, Wu, Lin e Chang (2003)
estudaram o uso de reatores anaerébios de leito fluidizado para produgdo de hidrogénio a
partir de sacarose (20g DQO.L™) com lodo imobilizado, avaliando os perfis hidrodinamicos e
0 comportamento da producéo de hidrogénio. A velocidade superficial do liquido foi variada
de0,2a1,1cm.st e o TDH de 6 a 1h durante a producéo fermentativa de hidrogénio. Quando
a velocidade superficial atingiu valores maiores que 1,06cm.s, a velocidade de minima
fluidizacdo foi superada, as bolhas de biogas produzidas preencheram 0s espacos vazios de

forma homogénea e o regime de borbulhamento livre no leito fluidizado homogéneo foi
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observado. As trés fases do reator (sélido, liquido e gas) foram afetadas pela formacéo das
bolhas de biogas e de sua subida através do leito combinada a coalescéncia das bolhas, sendo
a interacdo entre estas caracteristicas o fator principal para o regime de fluidizacdo do leito. A
produtividade de hidrogénio aumentou de 0,15 para 0,51L.h™1.L quando o TDH foi reduzido
de 6 para 2h, mostrando que a cinética da producdo de hidrogénio em leito fluidizado foi
controlada predominantemente pela taxa de carregamento de substrato. Com a reducdo
subsequiente do TDH para 1h a produtividade foi reduzida devido a sobrecarga do meio
causando efeito de inibicdo por substrato. Tratamento térmico foi realizado no reator para
selecionar a comunidade microbiana para produtores de hidrogénio no TDH de 2h. Apds este
tratamento foram observados valores maximos de produtividade e de rendimento de
hidrogénio de 0,93L.h"1.LT e 2,67 mol H..mol sacarose™, respectivamente. Desta forma o
tratamento térmico e o TDH de 2h foram identificados com condic¢des 6timas para producédo
estavel e eficiente de hidrogénio. Os metabdlitos sollveis identificados no processo
fermentativo foram os cidos butirico, acético e propiénico (Wu, Lin e Chang, 2003).

Wu, Huang e Hou (2006) desenvolveram modelos preditivos para descrever o
comportamento hidrodindmico de um reator anaerébio de leito fluidizado. Leitos fluidizados
mantém alta concentracdo de biomassa em baixas espessuras de biofilme. Entretanto a
producdo de biogas pode causar a contracdo do leito, resultando na reducdo do tempo de
contato entre o liquido e as particulas. No estagio inicial da producdo de gas, as suas
particulas podem ser vistas como uniformes em tamanho. Entretanto, conforme as bolhas
ascendem, seu tamanho e velocidade superficial aumentam devido a reducdo da pressao de
coluna de agua. Assim, o efeito da producdo de gas torna-se mais relevante com o aumento
das dimensdes do reator. Com o0 aumento da espessura do biofilme, da velocidade superficial
do liquido e do gas, a expansdo do leito foi aprimorada, com reducdo da perda de carga
através do leito. Sugere-se que se um reator anaerobio de leito fluidizado em escala industrial
for construido com pequena area transversal e para elevadas cargas, atencdo deve ser
redobrada para a lavagem de bioparticulas do reator devido a elevados valores velocidade
superficial do liquido e do sélido.

Lin, Wu e Chang (2006) avaliaram a producdo de hidrogénio em um reator anaerébio
de leito fluidizado utilizando sacarose (5 - 40g DQO.L™) variando o TDH entre 8,9 a 2,2h em
condi¢des mesofilicas. O aumento da concentracdo de sacarose foi benéfico para a producao
de hidrogénio, com valor maximo de rendimento de hidrogénio observado de 4,98 mol
Hz.mol sacarose no TDH de 8,9h com 40g DQO.L™. Em todas as concentracdes, com a

reducdo do TDH para o valor de 2,2h o rendimento de hidrogénio foi reduzido, com valor
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minimo de 1,9 mol Hz.mol sacarose’. Entretanto, a produtividade de hidrogénio apresentou
perfil crescente com a redugdo do TDH, obtendo o valor maximo de 2,27L.h%.L"t no TDH de
2,2h com 40g DQO.L™. Isso indica que a cinética de producdo de hidrogénio no reator
anaerdbio de leito fluidizado é influenciada pelo efeito combinado da concentracdo de
substrato e do TDH, representado pela taxa de carregamento organico. Segundo os autores, 0
aumento da taxa de carregamento organico favoreceu a produtividade de hidrogénio de forma
similar a cinética de monod, indicando a existéncia de uma taxa de carregamento organico
Otima para se obter a produtividade méaxima de hidrogénio. Os principais metabolitos soliveis
foram os acidos butirico e acético, indicando a presenca de eficientes produtores de
hidrogénio.

De forma a investigar a mistura da biomassa durante a producdo de hidrogénio em
reator de leito fluidizado, Shen et al. (2007) desenvolveram uma técnica de processamento de
imagem digital usando tragadores em duas dimensdes do leito. Neste sistema & comum que as
particulas formadas pela autoimobilizacdo da biomassa migrem para a regido superior do
leito, enquanto que das particulas de meio suporte permanecem nas se¢fes mais baixas,
correspondendo a segregacdo destas diferentes particulas. A mistura das particulas de
biomassa € causada ndo apenas pelo movimento, interacdo e coalescéncia das bolhas, mas
também pelo seu estouro, induzindo dispersdo lateral de parte das particulas de biomassa,
distribuindo-as em grande parte da superficie do leito. Assim, a velocidade superficial 6tima
deve ser obtida para homogeneizar o leito, pois apesar do aumento da velocidade superficial
aprimora a homogenizacdo lateral do leito, aumenta-se a dispersdo da concentracdo vertical da
biomassa, causando a sua segregacao.

Estudos no contexto da producdo de hidrogénio em reator anaerébio de leito fluidizado
foram realizados anteriormente no laboratério de controle ambiental Il (LCA-II) do
Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar utilizando glicose como substrato no
estudo do efeito do material suporte (Barros et al., 2010; Barros et al., 2012), velocidade
ascensional (Reis et al., 2011), TDH (Shida et al., 2009) e concentracdo do substrato e
alcalinidade (Amorim et al., 2009). Além disso também foram realizadas pesquisas com
substratos mais complexos como vinhaga (Santos et al., 2014a; Santos et al., 2014b; Santos et
al., 2014c), soro de queijo (Rosa, Santos e Silva, 2014; Rosa et al., 2014a; Gomes et al.,
2015) e manipuera (Rosa et al., 2014b).

Com o objetivo de utilizar a glicose como fonte de substrato simples para facilitar a
adaptacdo da comunidade microbiana & vinhagca em 55°C, Santos et al (2014a) avaliaram a co-

digestdo de diferentes razbes destes substratos em reator anaerobio de leito fluidizado na
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DQO afluente de 5000 mg DQO.L*. Como fonte de indculo foi utilizado lodo pré-tratado
termicamente de reator UASB termofilico (55°C) para o tratamento de vinhaga de cana de
acucar. A estratégia de operacdo consistiu na estabilizacdo da producdo de hidrogénio com
reducdo do TDH de 8 a 1h, com subsequiente aumento da taxa de carregamento organico de
26,6 para 225,3Kg DQO.m3.dia, aplicando fragdes decrescentes de glicose na vinhaca.
Depois, para avaliar a capacidade de producédo de hidrogénio a partir da vinhaca diluida pura,
glicose foi removida da alimentacdo. O valor maximo de rendimento de hidrogénio de 5,73
mmol H,. g DQO4, ! foi observado no TDH de 4h. Com a redugdo do TDH, foi observada a
reducdo dos valores de rendimento. Entretanto, a produtividade de hidrogénio obteve perfil
crescente com a reducdo do TDH, com valor maximo de 0,78L Hz.L™1.h™ no TDH de 1h. Os
principais metabolitos encontrados foram os acidos succinico, latico e butirico. Apenas a rota
butirica € responsavel pela producdo de hidrogénio, mas a presenca destes outros acidos em
grandes concentragfes ndo alterou a producdo de hidrogénio. O uso da vinhaca bruta
favoreceu a producdo de butirato, acetato e isobutirato e a reducdo do &cido succinico,
sugerindo uma mudanca de rota metabolica favoravel a producdo de hidrogénio. A
comunidade microbiana foi dominada por Thermoanaerobacterium sp. e Clostridium sp.

Estudando o impacto da taxa de carregamento orgéanico na producdo de hidrogénio e
na comunidade microbiana, Santos et al (2014b) utilizaram dois reatores de leito fluidizado
termofilico (55°C) reduzindo o TDH de 6 a 1h, com consequente aumento da taxa de
carregamento organico de 60 para 360kg DQO.m=.dia* (15gDQO.L™) e de 80 para 480kg
DQO.m3.dia? (20gDQO.L™Y). Com este aumento, a produtividade de hidrogénio manteve
perfil crescente em ambos os reatores, com valores méaximos de 1,49L H..L™.h'? (15gDQO.L
1Ye 1,2L Ho.L'1h? (20gDQO.L™Y) no TDH de 1h. Entretanto, o rendimento de hidrogénio foi
reduzido com o aumento da TCO, com valores maximos de 2,23mmol Hz. g DQOgp™?
(15gDQO.L?) e de 1,85mmol Hz. g DQO4* (20gDQO.L ™) observados no TDH de 6h. Estes
resultados indicaram que a producdo de hidrogénio foi realizada sobre condi¢es de
sobrecarga organica no reator. Os principais metabolitos produzidos foram os &cidos latico,
butirico, isobutirico e propidnico, com a reducdo do TDH favorecendo a rota butirica de
producdo de hidrogénio. A populagdo microbiana caracterizou-se pela presenca de produtores
de hidrogénio (Megasphaera sp.) e outros organismos (Lactobacillus sp.)

Com o intuito de verificar o efeito da concentracdo da alimentacdo na estabilidade e
rendimento da producdo de hidrogénio, Santos et al. (2014c) estudaram dois reatores RALF
termofilicos (55°C) na producdo continua de hidrogénio, com concentracdes afluentes de
vinhaca de 10.000mgDQO.L™ e de 30.000mgDQO.L™*, reduzindo o TDH de operagio de 6
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para 1h. A concentragdo de 10.000mgDQO.L™* foi considerada 6tima ao obter os maiores
valores de rendimento (2,86mmol H,. g DQOst, no TDH de 6h) e produtividade de
hidrogénio (1,96L Hz.L*.h"%, no TDH de 1h). No caso da concentragio de 30.000mgDQO.L?,
o rendimento méaximo de hidrogénio de 0,79mmol Hz.g DQOgxt, no TDH de 6h, e a
produtividade maxima de 0,8L H..L™.h?, no TDH de 1h, foram frutos da inibicdo da
producdo de hidrogénio pela maior concentragdo de acidos na alimentagdo, como butirico
(3,7g.LY) e acético (3,09.L1), resultando em sobrecarga do reator. Pelas analises
microbiologicas, observou-se que o efeito inibitério da maior concentracdo de acidos graxos
no afluente modificou a estrutura da comunidade microbiana, motivo diretamente responsavel
pelos diferentes resultados entre os dois reatores.

Observando as modificacfes de subprodutos e suas distribuices, Rosa, Santos e Silva
(2014) avaliaram o uso de soro de queijo na auséncia e na presenca de glicose como substrato
(59 DQO.L™) para producdo mesofilica de hidrogénio usando diferentes fontes de indculo, o
lodo suino e o lodo de abatedouro de aves. A estratégia de operacdo consistiu no uso
decrescente de glicose até o uso exclusivo de soro de queijo, variando a composicdo de soro
no afluente de 33% a 100% no TDH de 6h. O aumento da composicao de soro no afluente de
ambos os reatores favoreceu o rendimento e a produtividade de hidrogénio, com valores
maximos de 1,9mmol H..g DQO™? e 2,88L H,.d*.L?, para o indculo de lodo suino, e de
1,6mmol Hz.g DQO™ e 2,88L H..d™.L? para o indculo de abatedouro de aves. Os principais
metabolitos observados foram o etanol e &cido butirico, sendo que as suas produgbes foram
favorecidas com o aumento da composic¢do de soro. A co-fermentacdo de soro de queijo e
glicose possibilitou rendimento méaximo de etanol de 3,45mmol EtOH. g DQO com indculo
de lodo de abatedouro de aves.

Rosa et al. (2014a) avaliaram o efeito do TDH e de diferentes fontes de in6culo na
producdo de hidrogénio e etanol usando soro de queijo como substrato em reatores anaerobios
de leito fluidificado na temperatura de 30°C. Os valores mé&ximos de rendimento de
hidrogénio de 1,33mol Hz.mol™ lactose e de rendimento de etanol de 1,22 mol etanol.mol*
lactose foram observados no reator inoculado com lodo suino operando no TDH de 4 horas.
Sendo o rendimento tedrico de hidrogénio na fermentacao de lactose de 8 mol Hz.mol lactose
! o rendimento méximo obtido representa 16,625 % do valor maximo tedrico. Este mesmo
reator obteve o valor maximo produtividade de hidrogénio (0,51L H2.h*.L'Y) no TDH de 1
hora. Metano foi produzido de forma concomitante ao hidrogénio, com produtividade méaxima
de 0,68L CH4.h™t.LY) no TDH de 1h.
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Gomes et al. (2015) isolaram e identificaram bactérias produtoras de acido latico que
podem retardar a producdo de hidrogénio em reatores anaerdébios de leito fluidizado. Os
efeitos e prevaléncia destas comunidades foram correlacionados com os rendimentos de
hidrogénio no RALF1 e no RALF2. No primeiro caso, o reator foi operado na concentracdo
de 59 DQO.L decrescendo o TDH de 14 para 8h, com respectivos valores de TCO de 8,5 a
15kg DQO.m=.d. O RALF2 foi alimentado com concentragdes de 3 a 109 DQO.L™ no TDH
de 6h, com respectivos valores de TCO de 12 a 40kgDQO.m3.d™. O valor maximo de
rendimento de hidrogénio encontrado para o RALF1 foi de 1,9mol Hz.mol lactose™,
observado no TDH de 14h e consequente TCO de 8,5kgDQO.m=.d%. Por outro lado, o
rendimento maximo encontrado no AFBR2 foi de 2,3mol Hz.mol lactose? na TCO de
12kgDQO.m3.dt. Em ambos os reatores principais metabdlitos foram acetato e etanol,
indicando a rota aceto-alcodlica, seguidos de butirato e etanol. De forma similar nos dois
reatores, foram identificadas bactérias laticas e clostridium tanto no biofilme quanto no
efluente, indicando a persisténcia destes microrganismos nos reatores. Dentre as bactérias
lacticas a mais recorrente foi a Lactococcus Lactis. Dessa forma, sugeriu-se que o acido latico
produzido pelas bactérias laticas foi assimilado por outros microrganismos produtores de
acidos e alcodis. O aumento da prevaléncia de bactéricas laticas reduziu o rendimento de
hidrogénio mesmo com a reducdo do TDH, indicando a maior producdo de peptideos
antimicrobianos. A producdo de metano foi beneficiada com o aumento da TCO em ambos 0s
reatores devido ao consumo do metanol produzido, com valor maximos de 0,5mol CHa4.mol
lactose? (AFBR1) e 0,2mol CHs.mol lactose™ (AFBR2).

3.4.2 Reator Anaerdbio de Leito Granular Expandido

Outras configuracbes importantes de reatores continuos de células imobilizadas
utilizam a autofloculagdo como forma de retencdo da comunidade microbiana, como o reator
anaerobio de manta de lodo (UASB) e o reator anaerdbio de leito granular expandido (EGSB).
Segundo Schmidt et al. (1996), a vantagem destas configuracdes em comparacdo com 0s
sistemas de crescimento suspenso é a sua habilidade em manter altas concentragdes de
biomassa apesar da velocidade ascensional. Nas configuraces UASB e EGSB, a biomassa €
retida nos agregados, chamados de granulos, formados pela auto-imobilizacdo natural das
bacterias. Assim, estas configuraces podem ser operados em baixos valores de TDH, pois 0

tempo de detencdo do lodo é praticamente independente do TDH. Granulos com boa
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sedimentacdo mantem-se no leito, enquanto bactérias floculadas e dispersas sdo lavadas do
reator. O didmetro destes granulos varia entre 0,14 a 5 milimetros, dependendo da &gua
residudria utilizada e das condicdes de operacdo. Os granulos cultivados em substratos
acidogénicos, como carboidratos, tendem a ser maiores que os cultivados em &cidos. No
reator, granulos de diferentes tamanhos e densidades podem estar presentes. As densidades
dos granulos tendem a variar entre 1,03 a 1,08 g.mL™.

A composicdo dos granulos depende das caracteristicas da agua residudria e das
condicdes de operacdo. A composicao dos granulos envolve componentes inorganicos, células
microbianas e polimeros extracelulares. As principais variaveis que afetam a composi¢do dos
granulos sdo as caracteristicas do substrato, fonte de lodo para inoculagdo, condicGes
operacionais do reator, ocorréncia de interacdes quimicas e fatores extrinsecos. Os compostos
inorganicos sdo geralmente minerais e cinzas, variando de 10 a 90% do granulo dependendo
da composicdo da agua residudria alimentada. Com o aumento da fracdo de cinzas nos
grénulos pode-se observar o aumento da densidade dos granulos. Estas cinzas sdo compostas
principalmente por célcio, potassio e ferro. Caso os granulos com alto contetido de cinzas
aumentem em tamanho, a difusdo no granulo sera a etapa limitante (Schmidt et al., 1996)

Segundo Seghezzo et al. (1998) a iniciacdo dos granulos comeca pela adesdo dos
microrganismos em agregacdes de células bacterianas que circundam o polimero extracelular.
Dentre as varias teorias para a formacdo de granulos, observa-se que os filamentos das
espécies de Metanosaeta sp sdo responsaveis pelo fenébmeno de granulacdo, servindo como
um centro de nucleacdo para avango do agregado. Outros estudos indicam que apesar de
auxiliarem na iniciacdo dos granulos, as espécies de Metanosaeta sp habitam as cavidades dos
aglomerados de Metanosarcina. No caso do polimero extracelular (PEC), sua formacao
ocorre como resultado da excrecdo das células e dos detritos celulares. PEC bacteriano €
definido como estruturas contendo polissacarideos de origem bacteriana que permanecem do
lado de fora dos elementos integrais da membrana de células gram negativas e do
peptidoglicano de celulas gram positivas. O PEC é composto por detritos organicos, células
lisadas e outros materiais excretados pelas células microbianas. PEC pode ter diferentes
fungdes dependendo do microrganismo, podendo prender nutrientes solUveis, aumentar
patogenicidade, diminuir a susceptibilidade de fagocitose e também pode mediar a adesé@o das
bactérias em ecossistemas naturais. Essa fungdo de adesdo € muito importante, pois bactérias
dispersas estdo carregadas negativamente e existe repulsdo eletrostatica entre as células. A
producdo de PEC pode mudar a carga da superficie das bactérias, possibilitando a agregacéo.

Existem dois tipos de PEC, os capsulares e o limo. Os capsulares estdo sempre conectados a
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célula microbiana, enquanto que o limo permanece sem ligacdo a célula microbiana. No caso
do PEC nos granulos, a sua composicao é representada na sua maior parte por proteinas e
polissacarideos, normalmente em uma razao de 2:1 até 6:1.

O tamanho do poro e a porosidade do PEC afeta a atividade celular pela regulacdo do
transporte de substrato e de biogéas. Quando o gel de PEC é denso, o tamanho do poro e a
porosidade sdo baixas, resultado em resisténcia a transferéncia de massa. Limitagdes no
transporte de substrato podem resultar na autdlise da parte central do granulo, produzindo
granulos ocos (Seghezzo et al., 1998).

A organizagdo interna da estrutura microbiana observada em granulos crescidos em
aguas residuarias complexas ilustra o benéfico para a degradacdo 6tima dos substratos e dos
intermediarios. Um agregado estruturado é um arranjo metabdlico estavel que cria condigdes
Otimas para todos os seus membros. Na parte exterior do granulo, bactérias hidroliticas ou
acidogénicas sdo predominantes, enquanto que as bactérias de metanosaeta consumidoras de
acetato dominam a parte interna dos granulos. As bactérias consumidoras de hidrogénio no
meio dos granulos consomem o hidrogénio que é produzido por bactérias acidogénicas nas
partes mais superficiais do granulo. Similarmente, a oxidacdo de acetato ocorre no meio dos
granulos, enquanto que as producdes de acetato ocorrem na superficie (Schmidt et al., 1996).

No projeto da configuracdo do reator, a Unica diferenca entre 0 EGSB e 0 UASB é a
recirculacdo do seu efluente, resultando em uma velocidade superficial muito maior com o
mesmo TDH. Enquanto no UASB a velocidade ascensional ndo supera os 2,5m.h, no EGSB
seus valores podem atingir 10m.h*? (Kato et al., 1994). Este é um pardmetro de grande
importancia, pois em um reator de producdo de hidrogénio o perfil de escoamento do liquido,
atividade do lodo e converséo de biomassa séo caracteristicas fundamentais interdependentes.
Um lodo altamente reativo e valores elevados de TDH sdo necessarios para eficientes
conversdes de biomassa. Estas eficientes conversdes resultam em elevados rendimentos de
matéria organica transformada em biogas. Um bom regime de escoamento € necessario para
permitir o contato eficiente entre 0s microrganismos e a agua residuaria, garantindo o
ambiente apropriado para o crescimento da cultura. De forma a aperfeicoar a associa¢ao de
todos estes parametros, o afluente do reator de leito granular expandido percorre o leito com
velocidade ascensional constante, expandindo o leito devido a baixa densidade do lodo
granular (Wang et al., 2009).

Entretanto, com o crescimento desordenado da biomassa, 0 regime de escoamento
pode tornar-se ndo homogéneo até mesmo na dire¢do do escoamento devido as variacfes na

tortuosidade dos caminhos preferenciais, na porosidade das particulas de leito e na geometria
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aleatoria dos granulos e impurezas. Além disso, 0 movimento ascensional das bolhas de
biogés produzidas pelo leito eleva velocidade total do leito acima da velocidade do liquido,
tornando ndo homogéneo o escoamento transversal (Wang et al., 2009).

Brito e Melo (1996) avaliaram as resisténcias de transferéncia de massa interna e
externa e os perfis de escoamento em reator UASB e EGSB. Os perfis de escoamento entre
observados foram diferentes. As propriedades de mistura do EGSB aproximaram-se de um
reator de mistura perfeita devido a recirculacéo de efluente. No caso da configuragdo UASB,
baixa velocidade superficial e pequena producao de biogas foram insuficientes para produzir a
turbuléncia necessaria para a mistura do fluido, observando um perfil de escoamento
pistonado. Com base nestes resultados, a cinética aparente de degradagdo foi observada em
ambas as configuracGes, ndo havendo diferencas significativas nos resultados. Quando
analisada a transferéncia de massa externa, a resisténcia a transferéncia de massa do filme
liquido ndo foi significativa para a configuragdo do EGSB, devido a sua alta velocidade
superficial do liquido. No caso do UASB, foi observado a resisténcia de transferéncia de
massa externa relacionada a baixa turbuléncia do liquido devido a baixos valores de
velocidade superficial e a baixa producdo de biogas. Com relacdo a transferéncia de massa
interna, em ambas configuragdes quanto menor o didmetro, menor a influéncia da resisténcia
interna do granulo.

Com o intuito de explorar a vantagem da manutencdo de elevada concentracdo de
biomassa em altas taxas de carregamento organico, Guo et al. (2008a) avaliaram a
performance do EGSB em converter dgua residuaria de melaco em hidrogénio. O reator foi
inicialmente operado na TCO de 8kg DQO.m3.d™! elevando até 192kg DQO.m3.d, mediante
a variacdo do TDH (6 a 1h) e da concentragdo de afluente (2.000 a 10.000mg.L?%). A
produtividade maxima de 0,71L Hz.h™.L e rendimento méaximo de 3,47mol Hz.mol sacarose”
! foram observados na TCO de 120kg DQO.m3.d, com respectivos TDH e concentragio
afluente de 2h e 10000mg.L%. A producdo de metabdlitos variou conforme o aumento da
TCO, favorecendo a rota aceto-alcoolica. Os principais metabolitos produzidos foram o etanol
em conjunto com os &cidos acético e butirico. A producdo do etanol rebalanceou o equilibrio
metabolico entre NADH e NAD*. Entretanto, ao aumentar a TCO para 192kg DQO.m3.d*,
tanto a produtividade quanto o rendimento de hidrogénio foram reduzidos. Este aumento
causou a sobrecarga de substrato no reator, levando a inibicdo pelos produtos formados em
excesso.

Buscando caracterizar a contribuicdo da retencdo da biomassa na a producdo de

hidrogénio, Guo et al. (2008b) avaliaram a producédo continua de hidrogénio por cultura mista
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em reator EGSB alimentado com &gua residuaria de amido. O efeito da reducéo da TCO de 1
para 0,125g.L1.d? foi avalio variando o TDH entre 24 e 4h nas concentragdes entre 4 e 189
DQO.L. A fracdo volumétrica de hidrogénio variou entre 35 a 65% sem a presenca de
metano. De forma geral, o aumento do TDH desfavoreceu a produtividade de hidrogénio. A
produtividade maxima de 1,64L.L.d? foi observada na TCO de 1g.L.d* (TDH de 4h e
concentracgdo afluente de 4g DQO.L™). Por outro lado, o rendimento méaximo de 0,11L.g
DQO™ foi observado na TCO de 0,5g.L%.d* (TDH de 8h e concentragio afluente de 4g
DQO.L1). Nestas condigdes, os principais metabolitos observados foram o etanol e &cidos
acético e butirico, caracterizando a prevaléncia da rota aceto-alcodlica.

Assumindo um modelo bidimensional, Wang et al. (2009) descreveram a producéo de
hidrogénio de um EGSB trifasico (gas-liquido-solido) usando a dinamica de fluidos
computacional. O escoamento através do leito expandido do reator mesofilico operado por
Guo et al. (2008a) foi avaliado nas variagdes de TDH (entre 6 e 1h) e concentracdo afluente
(2000 a 10000mg.L™), com conseqiiente variagdo de TCO entre 8 a 192kg DQO.m=3.d™.
Quando operado em elevados valores de TDH, o sistema trifasico apresentou um perfil de
escoamento muito heterogéneo. O movimento lateral foi observado devido aos elementos de
fluido que escoam através dos granulos tomaram caminhos preferenciais de menor resisténcia.
Assim, a recirculacdo interna ocorre e, por consequéncia, a agua residuaria nao é distribuida
de forma igual pelo leito e o perfil de velocidade do fluido é prejudicado. Em valores
moderados e reduzidos de TDH, as pulsacdes axiais do liquido e as perturbacdes entre
granulos sdo reduzidos em consequéncia da crescente distancia entre granulos ocasionada
pelo aumento da velocidade ascensional. Em conjunto com a acdo do biogas, o regime de
escoamento torna-se mais turbulento a medida que os valores de TDH sdo reduzidos.
Comparando os resultados experimentais com as observacfes das simulacdes, 0s autores
inferiram que o TDH afeta a producdo de hidrogénio por meio da velocidade ascensional do
fluido. Com a reducdo do TDH o comportamento hidrodindmico favoreceu a interacao entre
fases. Entretanto, a escolha do TDH em faixa apropriada mostrou ser fundamental para a
producdo de hidrogénio, pois o rendimento de hidrogénio pode ser reduzido em valores de
TDH excessivamente baixos. Isso ocorreu devido a alta turbuléncia que causa danos aos
microrganismos e aos flocos de lodo, reduzindo o rendimento de hidrogénio.

Em sistemas de lodo granular a imobilizacdo celular é obtida pela auto-agregacéo de
microrganismos anaerobios em granulos na auséncia de material suporte. Mas a principal
desvantagem é o longo periodo necessario para inoculacdo e formacdo destes grénulos.

Assim, Abreu et al.(2010) utilizaram a otimizacdo de comunidades mistas para producéo de
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hidrogénio para adesdo e adaptacdo em granulos metanogénicos tratados termicamente. Neste
estudos um reator EGSB foi inoculado apenas com granulos tratados termicamente e outro
reator foi inoculado com os mesmo granulos, mas na presenca de uma cultura otimizada para
a producao de hidrogénio. O meio sintético utilizado continha glicose e arabinose (1:1), que
sd0 componentes de varios biopolimeros vegetais, na DQO de 5g.L. A temperatura foi
mantida a 70°C, variando o TDH entre 27 e 6h. O reator inoculado com cultura produtora de
hidrogénio obteve produtividade méaxima de 2,7L H..d™.L"! no TDH de 6h e rendimento
maximo de 175mL H,.g substrato. Metano ndo foi observado no biogas e os principais
metabdlitos foram acetato, butirato e lactato, este ultimo prevalecendo nos valores inferiores
de TDH. Por outro lado o reator que contou apenas com o tratamento dos gréanulos ndo obteve
producdo de hidrogénio. A principal diferenca entre os reatores foi a presenca de
microrganismos produtores de hidrogénio dos géneros Clostridium e Klebsiella no reator
inoculado com cultura otimizada, garantindo o desenvolvimento estavel e eficiente da
producdo de hidrogénio.

Avaliando o consumo preferencial de certos agucares, Abreu et al.(2012) avaliaram a
diversidade microbiana produtora de hidrogénio em reator EGSB termofilico extremo (70°C).
Um reator foi operado com arabinose e outro com glicose no TDH em 9h, variando a TCO de
4,3 a 14,2kg DQO.m>3.dr. Em ambos os reatores gas metano nio foi detectado e com o
aumento da taxa de carregamento organico as produtividades e rendimentos foram
aprimorados. O reator com arabinose obteve rendimento maximo de 1,1mol Hz.mol substrato™
! com produtividade maxima de 3,2L H..d®.L? No reator de glicose foi observado
rendimento méaximo de 0,75mol Hz.mol substrato™ e produtividade maxima de 2,0L Hz.d.L-
1. Os principais metabdlitos identificados foram butirato, acetato e lactato, sendo o Gltimo
presente em maior quantidade no reator de glicose. A estrutura da comunidade microbiana foi
a mesma apesar dos substratos diferentes, predominando Thermoanaerobacterium
Thermosaccharolyticum. Assim, a producdo de mais &cido latico esteve associada a mudanca

metabolica com o uso de glicose, ndo alterando a comunidade microbiana.

49



3.5 ConsideracGes Preliminares

Ap0s a revisdo da literatura, observa-se que a aplicacdo da tecnologia anaerobia para a
producdo de hidrogénio é uma alternativa promissora a atual matriz energética cronicamente
dependente fontes ndo renovaveis e poluidoras. As suas principais vantagens estdo na nao
utilizacdo de combustiveis fosseis, temperaturas e pressdes de processo sao similares a
ambiente, baixo custo de materiais e a possibilidade da sinergia entre producédo de energia e
de tratamento de residuos.

Entretanto, o atual desafio na aplicacdo industrial deste processo é a viabilidade
econbmica, que depende principalmente da fonte de substrato utilizada. A selecdo da matéria
prima baseia-se na disponibilidade, o custo, a pureza do substrato e a sua biodegradabilidade.
Assim, recursos em potencial sdo os subprodutos de processos agroindustriais. Os paises de
grandes economicas agriculturais, como o Brasil, tém potencial inexplorado de
desenvolvimento econdmico incorporando esta forma de producdo de biohidrogénio na
bioindustria.

Assim matérias primas interessantes sao o0 soro de queijo, que € o subproduto gerado
na etapa de precipitacdo/remoc¢do da caseina do leite na producdo de queijo, e a vinhaca,
subproduto da producao de etanol na etapa de destilacao do vinho. Ambos os subprodutos
apresentam elevada biodegradabilidade, altas concentracdes de aclcares e grande volume
gerado em seus processos. Além disso, suas destinacdes incorretas podem gerar impactos
severos no meio ambiente.

Diversos estudos foram realizados utilizando soro de queijo e vinhaca em condigdes
mesofilicas. Entretanto, estudos na faixa termofilica e hipertermofilica ainda estdo em menor
quantitade. Processos termofilicos e hipertermofilicos geralmente apresentam maiores
produtividades e rendimentos de hidrogénio e s&o interessantes na aplicagdo industrial,
principalmente nos casos em que os subprodutos sdo langados sob altas temperatuas, como a
vinhaca. Entretanto, deve-se avaliar a condi¢do 6tima de operacdo, pois quanto maior a
complexidade do substrato e/ou a carga aplicada, menor sera a temperatura 6tima para
producdo de hidrogénio devido a diminuicdo da diversidade microbiana que reduz a
capacidade sinergética de degradacdo do substrato pela comunidade.

O desenvolvimento, adaptacdo e operacdo dos reatores para producdo fermentativa de
hidrogénio ainda representam desafios e requerem pesquisas futuras nas diferentes

configuracOes de reatores, como RALF e EGSB. Devido as vantagens operacionais destas
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configuragcbes como melhor contato entre o substrato e a comunidade microbiana, alta
eficiéncia mesmo em elevadas taxas de carregamento organico e transferéncia de massa
aprimorada, optou-se pelo estudo destas duas configuracdes.

Estudos anteriores constataram a eficiéncia da producdo de hidrogénio em RALF e
EGSB utilizando substratos simples e aguas residudrias reais. De forma geral, vale ressaltar a
convergéncia de resultados para a predominéncia dos acidos acético e butirico como
principais metabolitos formados e 0 aumento das produtividades com a operagédo do reator em
tempos de detencédo hidraulica reduzidos. Mas deve-se avaliar a faixa 6tima de operagéo, pois
o rendimento de hidrogénio obtem um valor maximo que apds aumentar da taxa de
carregamento organico aplicada, reduz o rendimento obtido devido a sobrecarga de substrato.

Frente as pesquisas previamente realizadas na area de tratamento de aguas residuérias
e de producéo de hidrogénio, observa-se que a consolidacdo do desenvolvimento do processo
fermentativo de producéo de hidrogénio depende de diversos parametros de operagdo. Assim,
para a futura realizacdo do projeto de reatores anaer6bios mais eficientes que permitam a
sinergia do tratamento de efluentes industriais e a producdo de bioenergia se faz necessario a
fundamentacdo dos efeitos de parametros de temperatura, TCO, TDH, concentracdo e
composicao de substrato em reatores de alta taxa com biomassa imobilizada.

Visto isso, com base nos bons resultados obtidos em pesquisas anteriores, a
contribuicdo deste estudo para a literatura serd a avaliacdo de condicbes termofilicas e
hipertermofilicas para a producdo de hidrogénio com soro de queijo e vinhaca como fontes de
carbono em reator RALF; o estudo do efeito da concentracdo de soro de queijo e do TDH na
producdo de hidrogénio mesofilica em reator EGSB; e por fim a avaliagdo a estratégia de co-

fermentacao de vinhaga com soro de queijo.
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4. Materiais e Métodos

Os conteudos abordados neste capitulo apresentam a configuracdo dos reatores, as
fontes de inoculo utilizadas para a produgdo bioldgica de hidrogénio, o método de pré-
tratamento adotado, os procedimentos de partida e as diferentes estratégias de operacdo. Além
disso, serdo apresentados as caracterizagcdes da vinhaca de cana de aclcar e do soro de queijo
realizados ao longo do experimento, o detalhamento e a frequéncia das analises fisico-
quimicas e os célculos dos principais parametros para avaliar a produgdo bioldgica de
hidrogénio.

Neste estudo duas configuracdes de reatores foram utilizadas: RALF e EGSB. Estas
diferentes configuracGes estdo embasadas por trabalhos anteriores realizados no grupo de
pesquisa do Laboratdrio de Controle Ambiental 11 do Departamento de Engenharia Quimica
da Universidade Federal de S&o Carlos (LCA-II, DEQ/UFSCar). O RALF é uma configuracdo
baseada em diversos trabalhos de pesquisa cientifica publicados ao longo dos ultimos sete
anos com diferentes substratos (Amorim et al., 2009; Barros et al., 2010; Reis e Silva, 2011;
Shida et al., 2012; Santos et al., 2014a). Por outro lado, o EGSB é uma configuracéo que tem
apresentado de forma promissora resultados recentes na dissertacdo de Lopes (2015),
utilizando como substratos glicerol e soro de gueijo.

Por praticidade, os reatores utilizados neste estudo foram identificados por siglas
conforme as condi¢Oes de operacdo. A Tabela 4.1 apresenta o significado destas siglas.

Tabela 4.1 - Identificacdo dos reatores utilizados em todos 0s experimentos

Sigla Descricéo

RM5 Reator EGSB mesofilico com 5g carboidrato.L™

RM15 Reator EGSB mesofilico com 15g carboidrato.L™*
RM25 Reator EGSB mesofilico com 25g carboidrato.L™

RTS Reator de efeito da temperatura alimentado com soro

RTV Reator de efeito da temperatura alimentado com vinhaca
RTCV Reator termofilico de co-fermentagdo alimentado com vinhaga
RTCVS Reator termofilico de co-fermentagdo com vinhaga e soro

4.1 Agua Residuéria

Neste estudo foram utilizadas as &guas residuarias da producdo de acucar e etanol
(vinhaga) e da producdo de queijo (soro de queijo) em diferentes configuragdes de reatores.

Durante a operacdo dos reatores foram adicionados nos seus afluente as respectivas fontes de
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carbono em conjunto com os nutrientes necessarios ao crescimento celular de acordo com Del
Nery (1987). A composicdo do meio nutricional esta indicada na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Composi¢do do meio nutricional no afluente

Componente Concentracéo (mg.L™t)
Ureia 125
Sulfato de niquel 1
Sulfato ferroso 5
Cloreto férrico 0,5
Cloreto de célcio 47
Cloreto de cobalto 0,08
Oxido de selénio 0,07
Fosfato de potassio monobasico 85
Fosfato de potéssio dibasico 21,7
Fosfato de sodio dibasico 33,4

Fonte: Del Nery (1987)

4.1.1 Soro de Queijo

A agua residuaria de soro de queijo foi composta por este substrato em p6 fornecido
pela industria Elegé Laticinios S.A., Teotdnia, Brasil, produzido pela concentracao do soro de
queijo por evaporagdo e secagem por atomizagdo. De acordo com Gabardo et al. (2014), uma
solugdo de 70g.Lt de soro de leite em pd da marca Elegé apresenta concentragdes de 60g
lactose.L, 9g proteinas.L e 1g minerais.L™ . A caracterizagdo do soro de queijo em po
identificou a concentragdo de nitrogénio Kjeldalh de 18 + 1mg.g de soro, equivalendo a 116
+ 10mg proteina.g de soro™®. Os valores médios de diferentes solugdes com 10000 mg.L* de
soro de leite em pd foram de 7822 + 697mg.L! de aglcares totais (lactose), 11009 +
1030mg.L* de DQO total e pH de 6,3 + 0,1. Na Tabela 4.3 estdo apresentadas as informacdes
nutricionais cedidas pela empresa.

Tabela 4.3 - Informacéo nutricional soro de queijo Elegé

Composigdo em porcdo de 26 gramas

Valor energético 112Kkcal
Carboidratos 24,69
Proteinas 3,50
Gorduras totais 0,69
Gorduras saturadas 0,59
Gordura trans 0
Fibra alimentar 0
Calcio 140mg
Sadio 216mg

Fonte: Industria Elegé de Laticinios
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4.1.2 Vinhaca de Cana de AcUcar

O substrato organico (vinhaca de cana-de-agUcar), utilizado para a alimentacdo dos
reatores RALF termofilicos para a producdo de hidrogénio, foi coletado na Usina S&o
Martinho (Praddpolis, SP), produtora de etanol e acucar, a partir de cana de agucar como
matéria-prima. Ao longo do experimento, as caracteristicas da vinhaca coletada foram
avaliadas, considerando aspectos fisico-quimicos, como carboidratos totais, DQO total,
nitrogénio Kjeldalh, fosforo total (como PO4*), enxofre total (como SO4-*), zinco, manganés,
cobre, célcio, magnésio, potéssio, e a composi¢do e distribuicdo de &cidos organicos (Tabela
4.4).

Tabela 4.4 - Caracterizacdo média da vinhaca de cana de agUcar

Componente Concentragédo (mg.L ™) Componente Concentragéo (mg.L™?)
Carboidrato total (glicose) 6292 + 1523 Acido Malico 6191 + 1215
DQO 28636 + 5204 Acido Succinico 2806 + 660
SO4* 2256 + 362 Acido Latico 7516 + 170
So6lidos Suspensos 3184 £ 526 Acido Férmico 2463 + 691
Sélidos Suspensos Volateis 2689 + 387 Acido Acético 9928 + 1114
Sélidos Suspensos Fixos 495 + 169 Acido Propidnico 3557 £ 1014
Nitrogénio Kjeldahl Total 744 £ 77 Acido Isobutirico 3755 + 847

Metanol 2315+ 707 Acido Capraico 809 £178
Acido Citrico 7482 + 451

Devido a necessidade de uso de grandes quantidades de vinhaca durante a operacdo
dos reatores e a dificuldade em sua obtencdo no periodo de entressafra, foi realizado o

armazenamento da vinhaga em freezer (-5°C).

4.2 Descricdo dos Reatores

O diagrama da instalacdo geral dos RALF termofilicos e dos EGBS utilizados neste
estudo é ilustrado na Figura 4.1. O substrato foi alimentado ao reator por meio de bomba
dosadora de afluente para tornar a operacao flexivel e possibilitar a variagdo do tempo de
detencdo hidraulica. A recirculacdo foi realizada por uma bomba de deslocamento positivo
para homogeneizar o meio fermentativo e fluidizar ou expandir o leito dos reatores RALF e
EGSB, respectivamente. O armazenamento foi feito em um barrilete, renovando o seu volume

diariamente.
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Figura 4.1 — Esquema da instalacdo dos reatores

Medidor de biogas |
[ :
| Efluente
6 »
Banho 7
termostatizado

—H
Zl

Bomba de deslocam ento
positivo
7|0 10

Afluente

Recirculagdo

rTg 12 11

(1) Reator, (2) reservatério de alimentacéo, (3) bomba de alimentacéo, (4) entrada do afluente, (5) amostradores,

(6) camara de captagdo de gas, (7) saida de efluente, (8) medidor de biogas de deslocamento de fluido, (9) banho

termostatizado, (10) bomba de recirculacdo, (11) recirculacdo, (12) distribuidor da alimentagé&o.

4.2.1 Reator Anaerobio de Leito Fluidizado Termofilico

Os reatores RTS, RTV, RTCV e RTCVS utilizados foram construidos em ago inox
304, cada um com 4,1cm de didmetro interno, 150cm de altura e volume total de 1980cm?. O
controle de temperatura era realizado por um banho ultratermostatizado que circulava agua
pela cAmara externa e serpentina interna do reator. Na Figura 4.2 sdo ilustradas fotografias do
RALF termofilico e do material suporte utilizado.

O material suporte usado para imobilizacdo e adesdo da biomassa foi a argila
expandida, com diametro entre 2,8 e 3,35mm, densidade aparente de 1,06g.cm™ e 23% de
porosidade. As caracteristicas fisicas da argila expandida sdo apresentadas na Tabela 4.5 e
estdo de acordo com Ortega et al. (2001).
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Figura 4.2 — Fotos do RALF e do material suporte

(a) RALF termofilico; (b) particulas de argila expandida

Tabela 4.5 - Caracteristicas fisicas da argila expandida

Caracteristica Valor
Densidade real (g.cm?) 1,5

Densidade aparente (g.cm) 1,06

Diametro médio do poro (mm) 0,19
Fonte: Ortega et al. (2001)

As condicdes fluidodindmicas do reator foram determinadas a partir dos dados
experimentais de velocidade superficial e perda de carga descritos por Amorim (2009). As
propriedades necessarias para determinar o ponto de operacdo que garantisse a fluidizacéo do
leito sdo apresentadas na Tabela 4.6. A taxa de recirculagdo dos biorreatores termofilicos foi
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mantida a 78L.h"* (expansdo de 30%) e velocidade superficial de 1,30 vezes maior que a

velocidade de minima fluidizag&o.

Tabela 4.6 - Diametro, densidade, porosidade e velocidade de minima fluidizacéo das

particulas de argila expandida

Diametro (mm) Densidade (g.cm®) Porosidade (%) Vms (cm.s™)

2,8-3,35 1,06 23 1,24
Vmi — Velocidade de minima fluidizacéo

4.2.2 Reator Anaerdbio de Leito Granular Expandido Mesofilico

Os reatores RM5, RM15 e RM25 foram construidos em acrilico com controle de
temperatura a 30°C realizado por um banho ultratermostatizado que circulava agua pela
camara externa do reator. O reator RM5 apresentava 3,5cm de didmetro interno, 81cm de
altura e volume total de 778cm?®. Os reatores RM15 e RM25 apresentavam 4,3cm de didmetro
interno, 150cm de altura e volume total de 2177cm?.

O material suporte usado para imobilizacdo e adesdo da biomassa foi o lodo granular
proveniente de reator UASB usado no tratamento de agua residuéria de abatedouro de aves
(Avicola Dakar S/A, Tieté/SP). Os granulos foram submetidos ao método de pré-tratamento
térmico (Kim et al., 2006) promovendo a inibi¢cdo da metanogénese, por meio da eliminagéo
de células vegetativas metanogénicas e consumidoras de hidrogénio. Durante a operacdo do
reator, a velocidade superficial foi mantida em 5,5m.h-1 pela recirculagédo de efluente de
forma a garantir a expansdo de 30% do leito granular.

Na Figura 4.3 estdo ilustradas fotografias do reator anaerdbio de leito granular

expandido mesofilico e das particulas de lodo granular usadas como material suporte.
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Figura 4.3 — Fotos do EGSB e dos granulos antes e depois da adaptacao

(a) reator anaerobio leito granular expandido; (b) granulos pré-tratados termicamente; (c) granulos ap6s

adaptacao e adesdo ao substrato

4.3 Obtencéo de Inoculo Produtor de Hidrogénio: Pré-tratamento Térmico

As fontes de indculo foram selecionadas para cada reator em virtude da condicéo de
temperatura de operacdo: mesofilica (EGSB) ou termofilica (RALF). Em ambos os casos, a
fim de se obter comunidades produtoras de hidrogénio o lodo foi submetido a um pré-
tratamento térmico de acordo com a metodologia adaptada de Kim et al. (2006). O pré-
tratamento consistiu de um aquecimento prévio do lodo por 10 minutos a 90°C com
monitoramento de um termémetro e, em seguida, o lodo foi colocado em banho de gelo até
que a temperatura atingisse 25°C. Este tratamento térmico possibilitou a eliminacéo de células
vegetativas metanogénicas e acidogénicas ndo formadoras de enddsporos e manteve as células
acidogénicas com capacidade de formar endoésporos, estruturas de resisténcia a condicGes

desfavoraveis.
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4.3.1 In6culo do Reator Anaerébio de Leito Fluidizado Termofilico

A fonte de indculo utilizada para a partida operacional dos reatores RALF termofilicos
foi proveniente de lodo granulado de reator anaerdbio termofilico de fluxo ascendente e manta
de lodo (UASB - lodo fermentativo-metanogénico) termofilico localizado na Usina S&o
Martinho (Pradopolis, SP), para o tratamento de vinhaca. Este lodo apresenta pH de 7,06,

concentragéo de sélidos volateis totais de 41,3g.L ™.

4.3.2 In6culo do Reator Anaerobio de Leito Granular Expandido

Mesofilico

A fonte de indculo utilizada para a partida operacional dos reatores EGSB mesofilicos
foi proveniente de lodo granulado de reator UASB mesofilico localizado na Avicola Dakar
S/IA (Tieté, SP), para o tratamento de agua residuéria de abatedouro de aves. Este lodo
apresenta concentracdes de solidos totais de 8,59.L™, de sélidos totais fixos de 1,6¢.L* e de

sdlidos totais volateis de 6,9g.L™.

4.4 Analises Fisico-Quimicas

Neste estudo foram realizadas andlises fisico-quimicas durante a operacdo dos reatores
para determinar os parametros de producdo de hidrogénio e de metabdlitos sollveis. Na
Tabela 4.7 esta apresentada a frequéncia das analises fisico-quimicas realizadas.

A concentracdo de carboidratos totais de amostras provenientes das diferentes
condicBes de operacdo dos reatores de producdo bioldgica de hidrogénio foi realizada em
triplicata por meio do método colorimétrico descrito por Dubois et al. (1956) utilizando
glicose, para vinhaca, e lactose, para soro de queijo como padrdes.

As concentracOes de matéria orgénica das amostras de afluente e efluente deste estudo
foram determinadas de acordo com o Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2012) em triplicata pelo método colorimétrico. As analises de
nitrogénio foram realizadas segundo etapas de digestdo , destilacéo e titulacdo (N Kjeldahl).
As determinacBes de fosforo total (Pwow como POs*) foram feitas mediante digestdo e

avaliacdo por método colorimétrico, com metavanadato e molibdato de amdnio.

59



Tabela 4.7 - Frequéncia das analises fisico-quimicas realizadas

Anélise Frequéncia Metodologia
Vazéo Diéria
pH Diéria
DQO 3X semana
ST, SST, SSV 3% semana Standard Methods (1998)
Nitrogénio, sulfato e fosfato Por amostra
AcUcares totais .
(Lactose; Glicose) 3X semana Dubois et al. (1956)
AC'dOS. graxos & alcoois 3x semana HPLC Shimadzu
individuais
Conteudo do biogas (H2 e CO3) 3x semana Shimadzu GC-2010
Producédo volumétrica de H» 3X semana Walker et al,(2009)

As concentracOes de sulfato foram determinadas por meio da utilizacdo de Kits
comerciais (HACH Dr 820 Field Test Kit®) e avaliadas por método colorimétrico. As
concentracdes de potassio, calcio, magnésio, zinco, cobre foram feitas na caracterizacdo da
vinhaca de cana-de-agUcar, e realizadas por absor¢édo atdbmica

e fotdbmetro de chama, em acordo com o Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2012). Para avaliar a concentracdo de solidos suspensos
totais, volateis e fixos nas amostras de soro, vinhaca, afluentes e efluentes foi utilizada a
filtracdo em membranas de microfibras de vidro (APHA, 2012). A anéalise de microscopia
eletrobnica teve como objetivo confirmar a presenga e morfologia dos microrganismos
aderidos aos respectivos suportes. A metodologia utilizada foi a mesma de Gonzalez et al.
(2011).

4.4.1 Metabdlitos Soluveis

As concentragbes dos acidos organicos (citrico, malico, succinico, latico, formico,
acetico, propionico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico, e caproico) e alcoois (etanol e
metanol) foram determinadas por cromatografia liquida de elevado desempenho
HPLC,Shimadzu®),aparelho equipado com bomba (LC-10ADVP), amostrador automatico
(SIL-20A HT), coluna CTO-20A, a 43 °C, detector de arraste (SDP-M10 AVP) e coluna
Aminex HPX-87H (300mm, 7,8 mm, BioRad). A fase mdvel foi representada pelo H2SO4
(0.01 N) a 0.5 ml.min,
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4.4.2 Determinacdo de Hidrogénio e da Composicdo do Biogas

A determinacdo do gas hidrogénio foi feita por cromatografia gasosa (Shimadzu GC-
2010), sendo o aparelho equipado com detector de condutividade térmica, utilizando a
coluna Supelco Carboxen 1010 Plot (30 m de comprimento e diametro interno de 0,53 mm).
A analise de composicdo do biogas produzido foi feita por cromatografia gasosa utilizando
seringa gas tight para retirar 0,1mL do biogas gerado no headspace em triplicada. O géas
coletado foi analisado em cromatografo marca Shimadzu modelo GC-2010 equipado com
detector de condutividade térmica. A coluna empregada foi a Sigma-Aldrich modelo
Carboxen® 1010 Plot e coluna de silica fundida, a coluna possuia 30m de comprimento e
diametro interno 0,53mm. O gas de arraste utilizado foi o Argénio sob fluxo de 21,9cm?.s™.
As temperaturas do forno, da coluna e do detector foram 130°C, 220°C e 230°C.

A producédo volumétrica de todo o biogas formado no reator foi medida por meio do
método de deslocamento de fluido adaptado de Walker et al. (2009). Nesta medida, 0 biogas
gerado percorreu um tubo de comprimento maior que 20 cm acoplado ao reator que o conecta
a um recipiente pulmao contendo solugéo salina (NaCl) saturada com pH corrigido abaixo de
2 por H2S04. Do recipiente pulmao, o biogéas foi coletado em uma proveta graduada cheia da
solucdo salina por determinado periodo de tempo. Cada procedimento de medicdo da vazao
volumétrica de biogads consistiu em utilizar o volume de biogas quantificado pelo
descolamento da solucdo salina na proveta ao longo do periodo definido. Desta forma, todo o
biogas gerado foi quantificado e o vapor de agua arrastado precipita no recipiente pulmao. O
valor de vazdo de biogas medido foi entdo multiplicado pela concentracdo de H; para se obter

a producdo volumétrica de Ho.

4.5 Procedimento de Partida

O procedimento de partida dos reatores foi igual para todos os experimentos e 0 0
diagrama de blocos do procedimento geral é apresentado na Figura 4.4. Nos meios de
alimentacdo foram adicionados as respectivas fontes de carbono na concentracdo desejada,
meio nutritivo de acordo com Del Nery (1987) e o lodo tratado termicamente (10% do
volume) especifico para a respectiva condigdo de temperatura. O pH foi controlado entre 5 e

5,5 usando solucdo de HCI 30% (v/v) até a concentragdo maxima de 2mL solugdo.L™. Caso
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fosse necesséario, acido acético foi utilizado para finalizar a corre¢cdo do pH. O meio foi

borbulhado com nitrogénio por 10 minutos para garantir a anaerobiose.

Figura 4.4 — Diagrama de blocos do procedimento geral da inoculacao dos reatores

Tratamento Térmico Tratamento Térmico Selecdo de particulas ‘ Tratamento Térmico ‘
Granulos Lodo Dacar Lodo Dacar de cinasita Lodo termofilico
Substrato | Solucio Nutriente ‘ ‘ Substrato | ‘ Soluciio Nutriente ‘
r h ¥ A A4
| Meio Inoculagio ‘ ‘ Meio Inoculagio ‘

40{ EGSB ‘ 4% RALF ‘

Inoculagio EGSB Inoculacio RALF

Adaptacio e adesio em
recirculagio

A 4

‘ Monitoramento }— ‘ Analises ‘ ‘ Metodologias ‘
Standard Methods
rersio = 80%7
‘ Con\ersaf 80%?7 ‘ 4% pH. DQO ‘ ‘ (1998) ‘
[ Operaciio continua ‘ H Carboidratos Totais ‘ ’ Dubois ef al. (1956) ‘

Apdbs a conexdo dos meios de inoculacdo aos respectivos reatores, 0s RALF e os
EGSB foram operados em modo batelada com a recirculacdo do seu efluente. Esta etapa
garantiu a adaptacdo dos microrganismos a fonte de carbono e adesé@o do biofilme formado ao
material suporte. Neste modo de operacdo o pH, a conversdo de carboidrato e a concentracdo
de matéria organica foram medidos diariamente, avaliando a adaptacdo ao substrato e
mantendo o pH em faixa inibidora ao desenvolvimento de archaeas metanogénicas. Ao
verificar a adaptacdo da biomassa pela elevada conversdo de carboidrato, os reatores foram

operados em modo continuo, renovando diariamente a alimentag&o.

4.6 Condicdes Operacionais

No intuiuto de atingir os objetivos propostos, quatro experimentos foram planejados

agrupando diferentes condi¢fes de operacdo dos reatores EGSB e RALF avaliando os
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diferentes parametros fisico-quimicos de TDH, concentracdo afluente, temperatura e co-
fermentacgdo de substratos utilizando soro de queijo e vinhaca de cana de agUcar.

4.6.1 Analise do Efeito da Concentracdo de Substrato e do TDH em
Reator EGSB Alimentado com Soro de Queijo

Os reatores RM5, RM15 e RM25 foram alimentados com solugéo de soro de leite em
p6 contendo 5.000, 15.000 e 25.000mg.L™ de acticares totais (lactose), respectivamente. A
producdo de hidrogénio foi avaliada operando os reatores em modo continuo na temperatura
de 30°C. A operacdo continua do RM5 foi realizada por 230 dias e por 260 dias para RM15 e
RM25. Depois da inoculacéo os reatores foram inicialmente operados no TDH de 8h. Apoés a
verificacdo do estado estacionario, mediante a estabilizacdo dos resultados de produtividade e
rendimento de hidrogénio, as condicdes de operacdo foram modificadas reduzindo os valores
de TDH para 6h, 4h, 2h, 1h e finalmente 0,5h. Além disso, o reator RM5 foi operado no TDH
de 0,25h. As condigdes e parametros de operacdo destes reatores sao apresentadas na Tabela

4.8 e o diagrama de blocos da andlise destes reatores € ilustrado na Figura 4.5.
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Tabela 4.8 - CondigOes e parametros operacionais para avaliar o efeito da concentracao de

substrato e TDH em EGSB alimentado com soro de queijo

Objetivo

Avaliar o efeito da concentracdo de soro de queijo na produgéo de hidrogénio em EGSB mesofilico

Reatores utilizados

Informagdes RM5 RM15 RM25
Dimens6es do reator
Diadmetro interno (cm) 3,5 4,3 4,3
Altura (cm) 81 150 150
Volume total (cm3) 778 2.177 2.177
Material de construcéo Acrilico Acrilico Acrilico
Vazio de recirculagio (L.h™) 53 8 8

Material suporte

Granulos do Lodo UASB tratamento agua residuaria de abatedouro de aves
Dacar / Tiete, Sdo Paulo

Temperatura (°C)

30

Biomassa inicial

Fonte de in6culo

Lodo UASB mesofilico tratamento agua residuaria abatedouro de aves

Dacar / Tiete, Sdo Paulo

STV (gL 6,9
Operacéo continua
Carboidrato afiuente (mg.L™) 5.000 15.000 25.000
DQO afluente (mg.L'l) 7.200 22.200 36.000
Tempo de operacdo (d) 230 260 260
Condicéo de operagao TOH TCO_3 4 TbH TCO_3 1| TDH (h) TCO_3 4
(h)  (kaDQO.m”.d7) | (h) (kgDQO.m*>.d™) (kgDQO.m".d™)
1 8 22 8 67 8 108
2 6 29 6 89 6 144
3 4 43 4 133 4 216
4 2 86 2 266 2 432
5 1 173 1 533 1 864
6 0,5 346 0,5 1066 0,5 1728
7 0,25 691 - - - -
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Figura 4.5 — Diagrama de blocos da analise para avaliar o efeito da concentragéo de soro de
queijo e do TDH em reator EGSB mesofilico
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4.6.2 Analise do Efeito da Temperatura em RALF Alimentado com Soro

de Queijo

O reator RTS foi alimentado com uma solucdo de soro de leite com pd contendo
10000mg.L™ de aclcares totais (lactose) em modo continuo. A operacgdo continua do RTS foi
realizada por 270 dias. Depois da inoculacdo a producéo de hidrogénio foi avaliada operando
0 reator na temperatura de 55°C e no de TDH de 8h. Ap6s a verificacdo do estado
estacionario, mediante a estabilizacdo dos resultados de produtividade e rendimento de
hidrogénio, as condi¢bes de operacdo foram modificadas reduzindo os valores de TDH para
6h, 4h, 2h, 1h e finalmente 0,5h. Identificada a condicdo de melhor rendimento de hidrogénio,
a temperatura foi aumentada para 65°C e 75°C. As condicdes e 0s parametros de operacao sao
apresentadas na Tabela 4.9 e o diagrama de blocos das analises deste experimento é ilustrado

na Figura 4.6.
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Tabela 4.9 — CondicOes e parametros operacionais para avalair o efeito da temperatura em
RALF termofilico alimentado com soro de queijo

Objetivo
Auvaliar o efeito da temperatura na faixa termofilica na producéo
de hidrogénio usando de soro de queijo em RALF
Reatores utilizados

Informacdes RTS
Dimens@es do reator
Diametro interno (cm) 4,1
Altura (cm) 150
Volume total (cm®) 1980
Material de construcéo Aco indx 304
Vazio de recirculagio (L.h?) 78
Material suporte Argila expandida (cinasita)

Biomassa inicial
Lodo UASB termofilico para
tratamento de vinhaca
Usina Sdo Martinho
Pradopolis, Séo Paulo

Fonte de indculo

STV (gL 413
Operacao continua
Carboidrato afluente (mg.L™") 10.000
DQO afluente (mg.L™) 12.500
Tempo de operacao (d) 270
“ x T TDH TCO
Condicdo de operacdo o 3 1
°C) () (kgdbQO.m*.d™)
1 55 8 37,5
2 55 6 50
3 55 4 75
4 55 2 150
5 5 1 300
6 55 05 600
7 65 4 75
8 7% 4 75
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Figura 4.6 — Diagrama de blocos da analise do efeito da temperatura em RALF termofilico

alimentado com soro de queijo

Experimento 2
Avaliar o efeito da temperatura em
RALF termofilico com soro de queijo
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- Reduzir TDH | | [ T=65C | *‘ Metabélitos liquidos ‘ HPLC ‘ ‘ 1 hora

4.6.3 Anélise do Efeito da Temperatura em RALF Alimentado com
Vinhaca

O reator RTV foi alimentado de modo continuo com vinhaca bruta na concentracéo de
10000mg DQO.L™. A operacdo continua do RTV foi realizada por 270 dias. Depois da
inoculacdo a producdo de hidrogénio foi avaliada operando o reator na temperatura de 55°C e
no de TDH de 8h. Apos a verificagdo do estado estacionario, mediante a estabilizacdo dos
resultados de produtividade e rendimento de hidrogénio, as condi¢fes de operagdo foram
modificadas reduzindo os valores de TDH para 6h, 4h, 2h, 1h e finalmente 0,5h. Identificada
a condicdo de melhor rendimento de hidrogénio, a temperatura foi aumentada para 65°C e
75°C. As condicbes e os parametros de operacdo sdo apresentadas na Tabela 4.10 e o

diagrama de blocos das analises deste experimento € ilustrado na Figura 4.7.
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Tabela 4.10 — Condicdes e parametros operacionais para avaliar o efeito da temperatura em
RALF alimentado com vinhaca

Objetivo
Auvaliar o efeito da temperatura na faixa termofilica na producéo
de hidrogénio usando de vinhaga em RALF
Reatores utilizados

Informacdes RTV
Dimens@es do reator
Diametro interno (cm) 4,1
Altura (cm) 150
Volume total (cm®) 1980
Material de construcéo Aco indx 304
Vazio de recirculagio (L.h?) 78
Material suporte Argila expandida (cinasita)

Biomassa inicial
Lodo UASB termofilico para
tratamento de vinhaca
Usina Sdo Martinho
Pradopolis, Séo Paulo

Fonte de indculo

STV (gL™) 413
Operacgéo continua
Carboidrato afluente (mg.L™") 2.100
DQO afluente (mg.L™) 10.000
Tempo de operacao (d) 270
. x T TDH TCO
Condicdo de operacdo o 3 1
°C) () (kgdbQO.m*.d™)
1 55 8 30
2 55 6 40
3 5 4 60
4 55 2 120
5 5 1 240
6 55 05 480
7 65 4 60
8 7% 4 60
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Figura 4.7 — Diagrama de blocos da analise do efeito da temperatura em RALF alimentado

com vinhaga

Experimento 3
Avaliar o efeito da temperatura em
RALF termofilico com vinhaca

RTV
Alimentacdo do reator ‘ 10.000mg DQOL™
] ¥
Operagiio continua 4—‘ Inoculacio do reator ‘
‘ Andlises H Metodologias ” TDH ‘ ‘ Indicadores de Desempenho

v

Monitoramento ﬂ Producio de biogas H Walker et al. (2009) ” ShDras‘

‘ Producio constante?

Conversio de Carboidrato

—b{ Composicio do biogds H Cromatografia gasosa ” 6 horas ‘ Produtividade de Ha ‘

l . pH. DQO, Solidos Standard Methods ]
41 TDH (Rendimento 6timo)? | [ (SST. SSV., SSF) (1998) 4 horas Rendimento de Hy
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o

4.6.4 Analise do Efeito da Co-digestdo de Vinhaca e Soro de Queijo em
RALF Termofilico

O reator RTCVS foi alimentado em modo continuo com vinhaca bruta na
concentragio de 10000mg DQO.L™' e com soro de queijo em diferentes relacdes de
vinhaca:soro (V:S). A produgdo de hidrogénio foi avaliada operando o reator na temperatura
de 55°C e nos valores da relacdo V:S de 10:02, 10:04, 10:06, 10:08 e finalmente 10:10g
DQO.L™.

De forma a comparar a producdo de hidrogénio sem a adicao de soro, o reator RTCV
foi alimentado apenas com vinhaga bruta na concentragio de 10000mg DQO.L™ em modo
continuo. A producdo de hidrogénio foi avaliada operando o reator na temperatura de 55°C e
nos valores de TDH de 8h, 6h, 4h, 2h e finalmente 1h.

Determinado o TDH e a co-fermentacdo de maximo rendimento, o reator RTCVS foi
operado nestas condi¢cdes. O reator RTCVS foi operado por 270 dias e o reator RTCV foi
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operado por 250 dias. As condicOes e os parametros de operagdo séo apresentadas na Tabela

4.11 e o diagrama de blocos das anélises deste experimento € ilustrado na Figura 4.8.

Tabela 4.11 - Condicgdes e parametros operacionais para avaliar o efeito co-digestao de

vinhaga e soro de queijo em RALF termofilico

Objetivo

Avaliar 0 efeito da co-fermentacdo de vinhaga com soro de gueijo em RALF termofilico

Informagdes

Reatores utilizados

RTCV

RTCVS

Dimensdes do reator
Diametro interno (cm)
Altura (cm)
Volume total (cm®)
Material de construgdo

Vazio de recirculagio (L.h %)

41
150

1980

Aco indx 304

78

Material suporte

Argila expandida (cinasita)

Temperatura (°C)

55

Biomassa inicial
Fonte de indculo

STV (gL™)

Lodo UASB termofilico tratamento vinhaga - Usina S&o Martinho / Pradépolis, Sdo Paulo

41,3

Operagéo continua

Carboidrato afiuente (mg.L™") 2.100 2.800 - 7.200

Tempo de operagéo (d) 250 270

Condicio de operacio DQO (mg.L'Y) TDH (h) TCO (kgpQO.m*>.d") DQO (mg.LY) TDH (h) TCO (kgDQO.m*.d™)
1 10.000 8 30 12.000 8 36
2 10.000 6 40 14.000 8 42
3 10.000 4 60 16.000 8 48
4 10.000 2 120 18.000 8 54
5 10.000 1 240 20.000 8 60
6 - - - 12.000 6 43
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Figura 4.8 - Diagrama de blocos da analise do efeito co-digestao de vinhaca e soro de queijo
em RALF termofilico
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4.7 Parametros Operacionais

O contexto deste estudo é a avaliacdo e desenvolvimento de diferentes biorreatores.
Assim, é de grande importancia o detalhamento dos principais parametros utilizados e seus
respectivos céalculos, os quais abrangem a taxa de carregamento organico aplicada, a
produtividade volumétrica e o rendimento de hidrogénio. A taxa de carregamento organico
aplicada representa a quantidade de matéria organica aplicada ao reator por unidades de

tempo e volume de meio do reator, podendo ser calculada na forma teérica e na forma real:

DQO
TCO,,,; o= _—<"A 4.1
AplicadaTedrica TDHTe()rico ( )
DQO
TCOApIicada,Real = TDH A (42)
Real

sendo TCOapiciada Tesrica @ taxa de carregamento orgénico aplicada teérica (kg DQO.m.dial),

TCOnpiciadareal @ taxa de carregamento organico aplicada real (kg DQO.m3.diat), TDH-esrico 0
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tempo de detencdo hidraulica teorico (dia), TDHRrea 0 tempo de detencéo hidraulica real (dia)
e DQOAa a demanda quimica de oxigénio do afluente (kg.m).

A produtividade de hidrogénio relaciona a producdo de hidrogénio por unidade de
tempo com o volume do reator, sendo um pardmetro atil para o dimensionamento de
equipamentos, pois permite avaliar a capacidade de producdo de um reator a partir do seu
volume ou estimar estes mesmos valores para alcancar uma producéo desejada (Manssouri,
2012). A produtividade volumeétrica (PVH) é calculada da seguinte forma:

PVH = Viz (4.3)

R
sendo V2 a taxa de producdo volumétrica de hidrogénio (L Hz.h), Vr € 0 volume real do
reator (L) e PVH é a produtividade volumétrica de hidrogénio (L Hz.ht.L%).

Os rendimentos por carga aplicada ou por carga removida podem ser expressos
segundo duas unidades para as cargas aplicadas: a DQO ou o substrato. A DQO é mais
utilizada no caso de um efluente com composicdo desconhecida e o substrato é de interesse
para avaliar conversdes realizadas pelas biotransformacdes. Nas duas formas, podem-se
avaliar as cargas organicas em mol ou em massa, tendo a segunda maior transparéncia entre
os diferentes substratos. O rendimento por carga aplicada é de interesse para determinar a
capacidade de producdo em funcdo de quanto for alimentado. O rendimento por carga
removida € de maior interesse para avaliar a forma pela qual o consumo por biotransformacéo
leva a producdo de hidrogénio (Manssouri, 2012). O rendimento de hidrogénio por carga
aplicada pode ser calculado da seguinte forma:

HY = —TCO”HZ (4.4)

Aplicadareal
onde HY ¢ o rendimento molar de hidrogénio produzido por carga aplicada (mmol Ha.g
DQOsplicada™®) € N2 é & taxa de producao molar de hidrogénio (mmol Ha.dia™).

O rendimento molar de hidrogénio produzido por mol de carboidrato removido, pode

ser calculado da seguinte forma:

VI n,,*107°
el QA '(CST,A _CST,E)

onde HYmol € 0 rendimento molar de hidrogénio produzido por mol de carboidrato consumido

(4.5)

(mol Haz.mol carboidrato consumido ), Qa € a vazdo afluente (L.dia?), Csta € a concentragio de
carboidrato total no afluente (mol carboidrato.L™?) e Cste é a concentracio de carboidrato

total no efluente (mol carboidrato.L™?) .
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De forma anéloga os mesmo pardmetros podem ser calculados para a producdo de
metano. A produtividade volumétrica (PVCHoa) é calculada da seguinte forma:

PVCH, = o

(4.6)

R
sendo Vchs a taxa de produgéo volumétrica de metano (L CHa.h') e PVCHL. € a produtividade
volumétrica de metano (L CHa.h1.LY).

O rendimento de metano por carga aplicada pode ser calculado da seguinte forma:

CHAY = TCOL 4.7)

Aplicada,real
onde CH4Y é o rendimento molar de metano produzido por carga aplicada (mmol CHa.g
DQOzpiicada™t) € Ncra € a taxa de produgdo molar de metano (mmol CHa.dia™).
O rendimento molar de metano produzido por mol de carboidrato removido, pode ser
calculado da seguinte forma:
Nepys *107°
Qa(Csra—Cosr)

onde CH4Ymal é 0 rendimento molar de metano produzido por mol de carboidrato consumido

CH4Y,,, = (4.8)

(mOl CHa.mol carboidrato consumido_l)-
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5. Resultados e Discussoes
5.1 Efeito da Concentracdo de Substrato e do TDH na Producdo de

Hidrogénio a partir de Soro de Queijo em Reator EGSB Mesofilico

Os valores médios das conversdes de agucares totais (em lactose) e de matéria
organica nas diferentes concentracdes de substrato impostas aos reatores obtidos para cada

TDH estdo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — VValores médios e desvios das conversoes de carboidrato total e de matéria
organica nas diferentes concentracoes de soro de queijo

TDH Conversdo de Carboidrato (%) Remocéo de DQO (%)

(h) RM5 RM15 RM25 RM5 RM15 RM25
8 94018 36,0+2,6 33,7+3,6 17,0+ 2,6 4615 6,3+1,8
6 945+1,.2 45639 35,8+3,2 14,4+£28 98+1,8 6515
4 957+15 60,2+ 3,3 38,5+3,9 14,0+£28 99+1,6 71+09
2 95625 59,1+45 37931 126+25 96+1,8 70+21
1 912+24 55,8+ 3,0 11,9+25 11,7£27 75+29 52+3,7

0,5 59,5+35 329+45 8,732 112+35 6,1+27 52+2,0

0,25 44,4+£95 - - 8,3+2,3 - -

No reator RM5, os valores de conversdo de carboidrato observados nos valores de
TDH de 8h a 1h permaneceram estaveis entre 91,2 + 2,4 % e 95,6 + 2,5 %, com valor maximo
observado no TDH de 4h. Com a reducdo do TDH para valores abaixo de 1h os valores de
conversdo de carboidrato foram reduzidos ao valor minimo de 44,4 + 9,5 %, observado no
TDH de 0,25h.

Os valores de conversdo de carboidrato observados nos reatores RM15 e RM25 foram
crescentes com a reducdo dos valores de TDH de 8h para 4h, com os valores maximos de 60,2
+ 3,3 % (RM15) e 38,5 * 3,94 % (RM25). Com a reducdo do TDH para valores abaixo de 2h
os valores de conversdo de carboidrato foram reduzidos aos valores minimos de 32,9 + 4,5 %
no RM15 e de 8,7 £ 3,2 % no RM25.

Observa-se que o TDH de 4h obteve os valores maximos de conversdo de carboidrato
em todas as concentragBes, com valor maximo na concentragdo de 5000mg carboidrato.L*
(RM5). Além disso, a progressiva reducdo dos valores de TDH diminuiu os valores de
conversdo de carboidrato. Resultados similares foram observados em outros estudos presentes
na literatura. Utilizando RALF em condi¢Ges mesofilicas, Rosa et al. (2014) avaliaram
diferentes TDH (4, 2 e 1h) na producdo de hidrogénio a partir de soro de queijo, com
concentragio matéria organica de 5000mg DQO.L™. Com a reducéo do TDH, a conversio de

lactose foi reduzida de 95% para 85%
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Em relagdo as conversfes de matéria organica observadas no reator RM5, os valores
decresceram com a reducgdo dos valores de TDH de 8h para 0,25h, com valor maximo de 17,0
* 2,6 % obtido no TDH de 8h e valor minimo de 8,3 + 2,3 %, no TDH de 0,25h. Nos reatores
RM15 e RM25 os valores de conversdo de matéria organica foram proximos de 4,6 £ 1,5 % e
9,9 + 1,6 %. Os valores maximos obtidos no TDH de 4h foram 9,9 + 1,6 %, para RM15,e 7,1
+ 0,9 % para RM25.

Como observado pelos baixos valores de conversdo de matéria organica, 0s reatores
RM5, RM15 e RM25 converteram os carboidratos a biogas e acidos organicos. Por serem
reatores acidogénicos, estes sdo incapazes de realizar a conversdo completa da matéria
organica a metano. Utilizando soro de queijo em reator de leito fixo para producdo de
hidrogénio, Perna et al. (2013) observaram conversGes de matéria organica entre 16,5% e
31,7%.

A estrategia escolhida para RM5, com aplicacdo de concentracdo afluente de 5000mg
carboidrato.L? no TDH de 8h, provocou conversio maxima de matéria organica. Por outro
lado, a operacdo dos reatores em concentragdes maiores ou valores reduzidos de TDH
diminuiram a conversdo da matéria organica. Assim, a alimentacdo em concentracfes
reduzidas de soro de queijo com valores elevados de TDH favorecem a conversdo deste
substrato. Similarmente Yu e Fang (2001), utilizando &gua residuaria do processamento de
queijo em reator UASB observaram a reducdo dos valores de conversdao de substrato de
57,1% para 28,8 % com o aumento da concentragdo de 2g.L* para 30g.L™. Utilizando a
metodologia de superficie de resposta, Yang, Yu e Hwang (2003) maximizaram a producao
de acido acético a partir de agua residuaria de soro de queijo no TDH de 9,6h.

Os valores de pH medidos para o afluente e o efluente nas condi¢fes operacionais séo

mostrados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Valores médios e desvios do pH afluente e efluente nas diferentes concentragdes
de soro de queijo

TDH RM5 RM15 RM25
(h) pPHar pHer pHar pHer pHAr pHEer
8 74+0,8 41+0,2 74+0,3 40+0,2 72+04 40+0,3
6 6,8+0,3 41+0,1 78+0,2 41+0,2 76+0,2 40+0,1
4 6,8+0,3 41+0,1 78+0,2 42+0,2 7,7£0,2 41+0,2
2 6,7+0,1 40+0,1 78+0,3 42+0,1 76+0,2 43+0,1
1 6,8+0,2 40+0,1 7905 43+0,3 7,7+0,6 42+0,2
0,5 6,8+0,2 40+0,2 78+05 42+0,1 75+0,5 42+0,2
0,25 6,6 +0,1 43+0,1 - - - -

Observa-se que os valores de pH efluente foram menores que os valores de pH
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afluente, verificando a acidificacdo do soro de queijo em todas as condi¢Ges de operacdo. O
pH do meio fermentativo, equivalente ao pH efluente, manteve-se dentro da faixa estabelecida
entre 4,0 e 4,3 para favorecer a producdo de hidrogénio e inibir os microrganismos produtores
de metano. Essa manutencdo foi controlada pela adicdo de NaHCO3 e de solucdo NaOH 6,0M
no afluente em fungéo do pH efluente observado. Segundo Ferchichi et al. (2005) os melhores
valores de taxa de produgéo e rendimento de hidrogénio utilizando soro de leite sdo obtidos
no valor de pH inicial préximo a 6.

Os valores médios de sélidos suspensos totais (SST), volateis (SSV) e fixos (SSF)
medidos ao longo dos diferentes valores de TDH aplicados séo apresentados na Tabela 5.3. A
maior parte dos sélidos suspensos contidos no efluente dos reatores foi representada por
solidos suspensos volateis com porcentagens entre 90,2% e 96,7% para todos 0s reatores ao
longo da variacdo do TDH. O reator RM25 apresentou o valor de sélidos suspensos maximo
de 2316mg.L™* no TDH de 2h. Quanto maior a concentracdo de soro de queijo no substrato,
maior a concentracdo de sélidos suspensos observados no efluente do reator.

Tabela 5.3 — Valores médios de SST, SSV e SSF para RM5, RM15 e RM25

Reator  TDH (h) ST (mg.L™) SSV(mg.L™) SSF(mg.L™") SSV(%) SSF (%)

8 556 511 45 91,9 81

6 614 576 38 93,8 6,2

4 696 646 50 92,8 7,2

RM5 2 789 756 33 95,8 4,2
1 717 658 59 91,8 8,2

05 683 616 67 90,2 9,8

0,25 669 627 43 93,6 6,4

8 757 721 36 95,2 48

6 856 799 57 934 6,6

4 1856 1799 57 96,9 31

RM15 2 1724 1634 90 94,8 52
1 1113 1068 45 96,0 4,0

05 619 594 25 96,0 4,0

8 981 937 44 95,5 45

6 1079 1027 52 95,2 4.8

4 1698 1603 94 94,4 5,6

RM25 2 2316 2196 120 94,8 5,2
1 2176 2104 72 96,7 33

05 2164 2082 82 96,2 3,8

Durante a operagdo dos reatores EGSB mesofilicos, a composicdo do biogas
produzido foi analisada para avaliar a producgédo de hidrogénio. As variacBes de composicao
do hidrogénio presente no biogas produzido e do metano observado no reator RM5 em funcéo
das condicOes de operagdo séo ilustradas nas Figura 5.1 e 5.2, respectivamente. Os valores

médios da fracdo molar de hidrogénio e de metano no biogas com os respectivos desvios séo
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mostrados na Tabela 5.4.
Figura 5.1 — VariagOes dos valores fracdo molar de H> em func¢éo do TDH para diferentes
concentragdes de soro de queijo
50

—-RM5 {1+RMI5 —€—RM25

Fracio molar H, (%)
) 5] =
< < <

[
<
1

0 T T 1 T T T T

4
TDH (h)

Os valores de fracdo molar hidrogénio obtidas no biogas produzido pelo reator RM5
mantiveram-se estaveis entre 2,1 + 0,8 % e 9,1 + 2,8 % nos valores de TDH de 8h a 1h. Com
a aplicacdo de valores de TDH inferiores a 1h, os valores de fracdo molar de hidrogénio
aumentaram para 26,5 = 0,9 %, no TDH de 0,5h, e para 39,6 + 3,0 % no TDH de 0,25h, no
qual seu valor foi maximo. Apesar do tratamento térmico e valores de pH no reator abaixo de
5, a producdo de metano foi observada a partir do TDH de 4 horas. Isso indica que as archaea
metanogénicas estavam presentes no meio fermentativo e necessitaram de um maior tempo de
adaptacdo, produzindo metano apds 103 dias de operacdo continua. A diminuicdo dos valores
de TDH reduziram os valores de fracdo molar de metano, com valor minimo de 11,7 + 1,0%
observado no TDH de 0,25h. O valor maximo de composic¢do de metano no biogas foi de 28,9
* 4,9 %, observado no TDH de 4h.

Ao reduzir os valores de TDH de 8h para 4h o reator RM15 obteve perfil crescente de
fragdo molar de hidrogénio com valor maximo de 23,6 + 4,9 %. A reducdo dos valores de
TDH abaixo de 4h depreciou a fragdo molar de hidrogénio, ndo observando producdo de
hidrogénio nos valores de TDH de 1h e 0,5h. No reator RM25 a diminui¢do do TDH de 8h
para 0,5h elevou os valores fragdo molar de hidrogénio de 0,7 + 0,1 % para 37,5 = 3,1 %,
observado no TDH de 0,25h.
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Figura 5.2 — Variac¢es dos valores de fracdo molar de CH4 em funcdo do TDH para RM5

40
=30 +
>
5
w= 20 -
o}
=
g
Q
18“10 .
or}
[
=
0 __. T T T T T T T T T T T
8 2 0

4
TDH (h)

Tabela 5.4 — Valores médios e desvios das fracdes molar de H> e CH4 no biogéas produzido
nas diferentes concentracdes de soro de queijo

TOH () —CHe () Hz (%)
RM5 RM5 RM15 RM25

8 0 8946 52t15 0,7+0,1

6 0 83+30 156+39 2011

4 306+24 40+17 245+39 26,7+08

2 216+32 2108 31%21 250+27

1 15028 91%28 0 352437

0,5 129+02 265+0,9 0 375+31
0,25 11,710 396+35 -

As maiores fracbes molares de hidrogénio, préximas a 40%, foram obtidas nos
reatores RM5 e RM25, durante a aplicacdo dos TDH de 0,25h e de 0,5h, respectivamente.
Metano foi verificado apenas no reator RM5, com valor maximo de 30% observado no TDH
de 4h. Em comparacdo com a literatura, estes valores foram similares aos valores observados
em Rosa et al. (2014), que obteve o valor méximo de fracdo molar de H2 de 40% operando um
RALF em condigdes mesofilicas em TDH de 1h. Metano foi observado com fragdo molar
méaxima de 17%. Castell6 et al. (2009) utilizando reator UASB com soro de leite nédo
esterilizado também observaram composicdes de metano no biogas produzido de até 20% na
TCO de 10 kg DQO.m3.d%..

Na Tabela 5.5 estdo apresentados os valores méedios e os desvios da PVH e da PVCHa.
Na Figura 5.3 é ilustrado o comportamento da variagdo dos valores de PVH em fungéo do

TDH e na Figura 5.4 a variacdo dos valores de PVCH4 para RM5.
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Figura 5.3 — Variacdo dos valores de PVH em funcéo do TDH para diferentes concentracdes
de soro de queijo

—--RM5 {F+RMI5 —e—RM25

TDH %h)

Observa-se que os valores de PVH foram crescentes com a diminui¢cdo do TDH no
reator RM15, com valor maximo de 0,151 + 0,013L H..h'.Lt. A PVH do reator RM15
elevou-se com a reducdo do valor de TDH de 8h para 4h, com valor maximo de 0,228 +
0,024L Hz.h.LL. Entretanto, a aplicacdo de valores menores de TDH reprimiu a PVH, ndo
observando producdo em valores de TDH inferiores a 2h. No reator RM25 a reducéo do TDH
de 8h para 2h favoreceu a PVH, obtendo seu valor maximo de 0,312 + 0,032L Hz.h.L no
TDH de 4h. No TDH de 1h a PVH foi reduzida para 0,173 + 0,051L H..h":.L e no TDH 0,5h
apresentou PVH de 0,302 + 0,033L Hz.h.LL. De forma similar, Fernandez, Cuetos e Goméz
(2015) operando um reator mesofilico de batelada sequencial para producdo de hidrogénio a
partir de soro de queijo, observaram que com a redugdo do TDH de 3 dias para 1,5 dia a PVH
foi elevada de 0,15L Ha.Lt.d* para 0,19L Ha.Lt.d?,

A alimentacdo de concentracdes maiores de soro de queijo favoreceu a PVH, com
reator RM25 obtendo o maior valor de PVH de 0,312 + 0,032L H..h.L? na concentragdo de
soro de queijo de25.000mg carboidrato.L?. Resultados similares sdo apresentados na
literatura por Yu e Fang (2001) investigando a influéncia da concentragdo do substrato na
acidificacdo da agua residuaria da industria de laticinios. Os autores observaram aumento da
taxa de producéo de biogas com o aumento da DQO da &gua residuéria, reduzindo a produgéo
de metano para niveis ndo detectaveis a partir de 8 g DQO.L™ em favorecimento da producéo
de hidrogénio. Kargi, Eren e Ozmihci (2012a) avaliando a producéo de hidrogénio a partir de
soro de queijo nas concentragbes de 5,2 a 28,5g aglicares totais.L* observaram producéo
cumulativa maxima de hidrogénio de 257 mL com 20g aclcares totais.L™ . Avaliando a

cinetica de producdo de hidrogénio a partir de soro de queijo nas concentracdes entre 5 a
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25¢.L, Davila-Vazquez et al. (2008). Observaram que os valores de producdo volumétrica de
hidrogénio com soro de leite aumentaram com 0 aumento da concentragdo inicial com valor

maximo de producio volumétrica de 8,1 mmol H..L.h™! na concentracéo inicial de 25 g.L™.

Figura 5.4 — Variacdo dos valores de PVCH4 em funcdo do TDH para RM5
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Tabela 5.5 — Valores médios e desvios de PVH e PVCH4 em funcdo do TDH nas diferentes
concentracdes de soro de queijo
PVCH, (L.hL.LY) PVH, (L.h"L.L?)

TDH (h)
RM5 RMS RM15 RM25
8 0 0,0012 £ 0,0005 0,007+0,002 0,0007 + 0,0005
6 0 0,0012 £ 0,0003 0,073+0,027 0,0028 +0,0013
4 0,031 + 0,006 0,004 +0,001  0,228+0,024  0,312+0,026
2 0,036 + 0,006 0,006 +0,002  0,020+0,010 0,312 +0,032
1 0,015 + 0,002 0,014 + 0,003 0 0,173+ 0,051
0,5 0,026 + 0,005 0,051 £ 0,007 0 0,302 £ 0,033
0,25 0,028 + 0,004 0,151 + 0,013 - -

Por outro lado, a PVCH4 do reator RM5 foi favorecida com a reducdo do TDH de 8h a
2h, obtendo valor méaximo de 0,036 + 0,006L CH4.h™*.L"1. Em comparagio com a literatura,
Rosa et al. (2014) avaliando o efeito do TDH na producdo de hidrogénio a partir de soro de
gueijo em RALF mesofilico observaram valores maximos produtividade de hidrogénio (0,51L
Hz.ht.LY) e de metano (0,68L CH4.ht.L™Y) no TDH de 1 hora.

Outro parametro importante para avaliar a producdo de hidrogénio, o HY relaciona a
producdo de hidrogénio por unidade de tempo com carga orgéanica aplicada no reator,
possibilitando a observacdo de efeitos de inibicdo por sobrecarga de substrato. As variagoes

do rendimento de hidrogénio nas diferentes condi¢des de operacdo séo ilustradas na Figura
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5.5. Na figura 5.6 é ilustrado a variacdo do rendimento de metano no RM5. Na Tabela 5.6

encontram-se os valores médios de HY e CHsY em funcdo das diferentes condicGes

operacionais de TDH e as respectivas TCO aplicadas.

Figura 5.5 — Variacédo dos valores de HY em funcdo do TDH para as diferentes concentracfes

HY (mmol H,.g DQO)

Figura 5.6 — Variag&o dos valores de CH4Y em funcdo do TDH para reator RM5
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Tabela 5.6 — Valores médios e desvios de HY e CHsYem fungdo do TDH e respectivas TCO

nas diferentes concentragoes

31 CH,Y 1
T(I;);-| TCO (kgDQO.M™.d™) (mmol CHa. g DQOap'l) HY (mmol H,. gDQO;, ™)
RM5 RM15 RM25 RM5 RM5 RM15 RM25
8 22 67 108 0 0,024 £0,012 0,043+ 0,017 0,003 0,002
6 29 89 144 0 0,024 £0,005 0,401+ 0,138 0,011 + 0,006
4 43 133 216 0,325+ 0,033 0,038+0,004 0,856+0,106 0,638+ 0,023
2 86 266 432 0,202 + 0,058 0,035+0,012 0,047+0,024 0,375+ 0,036
1 173 533 864 0,052 + 0,008 0,042 £ 0,010 0 0,101 + 0,026
05 346 1066 1728 0,047 £+ 0,009 0,098 + 0,010 0 0,112 £ 0,016
0,25 691 - - 0,040 + 0,009 0,163 + 0,017 - -

Observa-se no reator RM5 que com a diminuicdo dos valores de TDH de 8h para
0,25h, o rendimento de hidrogénio foi crescente, com valor maximo de 0,163 + 0,017mmol
H2.g DQO™ no TDH de 0,25h. O CH.Y apresentou valor maximo de 0,202 + 0,058mmol
CHs.g DQO™ no TDH de 4h e com a aplicacio de valores de TDH inferiores a 4h o
rendimento de metano foi reduzido a 0,040 + 0,09mmol CHa.g DQO™ no TDH de 0,25h. Nos
reatores RM15 e RM25 a reducdo do TDH de 8h para 4h favoreceu o HY, observando valores
maximos de 0,856 * 0,106mmol H,.g DQO?! (RM15) e 0,638 + 0,023mmol H..g DQO™
(RM25).

O aumento da concentracdo de substrato favoreceu o HY, com a estratégia utilizada
para o reator RM15 obtendo o maior valor de HY de 0,856 + 0,106mmol H..g DQO™ em
compara¢do com RM5 e RM15. De forma similar, estudando a cinética de producdo de
hidrogénio usando soro de queijo Davila-Vazquez et al. (2008) observaram o valor méaximo
de rendimento de hidrogénio de 3,1mol Hz.mol lactose™ na concentragdo de 15g lactose.L™,
com aplicacdo de concentracGes maiores reduzindo os valores de rendimento.

Com base nos resultados apresentados na tabela 5.5, observa-se que com o aumento da
TCO aplicada, associada a diminuicdo do TDH, os valores de producdo volumétrica de
hidrogénio e de rendimento foram beneficiados até atingirem seus valores maximos de 0,151
+ 0,013L Hz.ht.L? e 0,163 + 0,017mmol Hz.g DQO™ na TCO de 691kgDQO.m3.d! para
RMS5, 0,228 + 0,024L Ha.ht.L ™t e 0,856 + 0,106mmol H,.g DQO™ na TCO de 133kg DQO.m"
3.0 para RM15 e 0,312 + 0,032L Ha.ht.L? e 0,638 + 0,023mmolH..g DQO™ na TCO de
216kg DQO.m3.d! para RM25. Kargi, Eren e Ozmihci (2012a) realizaram experimentos em
batelada com soro de queijo nas concentragdes de 5,2 a 28,5g aglcares totais.L™ para avaliar a
producdo de hidrogénio. O aumento da concentracdo de substrato favoreceu a producéo de
hidrogénio. Observou-se que este aumento foi devido a limitagfes de substrato em baixas

concentracdes. Segundo Mohan, Babu e Sarma (2007), o aumento da taxa de carregamento
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organico garante uma maior disponibilidade de substrato, acelerando a atividade do
metabolismo. Entretanto, quando os valores de TCO foram superiores a 133kg DQO.m3.d!
no RM15 e 216kg DQO.m3.d"* no RM25, observa-se reducdo nos valores de rendimento de
hidrogénio.

Na Tabela 5.7 os valores de rendimento e produtividade de hidrogénio observados
neste estudos e em outros autores sdo apresentados para efeito comparativo na avaliagdo do
efeito da TCO. Observa-se que os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura e que o
decréscimo do rendimento de hidrogénio produzido esta associado ao aumento da TCO
alimentada ao reator. Avaliando a produgdo mesofilica de hidrogénio a partir de soro de
queijo em reator de mistura, Venetsaneas et al. (2009) observaram valores maximos de
rendimento (1,56mol Hz.mol lactose™) de produtividade de hidrogénio (120mL Hz.ht.L?) na
TCO de 30kg DQO.m3.dia. Perna et al. (2013) utilizando um reator mesofilico de leito fixo
no TDH de 24h obtiveram valor maximo de HY ao elevar a TCO 37kg DQO.m>.dia’
mediante ao aumento da concentragdo de afluente de 22 para 37g DQO.L. Utilizando reator
de batelada sequencial (AnSBBR), Lima et al. (2016) observaram aumento da produtividade
(45mL Hz.ht.LY) e no rendimento de hidrogénio (1,12mol Hz.mol lactose™) mediante ao
aumento TCO aplicada associada ao aumento da concentragdo afluente de 4250mg DQO.L™*
para 5400mg DQO.L?, equivalente a 4823mg carboidrato. L.

Tabela 5.7 — Valores de HY, PVH, TDH e TCO 6timos observados em estudos com soro de

queijo
L TCOstima PVH HY
Referéncias Reator ~ TDHstimo (h) — 4,4 1
(kg DQO.M™>.d™) (mLHy.h™=.L7) (mol Hp.mol lactose™)
Venetsaneas
CSTR 24 30 120 1,56
et al. (2009) ’
Perna et al. (2013) Leito Fixo 24 37 1000 11
Rosaetal. (2014) RALF 4 30 23 1,33
Lima etal. (2016) AnSBBR 3 18,5 45 1,12
Este estudo EGSB 4 133 228 0,856

Deve-se observar que o0 aumento excessivo da TCO pode sobrecarregar o reator. Rosa
et al. (2014) observaram a redugdo do rendimento de hidrogénio de 1,33mol Hz.mol lactose™
para 0,44mol Hz.mol lactose? mediante ao aumento da TCO de 30kg DQO.m3.dia* para

120kg DQO.m3.dia’ Segundo os autores, o aumento do rendimento de hidrogénio esta
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relacionado a selecdo da TCO dentro de uma faixa apropriada, cuja dificuldade de selecédo
esta associada a complexidade da comunidade microbiana e a dependéncia dos diferentes
metabolismos nas condi¢des ambientais aplicadas.

Por outro lado, no reator RM5 os valores de composicédo, rendimento e produtividade
de metano foram maximos no valor de TCO de 43kg DQO.m3.dX. Com o aumento da TCO
aplicada, a producdo de metano foi reprimida, obtendo os menores valores de produtividade,
composicdo e rendimento. Resultado similar foi observado por Castell6 et al. (2009)
utilizando soro de leite ndo esterilizado para producdo de hidrogénio em UASB, que
obtiveram produtividade maxima de hidrogénio de 0,12 L Hz.h*.L'* na TCO de 20 kg
DQO.m3.d%,

E possivel que 0s organismos metanogénicos persistiram nos granulos e biofilmes que
o0s garantiram protecdo do valor baixo de pH, assim como indicado por Yang et al. (2007).
Além disso, a TCO aplicada ao reator RM5 pode ndo ser suficiente para inibir os
microrganismos metagonénicos no sistema operado. Castell6 et al. (2009) utilizando reator
UASB com soro de leite ndo esterilizado observaram composi¢cdes de metano no biogas
produzido de até 20% na TCO de 10kg DQO.m=.d. Com o aumento da TCO para 20 kg
DQO.m=3.d?, o metano foi detectado em composices menores que 5% do biogas. Desta
forma, a sinergia entre o tratamento térmico, o valor reduzido de pH de operacao dos reatores,
as concentracOes afluentes mais elevadas e valores elevados de TCO favoreceram a producao
de hidrogénio e a inibicdo da produ¢do de metano.

A quantificacdo dos metabdlitos liquidos produzidos no reator, como o0s acidos
organicos volateis e alcodis, € necessaria devido a atuacdo destes metabolitos como
reguladores de possiveis rotas no metabolismo da comunidade microbiana, compreendendo os
produtores e consumidores de hidrogénio e os competidores por substrato. Além disso, parte
destes metabolitos podem ter papel toxico ou inibitorio para as populagdes de microrganismos
produtores de hidrogénio. As distribui¢es dos principais metabdlitos observados em funcéo
do TDH sdo ilustradas nas Figuras 5.7, 5.8 e 5.9 para os reatores RM5, RM15 e RM25,
respectivamente. Na Tabela 5.8 estdo apresentadas as concentragcdes e distribuigdes dos
principais metabolitos produzidos associados valores aos HY e PVH encontrados.

Os principais metabdlitos encontrados no efluente do reator RM5 em todas as fases de
operacdo foram os &cidos acético (HAc), butirico (HBu) e propiénico (HPr). Foram
observadas ainda a presenca de acido latico (HLa) e valérico, com porcentagens entre 1,3 e
10,4% e 1,9 e 4,6%, respectivamente. A partir da redugdo do TDH de 8h para 0,25h observa-

se 0 aumento da producdo de &cido acético de 14,1% para 51,8%, valor maximo observado no
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TDH de 1h. A producdo dos acidos acético e butirico representou fragcbes maiores que 60%
dos metabolitos produzidos em todos os valores de TDH. A producdo de HPr permaneceu
constante entre 13,6% e 26,7%. Lactato foi observado apenas em valores de TDH inferiores a

1h, com valores entre 1,3% e 10,4%.

Figura 5.7 — Distribuicao principais dos metabolitos observados nos efluentes do reator RM5

em funcéo do TDH
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Figura 5.8 — Distribuic&o principais dos metabdlitos observados nos efluentes do reator RM15
em funcdo do TDH
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Os metabolitos observados no reator RM15 estdo ilustrados na Figura 5.8. Os acidos
latico, butirico e acético foram identificados em maiores fracbes molares. Outros metabolitos
encontrados foram os acidos propidnico, formico (HFo) e succinico (HSu). A reducdo dos
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valores de TDH de 8h para 0,5h reprimiu a producédo de HLa, reduzindo a sua fragdo molar de
73,6%, no TDH de 8g, para 1,8%, no TDH de 2h. A reducdo do TDH foi acompanhada da
predominancia dos acidos acético (10,4% para 43,1%), butirico (1,5% para 46,3%) e
propiénico (1,1% para 23,2%). As fracGes molares de HFo e HSu permaneceram constantes
entre 2,1% a 12,7% e 2,5% a 5,3%, respectivamente.

No reator RM25 os principais metabolitos detectados foram os cidos latico, butirico e
acetico. Outros metabolitos também observados foram os &cidos propiénio, formico e
succinico. Observa-se que com a reducdo do TDH de 8h para 0,5 a producdo de HLa foi
reprimida (74,3% para 1,8%) em favor da producdo dos acidos acético (4,7% para 33,1%),
butirico (1,1% para 53,3%) e propiénico (0,9% a 11,9%). As producgdes de &cido férmico e
succinico permaneceram constantes entre 1,9% a 8,4% e 1,7% a 5,3%.

Figura 5.9 — Distribuicdo principais dos metabdlitos observados nos efluentes do reator RM25
em funcéo do TDH
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A distribuicdo dos metabolitos em todos os reatores indica uma maior producdo dos
acidos acetico e butirico com a reducdo do TDH. Estes sdo o0s principais metabolitos
relacionados com a alta produtividade de hidrogénio. A producéo de hidrogénio através das
rotas acética e butirica podem obter rendimentos maximos de 8,0mol Hz.mol lactose™ e
4,0mol Hz.mol lactose™, respectivamente, como mostrado nas equagdes 5.1 e 5.2 (Davila-
Vasquez et al., 2009).

C12H22011 + 5H20 - 8H; +4CO2 + 4CH3COOH (5.1)
C12H22011 + H20 = 4H2 +4CO; + 2CH3CH2CH.COOH (5.2)
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Tabela 5.8 — Distribuicdo dos metabolitos, HY e PVH nos reatores RM5, RM15 e RM25

RM5
TDH HBu HACc HPr HLa HY PVH,
M (mgLhH ) mgLYH) ) (mgLhH (%) (mgLl) (%) (mmolH,.gDQO,Y)  (whlLh
8 1299+106 51,5 243+41 14,1 566+139 26,7 0 0 0,024 + 0,012 0,0012 + 0,0005
6 1057+96 30,4 1185+151 49,9 398+13 136 0 0 0,024 + 0,005 0,0012 + 0,0003
4 896+104 329 864+38 466 345+17 151 0 0 0,038 £ 0,004 0,004 £ 0,001
2 1044 +64 270 1178+96 44,7 653+28 20,1 0 0 0,035+ 0,012 0,006 + 0,002
1 603+112 244 872+55 518 334+13 161 33+1 13 0,042 £ 0,010 0,014 £ 0,003
0,5 627+17 18,2 1009+132 430 648+9 224 365+52 104 0,098 + 0,010 0,051 + 0,007
0,25 512+14 251 6159 442 359+22 209 4910 23 0,163 £ 0,017 0,151 £ 0,013
RM15
TDH HBu HAc HPr HLa HY PVH,
() mgLhH @) @mgL?) %) (mgL? (%) (mg.Lh) (%) (mmolH,.gDQO,™)  (LhtLY
8 123+£30 15 738x32 129 814 1,1 6314+233 73,6 0,043+ 0,017 0,007+ 0,002
6 144+27 15 694+28 104 129+38 16 6830+146 68,3 0,401+ 0,138 0,073+ 0,027
4 3116+ 169 46,3 1710+ 312 37,3 126+67 22 18678 27 0,856 + 0,106 0,228 £ 0,024
2 2187+90 29,7 1783+60 356 1435+73 232 133+16 18 0,047 + 0,024 0,020 +£ 0,010
1 1730+81 28,8 1494+108 36,5 1079+96 21,3 147+53 24 0 0
0,5 512+ 103 13,7 1100+£57 431 570+x64 181 261+65 6,8 0 0
RM25
TDH HBu HAc HPr HLa HY PVH,
M mgLh %) mgLhH ) (mgLhH (%) (mgLl) (%) (mmolH,.gDQOx™")  (LhlLl
8 131£29 15 283x74 47 74x15 10 6669+339 74,3 0,003 £ 0,002 0,0007 = 0,0005
6 113+18 11 1213+41 180 765 09 6640+310 656 0,011 £ 0,006 0,0028 + 0,0013
4 2091+35 23,7 1962+29 32,6 183+16 25 2968+425 32,9 0,638 + 0,023 0,312 +£ 0,026
2 3863+464 533 1486+127 30,1 446+110 7,3 134+20 18 0,375+ 0,036 0,312 + 0,032
1 2458+ 132 40,0 1384+159 331 614+£94 119 134+£25 21 0,101 £ 0,026 0,173 £ 0,051
05 1976+253 36,0 1179+115 315 270+30 58 582+99 104 0,112 + 0,016 0,302 + 0,033

As condicbes experimentais que produziram maiores HY e PVH resultaram também
em maiores concentracGes de acidos acético e butirico e menores concentracdes de acido
latico, como evidenciado pelo TDH de 0,25h no reator RM5, e no TDH de 4h nos reatores
RM15 e RM25. De forma similar, Perna et al. (2013) observaram aumento de HY associado a
elevada producéo de butirato e reducéo da producéo de lactato. Rosa et al. (2014) observaram
elevacdo da producdo de acetato e butirato com a reducdo do TDH de 4h para 1h.

A presenca do acido acético em concentrac6es elevadas nas fases com maior producao
de hidrogénio indica que o aumento dos valores de TCO pode ter direcionado a producéo de
hidrogénio pela rota acética. Perfil similar de evolugdo de &cido acético e producdo de
hidrogénio foi observado por Guo et al. (2008). Neste estudo, com 0 aumento da TCO até 120
kg DQO.m>3.d, a concentracdes de acido acético e etanol obtiveram seus valores maximos,
representando 89% dos acidos graxos volateis produzidos. Nesta condi¢cdo foi observado o
valor maximo de produtividade de hidrogénio de 0,71 L Hz.h.L2,

A elevada producdo de acido propiénico no reator RM15 nos valores de TDH

inferiores a 2h é responsavel pelo consumo do hidrogénio produzido e estd relacionada a

87



sobrecarga de substrato devido a inibicdo por produtos nos valores de TCO mais elevados.
Guo et al. (2008) observaram o0 aumento da concentracdo de acido propibnico associada a
sobrecarga do reator EGSB com o aumento da TCO até 192kg DQO.m=3.d%. Utilizando soro
de queijo em reator de mistura Davila-Vasquez et al. (2009) observaram a prevaléncia de
acido propionico na TCO de 184,4kg lactose.m=.d! sem a producdo de hidrogénio,
identificando a sobrecarga de substrato.

Apesar de operar em valores maiores de TCO, o reator RM25 manteve elevada
producdo de hidrogénio pela prevaléncia da rota butirica em condi¢cGes de sobrecarga.
Segundo Hallenbeck et al. (2009), o NADH produzido pela glicélise deve ser reoxidado para
que o consumo de carboidrato possa continuar. Caso ndo existam condig¢des de oxidacgdo de
NADH pela producdo de hidrogénio pela rota acética, rotas metabolicas com produtos mais
reduzidos sdo favorecidas, como a producdo de acido butirico. Além disso, a inoculacéo a
concentragcdes mais elevadas de soro de queijo favoreceu a producdo de hidrogénio no reator
RM25. Entretanto, observa-se no TDH de 1h que com o aumento da concentragdo de HPr
para 614mg.L* o HY foi reduzido para 0,101mmolH,.g DQO™. Avaliando a producédo de
hidrogénio a partir de lactose, Calli et al. (2008) observaram como principais motivos para 0s
baixos rendimentos de hidrogénio o efeito repressor da elevada pressao parcial de hidrogénio
resultando na mudanca da rota metabdlica de producdo de acetato para producédo de butirato e
a inibicdo dos produtores de hidrogénio por bactérias produtoras de acido latico.

Nos reatores RM15 e RM25 maiores concentracdes de lactato foram observadas nos
valores de TDH de 8h e 6h, cujos valores de HY e PVH foram os menores observados.
Segundo Collet et al. (2003) a producdo de lactato utiliza os elétrons provenientes do NADH
necessarios para a producédo de hidrogénio, reduzindo o HY. Nokie et al. (2002) investigaram
a influéncia da coexisténcia de bactérias produtoras de hidrogénio (Clostridium
acetobutylicum ou Clostridium butylicum) e de bactérias produtoras de acido latico
(Lactobacillus paracasei e Enterococcus durans) utilizando residuo de processamento de
tofu. Observou-se que a rota fermentativa de producéo de &cido latico foi preteria a producéo
de hidrogénio. Somente a producdo de hidrogénio ou a producdo de &cido latico foi
observada, sugerindo que a producdo de hidrogénio foi inibida por bactérias produtoras de
acido latico. A producdo de bacteriocinas (antibioticos polipeptidicos) pelas bactérias laticas
durante a competicdo por substrato foi responsavel pela inibicdo da producéo de hidrogénio.
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5.2 Efeito da Temperatura na Producdo de Hidrogénio a partir de Soro de

Queijo em RALF Termofilico

Os valores médios das conversbes de acUcares totais (em lactose) e de matéria

organica nas diferentes operacdes impostas ao RTS estdo apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9 — Valores médios e desvios das conversdes de agUcares totais e de matéria
organica do reator RTS

TDH (h) T (°C) Conversdo de acucares (%)  Conversdo de matéria organica (%)

8 55 66,1+ 16,1 16,6 £5,0

6 55 58,6 +11,3 139+4,1

4 55 64,1+£59 120+74

2 55 51,8+10,5 82+4,1

1 55 36,5+5,0 56+55
0,5 55 232+29 05+5,1

4 65 52,1+14,3 8,6 +3,7

75 478+9,5 8,7+3,9

Os valores de conversdo de acglcares e de matéria organica observados durante as
quatro primeiras fases de opera¢do foram préximos entre 51,8 + 10,5 % e 66,1 + 16,1 %, para
acucares, e entre 8,2 + 4,1 % e 16,6 + 5,0 % para a conversao de matéria organica. Os valores
méaximos de conversao foram observados no TDH de 8h. Com a reducdo dos valores de TDH
de 8h para 0,5h os valores de conversao de aglcares e de matéria organica diminuiram até os
valores minimos de 23,2 + 2,9 %, para conversao de agucares, e 0,5 + 5,1 %, para conversao
de matéria organica, ambos observados no TDH de 0,5h.

Resultados similares foram observados em outros estudos presentes na literatura.
Utilizando reator um reator de mistura perfeita em condicGes termofilicas na producdo de
hidrogénio a partir de agua residuéria da producéo de queijo, Azbar et al. (2009) avaliaram o
efeito da variacdo do TDH de 3,5, 2 e 1 dia com concentracdo de matéria organica constante
de 47 g DQO.L™. Com a reducéo do TDH de 3,5 dia para 1 dia, o valor maximo de conversio
de matéria orgénica que era de 90%, foi reduzido para 47%. Utilizando RALF em condicGes
mesofilicas, Rosa et al. (2014) avaliaram diferentes TDH (4, 2 e 1h) na produgdo de
hidrogénio a partir de soro de gqueijo, com concentracdo matéria organica de 5000 mg DQO.L"
! Com a reducio do TDH, a conversdo de lactose foi reduzida de 95% para 85%.

Quando avaliado o efeito da temperatura no TDH de 4h entre 55°C, 65°C e 75°C,

observa-se que com 0 aumento da temperatura a conversdo de agucares foi reduzida, com
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valor minimo de 47,8 + 9,5% observado na temperatura de 75°C. Entretanto, os valores de
conversdo de matéria orgéanica observados nas diferentes temperaturas foram similares,
mantendo-se entre 8,6 £ 3,7 % e 12,0 £ 7,4 %.

Os valores do pH afluente e efluente, monitorados diariamente durante a realizacao

deste experimento, s&o mostrados Tabela 5.10.

Tabela 5.10 — Valores medios e desvios do pH afluente e efluente nas diferentes condicbes de
operacdo do RTS

TDH (h) T (°C) pH Afluente pH Efluente

8 55 7,70 £ 0,48 4,00+0,12
6 55 7,04 +0,34 4,01+0,13
4 55 7,02+0,17 4,03+ 0,08
2 55 6,82+0,21 4,05+0,22
1 55 6,50+ 0,10 4,18 + 0,20
0,5 55 6,48 +0,13 4,22 +0,13
65 6,70 £ 0,32 4,21+0,18

75 6,70+0,20 3,96 + 0,15

Observa-se que os valores de pH efluente mantiveram-se dentro da faixa estabelecida
entre 3,9 e 4,3 para favorecer a producdo de hidrogénio e inibir os microrganismos produtores
de metano. Essa manutencao foi controlada pela adicdo de NaHCO3 e solucdo de NaOH 6M
no afluente em fungdo do pH efluente observado. Estes resultados estdo de acordo com
Davila-Vazquez et al. (2008) que observaram os melhores valores de rendimento de
hidrogénio foram obtidos no valor de pH inicial de 7,5.

Os valores médios de sélidos suspensos totais (SST), volateis (SSV) e fixos (SSF)
medidos ao longo das diferentes condicGes de operacdo do RTS sdo apresentados na Tabela
5.11. A maior parte dos sélidos suspensos contidos no efluente dos reatores foi representada
por solidos suspensos volateis com porcentagens entre 95,4% e 98,9% ao longo da variacdo
do TDH e da temperatura. O valor de SST permaneceu estavel entre 931 e 1226mg.L*
perante a variacdo do TDH. O aumento da temperatura para 75°C reduziu a concentracdo de
1096mg.L* para 511mg.L .

Tabela 5.11 — Valores médios de SST, SSV e SSF para RTS

TDH (h) T(C)  SST(mg.LY) SSV(mg.L?') SSF(mgLl) SSV (%) SSF (%)
8 55 1056 1011 45 95,7 43
6 55 1226 1202 24 98,0 2,0
4 55 1149 1096 53 95,4 46
2 55 1140 1105 35 96,9 3.1
1 55 1198 1177 21 98,2 18
05 55 931 921 10 98,9 1,1
4 65 1038 1003 35 96,7 33
4 75 511 489 22 95,7 43
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Durante a operacdo do reator RTS, a composicdo do biogas produzido foi analisada
para avaliar a producgdo de hidrogénio e a producdo indesejada de metano. As variagdes de
composicdo do biogas produzido em funcdo do TDH sdo ilustradas na Figura 5.10 e em
funcdo da temperatura na Figura 5.11.

Apenas hidrogénio e CO» foram observados no biogas e seus respectivos valores de
composic¢do de hidrogénio no biogas produzido mantiveram-se estaveis. O gas metano néo foi
formado durante a operacgéo do sistema, mostrando a eficiéncia do tratamento térmico adotado
no lodo. Com a reducéo dos valores de TDH de 8h para 0,5h a fragdo molar de hidrogénio
permaneceu estavel entre 47,62 + 2,1% e 55,5 + 2,5%. O cujo valor méximo de 55,5 + 2,5%
foi obtido no TDH de 0,5h. De forma similar o aumento da temperatura ndo alterou a fragcéo
molar de hidrogénio presente no biogas produzido, com valor maximo de 52,0 + 2,6% na
temperatura de 65°C e valor minimo de de 47,6 £ 2,1% na temperatura de 75°C

Em comparagdo com a literatura, os valores de fragdo molar de hidrogénio obtido no
biogas foram maiores que os valores observados em Rosa et al. (2014), que obteve o valor
méaximo de fracdo molar de H> de 30% operando um RALF em condi¢Ges mesofilicas. No
estudo de Azbar et al. (2009) operando um reator CSTR em condicGes termofilicas, os valores
médios de porcentagem de H. presente no biogas produzido foram de 50% e de 55% em taxas
de carregamento organico de 35 e 21 g DQO.L.dia, respectivamente.

Figura 5.10 — Variagdes dos valores conteudo de H. em funcdo do TDH para o RTS
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Figura 5.11 — Variagdes dos valores conteudo de H, em fungéo da temperatura para RTS
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Na Figura 5.12 é ilustrado o comportamento da variacdo dos valores de PVH para o

reator RALF termofilico sob efeito do TDH e na Figura 5.13, sob o efeito da temperatura.

Figura 5.12 — Variacao dos valores de PVH em funcdo do TDH para RTS
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Figura 5.13 — Variacao dos valores de PVH em funcéo da temperatura para RTS
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Observa-se entre os valores de PVH foram crescentes com a diminui¢cdo do TDH, com
valor méaximo de 5,36 + 0,81L Hz.h*.L"t no TDH de 0,5 h. Collet et al. (2004) observaram
aumento da produtividade de hidrogénio para o valor maximo de 63mL Hz.L1.hr! com a
reducdo dos valores de TDH de 83,3h para 17,2h em reator de mistura termofilico para
producdo de hidrogénio a partir de lactose. Avaliando a producéo termofilica de hidrogénio a
partir &gua residuéria de inddstria de laticinios em reator de leito induzido, Zhong et al.
(2015) observaram o aumento da PVH para 100mL Hz.L™1.hr?! ao reduzir o TDH de 5 dias
para 3 dias. Operando reator de mistura em temperatura termofilica para producdo de
hidrogénio a partir de soro de queijo, Azbar et al.(2009) observaram produtividade maxima de
hidrogénio de 330mL Ha.Lt.hr,

Ao avaliar o efeito da temperatura, observa-se que as condi¢des com temperaturas de
55 e 65°C obtiveram valores similares de 1,01 + 0,16L Hpo.ht.L ™ e 1,38 + 0,10L Ha.ht.Lt .
Entretanto, com o aumento da temperatura para 75°C, o valor de PVH foi reduzido para 0,28
+ 0,11L Hz.ht.L%, o menor observado neste estudo. Em comparagdo com a literatura, os
resultados termofilicos de 55°C e 65°C foram maiores que os observados por Rosa et al.
(2014) operando RALF mesofilico com soro de queijo que obteve valor maximo de PVH de
0,51L Hz.hL! no TDH de 1h. Avaliando o efeito da temperatura mesofilica (35°C) e
termofilica (55°C) na producéo de hidrogénio a partir de soro de queijo Kargi, Eren e Ozmihci
(2012b) observaram que a fermentagdo termofilica obteve melhores produtividades de

hidrogénio em comparacdo com a temperatura mesofilica. Ao operarem o reator de leito
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induzido (IBR) nas temperaturas de 40°C e de 60°C, Zhong et al. (2015) observaram que 0
aumento da PVH para 110mL H.L1.hr! ao aumentar a temperatura de 40°C para 60°C.
Gadow et al (2013) avaliando o efeito da temperatura em trés reatores CSTR em condi¢cdes
mesofilicas (37°C), termofilicas (55°C) e hipertermofilicas (80°C) no TDH de 10h com
concentracéo de 10g celulose.L™, observaram produtividade maxima de 0,255L Hz.h.L"t no
reator operado em condicdes termofilicas.

As variacdes do rendimento durante a operacdo do RTS em funcdo do TDH sdo
ilustradas na Figura 5.14 e o efeito da temperatura ¢ ilustrado na Figura 5.15. Observa-se que
com a diminuicdo dos valores de TDH em temperatura de 55°C, o rendimento de hidrogénio
atingiu um valor maximo de 4,10 + 0,68 mmol.g DQO™ no TDH de 4h. A aplicagdo de
valores menores de TDH ao RALF ocasionou na reducédo dos valores de HY observados, com
valor minimo de 2,58 + 0,39 mmol.g DQO™ no TDH de 0,5h. A reducio do TDH também
mostrou-se depreciativa para producdo de hidrogénio no estudo de Azbar et al. (2009) em
reator de mistura termofilico para producdo de hidrogénio a partir de soro de queijo. Ao
diminuir o TDH de 3,5 para 1 dia os autores observaram queda de HY de 22mmol.g DQO™*
para 5mmol.g DQO™.

Figura 5.14 — Variacao dos valores de HY em funcdo do TDH para RTS
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Quando observado o efeito da temperatura no TDH constante de 4h, o valor de

rendimento de hidrogénio de 5,51 + 0,37 mmol.g DQO™! na temperatura de 65°C foi superior
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ao encontrado na temperatura de 55°C, sendo o maior valor encontrado neste estudo.
Entretanto, com o aumento da temperatura para 75°C o HY observado foi reduzido para 1,20
+ 0,39 mmol.g DQO™.

Figura 5.15 — Variacao dos valores de HY em funcao da temperatura para RTS
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A reducéo do rendimento de hidrogénio de 5,51 + 0,37 mmol.g DQO™ na temperatura
de 65°C para 1,20 + 0,39 mmol.g DQO™ em 75 °C estd associada a desnaturagio dos
microganismos produtores de hidrogénio dominantes na cultura termofilica utilizada neste
estudo. Estudos na literatura sobre o efeito da temperatura indicam que quanto maior a
complexidade do substrato, mais complexa serd a adaptacdo da comunidade microbiana
original as condigdes de temperatura mais elevada. Jiang et al. (2015) avaliaram o efeito da
temperatura na estrutura e atividade da comunidade microbiana em testes em batelada entre as
temperaturas de 25 e 85°C. O in6culo, originalmente termofilico (55°C) converteu a glicose e
celulose entre as temperatura de 35 a 65°C, com atividade maxima em 55°C. Entretanto, a
performance do meio foi afetada negativamente com o aumento da temperatura além dos
55°C, inibindo completamente o sistema em 70°C.

Zhang, Ren e Wang (2015) avaliaram o efeito da temperatura na produgéo
fermentativa de hidrogénio de palha de milho hidrolisada nas condi¢Ges mesofilicas (30 e
37°C), termofilicas (55°C) e termofilicas extremas (70°C) utilizando lodo ativado e lodo
anaerdbio granular sem pre-tratamento. Os rendimentos maximos de hidrogénio foram

obtidos na temperatura de 55°C para o lodo ativado (6,08 mmol H,.g aglicar consumido™) e
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para lodo anaerébio (7,74 mmol H..g agticar consumido™). Em ambos os indculos utilizados a
eficiéncia da temperatura de fermentacdo seguiu a ordem de 55°C > 70°C > 37°C ~ 30°C. Foi
observado que com o aumento da temperatura, maior foi o tempo de fase de adaptacdo para
ambos os indculos, indicando que 0s microganismos tem maior dificuldade de adaptacdo aos
componentes complexos do hidrolisado em temperaturas maiores. As comunidades
microbianas apresentaram menor diversidade com o aumento da temperatura, caracterizando
o cultivo seletivo de algumas espeécies. As performances superiores das condicdes termofilicas
podem ser atribuidas ao cultivo seletivo de produtores de hidrogénio termofilicos mais
eficientes capazes de produzir mais hidrogénio usando substratos complexos. A performance
insatisfatoria da producdo de hidrogénio em condicfes termofilicas extremas é resultado da
ndo formacdo de uma comunidade termofilica extrema de eficiente devido a sua baixa
eficiéncia de consumo de substratos complexos e por serem afetados negativamente pelos
subprodutos associados ao hidrolisado de palha de milho.

Na Tabela 5.12 encontra-se um resumo dos valores médios fragcdo molar de H>
presentes no biogas produzido, PVH e HY em funcédo das diferentes condi¢fes operacionais
de TDH, temperatura e as respectivas taxas de carregamento organico aplicadas (TCO). Com
base nestes resultados, pode-se observa-se que com o aumento da TCO que foi associada a
diminuicdo do TDH, os valores de producdo volumétrica de hidrogénio e de composicdo de
hidrogénio no biogés formado foram beneficiados. No caso dos valores de rendimento de
hidrogénio, a condicio 6tima de TCO de 78,1 kg DQO.m3.d™! favoreceu o HY.

Tabela 5.12 — Valores médios e desvios dos principais resultados obtidos na operacdo do RTS

T HRT TCO H, PVH HY HY
cc ()  (gbQomid?l) (%)  (Lh*LY) (mmolg DQOY) (molHy.mol lactose™)

55 8 39 51,1+23 045+013 289+053 3,06+ 0,34
55 6 52,1 51,3+15 063+009 3,39+044 3,51+ 0,44
55 4 781 500+1,1 101+016 4,10+0,68 3,77+048
55 2 156,2 521+31 143+026 277+051 355+ 0,32
55 1 3124 526+31 366+057 345+055 3,50+ 0,36
55 05 624,8 555+23 536+081 258+0,39 346+ 0,29
65 4 781 520+26 138+010 551+037 4,67+ 0,37
75 4 781 476+21 028+011 120039 1,04 +0,12

Os estudos da literatura avaliando o efeito da TCO observam que a aplicagédo de
elevados valores de TCO inibiram a producdo de hidrogénio, reduzindo o HY observado.
Azbar et al. (2009) utilizando soro de queijo como substrato em reator de mistura termofilico
verificaram que com o aumento da TCO de 21 para 47kg DQO.m3.d™%, pela reducdo do TDH
de 3,5 dias para 1 dia, 0 HY foi reduzido de 22mmol H2.gDQO™* para 5mmol H2.gDQO™. Por
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outro lado, a reducdo da TCO de 47 para 35kg DQO.m=3.d, pela reducdo dos valores de
concentragdo de 47g DQO.L™ para 359 DQO.L™, elevou o0 HY de 35mmol H2.gDQO™! para
9mmol H2.gDQO™.

Na tabela 5.13 os valores de rendimento e produtividade observados neste estudo e em
outros autores sdo apresentados para efeito comparativo na avaliagdo do efeito do TDH. A
Tabela 5.14 é uma comparacgdo entre os rendimentos apresentados neste estudo e nos estudos
de diferentes autores avaliando o efeito da temperatura.

Tabela 5.13 — Valores de HY, TDH e TCO observados em estudos com soro de queijo

Referéncia TD(Eitimo (é?rggfig-al) (mmongDQO'l) (mol H:|n\1(ol lac))
Collet et al. (2004) 35,7 6,7 - 3
Azbar et al. (2009) 84 21 22 2,4
Rosa et al (2014) 4 30 - 1,33
Zhong et al (2015) 72 32,9 5,58
Este estudo 4 78,1 5,51 4,67

Os valores de rendimento de hidrogénio obtidos neste estudo nas temperaturas
termofilicas de 55°C (4,10 + 0,68 mmol.g DQO™) e 65°C (5,51 + 0,37 mmol.g DQO™) sdo
equivalentes a 3,77 + 0,48mol Hz.mol lactose™ e a 4,67 + 0,37 mol Hz.mol lactose™. Em
comparacdo com a literatura estes resultados foram maiores que os resultados apresentados
por Rosa et al. (2014). Foi utilizado soro de queijo alimentado a RALF mesofilico para
produc&o de hidrogénio, com HY méximo de 1,33 mol Hz.mol lactose™ no TDH de 4h. Vale
destacar que no TDH de 1h foi observado a producdo de metano. Dessa forma, pode-se
concluir que a producdo termofilica de hidrogénio apresenta vantagens de PVH e HY em
comparagdo com condi¢fes mesofilicas e possibilita maior repressdo de metanogénicos.
Observacgdes similares foram feitas por Kargi, Eren e Ozmihci (2012b) que realizaram
experimentos em batelada utilizando soro de queijo (10,77 g aglcares totais.L™) cultivados
nas temperaturas de 35 °C e 55 °C. Entre os resultados principais, observou-se que a
fermentagdo termofilica obteve melhor rendimento de hidrogénio de 0,81mol Hz. mol
glicose™* em comparagéo com a temperatura mesofilica (0,47 mol Hz. mol glicose™).

Collet et al. (2004) utilizando reator de mistura, avaliaram o efeito do TDH entre 77h a
5,25h na producéo termofilica de hidrogénio a partir de lactose em concentragdo de 10g.L™.
Com a reducdo do TDH de 77h a 35,7h os valores de rendimento de hidrogénio foram

elevados de 2,3mol Hz.mol lactose® para 3,0 mol Hz.mol lactose™®. Valores menores de TDH

97



reduziram o rendimento de hidrogénio pelo aumento de matéria organica disponivel para o
consumo microbiano, possibilitando o maior acimulo de acidos volateis que s&o inibitorios.
Efeito similar foi identificado Azbar et al. (2009), com rendimento maximo de 22mmol Hz.g
DQO™! em TCO de 21kg DQO.m3.d* e em Zhong et al. (2015) que na TCO de 32,9kg
DQO.m3.d*! obteve com rendimento maximo de 5,58mmol H..g DQO, resultado similar ao
valor de de 5,51mmol H,.g DQO™ obtido no RTS em temperatura de 65°C e TCO de 78,1 kg
DQO.m3.d2.
Tabela 5.14 — Comparacéo de valores de HY relatados em estudos avaliando o efeito da

temperatura
A - Tétima HY HY

Referéncias Reator Substrato C) (mol Ha.mol hexose™)) (mmol Ha.g DQO™)
Obazu, Ngoma Sacarose i
e Gray (2012) RALF (17,8¢g.L 1) 70 3,55

Jiang et al. Celulose )

(2015) CSTR (10 g.L ) 55 2,77
Zhong et al Agua residuéria de

IBR indUstria de laticinio 60 - 5,58
(2015) (98,79 DQO.L)
Soro de queijo

Este estudo RALF (10 g lac.L)

65 2,33 5,51

Ao avaliar o efeito da temperatura dentro da faixa termofilica dos diferentes estudos
apresentados na Tabela 5.14 deve-se observar a origem do in6culo e a complexidade dos
substratos. Em busca de condic¢des operacionais que possibilitassem elevadas produtividades
e rendimentos de forma simultanea, Obazu, Ngoma e Gray (2012) estudaram a influéncia
combinada de fatores que restringem a transferéncia de massa do hidrogénio, como a
temperatura, que foi estudada nos valores de 45 a 70°C. . A melhor condi¢cdo de operagédo
observada com simultaneamente elevados valores de produtividade (231,3 mmol Hz.L'2.h?) e
de rendimento de hidrogénio (3,55 mol Hz. mol glicose) foi obtida aumentando a
temperatura para 70°C. A sacarose é um substrato simples e facil conversdo pela comunidade
microbiana. Desta forma, a comunidade microbiana tem maior facilidade em adaptar-se a este
substrato em condicéao hipertermofilica.

Ao avaliarem a produgdo de hidrogénio usando uma microflora mista originaria de
lodo de digestor de esgoto municipal na conversdo de 10g celulose.L™ entre as temperaturas
de 25 e 85°C Jiang et al. (2015) observaram que o in6culo, originalmente termofilico (55°C)

converteu a glicose e celulose entre as temperatura de 35 a 65°C, com atividade maxima em
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55°C. Entretanto, a performance do meio foi afetada negativamente com o aumento da
temperatura além dos 55°C, inibindo completamente o sistema em 70°C.

Ao avaliarem o efeito da temperatura na producdo de hidrogénio a partir de agua
residudria de laticinios em reator de leito induzido, Zhong et al. (2015) observaram
rendimento maximo de hidrogénio de 5,58mmol H..g DQO™ obtido na temperatura de 60°C,
mesmo com elevada concentragio afluente de 98,79 DQO.L™?. Este resultado foi similar
condicdo de temperatura 6tima de 65 °C para producdo de hidrogénio no reator RTS, com
rendimento méaximo de 5,58mmol H..g DQO™,

Assim, pode-se concluir que quanto maior a complexidade do substrato, menor sera a
temperatura 6tima para producdo de hidrogénio devido a dificuldade de adaptacdo de um
indculo originalmente termofilico para condicdes hipertermofilicas. Portanto, a temperatura
Otima para producdo de hidrogénio a partir de soro de queijo foi a temperatura de 65°C,
selecionando a melhor comunidade produtora de hidrogénio.

A quantificagdo dos metabdlitos liquidos produzidos no RTS, como os &cidos
organicos volateis e alcodis, é necessaria devido a atuacdo destes metabdlitos como
reguladores de possiveis rotas no metabolismo da comunidade microbiana, compreendendo 0s
produtores e consumidores de hidrogénio e os competidores por substrato. Além disso, parte
destes metabolitos podem ter papel toxico ou inibitério para as populacdes de microganismos
produtores de hidrogénio. Na Figura 5.16 é ilustrada a distribuicdo dos principais metabdlitos
observados no efluente do reator nas diferentes condicGes de operacdo. Na tabela 5.15 sdo

apresentados os valores de concentracdo média e fracdo molar de cada componente.

Figura 5.16 — Distribuicdo principais dos metabdlitos observados nos efluentes do RTS
EmHBu mHAc BHLa OHPr @mHMa @®MetOH 0OOutros
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Tabela 5.15 — Principais metabolitos obtidos nas diferentes condigdes operacionais de
operacgdo do RTS

TDH T HBu HAc HPr HLa Met PVH HY

h) o mol) % (mgl?) % (ol % (mgll) % (mgll) % (LhtLh) (mmolg DQOY)
8 55 1163+110 37 577+20 16 86+13 19 2039+116 36 284+10 146 045+013 2,89+053
6 55 168469 32 741+84 19 80+4 17 1846+139 32 142420 68 0,63+009 3,39+044

4 55 1077+189 35 499+119 19 6710 2 1399+166 32 199+10 139 101+016 410+0,68
2 55 1335+88 24 558+78 26 28+6 11 754+82 24 0 0 143+026 277+051
1 55 1130+33 20 574+36 25 19+3 07 703+137 20 75+19 61 366+057 345+055
05 5 729+31 24 526+10 33 0 0 582+8 24 5+10 65 536+081 258+0,39
4 65 1344+71 40 844+103 37 169+10 6 162+30 47 0 0 138010 551+037

4 75 1080+32 25 730£83 25 239+30 66 1116+161 26 126+25 81 028+011 120+0,39

Os principais metabolitos encontrados no efluente do reator em todas as fases de
operacgdo foram os &cidos butirico, latico e acético, com porcentagens entre 21,6 e 43,0%; 4,7
e 37,1% e 15,8 e 36,9%, respectivamente. Foram observadas ainda a presenca de acido
propibnico, iso-butirico e malico, com porcentagens entre 0,7 e 6,6%; 0,8 e 2,6% e 0,4 e
8,1%, respectivamente. Azbar et al. (2009) observaram valor maximo de produtividade de 6
L Hz.h'2.L, com consequente aumento na concentragdo de acido acético por meio da reducéo
do valor de TDH, assim como observado neste estudo. No RTS, a maior concentracdo de
acido acético, de 844 mg.L*,ocorreu com a aplicacéo da maior taxa de carregamento aplicada,
de 624,8 kg DQO.m3.d?, sendo observado o valor maximo de produtividade de hidrogénio
(5,36 L Ha.h 1LY,

Além dos &cidos, foi produzido metanol com porcentagem molar entre 6,1 e 14,6%.
Segundo Schink e Zeikus (1980), bactérias Clostridium sp. que produzem hidrogénio podem
produzir metanol como principal metabdlito. Resultado similar foi encontrado por Rosa et al.
(2014) operando RALF mesofilico para producdo de hidrogénio a partir de soro de leite. O
rendimento maximo de metanol de 1,44mol.mol lactose™ foi observado no TDH de 4h,
mesma condicdo de rendimento maximo de hidrogénio de 1,33mol.mol lactose™.

Segundo Collet et. al (2006), o piruvato produzido a partir da glicélise da lactose pode
convertido em acetilcoenzima A ou lactato. A acetilcoenzima A pode originar acetato,
produzindo 2 ATP ou butirato, que consomem o NADH produzido nas reacdes glicoliticas
para que a glicolise possa continuar. A descarboxilacdo do piruvato reduz a ferrodoxina, que
possibilita a producdo de hidrogénio com a enzima hidrogenase. Assim, apenas a produgéo de
acetato e butirato possibilitam a producdo de hidrogénio, enquanto que a producédo de lactato
compete por substrato. Assim, com o aumento da temperatura de 55°C para 65°C observa-se

que a reducdo da fracdo molar de lactato de 32% para 4,7% favoreceu a producdo de
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hidrogénio pelas rotas acéticas e butiricas. Nesta condi¢cdo, 0 HY maximo de 5,51mmol Ha.g
DQO™ foi observado com valores maximos de fracdo molar de acetato (37%) e butirato
(40%).

A producdo de &cido propidnico é associada ao consumo de hidrogénio devido a
elevadas pressdes parciais de hidrogénio no biogas. A producdo méxima de acido propiénico
de 230mg.L™* (6,6%) foi observada na temperatura de 75°C, condigio associada ao menor HY
de 1,20mmol H..g DQO™. Resultado similar foi obtido por Zhang, Ren e Wang (2015)
avaliaram a producdo fermentativa de hidrogénio de palha de milho hidrolisada nas condicdes
termofilicas (55°C) e termofilicas extremas (70°C) utilizando lodo ativado e lodo anaerébio
granular sem pré-tratamento. Em ambos os indculos utilizados a eficiéncia da temperatura de
fermentacdo foi maior para 55°C que em 70°C. Foi observado que com o aumento da
temperatura, maior foi o tempo de fase de adaptacdo para ambos os indculos, indicando que
0s microganismos tem maior dificuldade de adaptacdo aos componentes complexos do
hidrolisado em temperaturas maiores. As fermentacdes a 55°C corresponderam as maiores
concentracdes de acetato e butirato, com producdo minima de etanol, indicando a utilizacéo
mais eficiente de NADH para producdo de hidrogénio. Em 70 °C, grandes quantidades de
NADH foram utilizadas para metabolitos ndo relacionados a producdo de hidrogénio ou
intermediarios, como propionato e acido férmico. As comunidades microbianas apresentaram
menor diversidade com o aumento da temperatura, caracterizando o cultivo seletivo de
algumas espécies. As performances superiores das condi¢bes termofilicas podem ser
atribuidas ao cultivo seletivo de produtores de hidrogénio termofilicos mais eficientes capazes
de produzir mais hidrogénio usando substratos complexos. A performance insatisfatéria da
producdo de hidrogénio em condicBes termofilicas extremas é resultado da ndo formacdo de
uma comunidade termofilica extrema de eficiente devido a sua baixa eficiéncia de consumo
de substratos complexos e por serem afetados negativamente pelos subprodutos associados ao

hidrolisado de palha de milho.
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5.3 Efeito da Temperatura na Producdo de Hidrogénio a partir de Vinhaca

de Cana de Aclcar em RALF Termofilico

Na Tabela 5.16 estdo representados os valores médios obtidos das conversbes de
acucares totais (em glicose) e de matéria organica nas diferentes condices de operacédo
impostas ao RTV. Os valores de conversdo de agUcares e de matéria orgénica observados
durante a reducdo do TDH de 8h para 1h foram proximos entre 54,5 + 4,4 % e 69,3 + 6,0 %,
para conversao de agucares, e entre 13,0 £ 7,2 % e 17,4 + 7,5 % para a conversdo de matéria
organica, atingindo valores maximos de conversao no TDH de 8h. Com a reducéo do valor de
TDH para 0,5h os valores de conversao de aglcares e de matéria organica diminuiram até os
valores minimos de 27,9 + 7,2 %, para conversao de agucares, e 1,4 + 3,6 %, para conversao
de matéria organica, ambos observados no TDH de 0,5h. Os valores reduzidos de conversdo
de matéria organica podem ser atribuidos a presenca dos acidos organicos, alcodis e outros

metabolitos produzidos na fermentag&do acidogénica.

Tabela 5.16 — Valores médios e desvios das conversdes de agucares totais e de matéria
organica no RTV

TDH (h) T (°C) Conversao de agUcares (%) Conversdo de matéria organica (%)
8 55 69,3+6,0 174+75
6 55 62,0+8,5 15,4+8,1
4 55 66,1 +9,5 151+84
2 55 56,0 + 6,3 146+6,1
1 55 54544 13,0+£7,2
0,5 55 279+7,2 14+36
4 65 54,0+8,2 10,8 +8,7
4 75 51275 99+45

Quando avaliado o efeito da temperatura no TDH de 4h entre as temperaturas de 55°C,
65°C e 75°C observa-se os valores de conversao aglcares e de matéria organica observados
nas diferentes temperaturas foram similares, mantendo-se respectivamente entre 51,2 £ 7,5 %
a 66,1 +95%eentre 99+459% a 151 + 8,4 %. Desta forma, a variagdo da temperatura
ndo afetou as conversdes de agucares totais e de matéria organica pelos microganismos
fermentativos presentes na comunidade do reator.

E assumido que a DQO afluente esta relacionada aos componentes encontrados na
vinhaca como &cidos, &lcoois, aminoacidos, compostos fendlicos, melanoidinas e acucar
residual representando a fracdo organica, e potassio, fosforo e sulfato como fragcdo inorganica

(Wilkie, Riedesel e Owens 2000). Com o objetivo de produzir hidrogénio, apenas os aglcares
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sdo convertidos, produzindo metabdlitos (&cidos e alcoois) que ndo sdo oxidados por
completo para a producdo de metano. Assim, os baixos valores médios da conversdo de
matéria organica estdo relacionados a eficiéncia de remocdo de aclcares e correspondem a
fracdo de matéria orgénica que foi convertida CO», H> e metabolitos, estes representados pela
DQO efluente em conjunto com outros compostos ndo convertidos.

Os valores de pH medidos nas amostras afluentes e efluentes ao longo das diferentes

condicdes operacionais sdo apresentados na Tabela 5.17.

Tabela 5.17 — Valores medios e desvios do pH afluente e do pH efluente nas diferentes
operacgdes do RTV

TDH (h) T (°C) pH Afluente pH Efluente

8 55 4,25+0,14 4,61+0,11
6 55 4,39+ 0,26 4,61+0,19
4 55 4,54 +0,16 4,79+0,13
2 55 4,78 + 0,31 4,55+0,18
1 55 5,05+ 0,23 4,65+0,17
0,5 55 5,23+0,10 4,75+ 0,09
4 65 4,96 0,22 4,93+0,12
4 75 481+0,11 4,95+0,10

Observa-se que os valores de pH no afluente e no efluente mantiveram-se similares e
constantes durante as diferentes condi¢cGes operacionais dentro da faixa estabelecida entre
4,25 + 0,14 e 5,23 = 0,10, no afluente e entre 4,55 + 0,18 e 4,95 £ 0,10, no efluente. O
controle do pH foi realizado pela adicdo de NaOH no afluente em funcdo do pH efluente
observado de forma a manter o pH interno no reator em condi¢des que favorecem a producao
de hidrogénio e inibem os microganismos produtores de metano.

Os valores médios de sélidos suspensos totais (SST), volateis (SSV) e fixos (SSF)
medidos ao longo das diferentes condicdes de operacdo do RTV sdo apresentados na Tabela
5.18. A maior parte dos sélidos suspensos contidos no efluente dos reatores foi representada
por sélidos suspensos volateis com porcentagens entre 80,1% e 90,8% ao longo da variacdo
do TDH e da temperatura. O valor de SST permaneceu estavel entre 577 e 766mg.L™ perante
a variacdo do TDH. Com aumento da temperatura de 55°C para 75°C, o valor de SST

permaneceu estavel entre 561mg.L™* e 611mg.L ™.
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Tabela 5.18 — Valores médios de SST, SSV e SSF para RTV

TDH(h) T(C) SST(mgLl) SSV(mglLl) SSF(mg.Ll) SSV (%) SSF (%)

8 55 577 461 115 80,1 19,9
6 55 704 637 67 90,5 9,5
4 55 578 503 76 86,9 13,1
2 55 621 548 73 88,2 11,8
1 55 585 536 48 91,8 8,2
0,5 55 766 691 74 90,3 9,7
4 65 561 494 67 88,0 12,0
4 75 611 524 87 85,7 14,3

Durante a operacdo do RALF termofilico, a composi¢do do biogas produzido foi
analisada para avaliar a producdo de hidrogénio. As variacbes dos valores de fracdo molar do
biogas produzido em funcdo do TDH e em funcdo da temperatura séo ilustradas nas Figuras
5.17e5.18.

Figura 5.17 — Variacao dos valores de composicao de H> em funcdo do TDH para RTV
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Apenas hidrogénio e CO> foram observados no biogas e seus respectivos valores de
composic¢do de hidrogénio no biogas produzido mantiveram-se estaveis durante a variagdo do
TDH entre 8h e 1h, cujos valores de composicéo de H> foram observados entre 43,5+ 7,5% e
46,4 £ 6,1%. Com a reducdo do TDH para 0,5h a fragdo molar de hidrogénio no biogéas foi
favorecida, apresentando valor méximo de 61,9 + 6,1%. O gas metano ndo foi formado
durante a operacédo do sistema, mostrando a eficiéncia do tratamento térmico adotado no lodo.
e a produtividade volumétrica foram analisadas para avaliar a producdo de hidrogénio. Ao
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avaliar o efeito do aumento da temperatura de 55°C para 75°C observa-se que os valores nas
temperaturas de 55°C e 65°C foram similares a 46%. Entretanto com o aumento da

temperatura de 75°C, a fracdo molar de hidrogénio foi reduzida para 23,3 = 5,9%.

Figura 5.18 — Variagéo dos valores de composigédo de H2 em funcdo da temperatura para RTV
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As variagdes dos valores de PVH em funcdo do TDH e em funcdo da temperatura sdo
ilustradas nas Figuras 5.19 e 5.20. Com a reducdo do TDH de 8h para 0,5h a PVH foi elevada
de 0,07 + 0,03L Ha.ht.L? para 0,71 + 0,16L Hz.h™.L%, os maiores valores encontrados neste
estudo.

Figura 5.19 — Variacao dos valores de PVH em funcédo do TDH para RTV
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Em RALF com vinhaca na DQO afluente de 5000mg DQO.L?, Santos et al (2014a)
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observaram perfil crescente da produtividade de hidrogénio com a redugdo do TDH, com
valor maximo de 0,78L Hz.L.h! no TDH de 1h. A mesma tendéncia foi observada no estudo
realizado por Santos et al (2014b) utilizando dois reatores de leito fluidizado termofilico
(55°C) reduzindo o TDH de 6 a 1h, com consequente aumento da taxa de carregamento
organico de 60 para 360kg DQO.m3.dia! (15gDQO.L™) e de 80 para 480kg DQO.m>.dia™
(20gDQO.L). Com este aumento, a produtividade de hidrogénio manteve perfil crescente em
ambos 0s reatores, com valores maximos de 1,49L Hz.L1.h? (15gDQO.LY) e 1,2L Ha.Lth'
(20gDQO.L™) no TDH de 1h. Ferraz Janior, Etchebehere e Zaiat (2015) operaram um reator
anaerdbio de leito fixo em elevada taxa de carregamento organico (84,2 kg DQO.m3.d?)
avaliando a producdo termofilica de hidrogénio usando vinhaga como substrato (35,2 g
DQO.L™Y) no TDH de 10,2h, obtendo de produtividade maxima de 2284mL Ha.d®.L2.
Figura 5.20 — Variacao dos valores de PVH em funcdo da temperatura para RTV
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Ao avaliar o efeito da temperatura, observa-se que as condi¢des com temperaturas de
55 e 65°C obtiveram valores similares de PVH de 0,36 + 0,5L Ha.h.Lt € 0,29 + 0,10L H..h"
1L, assim como seus valores de composicdo de hidrogénio. Entretanto, com o aumento da
temperatura para 75°C, ambos PVH e composi¢éo de hidrogénio foram reduzidos para 0,008
+0,005L Hz.ht.Lt e 23,3 + 5,9%. De forma similar, Gadow et al (2013) avaliando o efeito da
temperatura em trés reatores CSTR em condi¢des mesofilicas (37°C), termofilicas (55°C) e
hipertermofilicas (80°C) no TDH de 10h com concentracdo de 10g celulose.L?, observaram
produtividade maxima de 0,255L H..h™.L™* no reator operado em condigdes termofilicas.

As variagdes do rendimento durante a operagdo do RALF termofilico em funcgdo do
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TDH e da temperatura séo ilustradas nas Figuras 5.21 e 5.22. Observa-se que com a
diminuicdo dos valores de TDH na temperatura de 55°C, o rendimento de hidrogénio atingiu
um valor maximo de 1,64 + 0,22 mmol.g DQO™ no TDH de 4h. A aplicacdo de valores
menores de TDH ao RALF ocasionou na reducdo dos valores de HY observados, com valor
minimo de 0,41 + 0,09 mmol.g DQO™ no TDH de 0,5h. Assim, esta reducéo dos valores de
TDH abaixo de 4h, com conseqliente aumento da taxa de carregamento organico, foi

depreciativa ao rendimento de hidrogénio.

Figura 5.21 — Valores de rendimento de Hz (HY) em funcéo do TDH para RTV
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Ao avaliarem o efeito da taxa de carregamento organico na producdo termofilica de
hidrogénio em reatores de leito fixo nos valores de TDH entre 24 a 8h, correspondendo a
valores de TCO entre 36,2 a 108,8 kg DQO.m.dia*, Ferraz Jinior et al. (2014) observaram
valores maximos de produtividade e de rendimento de hidrogénio de 1023 mL Hz.d*.L'e 2,4
mol Hz.mol carboidrato™ (0,7 mmol Hz.g DQO™) no valor de TDH de 12h, correspondendo a
TCO de 72,4kg DQO.m>3.dia. Ao aumentar a TCO para o valor de 108,6kg DQO.m>.dia, o
rendimento e a produtividade de hidrogénio obtidos foram reduzidos em 63,9% e 42,8%,
respectivamente.

Similarmente, Santos et al (2014b) utilizaram dois reatores de leito fluidizado
termofilico (55°C) reduzindo o TDH de 6 a 1h, com consequente aumento da taxa de
carregamento organico de 60 para 360kg DQO.m3.dia* (15gDQO.L™?) e de 80 para 480kg
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DQO.m3.dia?! (20gDQO.L?). Com este aumento da TCO, o rendimento de hidrogénio foi
reduzido, com valores maximos de 2,23mmol Hz. g DQOg ! (15gDQO.L™Y) e de 1,85mmol
Hz. g DQO4p™ (20gDQO.L™Y) observados no TDH de 6h. Estes resultados indicaram que a
producdo de hidrogénio foi realizada sobre condi¢bes de sobrecarga organica no reator.
Santos et al. (2014c) também observaram resultando em sobrecarga de reatores RALF
termofilicos (55°C) na producdo continua de hidrogénio, com concentraces afluentes de
vinhaca de 10.000mgDQO.L™ e de 30.000mgDQO.L™*, reduzindo o TDH de operagio de 6
para 1h. A concentragdo de 10.000mgDQO.L* foi considerada 6tima ao obter os maiores
valores de rendimento (2,86mmol Hz. g DQO4p™, no TDH de 6h). No caso da concentragéo de
30.000mgDQO.L?, o rendimento maximo de hidrogénio de 0,79mmol Hz.g DQOg2, no TDH
de 6h.

Quando observado o efeito da temperatura no TDH constante de 4h, o valor de
rendimento de hidrogénio de 1,29 + 0,39 mmol.g DQO™ na temperatura de 65°C foi similar
ao encontrado na temperatura de 55°C. Entretanto, com o aumento da temperatura para 75°C
o HY observado foi reduzido para 0,04 + 0,02 mmol.g DQO™. Assim o aumento da

temperatura foi negativo ao rendimento de hidrogénio observado.

Figura 5.22 — Valores de rendimento de Hz (HY) em funcédo da temperatura para RTV

2,00

—

)

[=)]
<
I

]

—

=]

o
I

)

HY (mmol H ,.g DQO,,™")
=
=

u

=

T

=
|

0,00 T T T T
50 55 60 65 70 75 80

Temperatura (°C)

Considerando a utilizacdo de efluentes gerados em altas temperaturas, Luo et al
(2010b) investigaram a influéncia da temperatura (37°C, 60°C e 70°C) na producédo

fermentativa de hidrogénio a partir de vinhaca de mandioca em testes em batelada. O
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rendimento maximo de hidrogénio de 53,3 mL H,.g SV foi obtido na temperatura de 60°C.
Este resultado foi 53,5% maior que a condi¢cdo mesofilica e 198% maior que a condicdo
termofilica extrema.

Zhang, Ren e Wang (2015) avaliaram o efeito da temperatura na producao
fermentativa de hidrogénio de palha de milho hidrolisada nas condigdes mesofilicas (30 e
37°C), termofilicas (55°C) e termofilicas extremas (70°C) utilizando lodo ativado e lodo
anaerébio granular sem pre-tratamento. Os rendimentos maximos de hidrogénio foram
obtidos na temperatura de 55°C tanto para o lodo ativado (6,08 mmol H..g aclcar consumido
1y e para lodo anaerdbio (7,74 mmol H..g aglicar consumido™?). Em ambos os indculos
utilizados a eficiéncia da temperatura de fermentacdo seguiu a ordem de 55°C > 70°C > 37°C
~ 30°C. Foi observado que com o aumento da temperatura, maior foi o tempo de fase de
adaptacdo para ambos os inoculos, indicando que os microganismos tem maior dificuldade de
adaptacdo aos componentes complexos do hidrolisado em temperaturas maiores.

Jiang et al. (2015) avaliaram o efeito da temperatura na estrutura e atividade da
comunidade microbiana em testes em batelada entre as temperaturas de 25 e 85°C. O indculo,
originalmente termofilico (55°C) converteu a glicose e celulose entre as temperatura de 35 a
65°C, com atividade maxima em 55°C. Entretanto, a performance do meio foi afetada
negativamente com o aumento da temperatura além dos 55°C, inibindo completamente o
sistema em 70°C.

Na Tabela 5.19 encontra-se um resumo dos valores médios composicao de H presente
no biogas produzido, PVH e HY em funcéo das diferentes condi¢cdes operacionais de TDH e
temperatura. Na Tabela 5.20 os valores de rendimento observados neste estudo e em outros
autores sdo apresentados para efeito comparativo na avaliacdo do efeito do TDH. A Tabela
5.21 € uma comparacdo entre 0s rendimentos apresentados neste estudo e nos estudos de
diferentes autores avaliando o efeito da temperatura.

Tabela 5.19 — Valores médios e desvios dos principais resultados do RTV

T HRT TCO H, HPR HY
CC) (h) (kg DQO.m3.d%) (%) (LhiL?Y)  (mmol.g CODY)

55 8 30 435+75 007003 0,65 £ 0,32

55 6 40 46,4 +6,1 0,20 £ 0,06 1,52+0,32

55 4 60 42,4+28 0,36 = 0,05 1,64 +£0,22

55 2 120 46,2+ 2,2 0,43+0,1 1,00 £ 0,24

55 1 240 439+33  055+019 0,64 + 0,22

55 0,5 480 61,9+4,2 0,71+0,16 0,41+ 0,09

65 4 60 461+34  0,29+0,09 1,29+ 0,39

75 4 60 23,3+5,9 0,008 = 0,005 0,04 £0,02

109



Tabela 5.20 — Valores de HY, TDH e TCO 6timos observados em estudos com vinhaca
TDHétimo TCOétima HY

Referéncias Reator (h) (kg DQO.M3.d%)  (mmol H,.g DQO™)
Vo RAF 4 w21 o
Sa(’ggifg)a'- RALF 6 60 2,23
Yoty RAF 6 0 20
wa ool Mo 2 724 o
Este estudo RALF 4 60 1,64

Tabela 5.21 — Comparacdo de valores de rendimento de hidrogénio relatados em estudos
avaliando o efeito da temperatura

Referéncias Reator Substrato T(gga HY
L(‘ggfés)' Batelada \(égh;‘%aa%igfgffff 60 538 mL H,. g SV
Gac(i;)(\;\ig; al. CSTR (Eglgl_oljf) 55 12,3 mmol Ha.g celulose™
Jia(g%leé)al. CSTR (iglgoljf) 55 2,77 mol Ha.mol hexose™
Zhang, K, Ren Batelada Hidrolisado de palha de 55 7,74 mmol Ha.g agtcar™

e Wang (2015) milho

Vinhaga de cana de agucar

Este estudo RALF (10 g DQO.LY)

55 1,64 mmol H,.g DQO™*

Observa-se na pela Tabela 5.19 que os resultados obtidos estdo de acordo com a
literatura e que o decréscimo do rendimento de hidrogénio produzido estd associado ao
aumento da TCO alimentada ao reator. Sob condicdes termofilicas utilizando vinhaga como
substrato orgénico, Santos et al. (2014a) reduziram os valores de TDH de 8 a 1h, com
subseqiiente aumento da taxa de carregamento orgénico de 26,6 para 225,3Kg DQO.m3.dia™.
O valor maximo de rendimento de hidrogénio de 5,73 mmol H.. g DQOg, foi observado no
TDH de 4h. Com a reducdo do TDH, foi observada a redugéo dos valores de rendimento. Ao
longo da reducdo do TDH, comportamento similar foi observado com redugédo do valor de
rendimento de hidrogénio de 1,64 mmol.g DQO™* na TCO de 64,8 kg DQO.m?.d*, para 0,41
mmol.g DQO™ na TCO de 518,4kg DQO.m3.d%, associado ao TDH de 0,5h. Santos et al.
(2014b), Santos et al. (2014c) e Ferraz Janior et al. (2014) relataram esta mesma ocorréncia.
O aumento da TCO resulta o aumento de matéria organica disponivel para consumo
microbiano, atingindo seu valor 6timo para converséo de carboidratos em hidrogénio na TCO
de 60kg DQO.m3.dL. Entretanto, o efeito negativo da TCO associado a reducdo do TDH
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sugere que taxas de carregamento maiores sdo deletérias para a biomassa, com consequente
acumulo no reator de acidos volateis, compostos recalcitrantes e toxicos presentes na vinhaca
alimentada. Estes resultados indicaram que a producdo de hidrogénio em valores de TDH
inferiores a 4h foi realizada sobre condi¢cfes de sobrecarga organica no reator.

O efeito da temperatura, avaliado pelos diferentes estudos apresentados na tabela 5.20,
atinge de forma sinergética um conjunto de fatores que compreendem a cinética e
termodinamica das reacGes bioquimicas, a transferéncia de massa, a complexidade do
substrato, a origem do inoculo e a diversidade microbiana da comunidade. Utilizando vinhaca
de mandioca, Luo et al (2010b) observaram rendimento maximo de hidrogénio de 53,3 mL
H2.g SV na temperatura de 60°C. Este resultado foi 53,5% maior que a condi¢do mesofilica
(35°C) e 198% maior que a condicdo termofilica extrema (70°C). Os autores observaram que
apesar de ser um indculo mesofilico, os resultados mostraram que o indculo misto continha
varias comunidades microbianas que podem ser seletivamente cultivadas em diferentes
temperaturas.

Gadow et al (2013) avaliaram o efeito da temperatura operando trés reatores CSTR em
condi¢des mesofilicas (37°C), termofilicas (55°C) e hipertermofilicas (80°C). As condicdes
termofilicas e hipertermofilicas apresentaram producdo estavel de hidrogénio com
rendimentos médios de 12,28 e 9,72 mmol H..g celulose™, respectivamente.

Estudando o efeito da temperatura na estrutura e atividade da comunidade microbiana,
Jiang et al. (2015) realizaram em testes em batelada entre as temperaturas de 25 e 85°C. O
indculo, originalmente termofilico (55°C) converteu a glicose e celulose entre as temperatura
de 35 a 65°C, com atividade maxima em 55°C. Entretanto, a performance do meio foi afetada
negativamente com o aumento da temperatura além dos 55°C, inibindo completamente o
sistema em 70°C.

Zhang, Ren e Wang (2015) avaliaram o efeito da temperatura na produgéo
fermentativa de hidrogénio de palha de milho hidrolisada nas condi¢Ges mesofilicas (30 e
37°C), termofilicas (55°C) e termofilicas extremas (70°C) utilizando lodo ativado e lodo
anaerébio granular sem pré-tratamento. Os rendimentos maximos de hidrogénio foram
obtidos na temperatura de 55°C tanto para o lodo ativado (6,08 mmol Hz.g agUcar consumido
1y e para lodo anaer6bio (7,74 mmol Hz.g aglicar consumido™). Em ambos os indculos
utilizados a eficiéncia da temperatura de fermentacdo seguiu a ordem de 55°C > 70°C > 37°C
~ 30°C. Foi observado que com o aumento da temperatura, maior foi o tempo de fase de
adaptacdo para ambos os indculos, indicando que os microganismos tem maior dificuldade de

adaptacdo aos componentes complexos do hidrolisado em temperaturas maiores. As
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comunidades microbianas apresentaram menor diversidade com o aumento da temperatura,
caracterizando o cultivo seletivo de algumas espécies. As performances superiores das
condicdes termofilicas podem ser atribuidas ao cultivo seletivo de produtores de hidrogénio
termofilicos mais eficientes capazes de produzir mais hidrogénio usando substratos
complexos. A performance insatisfatoria da producdo de hidrogénio em condicGes
termofilicas extremas € resultado da ndo formagdo de uma comunidade termofilica extrema de
eficiente devido a sua baixa eficiéncia de consumo de substratos complexos e por serem
afetados negativamente pelos subprodutos associados ao hidrolisado de palha de milho.
Similarmente, neste estudo tanto a produtividade quanto o rendimento de hidrogénio
obtiveram seus valores 6timos de 0,36L.h.L! e 1,64mmol H..g DQO, respectivamente, na
temperatura de 55°C. Conforme o aumento da temperatura, os valores do rendimento e da
produtividade foram reduzidos, com seus valores minimos de 0,04mmol H..g DQO?! e
0,008L.h.L7, respectivamente, na temperatura de 75°C.

De forma geral, devido a maior dificuldade de adaptagdo aos substratos de maior
complexidade da biomassa hipertermofilica presente em lodos ndo originalmente
hipertermofilicos, torna-se de dificil selecdo uma comunidade microbiana capaz de produzir
H> em condicGes hipertermofilicas (Luo et al, 2010b; Gadow et al, 2013; Jiang et al., 2015;
Zhang, Ren e Wang, 2015). Além disso, mesmo com substratos puros com a celulose, ao
operar 0s reatores em concentragdes maiores ou cargas mais elevadas, a condicao termofilica
apresentou melhores resultados, seguida de hipertermofilica. Assim, avaliando os resultados
obtidos sobre o efeito da temperatura e a literatura sobre este assunto, quanto maior a
complexidade do substrato e a carga aplicada, menor sera a temperatura étima para producéo
de hidrogénio devido ao efeito de diminuicdo da diversidade microbiana que reduz a
capacidade sinergética de degradacdo de substrato e producdo de hidrogénio na comunidade
microbiana em temperaturas mais elevadas. Portanto, a temperatura 6tima para produgédo de
hidrogénio a partir de vinhaga foi a temperatura de 55°C, selecionando a melhor comunidade
produtora de hidrogénio para a vinhaca e aprimorando as condi¢fes de transferéncia de
massa.

A quantificacdo dos metabdlitos liquidos produzidos no RALF, como os &cidos
organicos volateis e alcoois ¢ ilustrada na Figura 5.23 na forma de distribui¢do dos principais
produtos observados no efluente do reator nas diferentes condi¢cdes de operacdo. Na Tabela
5.22 séo apresentados os valores de concentragdo média e fragdo molar de cada componente.

Os principais metabdlitos encontrados no efluente do reator em todas as condicfes de

operacdo foram os acidos butirico e isobutirico e o alcool metanol, com porcentagens entre
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12,2 e 37,0%; 7,6 e 32,0% e 10,8 e 35,7%, respectivamente. Foram observadas ainda a
presenca de &cido propibnico, acético, latico e méalico, com porcentagens entre 3,1 e 16,9%;
3,8 e 17,8%; 3,8 e 13,2%; 2,3 e 6,2%, respectivamente. Vale ressaltar que para maximizar a
producdo bioldgica de hidrogénio é necessario reduzir a quantidade de diferentes metabolitos
produzidos. Entretanto, esta meta & de dificil alcance devido a composi¢do altamente

complexa da vinhaga.

Tabela 5.22 — Principais metabdlitos obtidos nas diferentes condi¢cdes de operacao do RTV

TDH T HBu HIsBu HAC HPr HLa MetOH HPR HY

M O gl % (mgl?) % (mglY) % (mgll) % (mgll) % (mgl’) %  (Lh'L)  (mmolgCOD™)
8 55 2970+518 25 2497+379 21 567+266 7 493+72 5 0 0 147364 335 0,07+0,03 0,65+ 0,32
55 3468+377 34 3244+637 32 429+103 6 1444+58 17 243+41 2 0] 0 0,20 + 0,06 152+0,32
55 4144+194 37 1802+1398 16 267+97 4 512+93 5 0 0 1104+433 271 0,36+0,05 164+0,22
55 3530+697 27 991+506 7,6 1578+477 18 339+178 3 913+252 7 1464+217 31 043+0,1 1,00+0,24
55 2847+551 23 1997+943 16 371+60 4 1189+360 11 1667+622 13 485+300 108 0,55+0,19 0,64 +0,22
05 55 3275+131 17 1494+174 76 2186+192 16 738+97 4 2280+52 11 2567+58 357 0,71+0,16 0,41+0,09

4 65 2230+619 20 1458+400 13 459+176 6 1833+538 11 433+346 4 1253+241 308 0,29+0,09 1,29+0,39

4 75 696+150 12 505+131 89 502+47 13 535+45 8 700£54 12 587+207 284 0,008+ 0,005 0,04 +0,02

NN Ao

Figura 5.23 — Distribuicéo dos principais metabdlitos observados nos efluentes do RTV
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Metanol esteve presente em todas as condicdes de operacdo do reator exceto no TDH
de 6h (55°C). As fracbes molares de metanol variaram entre 10,8% (TDH de 1h e 55°C) e
35,7% (TDH de 0,5h e 55°C). Nestas condicdes as produtividades de hidrogénio de 0,55 e
0,71L Ha.ht.L foram obtidas, respectivamente. Além disso, no TDH de 4h em 55°C, onde 0
rendimento de H observado foi o valor maximo neste estudo de 1,64 mmol.g DQO, obteve-
se metanol em 27,1%. Portanto, o desempenho do reator termofilico ndo foi afetado pelas
diferentes composicOes deste alcool entre os metabdlitos produzidos.

Com a diminuicdo do TDH de 8h para 4h a fragdo molar de acido butirico foi elevada

de 25% para 37%, onde seu valor foi maximo. De forma similar, a fragdo molar do acido
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isobutirico também obteve seu valor méximo entre a reducdo do TDH de 8h para 6h,
aumentando de 20,7% para 32%. Estes valores maximos de fracdo molar de butirato e
isobutirato estdo associados a condi¢des de TDH de 6h (55°C) e 4h (55°C) cujos rendimentos
de hidrogénio foram os maiores obtidos neste estudo de 1,52 e 1,64 mmol.g DQO™,
respectivamente. A producdo destes acidos reflete a predominancia da rota butirica para as
condicBes de rendimento maximo na producdo de hidrogénio. Similarmente, Santos et al.
(2014b) em dois RALF termofilicos com 15000 mg DQO.L* e 20000 mg DQO.L™, observou
que na TCO de 60 kg DQO.m3.d! a produtividade maxima de 0,45L Hz.h™.L%, sem reduzir o
rendimento de hidrogénio, ocorreu na presenca de 16% de &cido butirico. Entretanto, com a
reducdo do TDH para 0,5h e 0 aumento da temperatura para 65°C e 75°C, as composi¢des de
acidos butirico e isobutirico foram reduzidas, notadamente desfavorecendo a rota butirica de
producdo de hidrogénio.

A producdo de &cido propidnico esta associada ao consumo de hidrogénio. Durante o
experimento, sua fragdo molar manteve-se entre 3,1 e 17%. Apesar das quantidades
significativas deste acido em todas as etapas, a condi¢do onde foi obtido a fracdo molar
méaxima de 17% (6h, 55°C) estd associada a reducdo do TDH de 8h para 6h resultando no
aumento do rendimento de hidrogénio de 0,65 para 1,52 mmol.g DQO™.

Com a reducdo do TDH de 8h para 0,5h a producdo de &cido acético e latico foi
favorecida, observando seus valores maximos de concentragdo de 2186 mg.L™ e 2280 mg.L™.
Com a reducao do TDH de 4h para 0,5h, a fracdo molar de acido butirico foi reduzida de 37%
(4h; 55°C) para 17% (0,5h; 55°C), valor similar a fracdo molar de acido acético de 16%. A
mudanca aparente na composicdo dos metabolitos produzidos indica a mudanca da rota
metabdlica majoritariamente butirica para a producéo de acidos acético, butirico e latico em
proporgdes similares e produtividade maxima de hidrogénio de 0,71L Hz.ht.L1). Santos et al.
(2014c) observaram com a reducdo do TDH em todas as condi¢es de operacao acido acético
(6,3-22,8%) e &cido latico (25,4-32,7%) com valor maximo de produtividade de 1,96L Hz.h
! LYem TDH de 1h.

Os principais metabdlitos encontrados por Santos et al (2014a) foram os acidos
succinico, latico e butirico. Apenas a rota butirica é responsével pela producdo de hidrogénio,
mas a presenca destes outros acidos em grandes concentracdes ndo alterou a producdo de
hidrogénio. O uso da vinhaca bruta favoreceu a producéo de butirato, acetato e isobutirato e a
reducdo do &cido succinico, sugerindo uma mudanga de rota metabdlica favoravel a producéo
de hidrogénio. A comunidade microbiana foi dominada por Thermoanaerobacterium sp. e

Clostridium sp.
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Santos et al (2014b) observaram como principais metabdlitos produzidos os acidos
latico, butirico, isobutirico e propidnico, com a redugdo do TDH favorecendo a rota butirica
de producdo de hidrogénio. A populacdo microbiana caracterizou-se pela presenca de
produtores de hidrogénio (Megasphaera sp.) e outros organismos (Lactobacillus sp.)

Ferraz Junior et al. (2014) notaram que os principais metabolitos detectados foram
acetato, butirato e propionato, sendo a rota butirica de producdo de hidrogénio favorecida em
elevada TCO e a rota acética favorecida com valores menores de TCO. Na condicdo de
rendimento maximo, acetato e butirato foram produzidos em concentracdes elevadas.

Com o aumento gradual da temperatura de 55°C para 65°C e 75°C observa-se a
reducdo na concentragdo dos acidos butirico e isobutirico de 4144 mg.L™! para 696 mg.L? e
1802 mg.L? para 505 mg.L?, respectivamente. Na temperatura de 75 °C, o metanol e os
acidos acético e latico foram produzidos em concentragGes reduzidas de 587 mg.L?, 502
mg.Lt e 700 mg.L . Estes valores reduzidos estdo associados aos menores valores de
rendimento (0,04 mmol.g DQO™) e produtividade de hidrogénio (0,001 L Hz.ht.L™D.
Avaliando o efeito das temperaturas de 30 °C, 37 °C, 55 °C e 70 °C com palha de milho
hidrolisada para a producédo de hidrogénio com lodo ativado e lodo granular anaerébio, Zhang
et al. (2015) observaram fermentacOes mais eficientes na temperatura de 55°C em
comparagdo com 70°C, com predominancia de acetato e butirato. A anélise da comunidade
microbiana observou que o0 aumento da temperatura reduziu a diversidade, selecionando o
crescimento de espécies especificas. Sabe-se que comunidades produtoras de hidrogénio
apresentam alta dominancia de certas espécies e grande competicdo por substrato,
caracterizando uma baixa resisténcia do meio a perturbacdes. Como inéculo utilizado neste
experimento foi obtido de um reator adaptado a temperatura termofilica de 55°C para
producdo de biogas, o aumento da temperatura de 55 °C para 75 °C pode inibir a comunidade
microbiana que ndo estd adaptada a esta condicdo, desnaturando componentes celulares
importantes, como enzimas e proteinas. As fermentagdes a 55°C corresponderam as maiores
concentracdes de acetato e butirato, com producdo minima de etanol, indicando a utilizagéo
mais eficiente de NADH para producdo de hidrogénio. Nas outras condi¢des, grandes
quantidades de NADH foram utilizadas para metabdlitos ndo relacionados a produgdo de
hidrogénio ou intermediarios, como propionato e acido formico.

No estudo de Luo et al (2010b) os principais metabolitos foram butirato e etanol na
temperatura de 60°C, acetato, propionato e butirato em 37°C e em 70°C acetato e etanol foram
predominantes, mas em concentracbes menores e com inibicdo da producgédo de butirato de

acordo com o rendimento de hidrogénio reduzido. A producdo termofilica de hidrogénio
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correspondeu com a maior concentracdo de acido butirico e inibicdo da producdo de
propionato.

Jiang et al. (2015) observaram que as concentracdes e distribuicbes metabdlitos
liquidos foram dependentes da temperatura, aumentando a composic¢do e a concentracdo de
acetato e butirato até 55°C. Entretanto, a concentracdo destes metabdlitos relacionados a
producdo de hidrogénio foi reduzida em consequéncia do aumento da temperatura além deste
ponto critico.

Assim, observa-se que neste estudo a temperatura de 75°C reduziu a produtividade, a
composicdo de hidrogénio no biogas, o rendimento de hidrogénio e as concentracBes de
metabdlitos produzidos.
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5.4 Efeito da Co-digestdo de Vinhaca e Soro de Queijo em RALF

Termofilico

Na Tabela 5.23 estdo apresentados os valores medios obtidos das conversdes de
acucares totais (em glicose) e de matéria organica nas diferentes condi¢cdes de operacdo do
reator termofilico do experimento de co-digestdo alimentado com vinhaga (RTCV) e do reator
termofilico do experimento de co-digestdo alimentado com vinhaga e concentragdes graduais
de soro (RTCVS).

Tabela 5.23 - Valores médios e desvios das conversdes da co-digestdo de vinhaga e soro

RTCV RTCVS
TDH Cg;\g;igtie Remog&o TDH DQO ngr\ézr;igtze Remog&o
0, . -1 0,
() %) deDQO (%)  (h) VS (g.LY) ) de DQO (%)

8 550+45 98+42 8 10:02 £29+78  86+25

6 584+57  102+46 8 10:04 658+53  88+24

4 560+36  102+23 8 10:06 657+59  98+24

2 492+101  111+28 8 10:08 635+83 78+24

1 50,9+ 9,6 95+38 8 10:10 77149 8647

- - 6 10:02 607+120  125+33

Os valores de conversdo de acglcares e de matéria organica no RTCV permaneceram
entre 49,2 + 10,1% e 58,4 + 5,7%, para conversdo de agUcares, € entre 9,5+ 3,8% e 11,1 +
2,8%, para conversdao de matéria organica, atingindo valores maximos de conversdao no TDH
de 6h. Por outro lado, apesar de ndo apresentar variacdo da remocao de DQO com o aumento
da concentracdo de soro no afluente acima de 2g DQO.L™, a conversdo de carboidrato
aumentou de 42,9 + 7,8% para 77,1 £ 4,9%, obtendo valor maximo na relacdo de DQO
vinhaca:soro de 10:10g.Lt. O aumento da conversdo de carboidratos neste caso deve-se a
maior disponibilidade de carboidratos vindos do soro de queijo para consumo pelos
microrganismos, favorecendo o processo fermentativo. De forma similar, Santos et al (2014a)
avaliaram a co-digestao de diferentes razGes de vinhaca e glicose em reator anaerobio de leito
fluidizado na DQO afluente de 5000 mg DQO.L™. Foi observado valor maximo de conversio
de carboidrato de 52,6% no TDH de 8h com proporgédo 67% glicose e 33% vinhaca.

Os valores médios de pH verificados nos afluentes e efluentes dos reatores ao longo da
operacdo sao apresentados na Tabela 5.24. Observa-se que os valores de pH do RTCV no
afluente e no efluente mantiveram-se similares e constantes durante as diferentes condigoes

operacionais dentro da faixa estabelecida entre 4,25 = 0,14 e 5,23 £ 0,10, no afluente e entre
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4,55 + 0,18 e 4,95 + 0,10, no efluente. Os valores de pH do RTCVS foram maiores e também
mantiveram-se constantes entre 4,90 + 0,25 e 6,05 = 0,43, no afluente e entre 4,26 + 0,21 e
4,71 = 0,31, no efluente. O controle do pH foi realizado pela adi¢cdo de NaOH no afluente em
funcdo do pH efluente observado de forma a manter o pH interno no reator em condic¢des que
favorecem a producdo de hidrogénio e inibem os microganismos produtores de metano.
Tabela 5.24 - Valores médios e desvios do pH afluente e efluente dos reatores de co-digestao

RTCV RTCVS
TDH TDH DQO
) PHAF PHer ) VS (g LY PHAF PHer
8 4,77 £0,16 4,83+0,17 8 10:02 4,90+ 0,25 4,64 +0,13
6 4,86+ 0,20 4,79+0,15 8 10:04 539+ 0,47 4,46 + 0,15
4 489+0,17 4,74 +0,22 8 10:06 570+£0,33 426+0,21
2 4,83+0,13 4,77+0,16 8 10:08 5,92 + 0,66 4,30+ 0,35
1 4,80+ 0,20 4,71+0,16 8 10:10 5,75+0,80 4,68 + 0,18
- - - 6 10:02 6,05 + 0,43 4,71+£0,31

Os valores médios de SST, SSV e SSF medidos nas diferentes condi¢cdes operacionais
sdo apresentados na Tabela 5.25. A maior parte dos solidos suspensos contidos no efluente
dos reatores foi representada por so6lidos suspensos volateis com porcentagens entre 83,7% e
91,4% para todos os reatores ao longo da variacdo do TDH. O reator RTCVS apresentou o
valor de sélidos suspensos maximo de 1322mg.L! no TDH de 6h com. Quanto maior a
concentracdo de soro de queijo no substrato, maior a concentracdo de sélidos suspensos
observados no efluente do reator. Com a redugdo do TDH de 8h para 6h, o valor de SST foi
elevado de 572mg.L* para 1322mg.L™* no reator RTCVS.

Tabela 5.25 — Valores médios de SST, SSV e SSF para RTCV e RTCVS

Reator TDH (h) DQO (g.L) SST(mg.L?) SSV(mg.L?) SSF(mg.L?) SSV (%) SSF (%)

8 10 646 572 74 88,6 11,4
6 10 510 427 83 83,7 16,3
RTCV 4 10 491 417 75 84,8 15,2
2 10 437 376 61 86,1 13,9
1 10 461 418 43 90,7 9,3
8 12 572 505 67 88,3 13,3
8 14 597 535 62 89,7 11,5
RTCVS 8 16 770 670 100 87,0 14,9
8 18 1063 938 125 88,2 13,3
8 20 1208 1078 130 89,2 12,1
6 12 1322 1208 114 91,4 9,4

Os valores médios do contetido de hidrogénio observado no biogas dos reatores em
funcdo da concentragédo afluente e do TDH sé&o apresentados na Tabela 5.25. As variagdes dos
valores de composicao do biogas produzido funcdo do TDH e das relagfes de cofermentagéo
sdo ilustradas na Figuras 5.24.
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Tabela 5.26 — Valores médios de fracdo molar de H> nos experimentos de co-digestdo

RTCV RTCVS
TDH TDH DQO
H, (% Hy (%
m " ) vsen ™
8 256+15 8 1002 55537
6 473+29 8 1004  204+40
4 436+51 8 1006  24,3+38
2 34+78 8 1008  182+60
1 36362 8 10:10 0
- - 6 1002 1,1+03
Figura 5.24 — Variacao dos valores de fragdo molar de H> em funcéo da condigéo de operagéo
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Em ambos os casos ndo foi observada producdo de metano no biogas, demonstrando a
efetividade do tratamento térmico do lodo. Com a reducdo do TDH de 8h para 1h no reator
RTCV, os valores méedios do conteudo de hidrogénio mantiveram-se elevados e constantes
entre 25,9 + 3,2% e 47,0 = 3,5%. O valor maximo de fracdo de hidrogénio de 47,0 £ 3,5%
para o reator RTCV foi obtido no TDH de 6h.

No reator RTCVS, com o aumento da concentracdo de soro na co-digestdo com a
vinhaca de 2g DQO.L? para 10g DQO.L™?, os valores de contetido de hidrogénio foram
reduzidos de 52,0 + 4,6%, na relacdo vinhaca:soro de 10:02g.L™, até ndo ser observada a
producdo de hidrogénio na relagdo vinhaga:soro de 10:10g.L%. O aumento do TDH de 8h para
6h reduziu a fragdo molar de hidrogénio de 52,0 + 4,6% para 1,1 + 0,3%.

A produtividade volumétrica de hidrogénio nas diferentes relacbes de vinhaga:soro e
TDH é apresentada na Tabela 5.27 e ilustrada na Figura 5.25. Os valores observados no
RTCV com a redugédo do TDH foram crescentes até o TDH de 6h, com valor de produtividade
maxima encontrado de 2,50 + 0,62 L H..d™.L! . Com a reducdo do TDH para valores
inferiores a 6h.
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Tabela 5.27 — Variacdo dos valores de PVH na co-digestdo de vinhaca com soro de queijo

RTCV RTCVS
TDH PVH TDH DQO PVH
()  (LHd™Lh () vs@lh (LHd™L?h
8 0,84+010 8 10:02 1,41 + 0,24
6 254+039 8 10:04 0,41+ 0,10
4 197+026 8 10:06 0,19 + 0,04
2 0,63+004 8 10:08 0,04 + 0,03
1 089+016 8 10:10 0
- - 6 10:02 0,09 + 0,01

Figura 5.25 — Valores de PVH para RTCV e RTCVS em fun¢do do TDH e da DQO afluente
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Por outro lado, a produtividade volumétrica observada para o RTCVS reproduziu o
perfil observado com os valores do conteddo de hidrogénio no biogas. Com relacdo
vinhaga:soro de 10:02g.L™%, o valor maximo de produtividade de hidrogénio de 1,41 + 0,24L
H..dt.L? foi observado. Ao aumentar a concentragdo de soro a produtividade foi reduzida até
ndo observar PVH na relagdo vinhaga:soro de 10:10g.L™%, com valor minimo de 0,04 + 0,03L
H..dt.L? obtido na relagdo vinhaga:soro de 10:08g.L1. A reducio do TDH de 8h para 6h
depreciou os valores de PVH de 1,41 + 0,24L H,.d*.L* para 0,09 + 0,01L Ho.d®.L™.

Resultados similares foram obtidos por Ferraz Junior et al. (2014) ao avaliarem o
efeito da taxa de carregamento organico na producédo termofilica de hidrogénio em reatores de
leito fixo nos valores de TDH entre 24 a 8h, correspondendo a valores de TCO entre 36,2 a
108,8 kg DQO.m3.dia*. O valor maximo de PVH de 1023 mL H,.d*.L! foi obtido no valor
de TDH de 12h, correspondendo a TCO de 72,4kg DQO.m3.dia*. Ao aumentar a TCO para 0
valor de 108,6kg DQO.m.dia, com reducéo do TDH para 8h, a produtividade de hidrogénio
obtida foi reduzida em 42,8%.

Os valores de rendimento de hidrogénio obtidos nos experimentos de co-digestao estdo

apresentados na Tabela 5.28 e na Figura 5.26. No reator RTCV com a reducdo do TDH de 8
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para 6h e consequente aumento da TCO de 30 para 40kg DQO.m3.d? o rendimento de
hidrogénio foi favorecido. O maior valor de rendimento de hidrogénio de 1,03 + 0,37mmol
H..g DQO™ foi observado no TDH de 6h. Entretanto, com o aumento da TCO para valores
acima de 60kg DQO.m3.d"! o rendimento de hidrogénio foi reduzido para 0,06 + 0,01mmol
H2.g DQO™, observado no TDH de 1h.

Tabela 5.28 — VValores médios HY para RTCV e RTCVS

RTCV RTCVS
TDH TCO HY TDH  DQO TCO AY
(h) (kgpoo.m®.d™) (mmolH,.gDQO™) () VvsS(@Ll')  (kgDQO.m®d™)  (mmolH,.gDQO™)
8 30 0,45 + 0,06 8 10:02 36 0,82+ 0,07
6 40 1,01+ 0,06 8 10:04 42 0,23+0,06
4 60 0,79 + 0,07 8 10:06 48 0,08 + 0,02
2 120 0,1+ 0,01 8 10:08 54 0,02+ 0,01
1 240 0,06 + 0,01 8 10:10 60 0
- - - 6 10:02 48 0,04 + 0,01

Figura 5.26 — Valores de HY para RTCV e RTCVS em fun¢do do TDH e da DQO afluente
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Ao avaliar o efeito da relagcdo vinhaga:soro de queijo no reator RTCVS, o valor
méaximo de rendimento de hidrogénio foi de 0,82 + 0,07mmol Hz.g DQO™ na TCO de 36 kg
DQO.m3.d%. A partir do aumento da concentragéo de soro de queijo de 2g DQO.L? para 10g
DQO.L? o rendimento de hidrogénio foi reduzido até ndo ser observada produgdo de
hidrogénio. Observa-se que a aplicacdo de maiores concentracdes de soro de queijo depreciou
a producdo de hidrogénio. Possivelmente o aumento da concentragdo de soro na vinhaca
desbalanceou a relagdo DQO:N, com a disponibilidade de mais carboidratos sem o aumento
das fontes de nitrogénio. Com a redugdo do TDH de 8h para 6h o rendimento de hidrogénio
foi reduzido de 0,82 + 0,07mmol Hz.g DQO™ para 0,04 + 0,01mmol Hz.g DQO™.
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Similarmente, Similarmente, Santos et al (2014b) utilizaram dois reatores de leito
fluidizado termofilico (55°C) reduzindo o TDH de 6 a 1h, com consequente aumento da taxa
de carregamento organico de 60 para 360kg DQO.m=.dia™ (15gDQO.L™) e de 80 para 480kg
DQO.m3.dia? (20gDQO.L™?). Com este aumento da TCO, o rendimento de hidrogénio foi
reduzido, com valores maximos de 2,23mmol Hz. g DQOg ! (15gDQO.LY) e de 1,85mmol
Hz. g DQO4p? (20gDQO.L™) observados no TDH de 6h. Estes resultados indicaram que a
producdo de hidrogénio foi realizada sobre condicbes de sobrecarga orgéanica no reator.
Santos et al. (2014c) também observaram resultando em sobrecarga de reatores RALF
termofilicos (55°C) na produgdo continua de hidrogénio, com concentragdes afluentes de
vinhaca de 10.000mgDQO.L™ e de 30.000mgDQO.L™*, reduzindo o TDH de operacio de 6
para 1h.

Buscando comparar os resultados obtidos com a literatura, a Tabela 5.29 apresenta 0s
valores de rendimento e produtividade de hidrogénio obtidos no RTCV, no RTCVS e em

outros estudos utilizando vinhaga.

Tabela 5.29 — Valores de HY, PVH e TDH 6timos em trabalhos com vinhaca

TDHoetimo HY PVH

Referéncias — Reator "™ (mmol H.g DQO™) (ML HoLdia)

Searmsirimongkol

etal. (2011)  ANSBR 16 7,7 3310
Ferraz Janior Leito
etal. (2014) fixo 12 0,77 1023
Santos
et al. (2014a) RALF 4 5,73 18720
RTCV 6 1,11 2540
Este estudo
RTCVS 8 0,82 1410

Observa-se que os resultados apresentados neste estudo séo similares aos apresentados
por Ferraz Janior et al. (2014). Neste estudo foram utilizados 4 reatores de leito fixo operando
a 55°C e em valores de TDH entre 24 a 8h, correspondendo a valores de TCO entre 36,2 a
108,8 kg DQO.m3.dia’. A conversio de matéria organica resultou na producdo dos acidos
acetico, butirico e propibnico. Os valores maximos de produtividade e de rendimento de
hidrogénio de 1023 mL H..d*.L' e 2,4 mol Hz.mol carboidrato (0,7 mmol Hz.g DQO™)
foram obtidos no valor de TDH de 12h, correspondendo a TCO de 72,4kg DQO.m>3.dia™. Ao
aumentar a TCO para o valor de 108,6kg DQO.m3.dia, o rendimento e a produtividade de

hidrogénio obtidos foram reduzidos em 63,9% e 42,8%, respectivamente. Ao compilar os

122



dados de biologia molecular observou-se que o nimero de copias de Fe-hidrogenase foi
méaximo na condi¢do de maior rendimento de hidrogénio e a principal sequéncia genética foi
99% similar a Thermoanaerobacterium.

Os resultados apresentados por Santos et al. (2014a) utilizando RALF termofilico com
a estratégia de cofermentacdo de vinhaca com glicose s@o superiores aos apresentados pelos
reatores RTCV e RTCVS. Neste caso, 0 rendimento maximo de 5,73 mmol H..g DQO™ foi
obtido no TDH de 4h com 33% de glicose e 67% de vinhaca. Por ser um substrato simples de
facil conversdo, a utilizacdo de glicose possibilitou a obtencdo de rendimentos maiores de
hidrogénio que aqueles observados nos reatores RTCV e RTCVS.

A quantificacdo dos metabolitos liquidos produzidos no RALF, como os &cidos
organicos volateis e alcoois € ilustrada na Figura 5.27 para o reator RTCV e na Figura 5.28
para o reator RTCVS na forma de distribuicdo dos principais produtos observados no efluente
do reator nas diferentes condi¢des de operacdo. Na Tabela 5.30 s&o apresentados os valores de

concentracdo média e fracdo molar de cada componente.

Figura 5.27 — Distribuicdo dos principais metabolitos observados nos efluentes do RTCV
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Figura 5.28 — Distribuicdo dos principais metabdlitos observados nos efluentes do RTCVS
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Tabela 5.30 — Principais metabolitos observados nos reatores RTCV e RTCVS

RTCV
TDH DQO HBuU HisBu HAc HPr HLa EtOH HY PVH,
M) @Y (mglhH) ®%) (mglhH %) (mgLhH %) (mgLhH %) (mgLlhH ®%) (mgLh (%) (mmolH,.gDQ0xM)  (LdlLY
8 10 1288+65 515 00 00 1164+129 204 983+124 140 1519+78 178 0 0 0,45+0,06 084+0,0
6 10 2004 £ 153 304 0,0 00 1077+8 233 0 0,0 0 0 0 0 1,01+ 0,06 2,54+0,39
4 10 783+68 329 1533+133 188 637461 115 443+205 65 813+123 98 1106+75 26 0,79:+0,07 1,974026
2 10 0 00 2390+104 322 9614195 190 562+131 90 1237+49 163 0 0 01+0,01 0,63+0,04
1 10 0 00 2195+159 273 784+28 143 527+73 78 0 0 809 19 0,06+ 0,01 089+0,16
RTCVS
TDH DQOV:S HBu HIsBu HACc HPr HLa EtOH HY PVH,

() @LHY mlh &%) mglh %) mglhH *%) (mglhH ®%) (mgl?h) () (mgll) (%) (mmolH,.gDQ0,Y)  (LdlLY

8 10:02  693+35 135 1357470 265 456+21 130 368+111 85 905+60 17,2 0 0 0,82+0,07 1414024
8 10:04 1573+689 17,5 1555+162 173 560+73 92 301+19 4,0 1209+487 132 0 0 0,23 +0,06 041+0,10
8 10:06 1145+447 105 2645+ 314 242 1193+117 160 653+221 7,1 2817+251 252 0 0 0,08 +0,02 0,19+0,04
8 10.08 1166+345 11,3 1659+133 160 899+131 128 715+112 82 1891+83 179 1056+96 195 0,02+0,01 0,04+0,03
8 10:10  2394+189 182 2217450 169 1273+89 142 751+112 68 0 0 1400+119 204 0 0

6 1002 545+36 91 1673+33 281 615+96 151 433+8 87 593+24 97 700+63 225 0,04 +0,01 0,09+0,01

Observa-se no reator RTCV que com a reducdo do TDH de 8h para 6h a producéo de
butirato e acetato foi favorecida, com porcentagens maximas de 23,3% e 29,5%,
respectivamente. Entretanto, a reducdo do TDH para valores menores reprimou estas rotas de
producdo de hidrogénio, caracterizando a producdo de &cidos isobutirico, etanol e &cido
formico.

Resultados similares foram observados por Santos et al. (2014 b) utilizando dois
RALF para producio de hidrogénio a partir de vinhaca em concentragdes de 10g DQO.L? e
30g DQO.L™. Os autores observaram que 0 aumento da taxa de carregamento organico (TCO)
reduziu o HY devido a inibicdo por elevadas concentragcdes de vinhaga contendo elevadas
concentracdes de compostos toxicos. Ao comparar ambos 0s reatores no mesmo TDH

observa-se que a adi¢do de soro de queijo (2 g DQO.L™) na vinhaca aumentou a H2%, HPR
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and HY em 117%, 68% e 82% respectivamente.

Por outro lado o aumento da concentracdo de soro afluente favoreceu a producgéo de
acido latico, isbobutirico e etanol, que sdo metabolitos ndo diretamente associados a producao
de hidrogénio. Possivelmente, a variacao da relagdo DQO:N ocasionou ha mudanca para rotas
nédo produtoras de hidrogénio. Intanoo et al. (2012) avaliando as relacbes DQO, nitrogénio e
fosforo na producdo de hidrogénio em reator AnSBR termofilico, observaram o maior
rendimento de hidrogénio (5,73 mmol H2.gCOD™) na relagdo DQO:N:P de 100:6:0,5 na TCO
de 68kg DQO.m3.d%. A elevagio da TCO para 79kg DQO.m3.d? ocasionou no aumento da
producdo de etanol e propionato, reduzindo a producao de hidrogénio.
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5.5 Consideragdes Finais sobre as Melhores Condicbes Operacionais

Observadas para a Producdo de Hidrogénio

Apds a observacao dos resultados das diferentes condi¢Ges de operacdo dos reatores
anaerdbios para producdo de hidrogénio, identificam-se faixas 6timas de parametros que sdo
similares e outras que especificas para cada reator. Na Figura 5.29 sdo ilustrados os valores
maximos de HY (mmol Hz.g DQO™Y) e de produtividade de hidrogénio (L Hz.h".Lt) obtidos
para cada um dos reatores. Nas tabelas 5.31 e 5.32 os resultados de rendimento, produtividade
de hidrogénio e condicGes de operacdo 6timos de todos os reatores.

Figura 5.29 — Rendimento e produtividade étimos para cada reator
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Tabela 5.31 — Valores 6timos de rendimento de hidrogénio
Reator RM5 RM15 RM25 RTS RTCVS RTCV RTV
HY (mmol H,. gDQO,, 1)  016+002 086+011 064002 551+037 082007 101+006 1,64+0722
H, (%) 396+35 245+39 267+08 500+11 555+37 47,3+29 424+28
HAC (%) 44,2 373 326 37 13 233 4
HBuU (%) 251 46,3 237 40 135 304 37
TDH (h) 025 4 4 4 8 6 4
DQO (g.L'}) 72 2 36 13 12 10 10
TCO (kg DQO.m>.d™) 691 133 216 78 36 40 60
Temperatura °C) 30 30 30 65 55 55 55

O maior valor de rendimento de hidrogénio de 5,51 + 0,37 mmol H..g DQO™ foi
obtido pelo reator RTS na TCO de 78 kg DQO.m3.d%, com TDH de 4 h, DQO afluente de
13g.L1 na temperatura de 65°C. Os valores de rendimento foram decrescentes para a seguinte
ordem: RTS > RTV > RTCV > RM15 > RTCVS > RM25 > RM5. Os maiores valores de
rendimento foram obtidos nos valores de TCO entre 36 e 133 kg DQO.m=.d}, no TDH de 4h,

favorecendo a producéao de acetato e butirato acima de 40% dos metabdlitos produzidos.
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Tabela 5.32 — Valores 6timos de produtividade de hidrogénio

Reator RM5 RM15 RM25 RTS RTCVS RTCV RTV
PVH, (Lht.LY) 015+001 023+002 031+003 536+081 006+00l 011+002 071+0,16
H, (%) 396+35 245+39 267+08 555+23 55537 473%29 61942
HAC (%) 44,2 373 326 33 13 233 16
HBu (%) 25,1 463 237 24 135 30,4 17
TDH (h) 025 4 4 05 8 6 05
DQO (g.LY) 7,2 22 36 13 12 10 10
TCO (kg DQO.m%.dL 601 133 216 625 36 40 480
Temperatura (°C) 30 30 30 55 55 55 55

O maior valor de produtividade de hidrogénio de 5,36 + 0,81 L H..h™.L* foi obtido
pelo reator RTS na TCO de 625 kg DQO.m3.d%, com TDH de 0,5 h, DQO afluente de 13g.L"
! na temperatura de 55°C. Os valores de produtividade foram decrescentes para a seguinte
ordem: RTS > RTV > RM25 > RM15 > RM5 > RTCV > RTCVS. Os maiores valores de
produtividade foram obtidos nos valores de TCO entre 133 e 691 kg DQO.m=.d™%, nos valores
de TDH entre 4h e 0,5h, favorecendo a producdo de acetato e butirato acima de 50% dos
metabolitos produzidos.

Nos reatores RM5, RM15, RM25, RTCVS e RTCV as condicGes de operacdo para
rendimento e produtividade foram as mesmas para cada reator. Por outro lado, para 0s
reatores RTS e RTV a condi¢do de rendimento 6timo foi obtido nos valores de TCO de 78 e
60 kg DQO.m3.d?, respectivamente. Observa-se para estes casos que os valores de
rendimento de hidrogénio 6timos foram obtidos em valores de TCO mais reduzidos em
valores de TDH maiores que 4h, com excessdo do RM5. Com o aumento da TCO, os
rendimentos de hidrogénio foram reduzidos devido a sobrecarga de substrato. Apenas as
produtividades de hidrogénio dos reatores RTS e RTV foram elevadas com o aumento da
TCO devido ao favorecimento da comunidade microbiana na temperatura termofilica com
estes substratos.

E possivel observar que a temperatura termofilica com soro de queijo obteve melhores
resultados de rendimento e de produtividade devido a selecdo de uma comunidade produtora
de hidrogénio mais eficiénte nesta temperatura, evidenciado pela producéo de 33% de acetato
na TCO de 625kg DQO.m3.d"t em valor reduzido de TDH.

Os valores de produtividades e rendimentos de hidrogénio obtidos com soro de queijo
foram maiores que as obtidas com vinhaca em valores de TCO mais elevados. Com soro de
gueijo a rota acética teve maior preferéncia, enquanto que a rota butirica foi favorecida para a
vinhaca. Este perfil pode ser explicado devido a maior complexidade da vinhaga como fonte

de carbono em relagdo ao soro de queijo.
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Ao comparar os resultados da co-fermentacdo de soro de queijo com vinhacga e 0s
resultados observados com a fermentacdo separada destes substratos, observa-se que a co-
fermentacdo obteve seus melhores resultados com valores de TDH maiores. Desta forma, ao
co-fermentar ambos substratos, a complexidade da fonte de carbono para a comunidade
microbiana foi elevada, sendo necessario maior tempo de contato entre 0s microrganismos e

0S substratos.
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6. Conclusoes

Diante dos resultados obtidos neste estudo € possivel concluir de o desempenho da
producdo mesofilica de hidrogénio a partir de soro de queijo em reator EGSB é influenciado
pelo aumento da concentracdo do soro e pela reducdo de TDH. Com a reducéo dos valores de
TDH o conteudo de hidrogénio, rendimento e produtividade foram favorecidos em todas as
concentragOes até atingirem suas condicdes Gtimas. Na concentragio de 5g lactose.L?, a
condicdo 6tima foi obtida no TDH de 0,25h com produtividade méxima de 0,151 + 0,013 L
Hz.ht.L2, rendimento maximo de 0,163 + 0,017mmol Hz.g DQO™? e contelido maximo de
hidrogénio de 39,6 + 3,5%. Neste caso, a producdo de hidrogénio pela rota acetogénica foi
favorecida pela reducdo do TDH, aumentando a porcentagem de acetato. No reator
alimentado com a concentragdo de 15g lactose.L?, o valor 6timo de TDH de 4h, com
rendimento maximo de 0,856 + 0,106mmol H,.g DQO™, produtividade méaxima de 0,228 +
0,024L Ha.ht.L?! e conteido méaximo de hidrogénio de 24,5 + 3,9%. Por fim, a condicéo
6tima para producéo de hidrogénio na concentracéo afluente de 25g lactose.L™ foi observada
no TDH de 4h com produtividade maxima de 0,312 + 0,026 L Hz.h™*.L%, rendimento méaximo
de 0,638 + 0,023mmol Hz.g DQO™ e contetido maximo de hidrogénio de 37,5 + 3,1%. Nestes
reatores de concentracdo mais elevada a rota butirica prevaleceu como a principal rota de
producdo de hidrogénio.

A temperatura mostrou ser um fator capaz de alterar a producdo termofilica de
hidrogénio em RALF com soro de queijo e com vinhaga. No reator com soro de queijo, a
reducdo do TDH e o aumento da temperatura foram benéficos a producdo de hidrogénio até
atingir suas condi¢des 6timas no TDH de 4h e temperatura de 65°C, com rendimento maximo
de 5,51mmol Hz.g DQO™. Neste caso a producéo de hidrogénio por intermédio da rota acética
e da rota butirica foi favorecida, reprimindo a producdo de lactato. A produtividade e o
contetido de hidrogénio obtiveram valores maximos de 5,36 + 0,81L Hz.h.L ™t e 55,5 + 2,3%.
No RALF alimentado com vinhaga de cana de agucar, a redugdo do TDH auxiliou a produgéo
de hidrogénio, com rendimento maximo de 5,51mmol Hz.g DQO™ no TDH de 4h e com
produtividade méaxima de 0,71 + 0,16L Hz.h'2.L"? no TDH de 0,5h. Entretanto, o aumento da
temperatura reduziu a producdo de hidrogénio devido a dificuldade de adaptagdo da
comunidade, originalmente a 55°C, a temperaturas mais altas consumindo vinhaga como

substrato.
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A co-digestdo de vinhaga com soro de queijo foi satisfatoria com relagdo a viabilidade
da producdo de hidrogénio em RALF em condigdes termofilicas. A composic¢do 6tima do
substrato foi obtida com 10g DQO.L™? de vinhaca e 2gDQO.L? de soro de leite, com
produtividade maxima de 1,41 + 0,24L Hz.h*.L? | rendimento méaximo de 0,82 + 0,07mmol
H..g DQO? e contelido maximo de 55,5 + 3,7%. O aumento da concentragio de soro de
queijo e a reducdo do TDH causaram reducdo nos valores de PVH, Hx% e HY até ndo ser
mais observado hidrogénio. No caso do TDH uma possivel sobrecarga de substrato ocorreu.
Com o aumento da concentracdo de soro de queijo possivelmente a relacdo DQO:N foi
desbalanceada, mudando as rotas metabolicas preferenciais. Observou-se maiores
concentragOes de acetato e butirato no TDH de 8h com concentracéo de 12g DQO.L-1. Com 0
aumento da concentracdo e do TDH, a producdo de acido isobutirico, latico e etanol foram

favorecidas, justificando a ndo producéo de Ho.
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7. Sugestodes

A partir dos resultados obtidos neste estudo, sugere-se para pesquisas posteriores e
complementares a esta:

e Auvaliar a producdo continua de metano em sistema simples (reator
metanogénico) e em sistema seqlencial (reator acidogénico associado a reator
metanogénico) a partir de vinhaca de cana de agucar ou soro de queijo nas faixas
mesofilicas e termofilicas;

e Auvaliar a producdo continua de hidrogénio a partir da vinhaca de etanol de
segunda geracao;

e Analisar o fenémeno de granulacdo do leito de reatores EGSB ap6s adaptacdo
da comunidade para producdo de granulos adaptados a condi¢des termofilicas de producao
de hidrogénio;

e Auvaliar em ensaios celulares in situ os efeitos inibitérios causados as cepas
microbianas devido a producdo de toxinas por bactérias laticas em reatores EGSB;

e Avaliar a adaptacdo de diferentes fontes de indculo a faixas de temperatura
mesofilica, termofilica e hipertermofilica para producdo de hidrogénio a partir de soro de

queijo ou vinhaca;
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