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RESUMO

SANTOS, S.C. Producéo de hidrogénio em reator anaerdbio de leito fluidificado termofilico
com vinhaga como substrato organico. 2014. 163 f. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia
de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2014.

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a capacidade de producdo continua de
hidrogénio, sob condicbes termofilicas (55°C), a partir de diferentes concentragdes de vinhaca de
cana-de-agUcar em reator anaerébio de leito fluidificado (RALF) utilizando argila expandida
como material suporte para adesdo microbiana. Foram utilizados cinco reatores de idéntica
configuracdo, denominados Rs, R, Ris, Rao € Rz com variacdo na concentracdo afluente de
5000, 10.000, 15.000, 20.000 e de 30.000 mg DQO L™, respectivamente (com cargas organicas
volumétricas — TCO entre 15 e 720 kg DQO m™ d™). O tempo de detencdo hidraulica (TDH)
reduziu de 8, 6, 4, 2 e 1 h. Na estratégia de operacdo de um deles, (Rs) investigou-se os efeitos da
co-fermentacdo de porcentagens de glicose e de vinhaga no substrato de alimentacdo. Os outros
quatro reatores foram operados mediante a adicdo de glicose como co-substrato ao afluente,
apenas durante o periodo de partida operacional. Em todos os reatores, foi observado
comportamento de elevacdo na producdo volumétrica de H, (PVH) a partir da diminui¢do do
TDH. A maxima PVH obtida foi de de 1,96 L h™* L™ (Ry; TDH de 1h; TCO de 240 kg DQO m™
d™). No entanto, verificou-se diminuicdo do rendimento de H, (HY) e no contetido de H, no
biogas, com a aplicacdo dos TDH reduzidos, em todos os reatores, alcancando valor maximo de
4,62 mmol g DQOugicionada~ N0 TDH de 8 h (Rs) e 57.51% de H, no TDH de 6 h (Ry). O reator
operado com a maior concentracdo de vinhaca (R3p) apresentou menores valores de producédo de
H,, atribuidos aos compostos inibitérios (elevada concentracdo de acidos volateis no afluente -
butirico e acético). As andlises de clonagem e sequenciamento dos consorcios bacterianos
termofilicos revelaram semelhancas (99%) com cepas produtoras de Hj;, como
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Clostridium cellulosi, Lactobacillus fermentum
e Megasphaera elsdenii. A capacidade de produzir H,, a distribuicdo dos acidos e a estrutura da
comunidade bacteriana foram fatores influenciados pelo aumento da concentracdo de vinhaca e
das TCO aplicadas.

Palavras-chave: agua residuaria real, co-substrato,compostos inibitdrios,

Thermoanaerobacterium.



ABSTRACT

SANTOS, S.C. Hydrogen production in thermophilic anaerobic fluidized bed reactor
treating stillage as organic substrate. 2014. 161 p. Thesis (Doctoral) — Engineering School of
Séo Carlos, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2014.

The present study aimed to evaluate the ability of continuous hydrogen production under
thermophilic conditions (55 °C), from different sugar cane vinasse concentrations in anaerobic
fluidized bed reactor (AFBR) using expanded clay as support material for microbial adhesion.
Five reactors of identical configuration were used, denominated Rs, Rig, Ris, Ry and Rgp,
followed by influent variation concentration of 5000; 10,000; 15,000; 20,000 and 30,000 mg
COD L™, respectively (with organic loading rate — OLR varying from 15 to 720 kg COD m™ d™).
The hydraulic retention time (HRT) decreases from 8, 6, 4, 2 and 1 h. The strategy applied to one
of those (Rs), investigated the co-fermentations effects across the application of different
percentages of glucose and stillage in the fed substrate. The other four reactors were operated by
adding glucose as co-substrate to the influent just during the start-up period. In all reactors, it was
observed a volumetric H, production (HPR) increase behavior from the HRT decrease. The
maximum HPR obtained was 1.96 L h™ L (Rio; HRT of 1h; OLR of 240 kg COD m™ d?).
However, there was a decrease in H; yield (HY) and H; content in biogas, with the application of
reduced HRT for all reactors, reaching maximum value of 4.62 mmol g CODaqgeq™ at HRT of 8 h
(Rs) and 57.51% of H, at HRT of 6 h (Ry). The reactor operated with the highest concentration
of stillage (R3o) showed lower values for H, production, attributed to inhibitory compounds (high
concentration of volatile acids in the affluent - butyric and acetic).. The cloning and sequencing
analyzes of the thermophilic bacterial consortium showed similarity (99%) with H, producing
strains, such as Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Clostridium cellulosi,
Lactobacillus fermentum e Megasphaera elsdenii. The ability to produce H,, the distribution of
organic acids and the bacterial community structure analyzed in all reactors were factors

influenced by the increasing stillage concentration and OLR applied

Keywords: real wastewater, co-substrate, inhibitory compounds, Thermoanaerobacterium.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional, associado ao desenvolvimento da atividade econémica e de
renda, demanda necessidade de elevacdo da producédo de energia (POTTMAIER et al., 2013).
Atualmente a produgdo energética é o principal fator contribuinte na emissdo de gases de efeito
estufa (GEE), em particular o CO,, por meio da queima de combustiveis fosseis como variavel
determinante. Dessa maneira, as projecoes e as alternativas de como o sistema global de energia
se desenvolvera, representam pilares fundamentais a serem abordados, principalmente por meio
de implicacGes politicas e investigagdes cientificas para um crescimento econdmico sustentavel
(HOOK e TANG, 2013; LEAL et al., 2013; PAO e FU, 2013).

Tecnologias de energias renovaveis oferecem uma excelente oportunidade para atenuar a
emissdo de GEE e reduzir o aguecimento global por meio da substituicdo de fontes convencionais
de energia (PANWAR et al., 2011). Fica evidente que a utilizacdo deste tipo de energia é
considerada um ponto chave na minimizacdo do uso de combustiveis fosseis em associacdo ao
desenvolvimento sustentavel. No entanto, em aplicag¢fes industriais integradas, ainda ha muito
que ser pesquisado em razdo de ampliar o potencial deste recurso energético (TAIBI et al., 2012),
e no contexto de biorrefinarias (SRIRANGAN et al., 2012).

E nesse sentido que, de acordo com Souza et al. (2011), a utilizaco do etanol tem atraido
intensa atencdo em paises que estdo interessados em reduzir estes efeitos. A cana-de-acucar é
uma das culturas mais importantes em paises tropicais, como Brasil e india, especialmente para a
producdo de etanol como combustivel (MONCADA et al., 2013). O Brasil é o segundo maior
produtor mundial deste biocombustivel, com 25.780.404 m* gerados em 2010/2011 (MAPA,
2013).

No entanto, a producdo de etanol também produz emissdes de GEE durante a fase agricola
devido a disposicdo de seus residuos e da vinhaca de cana-de-agucar, principalmente durante o
seu armazenamento, transporte e aplicacdo no solo como a forma mais comum de destinacao
deste efluente: a fertirrigacdo (OLIVEIRA et al., 2013). A necessidade de melhorias sustentaveis
na producdo de etanol tem intensificado a busca pela otimizacdo de processos energéticos
juntamente com o processo de adequacdo ambiental dos co-produtos e residuos gerados
(MORAES et al.,, 2014). Além do processo convencional de digestdo anaerobia visando a

producdo de metano como biogas combustivel realizado por bactérias metanogénicas, atualmente



a vinhaca de cana de acgucar, um efluente lancado a temperaturas elevadas, tem recebido atencéo
especial, frente as novas alternativas tecnoldgicas a serem desenvolvidas com o objetivo de
dispor adequadamente esta agua residuéria (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

Entre estas tecnologias, o processo de producdo de hidrogénio na auséncia de luz
realizado por bactérias acidogénicas, as quais podem utilizar biomassa e aguas residuarias reais
de diversas origens como fonte de substrato, tem se tornado atrativo devido a producéo de energia
renovavel, pelo potencial e capacidade de utilizar residuos organicos agroindustriais e industriais,
ja que produz, além do biogas (H,), substancias de valor agregado, como os &cidos acetico,
lactico, succinico e butirico (SHOW et al., 2011). Se transformada em um processo estavel e
economicamente viavel, a bioproducdo de H, a partir de residuos e efluentes com elevada carga
organica por meio da fermentacdo poderd produzir quantidades consideraveis de hidrogénio a
partir de materiais renovaveis (HARVEY e DIXON, 2010; OH et al., 2011).

Embora seja um processo espontaneo e apresente maiores rendimentos entre 0s processos
de bioproducdo de Hy, a fermentacdo ainda é sensivel a diversos fatores operacionais, e assim o
principal objetivo da maioria dos estudos de pesquisa relaciona-se a possibilidade de aumento no
rendimento (PERERA et al., 2012). A questdo seria focada em como atingir condigOes ideais de
producdo de hidrogénio, a partir de reduzidos custos de operacdo, considerando a configuracao do
reator, temperatura, concentracdo de substrato e taxa de carregamento organico aplicada orgéanica
aplicada (WANG e WAN, 2009; GRAUSE et al., 2012; GIOANNIS et al., 2013).
Inevitavelmente, o desempenho e operacdo de um reator para producdo bioldgica de hidrogénio
sdo determinados por esses e outros fatores associados com condi¢des fisicas e microbiologicas
como a pressao parcial do hidrogénio e a cultura microbiana (SHOW et al., 2011).

Uma variedade de pesquisas foi realizada a respeito dos pardmetros do processo
fermentativo e correspondentes comunidades microbianas. No entanto, ainda ha muito a ser
elucidado na degradacao do substrato. A fim de melhorar a tratabilidade e biodisponibilidade da
matéria resistente, a adicdo de um co-substrato, ou seja, a mistura de compostos, pode ser uma
Otima estratégia de melhoria de degradacdo microbiana (XIA et al., 2012). A glicose é facilmente
biodegradada pelos microrganismos durante a producdo de hidrogénio por fermentacdo (FANG e
LIU, 2002). Por outro lado, aguas residuarias complexas podem conter compostos recalcitrantes
que dificultariam a producdo de H,. Cepas microbianas que podem efetivamente degradar a

glicose juntamente com outros compostos presentes em uma mistura de substratos sdo de



consideravel interesse académico e pratico (SAINT-AMANS et al., 2001; PRAKASHAM et al.,
2009; ZEIDAN e VAN NIEL, 2009; XU et al., 2010; DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011;
HNIMAN et al., 2011; CHAGANTI et al., 2012; ROSALES-COLUNGA et al., 2012; MASSET
etal.,, 2012; XIA etal., 2012; YE et al., 2013; ROSA et al., 2014).

Um outro fator a ser considerado € que, apesar do controle e manipulacdo das condicdes
que influenciam a bioproducao de hidrogénio, o acumulo de gases pode causar efeito negativo na
producdo do biogas (ZHANG et al., 2011; SONNLEITNER et al., 2012). A pressdo parcial de
hidrogénio (PH;) na fase gasosa é crucial. Quando a concentracdo de hidrogénio no headspace
aumenta, a sintese de H, torna-se termodinamicamente desfavoravel e o metabolismo é deslocado
para a producdo de produtos finais reduzidos (LEVIN et al., 2004). Apenas em baixos valores de
PH; podera ocorrer a oxida¢do da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida
- NADH para a oxidada - NAD") por meio da sintese de H, (CIRANNA et al., 2011).

A transferéncia liquido-gas do H, tem se mostrado como um critério primordial, no qual o
hidrogénio deve ser direcionado a partir do liquido para a fase gasosa 0 mais rapido possivel
mantendo um elevado fluxo continuo de producdo de biogas pelas células. Por um lado, a
explicacdo baseia-se nas propriedades termodindmicas, mas por outro, hd possivelmente a
supersaturacdo de hidrogénio na fase liquida (PEINTNER et al., 2010). Em temperaturas
elevadas, o hidrogénio sera transferido a partir do liquido para a fase gasosa promovendo uma
alta producdo de H,. Um rendimento quase estequiométrico exige condicdes de equilibrio a baixa
pressdo parcial de H, (SONNLEITNER et al., 2012).

Nesse sentido, a producdo de hidrogénio a altas temperaturas podera aumentar a producao
de H,, bem como selecionar produtores eficientes de hidrogénio (FANGKIM e REUNGSANG,
2011). Processos termofilicos exibem baixa solubilidade de H, na fase aquosa, e melhores
condicOes de transferéncia liquido-gas do hidrogénio (AKUTSU et al., 2009a). Além disso, 0
funcionamento a temperaturas elevadas pode melhorar o desempenho da fermentacédo,
promovendo a hidrélise dos compostos organicos e simplificando a comunidade microbiana
favoravel para a producédo de H, (KIM et al., 2011).

A temperatura ideal varia de acordo com a natureza do biocatalisador, como por exemplo,
as enzimas dos microrganismos e com as caracteristicas da agua residuaria (MOHAN et al.,
2012). Condigdes termofilicas para a producdo de hidrogénio podem apresentar vantagens no

tratamento de aguas residudrias lancadas em temperaturas elevadas, como as provenientes de 0leo



de oliva, destilarias e do processamento de alimentos (PRASERTSAN et al., 2009; ROY et al.,
2012).

Pelas razdes expostas acima, o presente estudo centrou-se na investigagéo do processo de
producdo fermentativa continua de H, utilizando uma cultura termofilica mista produtora deste
biogéas, obtida por meio da inibicdo de bactérias metanogénicas pelo método de pre-tratamento
térmico da cultura. Em seguida, pardmetros como concentracdo de substrato (vinhaca de cana-de-
acucar), de co-substrato (glicose), o efeito o tempo de detencdo hidraulica e da taxa de
carregamento organico foram avaliados em funcéo da capacidade de producdo de hidrogénio
(volumétrica, rendimento e contetdo de H,) e relacionados a distribuicdo dos acidos organicos
sollveis verificados nos cinco reatores anaerdbios de leito fluidificado termofilicos (RALF - Rs,
R10, R1s, R20 € R3p, com variagdo na concentracdo afluente de 5000, 10.000, 15.000, 20.000 e de
30.000 mg DQO L™, respectivamente). A comunidade microbiana aderida ao material suporte
(argila expandida) foi avaliada utilizando a técnica de Biologia Molecular de reacdo em cadeia de
polimerase seguida de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (PCR-DGGE). Os
consorcios termofilicos foram caracterizados por meio de clonagem e sequenciamento do gene
RNAr 16S visando conhecer a diversidade dos microrganismos pertencentes ao Dominio

Bacteria.



2. OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo continua de hidrogénio em reator
anaerobio de leito fluidificado (RALF), sob temperatura termofilica (55 °C), preenchido com
argila expandida como material suporte para a adesdo microbiana, utilizando vinhaca de cana-de-
acucar como fonte de carbono, com diferentes concentracfes de substrato.

Para atingir esse objetivo principal, uma melhor compreensdo da operagao dos reatores foi
obtida a partir dos seguintes objetivos especificos:

e obter consércio de bactérias anaerdbias produtoras de gas hidrogénio a partir de inéculo
fermentativo-metanogénico, originado de reator UASB termofilico, utilizado no tratamento de
vinhaca de cana-de-acUcar, por meio de pré-tratamento térmico da cultura;

e investigar a producdo de H, durante a estratégia de co-fermentacao, em reator anaerobio
RALF termofilico, a 55 °C, com 5000 mg DQO L™ obtida a partir da aplicacdo de diferentes
proporc¢des da mistura de vinhaga e glicose como fontes de carbono, até que a vinhaga fosse entdo
0 Unico substrato disponivel para a fermentacéo;

e avaliar a influéncia da concentragdo de substrato (vinhaca de cana-de-aglcar) na
capacidade de producdo de hidrogénio (producdo volumétrica, rendimento e contetdo de H, no
biogas), assim como a distribuicdo dos acidos organicos, em reatores RALF termofilicos com
concentracdes crescentes de 10.000, 15.000, 20.000 e de 30.000 mg DQO L™

e avaliar o efeito da concentracdo de substrato e de co-substrato na comunidade microbiana
estabelecida ao longo da operacdo dos reatores termofilicos e caracterizar filogeneticamente para

o Dominio Bacteria dois consércios microbianos termofilicos (co-fermentacdo e fermentacao).



3. REVISAO DE LITERATURA

As mudancas climaticas representam um dos grandes desafios do século 21. Seus
impactos mais graves podem ser evitados por meio da concentracdo de esforcos na modificacao
dos sistemas de energia atuais (IPCC, 2012). Nesse cenério, fontes de energia renovaveis
apresentam um grande potencial para deslocar as emissdes de gases de efeito estufa a partir da
queima de combustiveis fésseis. No cenario mundial atual, situacbes como 0 aumento nos precos
dos combustiveis fosseis, 0 esgotamento da disponibilidade de fontes ndo renovaveis e a poluicéo
(TIWARI e PANDEY, 2012), tornam necessaria a mudanca de paradigma frente as preocupacoes
ambientais e socioecondmicas (SRIRANGAN et al., 2012).

OpiniBes publicas e privadas passaram a considerar a transi¢cdo de fontes de energia a
partir de combustiveis fdsseis para o desenvolvimento de energias sustentaveis e limpas,
denominadas energias renovaveis (CACCIATORE et al., 2012). Além disso, como resultado da
ampliacdo das atividades agricolas, industriais e urbanas a demanda por energia aumentou
consideravelmente, especialmente em paises emergentes (BANOS et al., 2011), como o Brasil.

O Brasil possui fontes naturais de energia renovavel abundantes, como a energia eolica e
solar, a energia hidréulica, o etanol e o biodiesel. Essas fontes fornecem 47,2% da oferta interna
de energia priméaria no pais, promovendo a sua consolidacdo e expansdo através de politicas
publicas especificas (PEREIRA et al., 2012).

Uma decisdo importante para os governos, industrias e empresas é definir se € ou nédo
possivel estabelecer sistemas de energia renovaveis em determinadas regides, e ainda qual das
fontes ou a combinacdo das mesmas seria a melhor escolha (BANOS et al., 2011).

Desta maneira, a revisao bibliografica desta tese sera composta por itens relacionados ao
breve entendimento contextual das fontes de bioenergia disponiveis, o que inclui o etanol
brasileiro, com enfoque nas possibilidades de destinacdo da vinhaca de cana-de-acUcar, 0
principal efluente produzido na indudstria sucroenergética. Entre as destinagdes desta, e de outras
aguas residuarias, serdo abordados os bioprocessos para a produgdo de H, (fermentagcdo na
auséncia de luz) como fonte alternativa de producgéo energética, assim como particularidades que
possam melhorar esta bioprodugdo, como, por exemplo, a constatacdo eficaz do uso de misturas
de substratos para a producdo fermentativa, a utilizacdo de temperatura termofilica a partir de

diversas aguas residuarias e as caracteristicas e aplicagfes dos microrganismos termofilicos na



producdo de H,. Por ultimo, serdo demostrados os estudos ja realizados envolvendo a utilizacéo
do reator RALF na producdo de H,, e também a partir de vinhaga proveniente de diferentes

matérias-primas.

3.1. Bioenergia
Dentre as possibilidades de fontes alternativas energeticas, a bioenergia é uma das mais
promissoras (Figura 3.1), representando 10,2 dos cerca de 12,6% de fontes de energia na oferta

total de energia primaria global.

Energia solar direta 0,1%

/=|—_Energia oceanos 0,002%

Gés

Bioenergia
22.1% 10,2%
Energia — Energia edlica 0,2%
nuclear _Energia hidraulica 2,3%
Energia geotérmica 0,1%
2,0% —

Figura 3.1: Participacdes, em porcentagens, de fontes de energia na oferta total de energia
primaria global em 2008. Fonte: Kumar et al. (2010); IPCC (2012).

A bioenergia esta disponivel a partir de materiais derivados de fontes bioldgicas. Dessa
forma, a biomassa, ou seja, a matéria-prima para este tipo de energia renovavel provém de
material bioldgico, ou mesmo de residuos bioldgicos. A biomassa podera ser convertida a gases
como metano ou hidrogénio, e a biocombustiveis como o etanol ou biodiesel (BANOS et al.,
2011). Neste sentido, a biomassa tem o potencial de proporcionar uma consideravel porcdo da
demanda energética mundial (WATKINSON et al., 2012).

Os biocombustiveis sdo considerados uma opcdo extremamente valida para reduzir os
danos das emissdes de gases de efeito estufa, aumentando a diversidade e a seguranca de
abastecimento de energia, bem como oportunidades para a geracdo de emprego e do
desenvolvimento agroindustrial. A reducdo de gases de efeito estufa devido a producdo de



biocombustiveis por meio da retirada de carbono durante o crescimento da planta é uma das
principais raz0es para a substituicdo de combustiveis fosseis por biocombustiveis (SCARLAT e
DALLEMAND, 2011). A biomassa podera ser diretamente utilizada para a obtengéo de energia,
ou servir como matéria-prima a ser convertida a varios combustiveis liquidos ou gasosos para

aplicacOes praticas, conforme apresentado na Figura 3.2.
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+ Digestdo anaerahia

+ Combustio

Figura 3.2: Resumo das principais fontes de biomassa, processos de conversao, e produtos finais
associados as biorrefinaria. Fonte: Srirangan et al. (2012).

Segundo Pereira et al. (2012), no contexto mundial de bioenergia, o setor sucroalcooleiro
no Brasil € um dos mais competitivos do mundo, com os melhores indices de produtividade e
rendimento industrial, bem como baixos custos de producdo. Com o petréleo custando mais de
U$ 30,00 por barril, o etanol brasileiro é um substituto altamente competitivo. Também ¢é
importante ter em mente que toda a gasolina vendida no Brasil, por lei, deve conter 25% de alcool

anidro. Ao longo de anos de incentivos politicos, a estratégia brasileira em cultivar e consolidar



seu mercado interno, em especial nos setores de producdo de etanol e em hidroelétricas tem
produzido resultados significativos.

A integracdo sinérgica de varias tecnologias bioquimicas e de bioprocessamento auxilia e
poderd colaborar ainda mais para o desenvolvimento de programas de energia a partir de
biomassa (SRIRANGAN et al., 2012). No cenério brasileiro, onde parte da matéria-prima
(bagaco de cana-de-acUcar) para a producdo de etanol de segunda geracdo ja esta disponivel em
instalaces de producdo convencional de primeira geragéo, a integracdo da producgéo de 1° e 2°
geracOes parece ser a opgdo mais clara e vantajosa (DIAS et al., 2012).

3.2. A industria sucroenergética Brasileira

Segundo Lago et al. (2012) existem trés razGes principais pelas quais os biocombustiveis
tém sido adotados, como a reducdo das emissdes em relacdo aos combustiveis fdsseis, o
desenvolvimento de uma atividade nova e atrativa para o setor agricola, e a reducdo da
dependéncia de combustiveis fosseis. Além disso, a utilizacdo de combustiveis a partir de
biomassa poderd atenuar questbes atuais de seguranca energética e da balanca comercial,
promovendo desenvolvimento socioecondmico para areas agricolas de paises em
desenvolvimento (SRIRANGAN et al., 2012).

No Brasil, a producdo de etanol a partir da cana-de-aclcar foi estimulada entre 1975 e
1999, por meio da implantago politica do Programa Nacional do Alcool (Pro-alcool). Devido aos
avancos tecnoldgicos na producdo, ao longo do periodo do programa nacional, a producdo de
etanol aumentou de 500.000 m® ano™ para 15 milhdes m* ano™ (VAN DEN WALL BAKE et al.,
2009). Atualmente, a cana-de-agucar ocupa cerca de 7 milhes de hectares, cerca de 2%, de toda
a terra aravel do pais, que ¢ o maior produtor mundial, seguido por india, Tailandia e Australia
(UNICA, 2012). O Brasil é o segundo maior produtor mundial deste biocombustivel, com
25.780.404 m® gerados em 2010/2011 (MAPA, 2013).

O setor sucroenergético Brasileiro, que engloba tanto a producdo de &lcool quanto a
producdo de acucar e eletricidade, € um dos setores que mais cresce e se desenvolve no pais,
sendo responsavel por 3,5% do PIB nacional (LAIME et al., 2011).

A importancia dos esforgos em termos de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em toda

a cadeia produtiva da cana-de-agUcar ¢ apresentada na Figura 3.3.
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Figura 3.3: Ascensdo dos rendimentos e a redugcdo nos custos de producdo para produtos
brasileiros da agroindustria canavieira entre 1975-2008. Fonte: Lago et al. (2012).

Entre 1975 e 2008, por conta dos maiores rendimentos da producdo de cana-de-agucar e
da producdo de etanol por tonelada de cana processada, foi possivel aumentar em 125% a
producdo de etanol por area de cana cultivada. Considerando todo o volume de etanol produzido
nesse periodo, a "economia” gerada em relacdo a reducdo do custo de producdo do etanol chega a
US$ 249 bilhdes, representando uma economia de US$ 7,3 bilhdes por ano (LIMA e CUNHA,
2010).

O Brasil possui caracteristicas econémicas, edafoclimaticas, tecnoldgicas e sociais que o
potencializam como grande produtor de cana-de-agUcar. Foram produzidos na safra 2008/2009
27,5 bilhdes de litros de alcool no pais, sendo a regido Centro-Sul responsavel por 25,1 bilhGes de
litros. Somente o Estado de S&o Paulo produziu cerca de 16,7 bilhdes de litros (UNICA, 2012),
demonstrando sua importancia no cenario sucroalcooleiro. Além disso, as projecdes de demanda
de etanol e agUcar, elaborados pela Empresa de Pesquisa Energética (EPE) e pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) apontam uma crescente necessidade de
processamento de cana-de-agucar.

Por mais de 30 anos o Brasil delineou uma longa estrada que exigiu ndo sé a constante
posicdo de investimentos por parte dos produtores e do Governo, mas também o engajamento de
instituicdes de pesquisa a fim de fornecer a melhor solugéo tecnoldgica possivel, tanto industrial e

agricola, para aumentar o rendimento e a eficiéncia no setor (Lago et al., 2012).
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No entanto, de acordo com Goldemberg et al. (2008) a expansdo da producéo de etanol a
partir da cana-de-actcar no Brasil, a fim de suprir um mercado em expansdo bem como as
exportagBes para diversos paises, faz aumentar a discussdo a respeito da sustentabilidade da
producao.

Segundo Scarlat e Dallemand (2011), os objetivos da utilizacdo de biocombustiveis
globais sdo susceptiveis a apresentarem forte impacto sobre a utilizacdo da area plantada e ao
mercado agricola. Embora a producgdo de biocombustiveis ofereca novas opcdes para a utilizacdo
de culturas agricolas, ha preocupagfes ambientais, sociais e econdmicos associados com a
producdo de biocombustiveis. Os autores ainda afirmam que a diversidade de matéria-prima, o
grande numero de rotas de biocombustiveis e sua complexidade direcionam a uma elevada
incerteza sobre as performances de GEE, em termos de reducfes de emissbes em comparagdo
com os combustiveis fosseis, especialmente se a mudanca do uso da area plantada esta envolvida.
Incertezas adicionais podem ocorrer se os efeitos indiretos sdo considerados, tais como as
mudancas de uso indireto do solo, o impacto sobre alimentos e o fornecimento de energia local.

No Brasil, apesar da contribuicdo para o crescimento socio-econémico, 0 setor
sucroalcooleiro também se destaca pela potencialidade de danos ao ambiente. Além dos impactos
decorrentes da monocultura da cana-de-acUcar, poluicdo do ar (por meio de queimadas) e
empobrecimento do solo, a industria sucroalcooleira gera grande quantidade de residuos em seus
processos, que se mal gerenciados, poderdo acarretar em uma série de consequiéncias negativas ao
meio ambiente (MACHADO e FREIRE, 2009).

A industrializacdo da cana resulta na geracdo de grande quantidade de residuos como
bagaco, cinzas, residuos liquidos e emissdes gasosas (VACCARI et al., 2003). O principal
efluente gerado da producdo de etanol é proveniente da vinhaca e de aguas residuarias utilizadas
para a limpeza de talos da cana-de-agUcar. A disposicao da vinhaca representa elevado impacto e
alto custo, devido & quantidade produzida, entre 0,011 a 0,014 m*® metanol™, as altas cargas
organicas e ao pH de 4 a 5 (WILKIE et al., 2000; RODRIGUES e ORTIZ, 2006).

Assim como relatado por Scarlat e Dallemand (2011), Oliveira et al. (2013) afirmam que
a producdo de etanol também produz emissdes de GEE durante a fase agricola devido a
disposicdo de seus residuos e da vinhaca de cana-de-agUcar, principalmente durante o seu
armazenamento, transporte e aplicacdo no solo como a forma mais comum de destinacdo deste

efluente: a fertirrigacao.
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A necessidade de melhorias sustentaveis na producédo de etanol tem intensificado a busca
pela otimizacdo de processos energéticos juntamente com o processo de adequacdo ambiental dos
co-produtos e residuos gerados (MORAES et al., 2014). Além do processo convencional de
digestdo anaerdbia visando a produgdo de metano como biogas combustivel, realizado por
bactérias metanogénicas, atualmente a vinhaca de cana-de-agUcar, um efluente lancado a
temperaturas elevadas, tem recebido atencéo especial, frente as novas alternativas tecnologicas a
serem desenvolvidas com o objetivo de dispor adequadamente esta agua residuéria
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Neste contexto, a crescente demanda pelo alcool faz com que
as atencbGes se voltem também para o aumento da producdo de residuos, principalmente a

vinhaca.

3.2.1.Vinhaca de cana-de-acgUcar: potencial poluidor e possibilidades de destinagéo
inseridas ao conceito de biorrefinarias (CHy,)

A vinhaca proveniente do processamento da cana-de-acUcar em destilarias de alcool
representa uma das mais poluentes aguas residudrias, com caracteristicas de alta recalcitrancia e
elevado volume gerado (SATYAWALI e BALAKRISHNAN, 2008). O etanol pode ser
produzido a partir de quatro principais matérias-primas: carboidratos fermentaveis, amido,
celulose e inulina. Os diferentes processos aplicados as diferentes matérias-primas nos processos
de fermentacdo e destilacdo produzem vinhacas que diferem na sua composicdo fisico-quimica, a
qual depende das espécies de plantas: vinhacas da cana-de-agUcar, do agUcar da beterraba, da uva,
do sorgo, da Agave tequilana para a producdo de tequila, do milho, do sorgo, do trigo e da
celulose (ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

A producdo e as caracteristicas da vinhaga sdo altamente varidveis e dependem da
natureza, composicdo da matéria-prima utilizada e do processo de produgdo de etanol,
considerando-se a agua utilizada para limpeza dos fermentadores, sistema utilizado no preparo do
mosto, método e modo de condugdo de fermentacdo alcodlica, linhagem de levedura, tipo de
destilador, destilacdo, e a agua utilizada no resfriamento e na fervura pode ser descartada junto
com a vinhaga, contribuindo para sua variabilidade (WILKIE et al., 2000).

Sendo assim, vérias pesquisas tém sido realizadas com vinhacas de diferentes origens de

acordo com o pais em que a pesquisa se desenvolve. A Tabela 3.1 apresenta alguns dos principais
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parametros que definem a composicdo quimica de vinhacgas provenientes de diferentes matérias-

primas.

Tabela 3.1: Composic¢éo e producdo de vinhacga proveniente de diferentes matérias-primas

Matéria-prima

Parametros Caldode  Melacodecana  Uva (vinho) Agave Sorgo Beterraba
cana (tequila)
DBO (, . 16,7 39,5 15,5-16,3 20,6 46,0 27,5-44.9
DQO 7 30,4 84,9-95 26-50,2 55,2-66,3 79,9 55,5-91,1
NT (mg. L) 102-628 153-1230 104,9-650 na 800 1800-4750
Pt (ma.L ) 71-130 1-190 65-118 41 1990 160-163
K mo L) 1733-1952 4893-11000 118-800 240-345 na 10000
ST (ma L) 1356 1500-3480 120 780-880 na 3500-3720
pH 4,0-4,6 4,4-4.8 3,0-4,2 3,4 4,5 4,3-5,3
CU mg.L ) 4,00 0,27-1,71 0,20-3,26 0,36-4,00 37,00 2,1-5*
Cd (mg. L) na 0,04-1,36 0,05-0,08 0,01-0,2 na <l*
PB (g, L) na 0,02-0,48 0,55-1,34 0,06-0,50 na <5*
F€ mo. L) 16 12-157 0,001-0,077 35-45 317 203-226*
Fenols na 34 29-474 44-81 na 450*
(mg_]. L)
Vinhaga 13 12-20 11 10-12 14-16 9-15
(LL. etanol)
Wilkie et al.
Pat(fr;l;g)t .al. Ilangovan et (2000);
Cail e H ’ al. (1997); Madejon et
utnan et al. . .
Barford (2003): Orendain Cail e al.
(1985%); Baez-Smith Wilkie et al. (2006); Barford (2001);
Baez-Smith (2006): (2000); Mendez- (1985"°);  Decloux et
Referéncia (2006); Wilkie et’al Bustamante et Acostaetal. Wilkieet al. (2002);
Wilkie et (2000): ' al. (2005); (2010); al. (2000);  Hutnan et
al. (2000); K ’ Vlyssides et Buitron e Gnansoun  al. (2003);
annan e ) N
Salomon e Upreti (2008): al. (2005) Carvajal ou et al. Jiménez et
Lora (2009) Chin dankuma1r ’(2010); (2005) al. (2006);
et al. (2009) Lopez et al. Tejada e
(2010). Gonzalez
(2006)

(* mg kg™); na: ndo detectado. Fonte: Espana-Gamboa et al. (2011).

A producdo de etanol a partir da cana-de-agucar anidro em uma refinaria destilaria é
composta por etapas principais, apresentadas na Figura 3.4. A vinhaca, um residuo da producéo
de etanol e aclcar, representa um problema de disposicdo e tratamento, devido a sua alta
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (entre 25 e 60 g L™) e sais dissolvidos contendo
potassio, calcio e ions sulfato (BUITRON e CARVAJAL, 2010).
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Figura 3.4: Diagrama do processo de fabricacdo do acucar e alcool a partir do melaco da cana-de-
acucar. Fonte: Adaptado de Paiva e Morabito (2007); Dias et al. (2012).
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Segundo Barros et al. (2010), durante o processo de producdo do etanol, a vinhaca é
gerada em elevada quantidade e sua producgéo varia em funcdo dos diferentes processos, como
fermentacdo do mosto e destilacdo do vinho. A vinhaca pode ser formada a partir de trés mostos
diferentes (liquidos susceptiveis a sofrer fermentacdo), o que Ihe confere niveis variaveis para
cada elemento mineral. O mosto de melaco é o0 mais rico e apresenta em média niveis de NPK em
torno de 0,57; 0,10; 3,95 kg.m-3 de vinhaca, respectivamente. O mosto misto, que é produzido em
usinas como destilarias, apresenta niveis em torno de 0,48 de N, 0,09 de P, 3,34 de K e 0 mosto
de caldo, produzido em destilarias isoladas, apresenta os niveis de NPK em kg m™ de vinhaca, de
0,28; 0,09; 1,29 respectivamente.

Até o final da década de 70, toda a vinhaca produzida era langada nos rios, corregos e
outros reservatérios de dgua (GLORIA e ORLANDO-FILHO, 1984). A partir de 1978, normas e
legislagdes especificas no d&mbito federal e estadual, elaboradas principalmente pela Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental (Cetesb) do Estado de S&o Paulo, obrigaram os
produtores a providenciar um destino ambiental correto e comercialmente interessante a vinhaca

(OLIVEIRA, 2011). De acordo com Zhang et al. (2012b), o melago proveniente de usinas é uma
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das formas mais vulneraveis de industrias poluidoras, as quais geram grande volume de vinhaca.
Acdes de reaplicacdo ou reuso sdo limitadas devido ao elevado contetido de potéssio na vinhaca,
muitas vezes desconhecido. Segundo Laime et al. (2011), com a perspectiva de aumento
substancial da producéo de vinhacga e, tendo em vista 0 aumento do controle sobre a disposi¢éo do
residuo, surgiram diversas iniciativas de busca de tecnologias para solucionar o problema.

Uma forma de reaproveitamento da vinhaca que € submetida ao processo de
biodegradacdo é a sua utilizagdo no relso da agua para 0s processos de lavagem da cana e outras
atividades intrinsecas ao processo industrial, bem como para a producdo de metabdlitos de
interesse comercial. Reduz-se a contaminacdo de solos e corpos hidricos principalmente em
regiGes que apresentem lencol freatico proximo a superficie (FREIRE e CORTEZ, 2000).

No ano de 2005, no estado de Sdo Paulo, foi homologada a Norma Técnica CETESB
P4.231 intitulada “Vinhaga — Critérios e procedimentos para aplicacdo no solo agricola”, a qual
estabelece os critérios e procedimentos para 0 armazenamento, transporte e aplicacdo da vinhaca,
gerada pela atividade sucroalcooleira no processamento de cana-de-agucar.

No entanto, a pratica mais comum e a mais utilizada no setor agricola de cana-de-agUcar é
realizada por meio do procedimento de utilizacdo de vinhaga na adubacédo da prépria plantagéo de
cana, conhecida como fertirrigacdo. A vinhaca é aspergida por meio de tubulacbes de irrigacao,
ou levada em caminhdes para aplicacdo direta na lavoura. E um cenario sélido na indUstria
sucroalcooleira, mas o volume do residuo cresce de forma descomunal (OLIVEIRA, 2011).

Embora a vinhaca apresente valor para uso como fertilizante, sua disposicao final pode ser
considerada problematica devido a sua composicdo. O efluente apresenta elevada carga organica,
com proteinas, &cido latico, glicerol, aminoacidos e agucares reduzidos, compostos recalcitrantes,
melanoidinas, forte odor e coloragdo amarronzada (WILKIE et al., 2000; SATYAWALI e
BALAKRISHNAN, 2008; FERREIRA et al., 2010; YALCIN et al., 2010). Contém ainda
variadas concentrac6es de nutrientes na forma de nitrogénio, fosforo e potassio (SCHULTZ et al.,
2010). De acordo com Machado e Freire (2009), estudos da viabilidade técnica, operacional e
econémica de tecnologias de tratamento disponiveis para a vinhaca sao de grande importancia,
dado o volume de vinhaca produzido. Os autores afirmam que ao sair da usina a vinhaga
apresenta elevada carga organica, (entre 25 e 65 g L™ em termos de DQO), valor reduzido de pH
(proximo de 4,0), além de temperaturas do efluente na faixa de 80°C a 90°C, condigdes

extremamente prejudiciais aos solos e aos corpos de agua.
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A prética de aplicacdo da vinhaca nas areas agricolas de cana-de-acUcar, associadas ao
manejo da plantacdo, poderdo impactar consideravelmente a comunidade microbiana do solo
devido as mudancas abruptas e transitorias na disponibilidade de nutrientes (SANT ANNA et al.,
2009). Deve-se levar em conta possiveis impactos ambientais adversos, como o enriquecimento
de sais no solo e também a lixiviacdo do nitrato (PARNAUDEAU et al., 2008).

Dessa maneira, a vinhaca possui um grande impacto ambiental quando disposta sem o
devido tratamento e em locais inapropriados. Algumas pesquisas tém enfatizado diversos
métodos para o tratamento, utilizacdo e disposi¢cdo de aguas residudrias provenientes de industrias
fermentativas do etanol. Tais métodos incluem técnicas fisico-quimicas e bioldgicas, como
sistemas aerobios e reatores anaerobios, filtros percoladores, lagoas de estabilizacdo, e
evaporacgdo/condensacgdo na presenca ou auséncia de combustdo (MOHANA et al., 2009; SILES
etal.,, 2011; CHRISTOFOLETTI et al., 2013 ).

Entre as possibilidades de sistemas bioldgicos, a alta carga organica presente na vinhaca
faz com que o tratamento anaerdbio se torne mais atrativo em comparacao com o aerébio (PANT
e ADHOLEYA, 2007), diminuindo a concentracdo de matéria organica e gerando biogas que
pode ser utilizado para a geracdo de energia, como por exemplo, 0s processos convencionais de
conversao do substrato organico a metano (CHy,) realizado por bactérias metanogénicas.

Diversos estudos foram realizados com diferentes configuracdes de reatores para avaliar o
desempenho da degradacdo da vinhaca em condicGes anaerdbias para a obtencdo de CH,4, como
por exemplo, a utilizacdo de reatores UASB em condigdes mesofilica (SANCHEZ RIERA et al.,
1985; SHARMA e SING, 2001; MACHADO e FREIRE, 2009) e termofilica (WIEGANT et al.,
1986; SOUZA et al., 1992; VLISSIDIS e ZOUBOULIS, 1993; DRIESSEN et al., 1994;
HARADA et al., 1996; SYUTSUBO et al., 1997; VAZOLLER, 1997; VIANA, 2006); reatores
de leito fixo (BORIES et al., 1988; LALOV et al., 2001; TELH, 2001; SETH et al., 1995;
GOYAL et al., 1996); reatores de leito fluidificado (BALAGUER et al., 1992; FERNANDEZ et
al., 2001; DAMIANO, 2005; FERNANDEZ et al., 2007; SIQUEIRA, 2008; CABELLO et al.,
2009; ANDALIB et al., 2012) e combinacdo de reator UASB e filtro anaerébio (KUMAR et al.,
2007), entre outros. Frente a necessidade do tratamento da vinhaca e a busca por configuracdes de
digestdo anaerdbia, a Tabela 3.2 resume o desempenho de alguns dos diversos reatores
anaerobios utilizados em escalas laboratoriais e piloto para o tratamento de aguas residuérias

provenientes de destilarias de alcool, para a producéo de CH,.
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Tabela 3.2: Alguns dos diversos reatores anaerdbios utilizados para o tratamento de aguas

residuarias (producdo de CH,) provenientes de vinhaca de destilarias de alcool

Reator Vinhaca TCO Produtividade de E.R. Referéncia
(kg DQO m-3dY) CH, DQO
UASB Cana-de-accar 24 oLL ! 75 Sémhﬁggga etal
UASB Destilarias de 1 Goodwin e Stuart
whisky 15 12Ld 90 (504)
UASB Destilarias de raki 6all 376 ml g SSV* d* 90 Akars(;ggsg)a al
Turkdogan-Aydinol
UASB Cana-de-ac(car 2al6 490 Ld* 84298 e Yetilmezsoy
(2010)
EGSB Destilarias de 0,012 833 L d* 80  Katoetal (1999)
cervejaria - trigo o
tt{mAOfS”i Cana-de-aglicar >86 26 m™m=d 60 W'e(glzngg al.
_1 k
UASB Cana-de-agUcar >28 O’OGSkgvp%Ql g 39a67 Haradaetal (1996)
termofilico
UASB , - Syutsubo et al.
Cana-de-agUcar >30 87
termofilico g (2001)
Reator Bories et al (1988)
anaerébio de  Cana-de-agucar 142 20 84m°m3d* 85a 97
leito fixo
Reator 0,45 m® kg DQO etal (L
anaer6bio de  Cana-de-acticar 22 removida 72 Seth etal. (1995)
leito fixo
Reator Ach |
anaerébio de  Cana-de-aclicar 23 72m*m3d? 60 ¢ gggg al
leito fixo
RALF Destilarias de vinho 9a36 123m*m3d* 80 Bala\(%%rgt al.
RALF Cana-de-agUcar 10 oL gt 70 Fernandez et al.
(2001)
RALF Cana-de-aglicar 19 46 mL d™ 57 Cabello et al.(2009)
RALF Milho 29 40 L L vinhaga™ d™* 88  Andalibetal. (2012)
UASB e Cana-de-agucar 8,7 0,34 m® kg DQO™ 79 Kumar et al. (2007)
filtro
CSTR Destilarias de 0,001 a 14 L gt 95 Méndez-Acosta et
tequila - Agave 0,006 al. (2010)
AnSBBR Cana-de-agUcar 0,8a5,7 - 43 a78 Doll e Foresti (2010)

TCO: taxa de carregamento organica; E.R.: Eficiéncia de remogdo (%); UASB: reator anaerdbio de manta de lodo com fluxo
ascendente; EGSB: reator anaerobio com leito granular expandido; RALF: reator anaerdbio de leito fluidificado; CSTR: reator

continuo de tanque agitado; AnSBBR: reator anaerébio batelada sequencial com biomassa imobilizada.

poluidora somente poderdo ser lancados direta ou indiretamente, nos corpos de &gua, desde que

obedecam as condicdes e padrdes previstos no artigo 34 que estabelece, dentre outros parametros,

que o pH de efluentes deve estar entre 5 a 9 e temperatura inferior a 40 °C. No caso da disposi¢éo
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em solo, a Norma Técnica da CETESB P4.231 de 2005 também exige a correcdo do pH da
vinhaga para valores em torno de 6,0 e estabeleceu um prazo de 5 anos a contar da data de
publicacdo da norma para que as usinas se adequem as exigéncias estabelecidas. Com rela¢do ao
pH da vinhaca, observa-se que os valores ficam entre 3,0 e 5,3, fazendo assim necessario a busca
por tratamentos prévios de correcao ou alternativas de tratamento.

A respeito da biodegradabilidade da &gua residuaria, pode-se observar a relacdo
DBO/DQO das diferentes fontes de vinhacas (apresentadas na Tabela 3.1), com valores de 0,54;
0,47;0,3a0,6; 0,3a0,4; 0,57 e 0,5, encontrados para as vinhacas provenientes de caldo da cana,
melaco da cana, uva, tequila, sorgo e beterraba, respectivamente. Os valores indicam que 0s
processos bioldgicos de tratamento séo aplicaveis.

Os métodos de tratamento de residuos objetivam a remocao de compostos indesejaveis na
agua residudria para que possa ocorrer 0 lancamento e disposicdo segura no meio ambiente.
Consequentemente, a importancia dos sistemas de tratamentos bioldgicos atraiu a atencdo de
pesquisas pelo mundo todo e tem auxiliado no desenvolvimento de tecnologias cada vez mais
eficientes e de baixo custo (FERREIRA et al., 2010).

Nesse sentido, a digestdo anaerdbia aplicada ao tratamento da vinhaga representa uma
eficiente alternativa, tanto em aspectos ambientais como em energéticos, ao permitir a reducédo de
sua carga poluidora e possibilitar a producéo de energia do biogas gerado. Segundo Ribas (2007)
os efeitos poluidores da atividade podem ser minimizados com tratamento prévio visando
posterior descarte no ambiente.

Dependendo do processo empregado, o processo bioldgico de digestdo anaerdbia da
vinhaca podera resultar no aproveitamento da elevada carga organica contida nessa agua
residuaria agroindustrial para a geracdo de energia na forma de biogés (Figura 3.5), por meio de
processos de conversdo do substrato organico a metano, realizado por arqueias metanogénicas, e
também a H,, realizado por bactérias acidogénicas, principalmente no que diz respeito a

possibilidade de utilizacdo deste biogas como fonte de energia alternativa a utilizacdo do CHj.
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Acetato

Moléculas
orgénicas
complexas

Produtos
fermetativos
intermediarios

Figura 3.5: Sitio de interacGes direcionadas a biodegradacéo progressiva de moléculas organicas
Complean a acidos OrgfiniCOS, CH4, COy, H; e H,S em biorreatores (A: bactérias hidroliticas/fermentativas; B:

bactérias acidogénicas produtoras de hidrogénio; C: bactérias homoacetogénicas; Di: metanogénicas acetoclasticas; D2: metanogénicas

hidrogenotroficas). Adaptado de O’Flaherty (2006), Guo et al. (2010) e Wilkinson (2011).

Diante as diversas configuracGes e possibilidades de reatores utilizados para o tratamento
de aguas residuérias, a digestdo anaerdbia parece ser 0 processo mais promissor para o tratamento
efetivo dos residuos. Varios fatores devem ser ajustados antes que o sistema de tratamento seja
considerado uma solucdo econdmica e tecnicamente viavel. Considerando o crescimento de todo
setor sucroalcooleiro brasileiro, torna-se relevante apontar as possibilidades tecnoldgicas e buscar

inovacOes para a destinacdo da vinhaca.

3.3. Bioprocessos para a producéo de hidrogénio: fermentacéo

Aguas residuarias com concentracdes elevadas de poluentes organicos (Castro-Villalobos
et al., 2012) estdo sendo cada vez mais sendo produzidas no mundo. Conforme abordado no
topico anterior, a digestdo anaerdbia destes compostos € uma alternativa atraente, porque, a
energia renovavel obtida a partir de biomassa e compostos organicos, pode proporcionar
producdo continua de fonte energética, na forma de biogas. Nesse sentido, em razdo do seu
potencial inesgotavel, do baixo custo, e por ser considerada uma fonte renovavel de energia
limpa, a utilizacdo do biohidrogénio tem atraido atencdo global (Show et al., 2012). A
bioprodugdo de H, a partir de &guas residudrias representa uma alternativa sustentavel para uma
economia baseada em combustiveis fosseis, um vez que este biogas é portador de energia com

elevado rendimento (Mohan et al., 2013).
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De acordo com Lam e Lee (2011) o hidrogénio apresenta elevado poder calorifico (142
MJ kg'™*), podendo assim fornecer mais energia por unidade, para a combustéo, fazendo do H, um

forte candidato para o sistema futuro de energia (Tabela 3.3).

Tabela 3.3: Valores calorificos de diversos combustiveis

Combustivel H, CHs; Gas Gasolina Diesel Etanol Metanol Carvao Madeira

natural
Poder
calorifico 142 56 54 47 45 30 23 27 15
(MJ kg™)

Dessa forma, conforme observado nas Figuras 3.6 e 3.7 a produgdo bioldgica de
hidrogénio pode ser dividida em: biofot6lise de dgua por meio da utilizacdo de algas (direta) e
cianobactérias (indireta), fotodecomposicdo de compostos organicos por bactérias fotossintéticas,
producdo fermentativa de hidrogénio a partir de compostos organicos. Podem ocorrer também
sistemas hibridos com bactérias fotossintéticas e fermentativas. Cada um dos tipos de producgéo
apresenta aspectos positivos e negativos, além de barreiras tecnoldgicas que precisam ser
superadas antes de serem inseridas em escalas plenas e préaticas (SINHA e PANDEY, 2011).

Os recentes desenvolvimentos no seqlienciamento gendmico, na analise de expressao, e na
tecnologia molecular e genética tém aumentado intensivamente a capacidade de ampliar as
habilidades metabdlicas microbioldgicas, sugerindo que posteriores e possiveis modificacGes
poderdo resultar em comunidades microbianas capazes de produzir H, a elevados rendimentos
(ABO-HASHESH et al., 2011).

Entre os bioprocessos apresentados para a producdo de hidrogénio, a fermentacdo na
auséncia de luz, uma forma modificada do processo de digestdo anaerdbia, tem sido sugerida
como grande detentora de potencial de produ¢do, com altos rendimentos e a habilidade de utilizar
residuos organicos particulados como matéria-prima (PEREIRA et al., 2012).

Kothari et al. (2012) afirmaram que a partir da fermentagdo ocorre a converséo de cerca
de 40% da energia quimica da agua residuéria em energia na forma de hidrogénio. Neste sentido,
embora a viabilidade da producdo fermentativa de hidrogénio a partir de aguas residuéarias tenha

sido demonstrada por diversos autores, a tecnologia ainda esta no seu inicio.
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Figura 3.6: Classificacdo da producéo bioldgica de H,. Fonte: Kim e Kim (2011)
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Figura 3.7: Esquema comparativo dos trés principais tipos tecnoldgicos de bioproducdo de
hidrogénio Fonte: Adaptado de Sinha e Pandey (2011).

De acordo com Sinha e Pandey (2011), em comparacao aos processos fotossintéticos de
producdo de hidrogénio, os processos fermentativos possuem a vantagem de rapida producéo de
hidrogénio e a simplicidade de operacdo. A producdo de hidrogénio a partir da fermentacéo na
auséncia de luz, utilizando biomassa e aguas residuarias reais como substrato tem se tornado
amplamente atrativa devido a producdo de energia renovavel, ao potencial e capacidade de lidar
com residuos organicos agricolas e industriais, ao passo que produz H; no biogas (BAO et al.,
2013).

A questdo é como atingir condi¢Bes ideais de producdo de hidrogénio, mantendo
reduzidos os custos de tratamento, considerando os parametros operacionais: fonte de indculo,

substrato, configuracdo do reator, temperatura, concentracdo de substrato e taxa de carregamento
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organico aplicada organica aplicada (WANG e WAN, 2009; GRAUSE et al., 2012; GIOANNIS
etal., 2013).

Dessa maneira, os estudos realizados com diferentes fontes e a partir de misturas de
substratos organicos para a melhoria do processo de degradacdo em reatores bioldgicos, e a
aplicacdo do processo fermentativo produtor de H, no tratamento de diversas aguas residuarias,
abrangendo os processos envolvidos na geracao de energia a partir da fermentacéo termofilica na
auséncia de luz, assim como alguns dos pardmetros associados a esta producéo, serdo abordados a

sequir.

3.4. Fontes e misturas de substratos para a producéo fermentativa de H,

A producdo fermentativa de hidrogénio representa uma estratégia aplicavel para gerar
energia a partir de uma variedade de substratos (Ye et al., 2012). Segundo Akutsu et al. (2009a e
b) a determinacdo da aplicabilidade da utilizacdo da biomassa para a producdo de H,, tornando
possivel a investigacdo especifica de cada fonte de indculo, bem como as caracteristicas dos
substratos e &guas residuarias reais compostas com constituintes complexos, serd de extrema
importancia para os estudos na area de producdo bioldgica de hidrogénio.

Recentemente foram desenvolvidas pesquisas utilizando como fonte de substrato a glicose
(L1 et al., 2008b; YOKOYAMA et al., 2009; KARADAG, 2011; BARROS e SILVA, 2012), a
sacarose (GUO et al., 2010; PERERA e NIRMALAKHANDAN, 2011), a xilose (LONG et al.,
2010; MAINTINGUER et al., 2011; MAKINEN et al., 2012), o amido (CHEN et al., 2009;
CAKIR et al., 2010; SEN e SUTTAR, 2012), residuos solidos (LEE et al., 2010; KOBAYASHI
et al., 2012; RAMOS et al., 2012), 6leo de oliva (O-THONG et al., 2008; KOUTROULI et al.,
2009; PRASERTSAN et al., 2009; O-THONG et al., 2009; ISMAIL et al., 2010; BADIEI et al.,
2012), aguas residuérias de soro de queijo (AZBAR et al., 2009a; AZBAR et al., 2009b;
KESKIN et al., 2011; KARGI et al., 2012; ROSA et al., 2014), aguas residuarias provenientes de
destilarias de tequila (ESPINOZA-ESCALANTE et al., 2009; BUITRON e CARVAJAL, 2010),
destilarias de etanol utilizando a mandioca (INTANOO et al., 2012; ROY et al., 2012; WANG et
al., 2013"), melaco de actcar (LAY et al., 2010; REN et al., 2010; HAN et al., 2012; WANG et
al., 2013%); vinhaca de aclcar de beterraba (ACEVES-LARA et al., 2010) e caldo de cana
(PATTRA et al., 2011).
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Desta maneira, a Tabela 3.4 apresenta a utilizacdo de diferentes fontes de substratos em
diferenciadas configuracdes de reatores, tornando-se essencial para a investigacdo dos mesmos

para a obtencdo de melhores producdes de hidrogénio (REN et al., 2011).

Tabela 3.4: Utilizacdo de diferentes fontes organicas para a producdo de H, utilizando diversas

configurac@es de reatores anaerdbios

Crescimento

Reator ~ Substrato Producdo de H, N Indculo Referéncia
bioldgico
CSTR  Melago 249 mmol L™ d™ Suspenso ;ﬁ?éiepsjom Ren et al. (2006)
CSTR Amido 2,8 mol mol glicose™ Suspenso Lodo digerido Akutsu et al. (20093
CSTR Lactose 2,8 mol mol lactose™ Suspenso Lodo: UASB g%‘ég)a -Vazquez etal.
. 1 Clostridium
CSTR  Sacarose 3,74 mol mol glicose Suspenso pasteurianum Yuan et al. (2009)
Residuos de
CSTR ;?]f;efélgiio 2,3 mol mol glicose™ Suspenso Lodo: CSTR Kim e Lee (2010)
digerido
a1 Lodo: esgoto
CSTR M?Iago 390 mmol L™d Suspenso municipal Lay et al. (2010)
Ge"ctgzz 1247 mmol L™ d*
CSTR g\rgido Suspenso Lodo anaerébio  Li et al. (2010)
412 mmol.L™ d*
peptona
972Ld*L? Aderido Lodo: esgoto
R l. (201
CSTR  Melaco 6,65Ld*L! Suspenso municipal enetal. (2010)
UASB  Amido 1,7 mol mol glicose™ Granular bfgéCSTR ¢ Akutsuetal. (2009")
Agua Lodo digerido:
P A A -1 .
UASB (r:zfcléduarla. 1,29 mol mol hexose Granular anaerobiose Jung et al. (2010)
Glicose A1 Lodo: CSTR e
EGSB L -arabinose 2,7LLd Granular UASB Abreu et al. (2010)
RALF  Glicose 2,49 mol mol glicose™ Aderido Lodo: UASB Amorim et al. (2009)
RALF  Glicose 2,29 mol mol glicose™ Aderido Lodo: UASB Shida et al. (2009)
RALF  Glicose 2,55 mol mol glicose™ Aderido Lodo: UASB Reis e Silva (2011)
RALF  Glicose 2,11mol mol glicose™ Aderido Lodo: UASB Barros e Silva (2012)
1,90 | g DQO™ .
RALF 282?]38 mmol g DQ Aderido Lodo: UASB Rosa et al. (2014)

CSTR: reator de agitagdo continua; UASB: Reator anaer6bio de manta de lodo com fluxo ascendente; EGSB: reator
anaerdbio com leito granular expandido; RALF: reator anaerdbio de leito fluidificado. Fonte: Adaptado de Ren et al.
(2011).

A fim de melhorar a tratabilidade e biodisponibilidade de substratos complexos, a adicdo

de um co-substrato, ou seja, a mistura de compostos, pode ser uma 6tima estratégia de melhoria
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de degradacdo microbiana (XIA et al., 2012). A glicose € facilmente biodegradada pelos
microrganismos durante a producdo de hidrogénio por fermentacdo (FANG e LIU, 2002). Por
outro lado, aguas residuérias complexas podem conter compostos recalcitrantes que dificultariam
a producdo de H,. Cepas microbianas que podem efetivamente degradar a glicose juntamente
com outros compostos presentes em uma mistura de substratos sdo de consideravel interesse
académico e pratico (SAINT-AMANS et al., 2001; REN et al., 2008; PRAKASHAM et al.,
2009; ZEIDAN e VAN NIEL, 2009; XU et al.,, 2010; DAVILA-VAZQUEZ et al., 2011,
HNIMAN et al., 2011; CHAGANTI et al., 2012; ROSALES-COLUNGA et al., 2012; XIA et al.,
2012; ROSA et al., 2014). Esta combinacdo podera atingir rendimentos de H, mais elevados pela
completa utilizacdo da energia armazenada nos substratos.

Na producdo bioldgica de hidrogénio a partir da vinhaca de tequila, Buitron e Carvajal
(2010) alcangaram valores maximos de 50,5 mL H, L™ h™, a partir de glicose como afluente
inicial de adaptacdo, permitindo que a biomassa obtivesse a condicdo mais favoravel possivel,
anteriormente a introducéo de vinhaca ao reator em batelada.

A partir da obtencdo de cepa recombinante de bactéria termoacidofilica produtora de H e
utilizando como fontes de substratos a glicose, a xilose e a mistura de glicose/xilose em reatores
em batelada sob condig¢des termofilicas, Li et al. (2010), alcancaram valores de 2,71; 1,45 e 2,28
mol mol aclcar™, respectivamente, demonstrando assim a possibilidade da fermentacdo de
mistura de substratos para a producao eficiente de hidrogénio.

Rosales-Colunga et al. (2012) demonstraram que as cinéticas da producdo de hidrogénio e
de metabdlitos, assim como o rendimento de H,, sdo influenciados pelo tipo de acucar utilizado
como fonte de substrato, refletindo nos desvios das rotas metabdlicas para a producdo de
hidrogénio. Por meio da utilizacdo de galactose como fonte de energia os autores obtiveram 1,12
mol.mol galactose™. A fermentacdo da lactose ou da mistura de glicose/galactose apresentou
rendimento similar, de 1,02 mol.mol hexose™, tornando possivel a aplicacdo ou estudos mais
aprofundados da utilizagdo de carboidratos como substratos individuais ou como mistura para a
producdo de hidrogénio.

Efetiva produgdo continua de Hy, de 1,37 e 1,90 mmol g DQO™ foi obtida por Rosa et al.
(2014), a partir da fermentagéo individual de glicose e de soro de queijo, respectivamente, em
reator anaerdbio de leito fluidificado. A utilizacdo da mistura destes dois substratos, durante a co-

fermentacéo, favoreceu a producdo concomitante de etanol (3,45 mol EtOH g™) e de hidrogénio
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(1,70 mmol g DQO™), demonstrando que a mistura de substratos melhorou a producdo de
bioetanol.

Uma vez que as bactérias produtoras de H, sdo sensiveis as alteracbes ambientais, uma
investigacdo sobre a resposta do reator em funcdo das mudancas de substrato poderd auxiliar na

operacdo do sistema de producéo de hidrogénio.

3.5. Producéo bioldgica de H, a partir de vinhaca proveniente de diferentes matérias-
primas

Conforme exposto nos topicos anteriores, a viabilidade da producao de hidrogénio a partir
de residuos organicos tem sido amplamente demonstrada. A utilizacdo destes residuos para a
producdo de biohidrogénio como fonte de energia é considerada uma abordagem de pesquisa
aplicada adequada, uma vez que a producdo de energia e a estabilizacdo do residuo seriam
realizadas simultaneamente (PERERA et al., 2012).

Neste sentido, ao longo da ultima década tem sido demonstrada a viabilidade da geracao
de hidrogénio a partir de aguas residuarias organicas similares a composi¢do da vinhaca de cana-
de-acglcar, como as provenientes de destilarias de alcool (INTANOO et al., 2012; ROY et al.,
2012), e de melaco (LAY et al., 2010; REN et al., 2006; REN et al., 2010; KONGJAN et al.,
2011). A produgdo e as caracteristicas da vinhaca sdo altamente variaveis, e dependem da
matéria-prima e de diversos aspectos relacionados ao processo operacional da producao de etanol.
O potencial destes residuos a partir de diferentes matérias-primas, tem sido demonstrado sob
condicbes mesofilicas em reatores em batelada (HSIAO et al., 2009; BUITRON e CARVAJAL,
2010; NASR et al., 2011; SEARMSIRIMONGKOL et al.,, 2011) assim como em reatores
continuos (PATTRA et al., 2011; HAN et al., 2012; WANG et al., 2013% WU et al., 2013).

Buitron e Carvajal (2010) demonstraram a viabilidade de produzir biohidrogénio a partir
da vinhaca de tequila. Os autores observaram que a quantidade de biogds e a producdo de
hidrogénio foram afetadas pela concentracéo inicial afluente, e que a intensidade deste fator foi
dependente do TDH e da temperatura utilizada (25 e 35 °C).

Especificamente para o tratamento de aguas residuarias provenientes de melago (refinaria
de acucar), Ren et al. (2010) investigaram a producéo fermentativa de hidrogénio, sob condicdes
mesofilicas, em reator anaerébio de agitacdo continua (CSTR), com crescimento da biomassa

suspenso e aderido, em carvao ativado, com cargas e TDH aplicados de 8 a 40 g DQO L™ d e de
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6 h, respectivamente. Os sistemas se mantiveram com valores médios de pH entre 4,5a 4,8 e 3,8
a 4,4, para o crescimento suspenso e aderido, respectivamente. As produc6es de hidrogénio foram
superiores no reator com crescimento aderido, com cerca de 9,72 L d™ L™, enquanto a produgéo
especifica de hidrogénio obtida de 5,13 L g™ SSV d™ foi maior para o reator com crescimento
suspenso. Os autores afirmam que o reator com biomassa aderida mostrou-se mais estavel na
producdo de hidrogénio, pH, eficiéncia de utilizacdo do substrato e producdo de metabdlitos
(&cidos graxos volateis e etanol) durante todo o experimento.

A investigacdo da producdo de hidrogénio em reator CSTR para o tratamento de aguas
residuarias provenientes de melaco (fermentado condensado sollvel), com TDH aplicado de 3 a
24, Lay et al. (2010) obtiveram 390 mmol H, L™ d* com carga aplicada de 320 g DQO L d™ e
TDH de 3 h. Os autores alcancaram maior produc¢do de hidrogénio com carga organica e TDH
aplicados de 80 g DQO L™ d™* e 12 h, respectivamente. Por meio de analises de PCR em tempo
real, com TDH de 8 h, os autores detectaram Clostridium acetobutylicum e Clostridium
pasteurianum. A utilizacdo do melaco como fonte para a producéo de hidrogénio mostrou-se um
processo viavel, porém com menor producdo de hidrogénio quando comparado a utilizacdo de
sacarose.

O estudo da otimizacdo da producdo de hidrogénio, controlando principalmente a
concentracdo afluente, em reatores anaerdbios em batelada utilizando como substrato vinhaca de
acucar de beterraba foi realizado por Aceves-Lara et al. (2010). Os autores obtiveram aumento de
75% na producdo de hidrogénio, 8,27 mL H, L™ min™ por meio da aplicacdo da vazio afluente
como a principal variavel controlada, atingindo remocGes de 95% de glicose.

Mohan et al. (2011) utilizaram reator em batelada sequencial a fim de desenvolver e
analisar a comunidade microbiana produtora de H, a partir de aguas residuarias de destilarias de
alcool. O desempenho ideal do sistema ocorreu com 40 dias de operacdo, 0,72 kg m™ d™,
atingindo 0,32 mol H, m™ d™. Espécies dominantes, como Delftia sp., uma bactéria oxidante de
hidrogénio, foram substituidas por Anaerofilum sp., uma Firmicute anaerdbia e hidrogenase Fe-
dependente.

Pattra et al. (2011) avaliaram o desempenho de um reator continuo de tanque agitado néo-
estéril (CSTR) enriquecido com Clostridium butyricum na producdo de hidrogénio a partir de

caldo de cana como substrato. Os autores observaram que a espécie produtora de H; enriquecida
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no reator, C. butyricum, mostrou-se eficaz na competicdo com outros microrganismos durante o
processo ndo-estéril, mantendo a producao de hidrogénio e o consumo do substrato.

A operacdo de forma continua em reator CSTR e em reator em batelada para a producao
de hidrogénio a partir de aguas residuérias de destilarias de &lcool utilizando o milho como
matéria-prima foi realizada por Qiu et al. (2011). Os autores enriqueceram biomassa mista
produtora de hidrogénio a partir de composto de esterco bovino digerido, alcancando a maior
producdo de 196 mL g SV adicionado™, a 70 °C, pH 7,0. No CSTR, obtiveram 172 mL H, g SV
adicionado™, no TDH de 4 dias. Os microrganismos envolvidos nos ensaios em batelada e no
CSTR foram similares, relacionando a producdo de hidrogénio a presenca de bactérias
hipertermofilicas como Thermotoga, Coprothermobacter, Caldanaerobacter, Thermobrachium e
Caldicellulosiruptor.

Searmsirimongkol et al. (2011) avaliaram a producéo de hidrogénio utilizando como fonte
de substrato aguas residuarias provenientes do processamento de etanol produzido a partir de
cana-de-acticar em reator em batelada sequencial (ASBR). Por meio da concentracdo de 40 g L™,
TCO de 60 kg m2 d™, TDH de 16 h, pH de 5,5, a 37 ©, alcancaram 3320 mL H, L* d* e 172 mL
H, g DQO removida™. As concentracdes elevadas de potassio e de sulfato observadas na vinhaca
bruta (com DQO de 150 g L™), de 8,8 e 7,0 g L™, respectivamente demonstraram a necessidade
de diluir o afluente a fim de evitar efeito toxico as bactérias produtoras de hidrogénio. Em
concentracdes superiores a 40 g DQO L™ houve decréscimo do desempenho do sistema em
termos de producdo de hidrogénio em funcao das maiores concentragdes de PO, e SO,

A partir do exposto a respeito das pesquisas realizadas no tratamento anaerdbio de
vinhaca e considerando a tendéncia de crescimento da producdo de etanol e da consequente
geracdo de vinhaca de diversas fontes, torna-se necessario o aperfeicoamento dos métodos de
tratamento existentes, partindo-se do conhecimento das vantagens e desvantagens reais
associadas a cada um deles, sendo a producdo bioldgica de hidrogénio a partir desta adgua
residuaria uma alternativa viavel.

Outro fator a ser considerado na melhoria da converséo microbiana de residuos complexos
a H, é a temperatura. De acordo Prasertsan et al. (2009), condic¢des termofilicas para a producéao
de hidrogénio podem apresentar vantagens no tratamento de aguas residuarias lancadas em
temperaturas elevadas, como as provenientes de 6leo de palma, destilarias, e do processamento de

alimentos, conforme sera abordado no item a seguir.
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3.6. Principios e fundamentos fermentativos sob temperatura termofilica

Os microrganismos sdo capazes de produzir hidrogénio num intervalo de temperatura de
15 a 85 °C (KANAI et al., 2005). Reagdes fermentativas podem ser operadas a temperaturas
mesofilicas, entre 25 e 40 °C, termofilicas entre 40 e 65 °C e em condicdes hipertermofilicas, com
temperaturas acima de 80 °C (SINHA e PANDEY, 2011).

Uma diversidade de substratos sintéticos e reais tem sido viabilizada para a producéo de
hidrogénio por meio de processos fermentativos termofilicos, e em sua maioria, a partir de
reatores em batelada, utilizando a xilose (ZHAO et al., 2010; KHAMTIB e REUNGSANG,
2012), o oleo de palma (O-THONG et al., 2009; YOSSAN et al., 2012), o soro de queijo
(KARGI et al., 2012), a mandioca (LUO et al., 2010a; LUO et al., 2010b; O-THONG et al.,
2011), a celulose (CARVER et al., 2012; XIA et al., 2012), a palha de arroz (CHEN et al., 2012),
o0 glicerol (SITTINUNDA e REUNGSANG, 2012), a co-fermentacdo da glicose com materiais
lignocelul6sicos (SIGURBJORNSDOTTIR e ORLYGSSON, 2012), e aguas residudrias
provenientes de destilarias de alcool (INTANOO et al., 2012 e ROY et al., 2012). A efetividade
da producéo de hidrogénio também péde ser verificada em reatores continuos, a partir de sacarose
(OBAZU et al., 2012), de soro de queijo (AZBAR et al., 2009a; AZBAR et al., 2009b), de
celulose (GADOW et al., 2012) e de destilarias de alcool (WANG et al., 2011).

Sistemas termofilicos operados normalmente sob temperaturas de 55 a 60 °C apresentam
alta producdo e rendimento de hidrogénio, e direcionam a rota do acetato em maior extensdo
quando comparados aos sistemas meséfilos (HAWKES et al., 2007). Esses fatores sdo
principalmente atribuidos ao maior favorecimento termodindmico, aumentando as reacfes
quimicas e bioldgicas, a dominancia da via metabolica do acetato contrariamente a do etanol e do
lactato e a maior tolerncia a pressdo parcial do hidrogénio (VAN GROENESTIIN et al., 2002;
KOTSOPOULOS et al., 2006; O-THONG et al., 2009).

O hidrogénio apresenta baixa solubilidade em fase aquosa: 0,017 cm?® de hidrogénio por 1
cm® de 4gua a 1 bar e 37°C (GUWY et al., 1997). Levando-se em consideracdo a Lei de Henry,
temperaturas mais elevadas acabam reduzindo a solubilidade do gas na fase aquosa e,
conseqlientemente, a interacdo do gas com 0S microrganismos presentes no processo. 1sso
desfavorece o consumo do gas para geracdo de outros produtos do processo fermentativo e

aumenta a eficiéncia de remog&o do biogés.
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A pressao parcial de hidrogénio (PH>) na fase gasosa € crucial. Quando a concentracdo de
hidrogénio no headspace aumenta, a sintese de H, torna-se termodinamicamente desfavoravel e o
metabolismo é deslocado para a producdo de produtos finais reduzidos (LEVIN et al., 2004).
Apenas a baixos valores de PH,, podera ocorrer a oxidagdo do NADH para NAD+ por meio da
sintese de H, (CIRANNA et al., 2011).

A Figura 3.8 ilustra as vias metabdlicas que poderdo ocorrer a partir da degradacdo do
composto organico para a producdo biologica de H,. A fim de superar as limitacdes
termodinamicas das reacdes de produg@o de hidrogénio dependentes de NAD, o aumento da
concentracdo de H+ e/ou a diminuicdo da pressao de H, serdo determinantes. Neste contexto, as
bactérias termofilicas ou a reconstituicdo das reacdes de producdo de H, dependentes de NAD no
periplasma bacteriano, onde a concentracdo de H+ é mantida, podem ser caminhos a serem

estudados e pesquisados (OH et al., 2011).
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Figura 3.8. Diagrama das vias metabolicas envolvidas na fermentagdo de Hy (ac: acetato; ACK: acetate
quinase; ALD: alcool desidrogenase; ETH: etanol; Fdox: ferridoxina oxidada; Fdrd: ferridozina reduzida; FHL: formato hidrogénio liase; FOR:
formate; G3P: gliceraldeido-3-fosfato; G6P: glicose-6-fosfato; HydA: hidrogenase ferridoxina dependente; LDH: lactato desidrogenase; Via PP:
via das pentose fosfato; NFOR: NAD(P)H ferridoxina oxidoredutase; PDH: pituvato desidrogenase; PFL: piruvato formato liase; PFOR: piruvato

ferridoxina oxidoredutase (OH et al., 2011).
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Os mecanismos gque explicam aumentos nos rendimentos de hidrogénio estdo relacionados
a termodindmica de trés reacbes metabdlicas: lactato hidrogenase, NADH hidrogenase e
homoacetogénese, que sdo afetadas pelas baixas pressbes parciais de H, (BASTIDAS-
OYANEDEL et al., 2012). A auséncia de producdo de lactato (Equagdo 1) podera elevar a
disponibilizacédo de carbono e de elétrons a partir do piruvato, e consequentemente o rendimento
de hidrogénio podera ser aumentado. A reacdo que envolve a sintese de hidrogénio a partir da
oxidagdo de NADH para NAD" (Equacdo 2) tem sido considerada termodinamicamente favoravel
em biossistemas com PH, reduzidas, como observadas em temperaturas termofilicas. A formacédo
de &cido acético por meio da rota metabolica da homoacetogénese (conversdes de H,/CO, a
acetato) podera ocorrer devido ao consumo de hidrogénio e de gas carbdnico, diminuindo assim o
rendimento de producdo bioldgica de H, (Equacdo 3). No entanto, reatores termofilicos tém
apresentado menor ocorréncia de homoacetogénese e de suas consequéncias deletérias ao
rendimento de H, (Akutsu et al., 2009a e Luo et al. 2010a).

CeH1206 > 2 CHsCHOHCOOH + H* (Eq. 1) (Wu et al., 2008)
NADH + H" = H, + NAD" (Eq. 2) (Bastidas-Oyanedel et al. (2012)

4H; + 2C0O; > CH3COOH + 2H,0 (Eg. 3) (Conrad and Wetter, 1990)

As rotas metabodlicas em uma cultura acidogénica mista sdo controladas pela composicao
de gases no headspace, influenciando as propriedades fisico-quimicas, hidrodindmicas e a propria

composicao do headspace (Figura 3.9).
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Figura 3.9: Transferéncia liquido-gas na produgdo fermentativa de hidrogénio. Fonte: Bastidas-
Oyanedel et al. (2012).
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A transferéncia liquido-gas do hidrogénio tem se mostrado como um critério primordial,
no qual o hidrogénio deve ser direcionado a partir do liquido para a fase gasosa 0 mais rapido
possivel mantendo assim um elevado fluxo de producéo de hidrogénio pelas células. Por um lado,
a explicacdo baseia-se nas propriedades termodindmicas, mas por outro, hd possivelmente a
supersaturacdo de hidrogénio na fase liquida (PEINTNER et al., 2010). Em temperaturas
elevadas, o hidrogénio sera transferido a partir do liquido para a fase gasosa promovendo uma
alta producdo de H,. Um rendimento quase estequiométrico exige condic¢des de equilibrio a baixa
pressdo parcial de H, (SONNLEITNER et al., 2012).

Além disso, processos fermentativos operando sob condi¢des termofilicas, em torno de 50
°C, resultam em elevada degradacdo da matéria organica, acelerando a estabilizacdo do processo
e favorecendo a aplicacdo de menores TDH com maiores cargas organicas volumétricas aplicada.
Esses sistemas também produzem biogés de forma mais eficaz (KESKIN et al., 2011; KARGI et
al., 2012; LUO et al., 2010a e b; HASYIM et al., 2011).

Ao comparar 0 processo de estabilidade e a eficiéncia da digestdo anaerdbia em
temperaturas de 50°C a 60°C, Kim et al. (2002) apontam vantagens do processo termofilico,
como por exemplo 0 aumento da metabolizacdo de solidos organicos e aumento da separagdo
liquido-solido. O crescimento microbiano e a hidrélise de particulas solidas podem ser
aumentadas, e a solubilidade do H, diminuida, aliviando o efeito inibitério causado pela alta
pressdo parcial do H, (WEILAND, 2010).

Ao apresentarem um protocolo rapido e simples para a avaliacdo do potencial de producéo
de biohidrogénio a partir de aguas residuarias, Mohan et al. (2012) afirmaram que a temperatura
ideal para a producdo de hidrogénio depende da natureza do biocatalisador e do tipo de agua
residuéria a ser utilizada como substrato.

A seguir serdo apresentados os principais parametros que influenciam a produgéo
bioldgica de hidrogénio, como a fonte de indculo, as aplicacbes de taxas de carregamento
organico em razdo da diminuicéo do tempo de detengdo hidraulica e das diferentes concentragdes
do substrato e a presenca de nutrientes para o crescimento bacteriano. Essas variaveis também séo
de fundamental importancia para estudos realizados sob temperatura mesofilica, no entanto, esta
revisdo de literatura apresentara os efeitos destes fatores sob temperatura termofilica, assim como

as caracteristicas e aplicages dos microrganismos termofilicos na producéo de Ho.



33

3.6.1. Inoculo

Na etapa de dimensionamento da producdo fermentativa de hidrogénio, um dos desafios é
a obtencdo de in6culo microbiano ativo e estavel a partir de fontes naturais. O indculo deve ser
pré-tratado a fim de eliminar as bactérias consumidoras de hidrogénio e enriquecer as produtoras
de H, (NING et al., 2012).

Microrganismos capazes de produzir hidrogénio estdo amplamente distribuidos nos
habitats naturais, como solo, aguas residuérias, e também lodo de biodigestores, reatores e
compostos organicos. Dessa maneira diversos materiais podem ser utilizados como fonte de
indculo, os quais poderado ser utilizados como culturas puras ou um consorcio de microrganismos
(SINHA e PANDEY, 2011).

O-Thong et al. (2009) avaliaram cinco métodos de pré-tratamento para producdo
bioldgica de hidrogénio sob condi¢des termofilicas, 60 °C, a partir de aguas residuérias de dleo
de palma, entre eles o tratamento controle, basico, &cido, acido 2-bromoetanosulfénico, choque
de carga e tratamento térmico. Os resultados obtidos pelos autores demonstram que, seguido do
tratamento térmico, o choque de carga atingiu as melhores produgdes de hidrogénio, com
consequente enriquecimento da biomassa, atingindo 1,96 mol H, mol™ hexose e 11,2 mmol H, L
! h?, com predominancia de 4cidos acético e butirico e predominancia de bactéria termofilica
produtora de H,, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum.

Em um reator termofilico CSTR utilizado para a digestdo anaerébia de lodo de
suinocultura e residuos solidos, Merlino et al. (2013) relacionaram a producdo bioldgica de

hidrogénio, de 0.06 L L™ h™!, & presenca de microrganismos similares a Clostridium cellulosi.

3.6.2. Taxa de carregamento organico: tempo de detencéo hidraulica e concentracéo do
substrato

A producdo de hidrogénio a partir de aguas residudrias reais, entre outros fatores, é

fortemente influenciada pela taxa de carregamento organico (TCO) aplicada nos reatores. A TCO

depende do tempo de detencdo hidraulica (TDH) e da concentracdo de matéria organica no

substrato de alimentacdo (PEIXOTO et al., 2011; AGUILAR et al., 2013). Portanto, € essencial

definir um intervalo de TCO, no qual serd possivel atingir eficiéncia constante no reator

biolégico, ou uma TCO 6tima para o maximo rendimento de hidrogénio (HAFEZ et al., 2010).
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Como consequéncia, as rotas fermentativas e os produtos metabdlitos finais poderdo ser
modificados em razdo das TCO utilizadas, assim como a eficiéncia de conversdo do substrato e a
comunidade microbiana estabelecida no sistema (GIOANNIS et al., 2013).

Por meio do aumento do tempo de detencdo hidraulica, uma quantidade maior de
substrato € disponibilizada no afluente, e a bioproducéo podera ser aumentada (THANWISED et
al., 2012). Resultados experimentais do tratamento de &guas residuarias de soro de queijo para a
producdo de hidrogénio sob condigdes termofilicas realizados por Azbar et al. (2009b)
demonstraram que o efeito do TDH influenciou a producdo de hidrogénio, concluindo que baixos
TDH aplicados ocasionaram em aumento na producéo de Ho.

Entretanto, sob temperatura termofilica, Kongjan et al. (2009) relataram efetiva producéo
de H; a partir de xilose, em reator CSTR operado em TDH elevado de 72 h, atingindo 1,36 mol
H, mol xiloseconsumica~ € produtividade de 2 mL H, d* L™. Apesar disso, elevado contetido de
hidrogénio no biogas pode ser atingido por meio de aplicacdo de maiores taxas organicas
aplicadas em menores tempos de detencéo hidraulicas promovendo condicdes favoraveis para 0s
microrganismos produtores de hidrogénio (BADIEI et al., 2012).

Zahedi et al. (2013) avaliaram a producédo termofilica de hidrogénio a partir de residuos
solidos municipais (fracdo organica) com variacdo de TDH entre 240 a 6 horas. Os autores
obtiveram maximo contetdo de H, no biogas (57%) no TDH de 12 h, afirmando que o aumento
da taxa de carregamento organico, causada pelo diminuicdo do TDH, esteve correlacionado
diretamente com a producéo de hidrogénio e a atividade microbiana.

O efeito da concentracdo do substrato na estabilidade e no rendimento de producédo
bioldgica de H, ainda ndo esta totalmente esclarecido (Amorim et al., 2012). De acordo com Won
et al. (2013), a produtividade de hidrogénio € dependente do conteldo de carboidratos e de
matéria organica, principalmente quando a fermentacdo ocorrer mediante a aplicacdo de TDH
reduzidos e TCO elevadas. Antonopoulou et al. (2011) também relatou que a concentracdo de
carboidratos influencia na distribuicdo dos produtos metabodlitos. Concentracbes afluentes
elevadas poderdo aumentar a producédo de H, (WANG e WAN, 2009), poréem, por outro lado,
concentragdes muito elevadas de substrato poderdo diminuir esta capacidade (SARIPAN e
REUNGSANG, 2013).

Sob temperatura termofilica, Kargi et al. (2012) avaliaram a producdo de H, a partir de

diferentes concentracdes afluentes de soro de queijo (5,2 a 28,5 g L™) e observaram que a
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utilizacdo da concentracéo de 9,5 g L™ apresentou o melhor rendimento de H,, de 1,03 mol mol
glicose™. Os autores afirmaram que a fermentacéo do substrato com concentracdes superiores a
20 g L™ foi prejudicada pela acdo inibitéria dos &cidos organicos volateis.

3.6.3. Nutrientes

No processo fermentativo de producdo de hidrogénio, nitrogénio, fésforo e diversos
minerais inorganicos sdo necessariamente suplementados as matérias-primas ricas em
carboidratos utilizadas como fontes de substratos aos microrganismos a fim de obter condigdes
Gtimas para o cultivo de células microbianas e melhores producgdes de H, (SHOW et al., 2011).

Raz0es apropriadas entre carbono e nitrogénio, carbono e fésforo e entre carbono e sulfato
aumentam a bioproducéo de hidrogénio por meio da modificacdo de rotas metabdlicas associadas
ao requerimento nutricional dos microrganismos (INTANOO et al., 2012). Ao realizarem a
melhoria da producdo termofilica de hidrogénio utilizando uma nova cepa de
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum T BT-ST1, Roy et al. (2013) afirmaram que
uma adequada fonte de nitrogénio é necessaria para o funcionamento do metabolismo microbiano
durante a fermentacéo. Além disso, os autores ressaltaram a funcdo do Fe*?, como cofator da
enzima hidrogenase, assim como o papel transportador da ferredoxina (proteina Fe-S) que oxida
piruvato a acetil-CoA e Coy, juntamente com a reducdo do préton para H, molecular. O ferro
também pode induzir alteragdes metabdlicas de proteinas Fe-S e ndo Fe-S associadas com a
enzima hidrogenase.

Cheong e Hansen (2007) utilizaram relacdo DQO:N:P de 100:3.3:0.6 em reator
termofilico em batelada alimentado com &gua residuéria sintética, com 25000 mg DQO L™ com
glicose como substrato organico. Os autores observaram 64% de H, no biogas.

Sob temperatura termofilica, Kim e Kim (2012) investigaram a produgdo de H; a partir de
diferentes fontes de substratos (xilose, glicose, galactose, sacarose, celobiose e amido), e
alcancaram maximo rendimento de H, de 3,17 mol mol hexose™, no teste com sacarose, por meio
da relagdo DQO:N:P:Fe igual a 100:5:1:0,33.

3.6.4. Caracteristicas e aplicacdes dos microrganismos termofilicos na producéo de H,
A temperatura € um dos parametros fisicos mais importantes no processo evolutivo.
Define propriedades fundamentais das espécies e desempenha papel fundamental em diversos
mecanismos fisioldgicos complexos (CHEN e SHAKHNOVICH, 2010).
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Para Carver et al. (2011) os microrganismos termofilicos apresentam um enorme
potencial para bioprocessos de tratamento de aguas residuarias e producdo de energia. Segundo
Dong et al. (2011), sob condigdo termofilica ocorre uma simplificacdo da estrutura da
comunidade microbiana, maior do que nos sistemas mesofilicas.

Mudangas sutis na temperatura podem impactar amplamente as células bioldgicas. Dessa
maneira, as células termofilicas evoluiram a maquinaria genética de forma substancial a fim
evitar a desnaturagdo térmica do proteoma (GHOSH e DILL, 2010).

A temperatura ideal para a atividade catalitica das enzimas termofilicas é elevada, ente 50
a 80 °C, geralmente superior a temperatura de desnaturacdo em células mesofilicas. A questao-
chave é esclarecer a forma pela qual as enzimas termofilicas sdo capazes de manter suas
caracteristicas estruturais a temperaturas tdo altas para a atividade catalitica. Uma comparacao
entre as seqiiéncias e estruturas dos termofilicos e as dos mesofilicos sugere que a conformacao
essencial dos elementos é retida e que a sequéncia no sitio ativo é em grande parte preservada por
diversos mecanismos (incluindo pré-arranjo de residuos cataliticos, aumento no contetdo de
residuos polares, pontes estaveis de sais, maior rigidez e poucos movimentos de desdobramento)
(VEMPARALA et al., 2011).

No caso dos acidos nucléicos de microrganismos termofilicos, a modificacdo quimica
estrutural, como por exemplo, a metilacdo de RNA e a presenca de componentes extrinsecos,
promotores da estabilidade dos &cidos, como sais e histonas, sdo essenciais para manter a
replicacdo, transcricdo e traducdo a altas temperaturas, proximas a de desnaturacdo de DNA e
RNA (JAENICKE e STERNER, 2006).

A termoestabilidade das proteinas presentes nas células termofilicas sdo de extrema
relevancia (LIN e CHEN, 2011). Gromiha e Suresh (2008) afirmaram que a distin¢do entre
proteinas mesofilicas e termofilicas € uma questdo em desafio e poderd auxiliar no
desenvolvimento de proteinas estaveis. Os autores encontraram que a Lys, Arg e Glu, assim como
residuos hidrofébicos, como a Val e a lle apresentam maior ocorréncia em termdfilos quando
comparados as sequéncias mesofilas. A maioria das proteinas se desnatura em altas temperaturas,
mas a composicdo de aminoacidos em proteinas termoestaveis dos microrganismos termofilos
identifica as propriedades destas proteinas.

Madigan et al. (2004) esclarecem vérios fatores que garantem a termoestabilidade de

biomoléculas como as proteinas e 0 DNA em organismos termofilos. As enzimas de terméfilos
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frequentemente contém as mesmas caracteristicas estruturais principais que as correspondentes
termolabeis de bactérias mesodfilas. No entanto, as proteinas termoestaveis tendem a apresentar
nucleos altamente hidrofébicos, o que provavelmente diminui sua tendéncia de se desdobrar,
além de geralmente apresentarem maior interacdo iénica em suas superficies. Outra caracteristica
é que o citoplasma de organismos termofilos contém grandes quantidades de 2,3 difosfoglicetato
ciclico de potassio, impedindo danos quimicos, como a desnaturagdo do DNA.

Muitos sdo os fatores que capacitam os termdfilos a cresceram em temperatura elevada
tais como: os ribossomos, as membranas e as varias enzimas dos microrganismos termofilicos. A
perda da funcdo da membrana citoplasmatica em baixas temperaturas pode ser o que determina a
temperatura de crescimento minimo dos termoéfilos (PELCZAR et al., 1996).

A baixa densidade celular encontrada e o requerimento de energia para o0 aquecimento do
sistema sdo os principais inconvenientes da producdo fermentativa sob condi¢des termofilicas.
Sistemas de reatores com biomassa imobilizada e efluentes industriais lancados a temperaturas
elevadas sdo sugeridos e aplicaveis para o efetivo e compensatério processo termofilico
operacional (KONGJAN e ANGELIDAKI., 2010).

Valdez-Vazquez et al. (2005) relataram a producdo volumétrica de hidrogénio foi 60%
maior em condic¢des termofilicas do que mesofilicas, por meio da utilizacdo de residuos organicos
solidos como fonte de substrato, sugerindo que este comportamento pode ser explicado pela
temperatura ideal da enzima hidrogenase das espécies termofilicas selecionadas.

Diversas aguas residuarias foram investigadas para a obtencdo de melhores producdes
fermentativas de hidrogénio sob condicGes termofilicas. Neste contexto, Koutrouli et al. (2009)
avaliaram a producdo a partir de éleo de oliva, com diluicdo de 1:4, e TDH aplicado entre 7,5 e
30 h. Os resultados obtidos demonstram que a producdo termofilica, de 320 mol H, tonelada™ de
6leo, foi 1,5 vez maior quando comparada as condi¢des mesofilicas.

A partir de aguas residudria do processamento de mandioca, Luo et al. (2010)
investigaram os efeitos do indculo, alcalinidade e TDH no processo fermentativo de producdo de
hidrogénio sob condig¢fes termofilicas. Por meio de testes com 5 diferentes fontes de inoculo
(lodo de UASB mesofilico utilizado no tratamento de aguas residuarias de mandioca; de ASBR
termofilico utilizado no tratamento de aguas residuarias de mandioca; de esterco bovino digerido
em CSTR; de residuos de granja de aves digerido em CSTR e lodo proveniente do tratamento de

esgoto municipal) sem qualquer método de pré-tratamento, 0s autores observaram que em
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sistemas continuos houve grande similaridade entre as fontes de indculos, com média de 82,9 a
93,3 mL H, g SV*. A auséncia de diferenca significativa foi atribuida ao estabelecimento de
Thermoanaerobacteri aceaebacterium, indicando que todos os indculos testados foram fontes
eficazes para a producédo fermentativa de hidrogénio, sob temperatura termofilica, a partir de 4gua
residuaria de mandioca. A respeito da alcalinidade, concentragdes afluentes com 6 g NaHCO3 L™
e TDH aplicado de 24 h mostraram-se ideais para a producéo de hidrogénio com rendimento de
76 ml H, gvS™ e producdo de 3215 ml H, L™ d*. O butirato representou o metabélito
predominante em todos 0s experimentos, e 0 aumento da alcalinidade em mais de 6 g L™
aumentou a concentracdo de acidos graxos volateis/etanol, enquanto a producdo de hidrogénio
diminuiu devido a maior concentracdo de acetato e propionato. Os autores observaram ainda que
a diminuicdo do TDH aumentou a producdo de hidrogénio, porém apresentou menores valores de
rendimento.

Peintner et al. (2010) avaliaram dois reatores para a producao fermentativa de hidrogénio
em condi¢des termofilicas, um reator de leito percolado e um reator de leito fluidificado,
utilizando a glicose como substrato e Caldicellulosiruptor owensensis como fonte de indculo
como cultura pura. Os autores obtiveram vantagens para cada uma das configuracdes de reatores,
sendo a maior producdo e produtividade, de 3 mol H, mol™ glicose e 0,2 L L™ h™* no reator de
leito percolado. O reator de leito fluidificado obteve produtividade levemente mais alta, de 0,25 L
L™ h, tornando possivel a utilizacio destas configuracdes para producéo de H, sob condicdes
termofilicas.

A utilizacdo de vinhaca de acUcar de beterraba, na forma de melaco desagucarado, como
substrato para producdo fermentativa de hidrogénio em reatores em batelada e reator UASB sob
condicdes termofilicas, a 55 °C, foi investigada por Kongjan et al. (2011). Os autores obtiveram,
com concentrages afluentes de aclcar entre 1,5 a 50 g L™, o rendimento maximo de 237 ml g
'acticar, com baixas concentragdes do substrato, de 2 g L™*. Com a aplicacdo de maiores
concentragdes, houve decaimento na producdo de hidrogénio. No reator UASB, inoculado com
lodo proveniente de industria do processamento de batata e com inoculo enriquecido em batelada
com o melaco, alcangou, com TDH de 24 h e 16,7 g L™ de aglcar, satisfatéria producdo de
hidrogénio, com rendimento de 269 ml g actcar e volume de 4500 mL H, L™ d™. Anélises de
FISH demonstraram a dominancia de Thermoanaerobacterium spp., responsaveis pela producao

fermentativa do melaco desagucarado em condigdes termofilicas. Espécies como
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Thermoanaerobacterium spp. e do filo Firmecutes (Clotridium, Bacillus e Desulfobacterium) e
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum também foram detectadas nos grénulos do
reator UASB.

Por meio do enriquecimento de produtores fermentativos de hidrogénio a partir de fluido
de rimen sob temperaturas termofilicas de 52, 60 e 65 °C, Nissila et al. (2011) alcancaram
rendimento maximo de H. a 60 °C, com 0,44 mol mol hexose™, sem pré-tratamento do fluido. Os
autores encontraram ainda que valores de pH iguais ou menores que 6,0 inibiram a producdo de
H,, ndo sendo detectado o gas; enquanto que, os maiores rendimentos de hidrogénio com
simultanea producéo de acetato e etanol ocorrerem com pH de 7,3.

Sob condic¢bes termofilicas, a producdo de hidrogénio em testes em batelada utilizando a
palha de arroz sem pré-tratamento como fonte de substrato, realizados por Chen et al. (2012),
demonstrou ser dependente do pH, do tamanho e da concentracdo do substrato, alcancando
valores de 24,8 mL H, g ST, com pH de 6,5, particulas menores que 0,297 mm e concentracéo
de 90 g ST L™ Andlises de PCR-DGGE revelaram a presenca de bactérias hidroliticas e
fermentativas, como  Clostridium  pasteurianum,  Clostridium  stercorarium e
Thermoanaerobacterium saccharolyticum. Sob temperatura termofilica de 55 °C, a fonte de
in6culo proveniente de estacdo de tratamento de aguas residudrias municipais se mostrou
eficiente na melhoria da producao de H,, aumentando as perspectivas de producao de hidrogénio
a partir de residuos de lignina sem o pré-tratamento.

Gadow et al. (2012) demonstraram que sob temperatura termofilica foi possivel obter
rendimentos de H, superiores quando comparados aos obtidos em condi¢fes mesofilicas, para a
producdo de hidrogénio a partir da celulose. Em reator de agitacdo continua (CSTR), com
concentracdo de celulose de 5g L™ e TDH de 10 dias, sem pré-tratamento da celulose, alcancaram
valores de 0,6 mmol g celulose™ e de 15,2 mmol g celulose™ a 37 e 55 °C, respectivamente. N&o
foi detectado metano sob temperatura termofilica, enquanto que na condicdo mesofilica, 0 metano
representou 26% do contetdo de biogas. Os resultados demonstram que a temperatura pode ser
uma questdo-chave para a producéo de H, a partir da celulose.

A investigacdo da produgdo de hidrogénio sob condig¢Bes termofilicas, com valor
controlado de pH a 5,5, utilizando &guas residuarias de destilaria de alcool, a partir de raizes de
mandioca como matéria-prima, em reator anaerébio em batelada sequencial (ASBR) foi realizada

por Intanoo et al. (2012). Por meio da aplicacdo de 68 kg m* d foram obtidos valores de
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producdo de H, superiores quando comparados aos resultados obtidos em condi¢Ges mesofilicas,
com 43% de H, no biogas, 130 mL H, g DQO™ e 2100 mL H, L™, sem a deteccdo de metano.

Khamtib e Reungsang (2012) avaliaram a bioproducao de hidrogénio a partir de bactéria
termofilica Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum KKU19, isolada de sedimento de
fonte termal, utilizando como fonte de substrato organico a xilose. As condicdes ideais para a
producdo de H, e para o crescimento celular a partir da xilose ocorrem com valores de pH a 6,5,
temperatura de 60 °C, relacdo C:N de 20:1 e concentracéo de xilose de 10 g L™. Os resultados
obtidos pelos autores foram de 3020 + 210 mL H, L™, 3,95 + 0,20 mmol H, L h* e 2,09 + 0,02
mol Hy mol xilose consumida ~ A cepa demonstrou habilidade para utilizar uma variedade de fontes
de carbono (glicose e celulose), porém a xilose e a peptona foram as fontes preferenciais de
carbono e de nitrogénio, respectivamente.

A partir de efluente de 6leo de palma, Mamimin et al. (2012) objetivaram a producédo de
hidrogénio e a remocdo de fenol sob condi¢des termofilicas a partir do enriquecimento da
bactéria Thermoanaerobacterium obtida de lodo proveniente de reator em batelada sequencial,
em escala laboratorial, para o tratamento de 6leo de palma a 60 °C. Por meio da realizacdo de
testes em batelada, foi possivel atingir 4,2 L H, L efluente™ e 65% de eficiéncia de remocéo de
fenol. Os efeitos de Fe*?, NH4NOs, 6leo de palma nas concentragdes de 0,2 g L™; 03g L e20¢g
L, respectivamente, melhoraram a eficiéncia de remocéo do fenol, atingindo 93%. Em reator de
agitacdo continua, com TDH de 1 e 2 dias, alcancaram valores de 4,0 e 4,2 L H, L efluente™,
respectivamente. O enriquecimento do lodo apresentou espécies microbianas como
Thermoanaerobacterium  thermosaccharolyticum, Thermoanaerobacterium  aciditolerans,
Desulfotomaculum sp., Bacillus coagulans e Clostridium uzonii, demonstrando elevado potencial
para a obtencdo de H, a partir de &guas residuarias contendo fenol.

A bioproducdo de hidrogénio a partir da xilose por Thermotoga neapolitana foi
investigada por Ngo et al. (2012), alcancando, em testes em batelada a 75 °C e concentracdo de 5
g L™ de xilose e 959 mg L™ de biomassa, 32,1 mmol H, L™, A fim de desenvolver um sistema
em grande escala e superar os problemas dos reatores em batelada, os autores obtiveram em
reator anaerdbio de agitacdo continua, com valores de pH controlados (em torno de 7,0), 2,8 mol
H, mol xilose consumida ~, COM producdo de 2,98 e 0,36 mg L de 4cido acético e latico.

A anélise de balan¢o energetico realizada por Obazu et al. (2012) em reator anaerdbio de

leito fluidificado demonstrou que por meio da recirculacdo termofilica o sistema alcancgou
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producdo volumétrica de energia liquida positiva, com eficiéncia energética de 49,3%. Houve a
ocorréncia simultanea de produtividades volumétricas elevadas, de 231,3 mmol H, L™* h™ e
elevado rendimento, de 3,55 mol mol glicose™, por meio da elevacio de temperatura para 70 °C e
pela reducdo do volume do reator para 5,74 L, aumentando a taxa de recirculacdo do efluente
para 3,2 L min™. Os autores afirmaram que por meio destes procedimentos a taxa de remocao
fisica de H, retido na fase liquida ao redor dos grénulos do leito fluidificado reduziram as
limitagOes termodinamicas.

Um consorcio bacteriano termofilico foi enriquecido por Roy et al. (2012) utilizando lodo
proveniente de digestor anaerobio para o tratamento de aguas residuarias de destilaria de alcool a
partir de arroz. Os autores afirmaram que a fermentacdo na auséncia de luz apresentou elevado
potencial no tratamento de aguas residuérias com elevada carga organica, como no caso do
afluente proveniente de destilarias de &lcool, com DQO entre 30 e 60 g L™ Embora com
rendimentos e producgdes inferiores quando comparados a outros acUcares, a otimizacao
operacional a 60 °C, pH de 6,5 e concentracdo de substrato de 10 g L™ permitiu a obtenco de
3985 mL H, L™ e 2,7 mol H, mol glicose™. As concentracdes de acido acético e butirico
revelaram que a fermentacdo de aguas residuérias de destilarias de alcool a partir de arroz, foram
do tipo fermentacdo acetato-butirato. Os autores atribuiram os baixos valores a presenca de
compostos toxicos que poderiam inibir o processo fermentativo e o crescimento bacteriano.

Sigurbjornsdottir e Orlygsson (2012) realizaram a producdo de H, e etanol a partir de
monoacucares, carboidratos poliméricos e hidrolisados a partir de varios materiais
lignocelulosicos pela cepa Thermoanaerobacterium AK54, isolada de fonte termal, uma bactéria
sacarolitica, etanol termofilica e produtora de hidrogénio. A concentracdo de glicose aplicada
variou de 5 a 400 mM, com suplementacdo de varios substratos filtrados e esterilizados (glicose,
frutose, manose, galactose, xilose, ribose, arabiose, sacarose, lactose, lactato, formiato, succinato,
malato, piruvato, oxalato, glicerol, aspartano, alanina, sorbitol, glicina, glutamato, serina,
treonina, histidina, cistina, (20 mM), amido, celulose, xilan, pectina, peptona, extrato de carne e
triptona (2 g.L™"). As condigdes 6timas encontradas foram a 65 °C com pH entre 5,0 e 6,0. A
determinacdo do RNAr 16S relacionou a cepa AK54 a espécie Thermoanaerobacterium
aciditolerans (99%). A habilidade de utilizar diversas fontes de substratos foi testada com
crescimento positivo para xilose, glicose, frutose, manose, galactose, sacarose e lactose. Os

principais produtos metabolicos em todos os casos foram o etanol, acetato e lactato. Por meio da
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diminuicdo da pressdo parcial do hidrogénio durante a degradacdo da glicose, a formacao de
produtos finais foi direcionada para o Hy, acetato e etanol. A maior producdo de etanol foi obtida
por meio do hidrolisado de celulose (24,2 mM). O tratamento quimico do hidrolisado da
biomassa aumentou substancialmente o rendimento de hidrogénio e de etanol a partir de palha de
cevada, de Cannabis sativa e Phleum pratense, mas ndo ocorreu 0 mesmo comportamento para a
celulose ou o jornal com tinta. A maior producao de hidrogénio foi produzida a partir da celulose
hidrolisada ou 6,7 mol g* ST com pré-tratamento alcalino (12,2 mol.g™glicose), mas para a
biomassa lignoceluldsica, maiores rendimentos ocorreram em Phleum pratense com pré-
tratamento basico (4,9 mol. g ST). Os autores afirmaram que a cepa AK54 parece ser um
microrganismo produtor de etanol e de H,, aumentando o interesse na verificacdo de sistemas
futuros de producdo de ambos os combustiveis.

As concentracdes de residuos de glicerol e de nutrientes demonstraram alta influéncia na
producdo bioldgica de hidrogénio realizada por Sittijunda e Reungsang (2012) a partir de cultura
mista anaerdbia termofilica enriquecida proveniente de sedimento de fonte termal. A composicao
6tima do meio foi de 20,3 g L™ de residuos de glicerol, 0,16 g L™ de uréia, 3,97 g L™ de Na,HPO,
e 0,20 mL L™ de meio nutricional, fornecendo maxima producdo de 1470 mL L™. Os produtos
metabolitos derivados da fermentacdo foram 1,3 propanodiol, etanol, &cidos acético, férmico,
latico, butirico e propiénico. Os resultados da analise de PCR-DGGE indicaram que 0s
produtores de hidrogénio presentes na fermentacdo pertenceram a Thermoanaerobacterium sp.

Frente ao exposto, a producdo fermentativa de hidrogénio sob condi¢des termofilicas é um
processo atrativo para a aplicacdo dos biocombustiveis. De acordo com Karakashev e Angelidaki
(2011), do ponto de vista termodinamico, temperaturas maiores favoreceriam a producdo de
hidrogénio. Os principais fatores influenciadores na producéo de hidrogénio sdo a carga organica
aplicada, pH, tempo de detencdo hidraulica, concentrac6es de hidrogénio e de CO; dissolvidos e
produtos metabdlicos soltveis. Uma ampla variedade de estudos tem sido conduzida a respeito da
producdo em condicBes termo e hipertermofilicas a partir de diferentes matérias-primas, como
substratos puros, residuos ou aguas residuarias. Atualmente, existem diversos processos
tecnoldgicos, onde o controle de condigdes operacionais, tipos de fermentacdo e diferentes
configuracOes de reatores frequentemente sdo analisados em escalas laboratoriais e piloto para a

producéo bioldgica de hidrogénio
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A Tabela 3.5 apresenta alguns dos diversos estudos realizados na investigacao do efeito da
temperatura na producdo fermentativa de hidrogénio a partir de diferentes fontes de indculos e

substratos.

Tabela 3.5: Temperatura termofilica na produgdo fermentativa de H, a partir de diferentes fontes
de indculos e de substratos.

In6culo Substrato T  Producdo/Rendimento de Referéncia
(°C) Ho

Lodo: esgoto municipal Amido 55 1,44 mol g*amido Lee et al. (2008a)
Thermoanaerobacterium 1 O-Thong et al.
thermosaccharolyticum Sacarose 60 2,53 mol mol~hexose (2008)

Batelada
Esterco digerido e Melaco 55 237 ml g *acucar Kongjan et al.
Lodo: fabrica de batata beterraba UASB (2011)

269 ml g actcar

-1 - -

Fluido de ramen Celulose 60 1,93 mol mol~hexose Nissila et al. (2011)

degradada
Lodo;: ETE municipal
Lodo,: ETE fabrica de Palha de 55 248mLgST? Chen et al. (2012)
papel arroz
Lodos: Compostagem
Lodo: ETE municipal Celulose 55 15,2 mmol g celulose™ Gadow etal. (2012)
Lodo: ETE de destilaria Aguas
de alcool a partir de residuariasde 55 130 mL g DQO™ Intanoo et al. (2012)
mandioca destilaria

) . Soro de Ay .
Lodo: ETE municipal queijo 55 1,03 mol mol™~glicose Kargi et al. (2012)
. . Khamtib e
Sedimento de fonte Xilose 60 2,09 mo.l mgl xilose Reungsang (2012)
termal consumida
Thermotoga Xilose 75 2,8 mol H, mol xilose Ngo et al. (2012)
neapolitana DSM 4359 consumida™
Mistura de]oglo e esterco Sacarose 70 3,55 mol mol glicose™ Obazu et al. (2012)
de vacas leiteiras
Lodo: enriquecido de Aguas
ETE de destilaria de residuariasde 60 2,7 mol H, mol glicose™ Royetal. (2012)
alcool a partir de arroz. destilaria
Glicose e
Thermoanaerobacterium materiais 65 122 mol g alicose Sigurbjornsdottir e
AK54: fonte termal lignocelulosic ’ g9 Orlygsson (2012)
0s

Sedimento de fonte Glicerol 55 1470 mL L Sittijunda e

termal

Reungsang (2012)

Fonte: Adaptado de Sinha e Pandey (2011).
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Para elucidar melhor entendimento e aprimoramento da bioproducdo de hidrogénio, a
verificacdo e controle dos fatores que influenciam a producdo e rendimento de hidrogénio

tornam-se fundamentais para o aprimoramento das configuracdes de reatores.

3.7. Producéo fermentativa de hidrogénio em reator anaerébio de leito fluidificado

Como foi abordado anteriormente, para melhorar a biodegradacdo de substratos com
elevada carga organica, uma ampla variedade de reatores de alta taxa foram desenvolvidos para
aumentar a retencdo da biomassa no sistema, otimizando a producdo de hidrogénio (Li e Yu,
2011).

O reator anaerdbio de leito fluidificado (RALF) apresenta diversos fatores positivos como
0 acumulo de grande quantidade de biomassa aderida ao meio suporte, suportando TCO elevadas,
possibilidade de aplicacdo de baixos TDH e boas caracteristicas de mistura, otimizando a
transferéncia de massa entre o substrato e 0os microrganismos, além de promover alta velocidade
de agitacdo na fase liquida favorece o desprendimento do hidrogénio nesta fase (WU et al., 2003;
LIN et al., 2006, ZHANG et al., 2007). Além desses, outros estudos destacam a potencialidade
do RALF na produgdo fermentativa de hidrogénio (WU et al., 2003; LIN et al., 2006;
KOSKINEN et al., 2007; ZHANG et al., 2007; LIN et al., 2009 ; SHIDA et al., 2009 ; AMORIM
et al., 2009; AMORIM et al., 2012; BARROS et al., 2011; REIS e SILVA, 2011; BARROS e
SILVA, 2012; SHIDA et al., 2012; WU et al., 2012; ROSA et al., 2014).

Estes reatores possuem varias vantagens em relacdo aos filtros anaerdbios, pois nédo
favorecem a colmatacéo do leito. Por meio da utilizacdo de material suporte ocorre uma melhoria
na superficie para adesdo microbiana, reduzindo o volume do reator. No entanto, a recirculacéo
do efluente deve ocorrer a fim de expandir o leito (RAJESHWARI et al., 2000).

O desenvolvimento e manutencéo do biofilme formado nos reatores de leito fluidificado
sdo importantes para garantir alta eficiéncia no sistema de tratamento. Barros e Silva (2012)
ressaltam a importancia da utilizagdo de matérias suportes leves, de baixo custo e de facil acesso,
contribuindo na solucdo de problemas ambientais causados atualmente pela disposicao
inapropriada de residuos sdlidos.

Zhang et al. (2007) operaram um reator anaerobio de leito fluidificado preenchido com
carvao ativado como material suporte para adesao da biomassa para avaliar a reducdo do TDH de

4 h para 0,5 h em uma concentracdo de glicose de 10 g L™. Sob condicdes acidas, pH 4, e
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temperatura de 37 °C, a conversao da glicose reduziu de 99,47% em TDH de 4 h para 71,44% em
TDH de 0,5 h. A composicdo de hidrogénio reduziu levemente de 61,2% para 57,2% quando 0
TDH foi reduzido. Foi encontrado um rendimento de producdo de hidrogénio de 0,94 mol
H,.mol™ glicose, em TDH de 4 h e estabilizou em 1,12 a1,19 mol H, mol™ glicose entre o TDH
de 0,5 h e 2 h. Ambas a producdo volumétrica e a producdo especifica de hidrogénio aumentaram
significativamente com a redugdo do TDH, com um valor maximo em TDH de 0,5 h de 2,22 L h
L™ e 4,18 mmol H, g' SSV*' h', respectivamente. A biomassa aderida foi altamente
correlacionada com o TDH, aumentando de 8,1 g SSV L™ para 21,5 g SSV L™, com a reducéo do
TDH de 4 h para 0,5 h. Em geral, os metabdlitos soltveis foram em ordem decrescente, acido
acetico (43% a 46%), acido butirico (20% a 31%), etanol (14% a 21%), acido capréico (7% a
10%), seguida por uma pequena quantidade de acido propi6nico (0% a 3%). Os metabolitos
reduziram levemente quando o TDH foi reduzido com exce¢do do acido butirico que inicialmente
aumentou, porém diminuiu com a reducdo do TDH de 1 h para 0,5 h.

Amorim et al. (2009) avaliaram a producdo de hidrogénio em reator RALF, alimentado
com &gua residudria sintética a base de glicose. Como material suporte foram utilizadas particulas
de argila expandida para imobilizagdo da biomassa. O reator foi operado com tempos de detencéo
hidraulica de 8 a 1 h. O rendimento de producdo de hidrogénio aumentou de 1,41 para 2,49 mol
H, mol™ glicose por meio da diminuicdo do TDH de 8-2 h. No entanto, com TDH de 1 h, houve
ligeira diminuicdo para 2,41 mol H, mol™glicose. O biogas foi composto de H, e CO,, e 0
contetido de H, aumentou de 8% para 35% com a diminui¢cdo do TDH. Os principais metabdlitos
sollveis durante a fermentacdo do H, foram acido acético e acido butirico.

Em estudo a respeito da imobilizacdo do lodo, Lin et al. (2009) demonstraram que a
cultura microbiana poderia produzir hidrogénio eficientemente em reator anaerébio de leito
fluidificado de 3 fases, com TDH aplicado de 2 a 6 h, atingindo produtividade de 4,26 mol H,
mol*sacarose.

Shida et al. (2009) estudaram a estabilidade da producdo de hidrogénio e &cidos organicos
em RALF com argila expandida como meio suporte, utilizando glicose como substrato O reator
foi inoculado com lodo anaerdbio com pré-tratamento térmico e operado com diminuicdo de
tempo de detengdo hidréulica de 8 a 1 h, em temperatura controlada de 30 °C e pH de cerca de
3,8. Por meio da diminuicdo do TDH de 8 para 1 h houve aumento na produgdo média de

hidrogénio, com valor maximo de 1,28 L h™* L™ para o TDH de 1 h. O bom desempenho do
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RALF pode ser atribuido ao tratamento térmico adequado do inoculo, a selecdo de um meio
suporte adequado para a adesdao microbiana, bem como a escolha de condicdes satisfatorias no
sistema.

A investigacdo do efeito do material suporte e do TDH na produgdo de hidrogénio em
reator anaerobio de leito fluidificado, alimentado com glicose, foi realizada por Barros et al.
(2010). Os autores obtiveram as maiores producdes de hidrogénio de 0,95 e 1,21 L h™* L™, com
TDH aplicado de 1 h, em reatores preenchidos com particulas de poliestireno e argila expandida,
respectivamente. Os autores ressaltaram que os valores obtidos de rendimento, contetdo e
produtividade de hidrogénio, e de biomassa aderida ao meio suporte, foram superiores para o
reator preenchido com argila expandida quando comparados aos resultados obtidos com o reator
preenchido com poliestireno.

Posteriormente, Barros et al. (2011) avaliaram o desempenho e a caracterizagcdo
filogénetica de reatores RALF preenchidos com particulas de pneu triturado e de politereftalato
de etileno-PET utilizando glicose como substrato para a producdo e hidrogénio. Os autores
obtiveram melhores resultados para o reator preenchido com pneu triturado, com rendimento
méximo de hidrogénio de 2,25 mol H, mol™® glicose, com TDH aplicado de 2 h. O
sequenciamento genético do gene rRNA 16S e a analise filogenética indicaram a presenca de
bactérias produtoras de hidrogénio, como as dos géneros Clostridium, Bacillus e Enterobacter.

Em condi¢bes termofilicas, a 55 °C, o tratamento de residuos de cozinha em reator
anaerdbio de leito fluidificado foi realizado por Kuo et al. (2011) a fim de produzir hidrogénio
por meio da aplicacdo de elevado TDH de 7,3 dias. Ocorreu a formacdo de microrganismos de
crescimento aderido e de crescimento suspenso no RALF, as quais foram utilizadas para a
investigacdo do potencial de bioproducdo de H, e caracteristicas cinéticas das duas formas de
crescimento em reatores em batelada. Os microrganismos com crescimento Suspenso
apresentaram producdo de hidrogénio apés 3,6 h de fase lag, com producdo méaxima especifica de
H, de 2,65 mmol g SSV h™, enquanto que as células de crescimento aderido atingiram produgéo
de H, ap6s 20 h e maxima producdo especifica de H, de 1,06 mmol.g SSV.h™.

Reis e Silva (2011) avaliaram a influéncia da velocidade de fluxo ascendente (Vasc)
aplicado a dois reatores anaerdbios de leito fluidificado (Ri24 € Rigg), preenchidos com argila
expandida como material suporte e utilizados para a produgéo de hidrogénio, com velocidades de

1,24 cm s e 1,88 cm s, respectivamente, e alimentados com glicose (5 g L™). O reator Ry4, que
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operou com a velocidade minima de fluidizacdo apresentou os melhores resultados para a
producdo de hidrogénio. A maxima de producdo de hidrogénio foi de 2,21 L h™ L™ para TDH de
1 h, enquanto o melhor rendimento foi de 2,55 mol H, mol de glicose™ para o TDH de 2 h. Os
autores encontraram cerca de 40 a 67% de contetdo de hidrogénio no biogés e afirmaram que
uma elevada quantidade de etanol foi produzida, sugerindo um via metabolica preferivel.

Objetivando estudar a influéncia de diferentes materiais suportes na producdo de
hidrogénio e de etanol, Barros e Silva (2012) utilizaram trés reatores anaerdbios de leito
fluidificado (R;: poliestireno; Ry: pneu e Rs: politereftalato de etileno- PET). Os autores afirmam
que para a producdo de hidrogénio, a melhor performance encontrada ocorreu no Ry, com 2,11
mol H, mol glicose™, com maior contelido de biogas, de 60%. Em todos os reatores os
metabdlitos predominantes sollveis foram o acido acético, butirico, lactico e etanol, com
pequenas quantidades de &cido propidnico. O Rs apresentou um melhor desempenho para a
concentracdo de etanol, com 1941.78 mg L™. Por meio dos resultados obtidos, os autores
afirmaram ainda que foi possivel produzir H, e etanol, simultaneamente em todos os trés reatores.

O desempenho e a composi¢do da comunidade microbiana em dois reatores anaerébios de
leito fluidificado preenchidos com argila expandida como material suporte, alimentados com
glicose, foram avaliados por Shida et al. (2012), enfatizando os efeitos da taxa de carregamento
organico e a alcalinidade. Por meio de TCO aplicadas entre 19 e 140 kg DQO m™ d* os autores
obtiveram rendimentos méximos de H, de 2,45 e de 1,90 mol mol glicose™ com 84 kg. DQO m™
d™, no reator sem controle de pH (RALF;) e no reator com controle de pH (RALF,). Aplicando
140 kg DQOmM™ d™* foi possivel atingir a maxima producéo volumétrica de H,, de 0,95 € 0,76 L h°
1L para o RALF; e RALF,, respectivamente. Os produtos metabélitos principais foram acido
acético e butirico para 0 RALF; e &cido acético e etanol para o RALF,. Por fim, as condi¢des
operacionais favoreceram espécies de Clostridium (RALF;) e de Clostridium, Enterobacter,
Klebsiella, Veillonellaceae, Chryseobacterium, Sporolactobacillus e Burkholderiaceae (RALF,),
evidenciando que o controle de pH e a aplicagdo de TCO diversas desempenham papel
importante na determinacdo do tipo e rotas de fermentacéo anaerobia.

Wu et al. (2012) pesquisaram o aumento da eficiéncia de produgdo de hidrogénio sob
condicBes anaerdbias a partir de sacarose, 20 g L™, pela adic&o de fons calcio (Ca(OH), e CaCl,),
em concentracdes de 50, 100 e 200 ppm, em um reator de leito fluidificado com células

imobilizadas por adsorgdo fisica em carvéo ativado com TDH aplicado de 8, 6, 4 e 2 h. O pico de
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producdo de H. foi obtido na concentragdo de 100 ppm de Ca*?, no TDH de 2 h, de 1,22 mL h*
L. O maior rendimento, de 3,76 mol mol™sacarose foi obtido no TDH de 6 h, também com 100
ppm de Ca*?.

Munoz-Péez et al. (2013) utilizaram dois reatores anaerébios de leito fluidificado
alimentado com sacarose, para a producdo de H,, com taxas de carregamento organico de 5a 8 g
sacarose L™ d*, com TDH aplicado de 24 h, e obtiveram 54% de hidrogénio no biogas produzido.
Os autores afirmaram que a combinagdo do choque térmico no indculo e o baixo pH utilizado nos
reatores inibiram a producéo de metano.

Rosa et al. (2014) avaliaram a viabilidade de producédo de H, em reator RALF utilizando
diferentes fontes de carbono: glicose, soro de queijo e a co-fermentacdo destes dois substratos, e
atingiram maximos rendimentos de hidrogénio de 1,37; 1,90 e 1,70 mmol g DQO™,
respectivamente. Os autores relataram que a co-fermentacdo de glicose e soro de queijo
possibilitou a producdo simultanea de dois biocombustiveis, H, e etanol (3,45 mmol EtOH ¢
DQO™).

As pesquisas realizadas sugerem a viabilidade e aplicabilidade do reator anaerébio de leito
fluidificado para a produgéo fermentativa de hidrogénio, demonstrando que esta pode ser uma
possivel configuracdo para a avaliacdo de processos de bioproducao de hidrogénio sob condigdes

termofilicas.

3.8. Consideracdes finais

A partir da revisdo de literatura foi possivel evidenciar que a forca motriz por tras da
expansdo da bioenergia € o potencial que detém o fornecimento de uma fonte acessivel e préatica
no contexto renovavel para a minimizar as alteragBes climaticas, otimizar a seguranca energética
e desenvolvimento econémico, todos fatores associados ao crescimento populacional.

No Brasil, a cana-de-aclcar tem sido cultivada por quase 500 anos. O pais, 0 maior
produtor de cana do mundo, detém eficiente producdo de aglcar e etanol, com participacdo
fundamental na matriz energética brasileira.

Entretanto, o potencial poluidor do efluente originado a partir do processo de destilagéo
do alcool e acucar, a vinhaga, representa atualmente uma das maiores fontes causadoras de
poluicdo ambiental. Diversos estudos foram e estdo sendo realizados a respeito do tratamento

anaerobio da vinhaga, tanto em faixas de temperatura mesofilicas e termofilicas, possibilitando a
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utilizacdo de reatores com altas velocidades de conversdo e tolerantes a aplicacdo de cargas
organicas elevadas, garantindo a estabilidade do processo de digestdo anaerobia.

O hidrogénio ¢ um combustivel Gnico, com inimeras propriedades. As limitacGes nas
rotas para o aumento de producdes de H, precisam ser aprofundadas. Diversos parametros que
tém influenciado significativamente a producdo biolégica de hidrogénio, tais como pH,
temperatura, taxa de carga organica, nutrientes, fonte de inoculo, caracteristicas do substrato,
tempo de retencdo de sélidos, tempo de detengdo hidréulica, e a presenca de compostos tdxicos
no efluente a ser utilizado como fonte de substrato.

Uma série de aguas residudrias contendo agucares simples (como a glicose e a sacarose) e
0 amido tem sido extensivamente estudadas para a producdo de hidrogénio. Fundamentalmente,
aguas residuarias com elevado contelldo organico sdo economicamente mais atrativas a serem
utilizadas como substratos para a producdo de H,. Isto se deve ao fato de que a utilizacdo dessas
aguas residuarias fornece beneficios muatuos de reducdo do potencial poluidor do afluente e
producdo de hidrogénio como fonte de energia renovavel.

O processo de fermentacdo termofilica geralmente tem uma maior producdo de H; e,
portanto, possui elevado interesse para a aplicacdo industrial, uma vez que muitos efluentes
industriais, tais como aqueles a partir de alimentos e do processamento de produtos
agroindustriais, como a vinhaca, sdo lancados sob altas temperaturas. Muitas vezes, é preferivel
tratar estas aguas residudrias sob condi¢des termofilicas, que presumivelmente também sdo mais
eficientes na degradacdo de compostos organicos, exibem comunidades microbianas especificas
com adaptacdes fisiologicas e moleculares para suportar temperaturas altas e sdo mais resistentes
a contaminacgdes. Existe ainda o favorecimento termodindmico, uma vez que sob temperaturas
elevadas, o hidrogénio sera eficientemente transferido a partir do liquido para a fase gasosa.

Diversos estudos utilizando efluentes industriais reais tém sido investigados para
producdo de hidrogénio sob condicdes termofilicas, como vinhaca, 6leo de palma, glicerol, soro
de queijo, aguas residuarias do processamento da mandioca, do arroz, do queijo e da celulose.

Frente as pesquisas de tratamento de aguas residudrias, idealizou-se investigar a aplicagéo
da producéo bioldgica de hidrogénio utilizando a vinhaga como substrato organico. A partir da
utilizacdo de reatores de alta taxa, como no caso dos reatores anaerobios de leito fluidificado para

o0 tratamento de aguas residuérias sob condi¢des termofilicas provenientes de destilarias de cana-
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de-acucar, tem-se a possibilidade de avaliar um tratamento que viabilize a minimizacdo dos
impactos poluidores da vinhaca, assim como a producédo de hidrogénio via processo fermentativo.

O desenvolvimento, adaptagéo e operagdo dos reatores para a producdo fermentativa de
hidrogénio sob condicbes termofilicas, como no caso do RALF, ainda representam desafios e
requerem pesquisas futuras. Devido as vantagens operacionais do reator como, por exemplo,
melhor contato entre substrato e microrganismos, aceitacdo de altas taxas de carregamento
organico e melhor resisténcia a presenca de inibidores, juntamente com os bons resultados
obtidos nas pesquisas anteriores, optou-se pelo desafio da aplicagcdo do tratamento anaerdbio da
vinhaca de cana-de-agucar, com biomassa imobilizada em particulas de cinasita, sob condi¢Ges

termofilicas (a 55 °C) para a producdo fermentativa de hidrogénio.
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4. MATERIAL E METODOS

Nesse capitulo estd apresentada a fonte de indculo para a producdo bioldgica de Hy, o
método adotado de pré-tratamento desta cultura mista, assim como a configuracdo do sistema
utilizado para o desenvolvimento da parte experimental, juntamente com os procedimentos de
partida e as condicbes operacionais dos reatores termofilicos. Esta apresentada ainda a
caracterizacdo da &gua residuéria bruta (vinhaca de cana-de-aglcar) ao longo do experimento, 0
detalhamento e a frequéncia das analises fisico-quimicas e biomoleculares, e por ultimo os

calculos dos principais parametros para avaliar a producao bioldgica de hidrogénio.

4.1. Obtencao de indculo produtor de hidrogénio: pré-tratamento térmico

A fonte de in6culo 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) localizado na Usina Sdo Martinho (Praddpolis,
SP), para o tratamento de vinhaca (Figura 4.1). Foram observados valores de 7,06 e 41,3 g L™
para 0 pH e para a concentracdo de solidos volateis totais no indculo, respectivamente. A fim de
se obter culturas produtoras de hidrogénio foi realizado o método de pré-tratamento térmico da
biomassa (Kim et al., 2006) promovendo a supressdo da metanogénese, por meio da eliminagéo
de células vegetativas metanogénicas e favorecendo a permanéncia de células acidogénicas por

meio da formacdo de enddsporos.

Figura 4.1: Vista superior do reator UASB termofilico utilizado no tratamento de vinhaga na
Usina Sao Martinho, Praddpolis, SP.
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4.2. Agua residuéria: vinhaca de cana-de-agtcar

O substrato orgénico (vinhaca de cana-de-agUcar), utilizado para a alimentacdo dos
reatores RALF termofilicos para a produgdo de hidrogénio, foi coletado na Usina Sdo Martinho
(Pradopolis, SP), produtora de etanol e acUcar, a partir de cana-de-agucar como matéria-prima.
Foram adicionados ao afluente dos reatores termofilicos nutrientes necessarios ao crescimento
celular NiSO4.6H20: 1,0 mg L*; FeSO4.7H20: 5,0 mg L*; FeCl3.6H20: 0,5 mg L*; CoCl2.2H20
0,08 mg.L*; CaCl2.6H20: 47 mg L*, SeO2: 0,07 mg L, uréia: 125 mg L™*; KH2PO4:21 mg L*;
K2HPO4: 85 mg L*; Na2HPO.4H20: 33 mg L* (modificado de Del Nery, 1987). Durante todo o
periodo operacional dos reatores ndo houve adicéo de acido cloridrico ou de NaOH como agentes
acidificantes e alcalinizantes no afluente dos reatores.

Ao longo do experimento, as caracteristicas da vinhaca coletada (fresca) foram avaliadas,
considerando aspectos fisico-quimicos, como carboidratos totais, carbono organico total (COT),
DQO total, nitrogénio amoniacal, fésforo total (como PO4?), enxofre total (como SO4?), zinco,
manganés, cobre, calcio, magnésio, potassio, e a composicdo e distribuicdo de acidos organicos
(Tabela 4.1). O pH obtido da vinhaga de cana-de-agucar foi de 4,29 + 0,3.

Tabela 4.1: Valores maximos e minimos de parametros fisico-quimicos para a caracterizacdo da
vinhaca de cana-de-acUcar ao longo do experimento

Componente Contetdo Componente Contetdo

(mg L™ (mg L)

Min Max Min Max
Carboidratos totais 10.618  16.289 Cobre 0,87 1,13
Carbono organico total (ppm) 2342 5235 Solidos suspensos volateis 1683 2095
DQOqtal 30.406  33.857 N-amoniacal 67 101
Ptotal COMO PO, 147 240 Etanol N.D. N.D.
Potéssio 3600 4800 Butirato 269 4219
Célcio 532 757 Acetato 348 4917
Magnésio 367 580 Lactato 3421 5248
Zinco 0,97 2,45 Succinato 967 3523
Sulfato 1400 2900 Propionato 314 4680

N.D.: nédo detectavel
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Devido a necessidade de uso de grandes volumes de vinhaca para a realizacdo dos ensaios
e a dificuldade em sua obtencdo no periodo de entressafra, foi realizado o armazenamento da

vinhacga em freezer (- 5 °C).

4.3. Reator anerdbio de leito fluidificado termofilico: Rs, Rig, Ris, R20 € Rao

Os reatores utilizados foram construidos em acrilico transparente de 5 mm de espessura,
com 120 cm de altura, diametro interno de 5,3 cm e 2646 cm® de capacidade total cada (volume
total).

O material suporte usado para imobilizacdo e adesdo da biomassa foi argila expandida,
com diametro entre 2,8 a 3,5 mm, densidade real de 1,5 g cm™, e porosidade de 23%. Foram
utilizadas aproximadamente 800 g de argila expandida (Figura 4.2), proporcionando altura inicial
de 40 cm de leito fixo em cada reator anaer6bio de leito fluidificado termofilico. As
caracteristicas fisicas da argila expandida sdo apresentadas na Tabela 4.2 e estdo de acordo com
Ortega et al. (2001).

Tabela 4.2: Caracteristicas fisicas da argila expandida segundo Ortega et al. (2001)

Caracteristicas Valor
Densidade real (g cm™) 1,50
Densidade aparente (g cm™) 1,06
Diédmetro médio do poro (um) 0,19

Figura 4.2: Particulas de argila expandida tratadas para utilizacdo como suporte para aderéncia
das populages microbianas

As condi¢es fluidodindmicas do reator, tais como velocidade de minima fluidificacdo e
vazdo de recirculacdo para a argila expandida, foram calculadas a partir de dados experimentais
de velocidade superficial e perda de carga descritas por Amorim (2009). Caracteristicas como
dimensdo, densidade e velocidade de minima fluidificagdo sdo apresentadas na Tabela 4.3. A
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vazéo de recirculacdo nos biorreatores termofilicos foi mantida em 133 L h™ (expansdo de Y.

30%), e velocidade superficial 1,30 vez maior que a velocidade minima de fluidizacéo.

Tabela 4.3: Dimensdo, densidade e velocidade de minima fluidificacdo para as particulas de
argila expandida

Particula Dimens&o (mm) Densidade (g cm™) Vit (cm s7)

Argila expandida 2,8 -3,35 1,50 1,24

Inicialmente foram realizados ajustes para verificar as condi¢fes fluidodindmicas do
reator. Para isto, foram utilizados os dados experimentais de velocidade de minima fluidificac&o,
para particulas de argila expandida. Com estes dados foi possivel calcular a vazao de recirculacao
necessaria para que o reator atingisse as condic@es de fluidificacdo, ou seja, correspondente a 1,3
vezes maior que a Vs O valor da velocidade de minima fluidificacdo para a particula de argila
expandida foi de 1,24 cm s™ e com o uso de um medidor de vazdo acoplado no reator, a bomba
foi regulada. A proxima etapa foi o acionamento da bomba, deixando o sistema permanecer em
recirculagdo como se estivesse em batelada com uma vazdo de recirculagdo de 133 L h™.

A insercdo de uma serpentina no reator, a fim de manter a temperatura termofilica do
reator de forma uniforme em 55 + 1 °C no interior da qual circula d4gua proveniente de um banho
ultratermostatizado a 65 °C, foi realizada mediante investigacdo da efetiva manutengéo constante
da temperatura. Testes a respeito de configuracBes para 0 aquecimento da agua residudria foram
realizados, os quais envolveram a verificacdo do aumento da temperatura no interior do reator
mediante recirculagdo do banho ultratermostatizado por meio de encamisamento do reator. Os
resultados desta adaptacdo demonstraram que, devido as perdas de calor em funcdo da parede de
acrilico da camisa e do reator, 0 banho ultratermostatizado deveria ser operado a temperaturas
elevadas (acima de 70 °C) a fim de manter o afluente aquecido no reator em torno de 55 °C. Desta
forma, optou-se pela configuracdo da resisténcia em formato de “U” no interior do reator
anaerobio de leito fluidificado, e também o uso da camisa de termostatizacdo, no interior das
quais circula agua proveniente de um banho ultratermostatizado, agindo isoladamente e/ou
simultaneamente, manteve a temperatura termofilica uniforme em 55 = 1 °C nos reatores

termofilicos.
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O esquema da instalacdo do reator anaerobio de leito fluidificado termofilico
(configuracdo idéntica para todos os cinco reatores) utilizado para a produgdo continua de
hidrogénio esta ilustrado na Figura 4.3.

Medidor de gas

5 A

F

Solugdo salina
RALF
termofilico
= Efluente
=] _b — A
Solugdo de alimentagéo: l=
vinhaga de cana-de-agucar i 65°C
v Banho
ultratermostatizado
Ry 5000 mg DQO L
Ryy: 10.000 mg DQO L Material suporte:
R,:: 15.000 mg DQO L argila expandida
R, 20.000 mg DQO L LI
R;,: 30.000 mg DQO L+
Q.

2

Bomba de Bomba de
alimentagdo recirculacgdo

Figura 4.3: Esquema da instalacdo do reator anaerdbio de leito fluidificado termofilico

A Figura 4.4 apresenta fotografias do reator anaerébio de leito fluidificado utilizado para a
producdo continua de hidrogénio utilizado neste estudo.

Figura 4.4: (a) Reator anaerébio de leito fluidificado termofilico; (b) particulas de argila
expandida no leito; (c) parte superior do reator: coleta de biogas e efluente
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4.4. Procedimento de partida e condi¢cdes operacionais dos reatores para a producdo de

H;

Foram utilizados cinco reatores denominados Rs, Rig, Ris, Ry € Rsp de idéntica
configuragdo, com variacdo na concentragdo afluente de 5000, 10.000, 15.000, 20.000 e de
30.000 mg DQO L™, respectivamente. O elevado contelido organico contido nesta agua
residuaria, de cerca de 30.000 mg DQO L™, foi diluido para as respectivas concentragdes
utilizadas neste estudo. Ao longo da operacdo dos reatores, as menores e as maiores relagdes
DQO:N:P obtidas a partir da &gua residuéria de alimentacdo, considerando 0s cinco reatores,
estiveram entre 100:1.7:0.5 e 100:4.5:0.8. A razdo DQO:SO4'2 em todos os reatores esteve entre
13:1a 20:1.

A operacdo de um dos reatores (Rs) ocorreu frente a aplicacdo de diferentes porcentagens
de glicose (decrescentes: 67, 33 e 0%) e de vinhaca (crescentes: 33, 67 e 100%) no substrato de
alimentacdo. Este reator foi operado por 308 dias no modo continuo, ao longo de 8 fases
experimentais. A estratégia realizada neste procedimento refere-se a estabilizacdo da producédo de
H, na faixa de TDH aplicado entre 8 e 1 hora, durante as fases experimentais denominadas de 1 a
6, por meio da aplicacdo de diferentes porcentagens de glicose e de vinhaga no substrato de
alimentacdo (co-fermentacdo). Em seguida, para avaliar a capacidade de producdo de hidrogénio
a partir de vinhaca, a glicose foi totalmente retirada da mistura do substrato afluente, introduzindo
0 substrato complexo (vinhaga) como Unica fonte de carbono para a producdo termofilica de
hidrogénio, durante as fases 7 e 8, conforme observado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Condic¢des operacionais impostas ao RALF termofilico: Rs

Reator Concentracéo Fases Duracdo TDH Mistura de TCO
do substrato da fase (h) substratos (%) (kg DQO m™ d)
(mg DQO L) (dias) Glicose  Vinhaga
1 65 8 67 33 15
2 25 8 33 67 15
3 60 6 33 67 20
4 21 4 33 67 30
Rs 5000 5 31 2 33 67 60
6 14 1 33 67 120
Vinhaca de cana-de-agucar como Unica fonte organica
7 53 2 - 100 60

(e}

11 1 - 100 120
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Os outros quatro reatores (Rio, R1s, R20 € R3o) foram operados mediante a adicdo de 33%
de glicose como co-substrato ao afluente, apenas durante o periodo de partida operacional,
conforme apresentado na Tabela 4.5. Dessa maneira, ao longo do periodo de start-up dos reatores
(por 13 dias nos reatores Ris € Ryp; e por 30 dias nos reatores Rip € R3p), a glicose foi adicionada
ao substrato afluente. Esta estratégia de adicdo de um co-substrato fermentativo auxilia a
biodegradabilidade de outros compostos de aguas residuarias complexas, como no caso da
vinhaga, conforme foi abordado na Revisdo de Literatura (item 3.4) desta tese. Os reatores Ris e
R2o foram operados por 120 dias e os reatores Rjo € Rzp por 150 dias. Os reatores foram operados

no modo continuo ao longo das fases experimentais descritas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Condi¢6es operacionais impostas aos RALF termofilicos: Rip, Ris, Ro € R3g

Reator Concentracéo do Fases Duragéo TDH TCO
substrato da fase (h) (kg DQO m* d%)
(mg DQO L™) (dias)
1 30 6 40
Ruo 10.000 é ;‘i ‘2‘ 16200
4 14 1 240
1 21 6 60
Ris 15.000 é 4212 ‘2‘ 19800
4 12 1 360
1 23 6 80
Roo 20.000 é 2}1 ‘2‘ 24218
4 16 1 480
1 33 8 90
2 27 6 120
Rao 30.000 3 19 4 180
4 13 2 360
5 6 1 720

TDH: tempo de detengéo hidraulica; TCO: taxa de carregamento organico

Inicialmente, todos os reatores anaerobios de leito fluidificado termofilico foram operados
no modo batelada (recirculacdo) por 2 dias, promovendo a aderéncia da biomassa ao meio
suporte. O pH inicial quando ocorreu a partida dos sistemas termofilicos foi de 5,6. Este valor foi

alcancado mediante a adicdo de é4cido cloridrico (30%), sendo adicionados 1,0 mL L™, além da
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adicdo de 2,0 mL L™ de 4cido acético (puro), e de 0,17 g L™ de bicarbonato de sédio a fim de
controlar e evitar mudancas bruscas no pH do meio, evitando o possivel crescimento de bactérias
metanogénicas, as quais consumiriam o H,. Apds o periodo de recirculacdo de 2 dias, 0s reatores
foram operados em modo continuo. A aplicacdo do tempo de detencdo hidraulica decresceu de 6,
4,2 a1l hnos reatores Rip, Ris € Ry e de 8, 6, 4, 2 a1 h no reator Rzp As taxas de carregamento
organico (TCO) estiveram entre 60 e 90 para o reator Ryg; entre 60 e 360 para o reator Rys, entre

80 e 480 para o reator Ry e entre 90 e 720 kg DQO m3d? para o reator Rg.

4.5. Analises fisico-quimicas

Foram realizadas analises fisico-quimicas periddicas nas amostras coletadas do afluente e
efluente, assim como no biogéds formado, de todos os reatores anaerdbios de leito fluidificado
termofilico. Para fins de monitoramento, foram realizadas constantemente medidas de vazéo, pH
afluente e efluente, temperatura e altura do leito. As determinacdes nos afluentes e efluentes
compreenderam analises de carboidratos totais soltveis (Dubois et al., 1956), de acidos organicos
e 4lcoois por meio de cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC, Shimadzu®), de
demanda quimica de oxigénio, de macro e micronutrientes e de solidos suspensos (APHA:
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 2012). A caracterizacdo da
vinhaca seguiu estes procedimentos de andlises, além da determinacdo de carbono orgéanico total
— TOC (Shimadzu Total Organic Carbon Analyzer TOC 5000®, Gronroos et al., 2005). No biogés
formado nos biorreatores termofilicos foram avaliados os rendimentos, as producfes volumétricas
de H, (medidor de gas tipo TG-1, Ritter®, Alemanha) e as composicdes do biogas (cromatografia
gasosa, Shimadzu GC -2010%).

4.5.1. Determinacdo de carboidratos totais solUveis
A concentracdo de carboidratos totais de amostras provenientes das fases experimentais
de producdo bioldgica de hidrogénio, nos reatores termofilicos, com vinhaga como substrato
organico foi determinada em triplicata por meio do método colorimétrico descrito por Dubois et
al. (1956) utilizando glicose como padréo.
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4.5.2. Determinacao dos acidos organicos e alcoois

As concentragdes dos acidos organicos (citrico, malico, succinico, latico, formico, acético,
propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico, e caproico) e alcoois (etanol e metanol)
foram determinadas por cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC, Shimadzu®),
aparelho equipado com 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 (300
mm, 7,8 mm, BioRad). A fase mével foi representada pelo H,SO4 (0.01 N) a 0.5 ml min™. Os
limites de deteccéio (mg L™) para cada 4cido orgénico e para o etanol foram: 4cido succinico:
6,37; acido lactico: 3,43; acido acético: 3,36; acido propidnico: 12,77; acido butirico: 6,91; acido
iso-butirico: 4,10 e etanol: 19,28.

4.5.3. Determinacdo da demanda quimica de oxigénio
As concentracGes de matéria organica de amostras provenientes das fases experimentais
deste estudo foram realizadas, em triplicata, de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), pelo método de digestdo e
espectrofotometria. Considerando que a vinhaga coletada era armazenada em freezer (- 5 °C) as
analises de DQO foram realizadas em cada lote descongelado para posterior utilizacdo no

substrato de alimentacdo destinado aos reatores anaerobios de leito fluidificado termofilico.

4.5.4. Determinagdo de micro e macronutrientes

As andlises de nitrogénio (Nitrogénio Total Kjedahl, nitrogénio amoniacal e nitrogénio
organico) foram realizadas segundo etapas de digestdo (NTK), destilacdo (NTK e N-amoniacal) e
titulacdo (NTK e N-amoniacal). As determinacdes de fosforo total (P como PO4™) foram feitas
mediante digestdo e avaliacdo por método colorimétrico, com metavanadato e molibdato de
amonio. As concentracdes de sulfato foram determinadas por meio da utilizacdo de Kits
comerciais (HACH Dr 820 Field Test Kit®) e avaliadas por método colorimétrico. As
concentragdes de potassio, calcio, magnesio, zinco, cobre foram feitas na caracterizacdo da
vinhaca de cana-de-agucar, e realizadas por absor¢édo atdmica e fotdmetro de chama.

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Saneamento da USP, na Escola de
Engenharia de Sdo Carlos, em acordo com o Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2012).
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4.5.5. Determinacao de sélidos suspensos
A metodologia de filtracdo (APHA, 2012) foi utilizada para avaliar a concentracdo de
solidos suspensos totais, volateis e fixos nas amostras afluentes e efluentes dos reatores RALF

termofilicos.

4.5.6. Determinacao do hidrogénio e da composicao do biogas

A producéo volumétrica de todo o biogas formado no reator foi medida por meio de
medidor de gés (tipo TG-1, Ritter Inc.®, Alemanha). Este instrumento esteve acoplado ao reator
em operacdo durante determinado periodo de tempo, com o objetivo de manter a0 maximo a
pressdo constante. Cada procedimento de medicdo da vazdo volumétrica de biogas consistiu em
utilizar o volume de biogas quantificado pelo medidor ao longo do periodo definido. O medidor
forneceu a vazdo total de biogéas, sendo este valor multiplicado pela concentra¢do de H, para se
obter a producdo volumétrica de Hs.

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). Para tanto,
foram retiradas amostras triplicatas de 0,1 mL da fase gasosa do headspace do reator em
operacdo (seringa gastigh com trava). O gas de arraste na cromatografia gasosa foi o argénio, sob
o fluxo de 21,9 cm s™. As temperaturas do forno, da coluna e do detector foram de 30, 200 e 230

°C, respectivamente.

4.6. Avaliacdo da comunidade microbiana por Biologia Molecular

Foram realizadas analises moleculares para avaliar as comunidades bacterianas presentes
no reator operado mediante a co-fermentagdo de glicose e vinhaca (Rs), ao longo das fases
operacionais com TDH aplicado de 2 e 1 h, assim como a analise da comunidade de
microrganismos, nestes mesmos TDH, por meio da utilizacdo de apenas vinhaca como fonte de
carbono disponibilizada. As amostras de biomassa foram coletadas ao final do periodo
operacional de cada fase. Apos a aplicacdo do TDH de 2 h, a partir de 100% de vinhaca, optou-se
por realizar a caracterizagdo filogenética, por meio das técnicas de clonagem e sequenciamento

da biomassa aderida ao material suporte (argila expandida) do reator termofilico Rs.
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Para os reatores Rig e Ry também foram realizadas analises moleculares visando
compreender as modificacdes na comunidade microbiana ao longo das fases operacionais,
conforme a diminuigcdo do TDH de 4, 2 e 1 h utilizando somente vinhaga como fonte orgénica. O
consorcio microbiano aderido ao material suporte do reator termofilico Ry foi selecionado para
clonagem, sequenciamente e analise filogenética apds a fase operacional com TDH aplicado de 4
h.

A comunidade microbiana estabelecida na cultura mista produtora de hidrogénio sob
condigdes termofilicas, nos reatores Rig e Rso, foi investigada somente em termos da estrutura da
comunidade a partir de amostras da biomassa aderida a argila expandida no leito dos reatores,
durante os TDH aplicados de 6, 4, 2 e 1 h. Nesta etapa, também foi avaliada a comunidade

microbiana presente na vinhaca de cana-de-agutcar, sem diluigdo.

4.6.1. Extracao de DNA e amplificacdo pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

O DNA genomico foi extraido por lise celular com pérolas de vidro (Sigma), fenol,
cloroférmio e tampdo fosfatado, utilizando procedimento experimental modificado de acordo
com Griffths et al. (2000), descrito por Maintinguer et al. (2008). Em tubos Falcon (15 mL), toda
a amostra (biomassa) que foi retirada das particulas de cinasita foi agitada em vortex com 5 mL
de solucdo tampdo PBS (1 x) e centrifugada a 6000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado ao pellet pérolas de vidro; 1 mL de PBS
(1 x); 1 mL de fenol tamponado equilibrado com Tris; 1 mL de cloroférmio, seguido de
homogeneizacdo em vortex por 60 segundos e centrifugacdo a 6000 rpm (10 min, 4 °C).

Apbs a centrifugacdo foram transferidos 500 L do sobrenadante para um tubo eppendord
(1,0 mL) e adicionada a mesma quantidade de fenol. O tubo foi submetido a agitacdo em vortex
até a formacdo de uma emulsdo e centrifugado (condicBes citadas acima). O procedimento de
transferéncia do sobrenadante foi repetido com volumes menores para reduzir os contaminantes
das amostras. Entretanto, ao invés de acrescentar o fenol, era adicionado o cloroférmio.
Aproximadamente 100 puL do sobrenadante foram transferidos para outro tubo eppendorf para
armazenamento a -20 °C.

Para verificar a integridade e a concentracdo do DNA extraido foi realizada a eletroforese
em gel de agarose a 0,8% (m/v), utilizando 5 pL do extrato de &cido nucléico homogeneizado

juntamente com 2 pL de loading dye. Apo6s o tempo de corrida da eletroforese (mediante corrente
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de 75 V por 30 min), o gel foi transferido para camara de transluminador UV (Stratagene Eagle
Eye Il), acoplado ao computador com o software Eaglesight (Stratagene versdo 3.22) para
observacdo das bandas.

A amplificagdo da polimerase em cadeia (PCR) foi realizada com set primer 968FGC (5°-
AACGCGAAGAACCTTAC-3’) e 1401R (5-AACGGGCGGTGTGTAC-3’) para Dominio
Bacteria (Nubel et al., 1996) sintetizados pela Invitrogen, com GC clamp (5’- CGC CCG CCG
GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGGG-37). Na reacao de amplificacao
para uma amostra (50 pL) foram utilizadas as soluc¢des apresentadas na Tabela 4.6, representando
0 mix utilizado na técnica de PCR. Ap0s a preparacdo do mix, as reacfes para amplificacdo do
fragmento de acido nucléico foram direcionadas para o termociclador, ao longo de 30 ciclos,
compostos pelas etapas de desnaturacédo inicial (94 °C por 5 min), desnaturacdo (94 °C por 45
segundos), anelamento (94 °C por 45 segundos), extenséo (72 °C por 1 minuto), final da extensao

(72 °C por 1 minuto) e resfriamento (4 °C).

Tabela 4.6: Reagentes utilizados para amplificacdo dos fragmentos especificos na técnica de PCR

Reagente Volume (uL)
Agua ultrapurificada 34,0
Tampéo PCR 10 X 5,0
Cloreto de magnésio (50mM) 1,5
dNTP (2 mM) 5,0
Primer forward (100 pmol/L) 1,0
Primer reverse (100pmol/L) 1,0
Taq DNA polimerase (5 U/uL) 0,5
Template (50-100 ng) 2,0

4.6.2. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Os fragmentos amplificados de DNA foram separados pela técnica de Denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) de acordo com Muyzer et al. (1993). O gel foi preparado
com gradiente desnaturante nas concentracfes de 45 e 65%. O sistema utilizado foi o DGGE D
CodeTM — Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, Inc., California). As condi¢bes
durante a eletrofores mantiveram a temperatura a 60 °C, com corrente de 75 V por 16 horas. Apds
esse perfodo, 0 gel foi entdo corado com solucdo TAE 1X contendo 1 g mL™ de brometo de etidio
por 10 min. Para observar o perfil de bandas, o gel foi transferido para cAmara de transluminador

UV (Stratagene Eagle Eye 1), acoplado ao computador com o software Eaglesight (Stratagene
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versao 3.22). O dendograma foi elaborado e construido utilizando o software Bionumerics versao
2.5. Applied Maths, Kortrijk, Bélgica), com coeficiente de Pearson.
4.6.3. Clonagem e sequenciamento

O material genético extraido das amostras de biomassa do reator termofilico Rs, (coletada
apos a aplicacdo do TDH de 2 h, utilizando como substrato 100% de vinhaca) e do reator
termofilico Ry (coletada apds a fase operacional com TDH aplicado de 4 h) foram amplificadas
com primers especificos  (27F: 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1100R: 5°-
AGGGTTGCGCTCGTTG-3) (Lane, 1991), e foram purificados com Illustra GFX PCR DNA kit
and Gel Band Purification (GE Healthcare). O vetor usado foi pPGEM® Easy Vector System
(Promega) e transformados em células competentes de Escherichia coli para a formacdo da
biblioteca de clones (96 clones). A recuperacdo do fragmento de interesse foi realizada pela PCR
por meio dos primers MI13F (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3> e MI13R (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3%) (Chun, 1995). Os produtos da PCR foram encaminhados a
Macrogen Inc® (Seu, Cor¢ia, http://dna.macrogen.com/eng) para a andlise das sequéncias de
nucleotideos (sequenciados em analisador automatico de DNA modelo ABI3730XL — Applied
Biosystem). As sequéncias obtidas foram averiguadas, e os vetores retirados, por meio dos
softwares DNASTAR Lasergene SegMan Pro e BioEdit versdo 7.2.5.

Apds essa etapa, a busca por sequéncias similares foi realizada utilizando as ferramentas
do Ribossomal Database Project (decipher find chimeras, alinhamento, complete linkage
clustering, sequéncias representativas, RDP classifier, dereplicate - http://rdp.cme.msu.edu/), a
ferramenta basica de alinhamento (Basic Local Alignment Search Tool - BLAST) e pesquisas no
National Center for Biotechnology Information sequence database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Por meio destas a¢es, foi possivel agrupar as sequéncias
obtidas em unidades taxondmicas operacionais (UTO).

As arvores filogenéticas para cada amostra sequenciada foi realizada por meio do software
MEGA versdo 4.0, utilizando o método Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987). Para estimar a
confiabilidade das arvores, foi utilizado o teste de bootstrap para 1000 repeticdes (Felsenstein,
1985). O limite de confianca adotado foi de 99% para o nivel taxonémico de Espécie e de 88%
para o nivel taxonémico de Género. Foram obtidas 56 sequéncias para a amostra de biomassa
sequenciada do Rs, agrupadas em 13 UTO, e 51 sequéncias para a amostra de biomassa

sequenciada do Ry, agrupadas em 21 UTO. As sequéncias obtidas neste estudo foram
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depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) com os numeros de acesso entre
KF684949 e KF684961 (Rs) e entre KF751735 to KF751755 (Ryp).

4.7. Frequéncia das andlises quimicas e de Biologia Molecular

A pesquisa foi dividida em fases operacionais, conforme a diminui¢do do TDH aplicado
aos reatores RALF termofilicos alimentados com diferentes concentrac6es de vinhaca de cana-de-
acucar, de acordo com as especificacfes abordadas nos itens anteriores. O TDH foi alterado
quando era atingido o estado estacionario no reator, principalmente com referéncia aos valores
estdveis de producdo de hidrogénio. Ao longo do procedimento operacional dos reatores
termofilicos, foram realizadas analises fisico-quimicas para 0 monitoramento dos mesmos. Ao
final das fases operacionais, algumas particulas de argila expandida foram retiradas para posterior
analise de da comunidade microbiana por meio de técnicas de Biologia Molecular. A Tabela 4.7

apresenta a frequéncia de coleta e analise de amostras para todas as fases deste estudo.

Tabela 4.7: Analises fisico-quimicas e biomoleculares realizadas em amostras coletadas nos
reatores termofilicos Rs, Rio, R1s, Roo € R3p

Analises Frequéncia

pH, vazao, altura e temperatura do leito Diéria

Carboidratos totais e Demanda Quimica de Oxigénio 3X semana

Producdo, rendimento e contetdo de H, no biogas 3X semana

Acidos organicos 3X semana

SA6lidos SuSPensos (iotais, fixos e voléteis) 3X semana

Nitrogénio (organico, total e amoniacal), Sulfato e fosfato 3X semana

Biologia Molecular ecr, pece) Ao final de cada fase operacional
(clonagem e sequenciamento) Biomassa selecionada (Rs e Ro)

4.8. Calculo dos principais parametros
Nesse item serdo apresentados os principais céalculos realizados para a execugdo desse
estudo, os quais abrangem a a taxa de carregamento organico aplicada tedrica (1), a producao

volumétrica (2), o rendimento de hidrogénio (3) e a taxa de carregamento organico aplicada real

(4).
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(1)
Concentragdo do substrato (g L) a1
Taxa de carregamento orginico= [ DH " kg DQO m* d!
rico (dias
(Tcoaplicada teérica) feorico ( )
Quantidade de H, (L) produzida
2 tempo (h LH, h!L!
@ Produgdo volumétrica de H,= po (b) :
volume real (L) do reator
(PVH)
(3) PVH (dias)'l 1H, « DOO. . . -1
Rendimento de hidrogénio= mmol H; & DQOusicinace
(HY) TCOaplicada real x RT/P
(4) Concentragio do substrato (g L'1) ke DQO 3 d
Taxa de carregamento orginico= &

TDH di
(Tcoaplicada real) real (dias)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os dados obtidos e a interpretacdo dos parametros
analisados na investigacdo do desempenho dos reatores anaerébios de leito fluidificado
termofilico utilizados no presente estudo a partir de vinhaca de cana-de-agucar como fonte
organica. As informacdes de rendimento, producdo e conteldo de H,, concentracdes de &cidos
organicos, remocdes de carboidratos totais e de matéria organica, concentracbes de macro,
micronutrientes e de s6lidos suspensos serdo apresentadas por meio de curvas de variagdo em
representacdes graficas, e tabelas com os valores médios correspondentes a cada fase de operacao
dos reatores termofilicos. Ao final, os dados experimentais serdo relacionados & presenca de
microrganimos produtores de hidrogénio, resultado obtido por meio das técnicas de clonagem e
sequenciamento da biomassa aderiada ao material suporte dos reatores, assim como outras
analises de Biologia Molecular (PCR-DGGE) para avaliar a estrutura da comunidade microbiana

estabelecida ao longo das fases operacionais.
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5.1. Producéo termofilica de hidrogénio: efeito da TCO e do TDH utilizando diferentes
concentracdes de vinhaca: Rs, Rig, Ris, R2p € Rag

Serdo apresentados os resultados médios de rendimento, produgdo e conteldo de

hidrogénio no biogas obtidos ao longo das fases operacionais dos cinco reatores anaerdébios de

leito fluidificado termofilico, em relacdo ao aumento da taxa de carregamento organico e

diminuicao do tempo de detencao hidraulica.

5.1.1. Rendimento de Hidrogénio (HY)

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5.1 e na Figura 5.1, os rendimentos de
hidrogénio obtidos no reator Rs estiveram entre 1,57 e 4,62 mmol g DQO.gicionada - Para o reator
Ry, 0s valores minimos e méximos foram de 1,92 e 2,86 mmol g DQOagicionaga - A concentracao
de 15.000 mg L de substrato afluente, forneceu valores de rendimento entre 1,03 e 2,23 mmol g
DQOugicionada -- Menores valores de HY foram verificados nos reatores Ry € Rso, entre 0,60 e 1,85
mmol g DQOugicionada - € entre 0,19 e 0,79 mmol g DQOagicionada - respectivamente. Os valores de
rendimento de H, (HY) diminuiram ao longo da utilizacdo de maiores concentracGes afluentes,
assim como por meio da aplicacdo de maiores taxas de carregamento organico e de menores
tempos de detencdo hidraulica. Essa tendéncia foi atribuida as consequéncias de sobrecarga ao
sistema, assim como resultado da maior disponibilidade dos compostos recalcitrantes/toxicos
presentes na vinhaga de cana-de-acgUcar, refletindo negativamente neste parametro de avaliacdo
da viabilidade de producéo bioldgica de hidrogénio.

Dessa maneira, a avaliacdo deste parametro na producdo bioldgica de H, sob diferentes
concentracdes de vinhaca de cana-de-acUcar demonstrou que o reator Rs, alimentado com a
menor concentracdo de substrato utilizada neste estudo, de 5000 mg DQO L™ e operado
principalmente frente a co-fermentacdo de glicose (porcentagens decrescentes) e de vinhaca de
cana-de-acgUcar (porcentagens crescentes), apresentou 0s maiores valores médios de rendimento
de H,, entre 1,57 e 4,62 mmol g DQOadicionada'l. O melhor resultado de rendimento (4,62 mmol g
DQOugicionada ~) foi verificado durante a aplicacdo do maior TDH (8 h) e a consequente menor
TCO utilizada, de 15 kg DQO m™ d*, com 67% de glicose e 33% de vinhaga no substrato de

alimentacéo.
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Tabela 5.1: Valores médios de rendimento de H, para as diferentes taxas de carregamento
organico e TDH aplicados ao longo da utilizacdo de diferentes concentracdes de vinhaca de cana-

de-agUcar (+: desvios padroes)

Rendimento de H, (HY)

(mmol g DQOadicionada-l)

TDH 8 8 6 4 2 1 2 1

*

Rs 4,62+04 4,15+03 4,31+05 4,14+03 3,11+0.3 2,06+0.2 3,32+0.3 1,57+0.1

TCO 15,00 15,00 20,00 30,00 60,00 120,00 60,00 120,00

R1o - - 2,86x0.2 2,77+03 2,45+03 1,92+0.2 - -

TCO 40,00 60,00 120,00 240,00

Ris - - 2,23+03 1,62+0.1 1,22+0.1 1,03+0.1 - -

TCO 60,00 90,00 180,00 360,00

Ry - - 1,85+0.2 1,51+0.1 0,86+x0.1  0,60+0.04 - -

TCO 80,00 120,00 240,00 480,00

Rz - 0,62 0,79 0,60 0,37 0,19 - -
+0.15 +0.07 +0.09 +0.03 +0.02

TCO 90,00 120,00 180,00 360,00 720,00

TCO: taxa de carregamento organico ( kg DQO m™d?)
*CondigBes operacionais:

Rs: concentragdo de 5000 mg DQO L™ obtida a partir da co-fermentagéo da glicose com a vinhaga durante a diminuigdo do TDH
de 8 a1 h, seguida da fermentacdo da vinhaga nos TDH aplicados de 2 e 1 h;
Rio; Ris @ Ryo: concentragdes de 10.000; 15.000 e de 20.000 mg DQO L™ com diminuicdo do TDH de 6 a 1 h utilizando vinhaca
como substrato;
Rao: concentrago de 30.000 mg DQO L™ com diminuicéo do TDH de 8 a 1 h utilizando vinhaca como substrato.
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Figura 5.1: Taxa de carregamento organico (TCO) aplicada e rendimento de H, nos reatores
RALF termofilicos com diferentes concentracfes de vinhaca de cana-de-agucar ao longo da
diminuicao do tempo de detencdo hidraulica: (a) reator Rs; (b) reatores Ryq € Rys; (C) reatores Ry € Ry.

Tawfik e Salem (2012) relataram que taxas de carregamento organico elevadas aplicadas
aos sistemas biologicos produtores de hidrogénio possam vir a diminuir o rendimento (HY),

Similarmente ao obtido neste estudo Han et al. (2012) utilizaram melago como substrato para a
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producdo biolégica de H,, nas concentragdes de 2000 a 8000 mg DQO L™. Os autores
verificaram que a partir da TCO entre 8 a 32 kg m™ d™, o rendimento de H,, em reator CSTR,
inicialmente aumentou até o limiar de 24 kg m™ d*, com consequente tendéncia de diminuicéo da
producdo de hidrogénio na TCO de 32 kg m™ d™*. O limiar de TCO atingido de 40,00 kg DQO m"
% d'* para o reator termofilico de 10.000 mg DQO L™ (Ry0) demonstrou que os maiores valores de
rendimento de hidrogénio foram alcangados no TDH de 6 h, com valores médios obtidos de 2,86
mmol H, g DQOxgicionada -

Os reatores com concentragdes superiores de vinhaga, de 15.000, 20.000 e de 30.000 mg
DQO L™ apresentaram efetivo rendimento de hidrogénio, porém com valores inferiores quando
comparados aos reatores com concentracdes de 5000 e de 10.000 mg DQO L™. Os maximos
rendimentos de HY obtidos a partir da utilizacdo destas concentragcdes de substrato afluente
também foram verificados durante a aplicacdo do tempo de detencdo hidraulica de 6 h, com
valores maximos de 2,23; 1,85 e 0,79 mmol H;, ¢ DQOugicionada para os reatores Ris, Ry € Ra,
respectivamente.

Nesse sentido, valores similares de HY foram observados a partir de aguas residuarias
reais. Yang et al. (2007) obtiveram 2,30 mmol H; g DQOxgicionada - €M TDH superior ao deste
estudo, de 24 h, a partir de &gua residuaria do processamento de queijo, sob condigdes
mesofilicas em reator CSTR, porém, com deteccdo de metano, situacdo que ndo ocorreu no
presente estudo a partir de vinhaca de cana-de-acucar diluida sob temperatura termofilica. Lee et
al. (2010), tambeém verificaram valores de HY proximos aos obtidos neste estudo, em reator
CSTR intermitente alimentado com residuos vegetais de cozinha, a 60 °C. Esses autores
observaram até 1,70 mmol H; g DQOugicionada - €M TCO aplicada de 28 kg DQO m~ d*. Hsiao et
al. (2009) obtiveram rendimento de 2,00 mmol Hz g DQOugicionada ~ €M fermentador anaerébio
continuo a partir de melago condensado soltvel, em concentracdo superior a deste estudo, de 40 g
DQO L™

Wau et al. (2013) realizaram a co-fermentacéo de melaco de aglcar de beterraba com &guas
residuérias de suinocultura, com 10.000 mg DQO L™ afluente, e TDH aplicado entre 30 e 6 h. Os
autores verificaram que o méximo rendimento de hidrogénio, de 1,57 mol mol actcar™, foi
alcangado em TDH 6timo de 15,62 h. Os autores observaram que por meio da aplicacdo de menor
TDH, de 6, foi obtido valor de rendimento de hidrogénio, de 0,34 mol mol actcar™, ou seja, 4.5

vezes menor em relagdo ao méximo HY. Esta tendéncia é similar ao encontrado neste estudo a
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partir de vinhaca como fonte orgénica, com diminuicdo de até 4 vezes o rendimento de

hidrogénio no menor TDH avaliado de 1 h (Rso: de 0,79 para 0,19 mmol H, g DQOxgicionada ~)-

5.1.2. Producdo volumétrica de hidrogénio

Os valores obtidos neste estudo de producdo volumeétrica de hidrogénio estdo apresentados
na Tabela 5.2 e na Figura 5.2. As menores concentracdes utilizadas neste estudo, por meio da
operacao dos reatores Rs e Ryo forneceram valores entre 0,19 ¢ 0,78 Lh™ L eentre 0,43 e 1,96 L
h* L, respectivamente. Valores minimos e méaximos de producéo volumétrica de H, de 1,49 e
0,45 Lh*L*ede0,54 e 1,20 L h* L™ foram verificados nos reatores Ris e Ry, respectivamente.
Para o reator Rs 0s valores estiveram entre 0,32 0,81 L h™* L™,

A producdo volumétrica de hidrogénio (PVH) manteve-se estdvel e com tendéncia de
elevacdo ao longo do aumento das taxas de carregamento organico aplicadas, em todos 0s
reatores termofilicos. Sob condi¢cdes mesofilicas, assim como observado por Shida et al. (2012),
Amorim et al. (2012), Barros e Silva (2012) e sob condi¢des termofilicas, por Akutsu et al.
(2009a e b), Luo et al. (2010a e b) e Peintner et al. (2010), a producéo volumétrica de hidrogénio
neste estudo manteve-se crescente mediante o efeito da diminuigdo do TDH.

Tabela 5.2: Valores médios de producdo volumétrica de H, para as diferentes taxas de
carregamento organico e TDH aplicados ao longo da utilizacdo de diferentes concentracdes de
vinhaca de cana-de-agucar (+: desvios padrdes)

Producédo volumétrica de H, (PVH)

(LH,ht LY
TDH* 8 8 6 4 2 1 2 1
Rs 0,19+0,02 0,20+0,02 0,25+0,03 0,35+0,04 0,53+0,05 0,66+0,05 0,58+0,05 0,78+0,08
TCO 15,00 15,00 20,00 30,00 60,00 120,00 60,00 120,00
Ri1o - - 0,43+0,04 0,66+0,07 1,24+0,1 1,96+0,2 - -
TCO 40,00 60,00 120,00 240,00
Ris - - 0,45+0,05 0,55+0,05 0,85+0,09 1,49+0,1 - -
TCO 60,00 90,00 180,00 360,00
Ry - - 0,54+0,05 0,71+0,06 0,81+0,08 1,20+0,1 - -
TCO 80,00 120,00 240,00 480,00
Rso - 0,32+0,03 0,55+0,04 0,63+0,07 0,81+0,1 0,80+0,07 - -
TCO 90,00 120,00 180,00 360,00 720,00

TCO: taxa de carregamento organico ( kg DQO m3d%)

*CondicBes operacionais:

Rs: concentragdo de 5000 mg DQO L™ obtida a partir da co-fermentagéo da glicose com a vinhaga durante a diminuigdo do TDH
de 8 a1 h, seguida da fermentacdo da vinhaga nos TDH aplicados de 2 e 1 h;

Rio; Ris @ Ryo: concentragBes de 10.000; 15.000 e de 20.000 mg DQO L™ com diminuigdo do TDH de 6 a 1 h utilizando vinhaga
como substrato;

Rago: concentrago de 30.000 mg DQO L™ com diminuicio do TDH de 8 a 1 h utilizando vinhaca como substrato.
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Dessa maneira, foi verificado o comportamento crescente da producdo de H, mediante o

aumento da TCO, e consequente diminuicdo do TDH de 8 para 1 h nos reatores Rs € R3g e de 6

para 1 h nos reatores Ry, Ris € Ryo. A partir de melaco, Ren et al. (2010) alcancaram 0,40 L h™

L de producdo volumétrica de hidrogénio, no TDH de 6 h. As maiores produces volumétricas
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de H, foram observadas no reator termofilico alimentado com vinhaca de cana-de-agUcar na
concentragdo de 10.000 mg DQO L, com valores entre 0,43 a 1,96 L H, h™* L™, no menor TDH
aplicado, de 1 h.

O aumento da produgdo de hidrogénio a partir da diminuicdo do TDH também foi
observado por Wang et al. (2013) em um reator CSTR alimentado com melago proveniente de
uma refinaria de aclcar, na concentracdo de 8.000 mg DQO L. Os autores reportaram que a
utilizacdo de TDH menores favoreceu a produtividade de biohidrogénio, aumentando em cerca de
4 vezes a producéo bioldgica de hidrogénio (de 3,18 para 12,27 mmol H, h™* L™) por meio da
diminuicdo do TDH de 10 para 5 h. No presente estudo, foi possivel aumentar a PVH em cerca de
4 vezes no reator Ryp (15,40 para 70,18 mmol H, h't L'l). Os reatores Ri5 € Ry também
apresentaram bons resultados em termos de producdo volumétrica de hidrogénio, com valores
entre 0,45a1,49 L H,h* L eentre 0,542 1,20 LH, h™* L™,

Os valores de producdo biologica de hidrogénio verificados nesse estudo podem ser
atribuidos as vantagens operacionais da temperatura termofilica. Sob condic¢des termofilicas,
Akutsu et al. (2009a) relataram que a producdo de H, pode ser aumentada em razdo do
favorecimento de transferéncia liquido-gas do Hj, resultando em valores elevados de
produtividade, assim como observado neste estudo, no qual foi possivel atingir até 1,96 L H, h™
L™ no reator Ry, com 10.000 mg DQO L*, no TDH de 1 h, com TCO de 240,00 kg m= d.
Assim como relatado por Weiland (2010), o crescimento microbiano e a hidrolise de particulas
solidas podem ser aumentadas em reatores termofilicos, a solubilidade do H, diminuida,
aliviando o efeito inibitério causado pela alta pressdo parcial do H, (OH et al., 2011,
BASTIDAS-OYANEDEL et al., 2012). Dong et al. (2011) demonstraram que, por meio da
aplicacdo da concentragdo afluente de sacarose, de 5000 para 10.000 mg DQO L™, o reator
termofilico UASB apresentou maiores producdo e rendimento de hidrogénio, associadas a
pressdo parcial de H,, implicando que estes sistemas a altas temperaturas podem oferecer
ambientes mais favordveis para a produgdo bioldgica de hidrogénio quando comparados aos
mesofilicos, demonstrando uma alta estabilidade operacional.

As vantagens inerentes ao reator anaerobio de leito fluidifcado também ficaram evidentes
no presente estudo por meio da efetiva producdo volumétrica de H,. Diversos fatores positivos
séo atribuidos a este tipo de configuragdo, como a possibilidade de aplicacdo de baixos TDH e

boas caracteristicas de mistura, otimizando a transferéncia de massa entre o substrato e 0s
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microrganismos (WU et al., 2003). Peintner et al. (2010) avaliaram dois reatores para a producédo
fermentativa de hidrogénio em condicGes termofilicas, um reator de leito percolado e um reator
de leito fluidificado, utilizando a glicose como substrato. Os autores obtiveram vantagens para
cada uma das configuracOes de reatores, porém o reator de leito fluidificado obteve produtividade
levemente mais alta, de 0,25 L L™ h™, tornando possivel a utilizacdo destas configuracdes para
producdo de H, sob condi¢des termofilicas.

De acordo com Won et al. (2013), a produtividade de hidrogénio é dependente do
conteudo de carboidratos e de matéria organica, principalmente quando a fermentac&o ocorrer
mediante a aplicacdo de TDH reduzidos e TCO elevadas. Concentracdes afluentes elevadas
poderdo aumentar a producdo de H, (WANG e WAN, 2009), porém, por outro lado,
concentragdes muito elevadas de substrato poderdo diminuir esta capacidade (SARIPAN e
REUNGSANG, 2013). A operacdo dos reatores termofilicos a partir das concentragdes minima e
méxima utilizadas como substrato neste estudo, de 5000 e de 30.000 mg DQO L%,
respectivamente (Rs e Rgp) permitiu a verificacdo de valores estaveis de producdo de
biohidrogénio, porém inferiores quando comparados aos reatores com concentracGes
intermediérias de vinhaca de cana-de-accar, (10.000, 15.000 e de 20.000 mg DQO L™). Para o
reator Rs, foi constatada producdo volumeétrica entre 0,19 a 0,78 L H, hiLte para o reator Rgp,
entre 0,32 e 0,81 L H, h™ L™, Estes resultados indicam que, em todos os reatores, a PVH foi
influenciada por concentragdes de substrato reduzidas ou muito elevadas. No Rs, a variagdo da
TCO de 15,00 a 120,00 kg DQO m™ d™* e no reator Rs, com aplicacdo de taxas de carregamento
organico elevadas, de 90,00 a 720,00 kg DQO m™ d* foram constatadas menores producdes
volumétricas. Valores similares foram obtidos sob condi¢cdes termofilicas a partir de aguas
residuarias reais. Kim et al. (2011) utilizaram um reator CSTR para a producgdo biol6gica de
hidrogénio a partir de aguas residuéarias do processamento de tofu, com concentracdo elevada, de
26,5 g DQO L™, e obtiveram 0,34 L H, h™ L™ no TDH aplicado de 8 h. Azbar et al. (2009b)
relataram PVH de 0,33 L H, h™* L™ também em um reator CSTR termofilico para a producéo de
biohidrogénio com &gua residudria do processamento de queijo (40 g DQO L™).

Foi constatada neste estudo tendéncia de aumento da PVH e de diminui¢do de HY perante
0 aumento da TCO aplicada em todos os reatores termofilicos. Akutsu et al. (2009a) sob
condi¢bes termofilicas, também verificaram esse comportamento, utilizando amido como

substrato orgéanico, em reator UASB. Os autores relataram aumento da producdo volumétrica de
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hidrogénio de 0,04 para 0,16 L H, h™* L™, mediante o elevacdo da TCO de 8 até 127 kg DQO m™
d™. No entanto, para o rendimento de H,, 0s autores observaram o decréscimo deste parametro de
1,68 para 0,20 mol H, mol glicose™. Luo et al. (2010a) investigaram os efeitos do indculo,
alcalinidade e TDH no processo fermentativo de producdo de hidrogénio sob condicGes
termofilicas, e observaram que a diminui¢cdo do TDH aumentou a producao de hidrogénio, porém
apresentou menores valores de rendimento, assim como observado neste estudo. Ao longo das
fases operacionais deste estudo, também foi observado este comportamento (Figuras 5.1 e 5.2).
Por exemplo para o reator Rs, 0 rendimento mé&ximo de hidrogénio de 4,62 mmol H; g
DQOxdicionada - 0btido no TDH de 8h, foi reduzido para 1,57 mmol H, g DQOagicionada - ha Maior
TCO aplicada (TDH de 1 h), de 120,00 kg DQO m™ d*. No entanto, a producéo volumétrica
durante a utilizagdo desta taxa de carregamento organica, de 120 kg DQO m™ d, foi a méxima
para este reator, de 0,78 L H, h™* L™,

5.1.3. Conteudo de hidrogénio no biogéas

As porcentagens de hidrogénio obtidas no biogds dos reatores anaerdbios de leito
fluidificado termofilico mantiveram-se constantes e elevadas, com valores médios entre 31,4 a
57,5% durante as fases operacionais, de acordo com exposto na Tabela 5.4 e na Figura 5.3. Foram
observados valores entre 31,4 e 52,0% de H, no biogas do reator Rs. Para o reator R10, foram
observados valores entre 51,7 e 57,1%, enquanto que para os reatores R15 e R20, os valores
estiveram entre 43,3 e 48,9% e entre 42,3 e 57,5%, respectivamente. O reator alimentado com a
maior concentracdo de vinhaca utilizada neste estudo, apresentou valores entre 30,2 e 52,1% de
hidrogénio no biogas produzido.

As maiores porcentagens, em torno de 57% de H,, foram obtidas nos reatores Rip e Ry,
durante a aplicacdo dos TDH de 4 e de 6 h, respectivamente. De forma similar ao observado neste
estudo, Kongjan et al. (2011), a 55 °C, tanto em modo batelada, quando em reator UASB, nédo
detectaram metano no biogas formado a partir do tratamento de &guas residuérias de vinhaca de
acucar de beterraba, atingindo até 61,2% de H, no biogas. Sob tais condi¢Ges as arqueas
metanogénicas foram completamente reprimidas pelas condigdes operacionais e ao baixo pH

estabelecido no reator, semelhante ao deste estudo, em torno de 5,0.



75

Tabela 5.4: Valores médios de contetdo de H, para as diferentes taxas de carregamento organico
e TDH aplicados ao longo da utilizacdo de diferentes concentracdes de vinhaca de cana-de-agucar

Conteudo de H, no biogés

(%)
TDH* 8 8 6 4 2 1 2 1
Rs 49,0+3,7 52,0#4,8 50,9+3,1 58,8+6,7 42,8439 459+54 41,6+48 31,4+2,9
TCO 15,0 15,0 20,0 30,0 60,0 120,0 60,0 120,0
Rio - - 51,7#46 57,1452 53,4+24 52,6+7,1 - -
TCO 40,0 60,0 120,0 240,0
Ris - - 48 9+42 435+34 46,0+55 43,3+28 - -
TCO 60,0 90,0 180,0 360,0
Roo - - 57,5+4,1 48,3+3, 43,6437 42,3454 - -
TCO 80,0 120,0 240,0 480,0
R3o - 49 7+32 521+48 47,6+49 37,356 30,2+2,0 - -
TCO 90,0 120,0 180,0 360,0 720,0

TCO: taxa de carregamento organico ( kg DQO m™d?)

*CondigBes operacionais:

Rs: concentracdo de 5000 mg DQO L™ obtida a partir da co-fermentagéo da glicose com a vinhaga durante a diminuigio do TDH
de 8 a1 h, seguida da fermentacéo da vinhaga nos TDH aplicados de 2 e 1 h;

Rio; Ris @ Ryo: concentragdes de 10.000; 15.000 e de 20.000 mg DQO L™ com diminuicdo do TDH de 6 a 1 h utilizando vinhaga
como substrato;

Rao: concentragdo de 30.000 mg DQO L™ com diminuicéo do TDH de 8 a 1 h utilizando vinhaca como substrato.

Sob condicGes termofilicas, Intanoo et al. (2012) obtiveram 43% de H, no biogds em
reator em batelada. Azbar et al. (2009b), a 55 °C, obtiveram em reator CSTR, a partir do soro de
queijo, valor médio de 45%. Zahedi et al. (2013) avaliaram a producéo termofilica de hidrogénio
a partir de residuos sélidos municipais (fracdo organica) com variacdo de TDH entre 240 a 6
horas. Os autores obtiveram méaximo conteido de H; no biogés (57%) no TDH de 12 h. Tais
resultados foram similares ao obtido neste estudo, com até 57,5% a partir de agua residuaria
complexa (R0, TDH de 4 h; TCO de 60,00 kg DQO m™ d™).

Ao utilizaram glicose como fonte de substrato, Barros e Silva (2012) sob condicGes
mesofilicas em reator RALF, obtiveram contetdo de H; entre 46 e 60%, relatando que maiores
porcentagens sdo alcancadas por meio da aplicacdo de TDH menores, entre 8 a 2 h. Neste estudo,
com aplicacdo de TDH de 4 h no reator Rs, foi possivel alcancar valores similares em termos de
conteudo de hidrogénio, de 50,8%, a partir da mistura de glicose e de vinhaca, nas proporcdes de
33 e de 67%, respectivamente.
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Figura 5.3: Conteudo de H; (%) nos reatores RALF termofilicos com diferentes concentracdes de

vinhacga de cana-de-acucar ao longo da diminuigdo do tempo de detencdo hidraulica: (a) reator Rs;
(b) reatores Ry e Rys; () reatores Ryg € Rg.

Apesar da estabilidade verificada no contetido de H;, ao longo da diminui¢cdo do TDH nos
reatores com concentracdes de vinhacga superiores, as maiores porcentagens de hidrogénio foram
obtidas a partir das menores TCO estudadas em cada reator termofilico: 60,0 kg DQO m= d*
(R1s); 80,0 kg DQO m™ d™ (Ry) e 120,0 kg DQO m™ d™* (Rs), todas no TDH aplicado de 6h. Os
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resultados obtidos de porcentagem de hidrogénio no biogas séo similares aos obtidos por Tawfik
e Salem (2012), de 40 a 56%, alcancado a partir da producdo biolégica de H; a partir de dguas
residudrias do processamento de arroz em reator anaerobio de fluxo ascendente, com variagdo de
TCO entre 7,1 a 26,0 kg DQO m3d™.

5.1.4. Analise comparativa dos reatores termofilicos

Na anélise comparativa entre os cinco reatores verificou-se apenas para 0 Ris (15.000 mg
DQO L) correlago entre a producio volumétrica de H, (y) e a TCO (x), sendo expressa como
y=0,0035x + 0,2363 (R* = 0,9997). A maior producdo volumétrica obtida nesse reator foi de 1,49
LH,h™ LY no TDH de 1 h.

No entanto, a maior producdo volumétrica deste estudo foi obtida por meio da aplicacdo
da concentracéo afluente de 10.000 mg DQO L™, também no TDH de 1 h, produzindo 1,96 L H,
htL™

Em todos os reatores o parametro de rendimento de H, apresentou decréscimo ao longo do
aumento da TCO devido a diminuicdo do TDH, com o valor maximo de 4,62 mmol H; g
DQOugicionada — Verificado durante a utilizacdo da menor concentracdo de vinhaca de cana-de-
acucar, no reator Rs (5000 mg DQO L™), e no maior TDH aplicado, de 8 h.

O maximo contetdo de hidrogénio no biogas foi de 57,1% (TDH de 4 h) e de 57,5%
(TDH de 6 h), porcentagens observadas no Rige Ry, respectivamente.

Apesar das menores producdes e rendimentos de H, obtidas durante a operacgao do reator
com vinhaca de cana-de-aglcar na concentracdo de 30.000 mg DQO L™, os resultados ainda
assim demonstram a viabilidade de produzir este biogas frente as taxas de carregamento organico
elevadas impostas no reator termofilico, principalmente quando comparados aos estudos
encontrados na literatura considerando a producéo termofilica de Hs.

A conversdo microbiana de aguas residuarias reais a biohidrogénio por meio de processos
fermentativos na auséncia de luz observados em estudos anteriores, assim como as diversas
cargas organicas aplicadas, ao longo da modificacdo da TCO e do TDH, e as variacdes de
temperatura, para a obtencdo de efetivas producédo e rendimento de H, estdo apresentadas em

comparagdo com os resultados encontrados no presente estudo, na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3: Producdo mesofilica e termofilica de H, a partir de diferentes fontes de substratos, em
comparacdo com os resultados obtidos no presente estudo.

A Concentracéo HY
Agua TDH  Temperatura PVH A
g do substrato o - (mmol.g Referéncia
residuaria/Reator (a DQO.LY (h) (°C) (Lh*Lh DQOusiirnce)
Processamento Van Ginkel
de macas 9 - 23 0,09 4,08 etal.
(Batelada) (2005)
Processamento Eroglu et
de oliva 68 - 35 0,002 0,54 al. (2006)
(Batelada)
Processamento Yang et al
de queijo 7 24 38 0,04 3,21 (2007)
(CSTR)
Melaco Guo et al.
10 6al 35 0,71 -
(EGSB) (2008)
Oleo de palma Chong et
100 - 37 0,34 1,30
(Batelada) al. (2009)
Residuos de
indUstria de Ozkan et
acUcar 30 ) 35 i 0.74 al. (2010)
(Batelada)
Melaco Kongjan et
desacgucarado 50 24 55 0,18 - al. (2011)
(UASB)
Destilaria de
alcool Intanoo et
(mandioca) 60 18 95 0,08 i al. (2012)
(Batelada)
Processamento Lay et al
de tofu 36 - 55 0,24 2,62 (2013)
(CSTR)
5 8al 0,19a0,78 1,57a4,62
Vinhaga de cana- 10 6al 0432196 1,92a2,86 O presente
de-acucar 15 6al 55 0452149 103a223 = o
(RALF) 20 6al 054a1,20 0,60a1,85 =
30 8al 0,32a0,81 0,19a0,79

CSTR: continuous stirred-tank reactor; EGSB: expanded granular sludge bed reactor; UASB: upflow anaerobic sludge blanket reactor; RALF: reator

anaerobio de leito fluidificado; PVH: producéo volumétrica de hidrogénio; HY: rendimento de hidrogénio

5.2.Acidos organicos verificados nos efluentes dos reatores Rs, Ris € Ry

Os carboidratos presentes em aguas residuérias provenientes do setor sucroalcooleiro a

partir da cana-de-agucar, sdo primariamente degradados a glicose, e entdo, a piruvato (Wang et

al., 2013). Por ser um substrato organico complexo, a composi¢do da vinhaca é passivel de
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mudancas sazonais e de procedimentos operacionais do processamento do agucar e do etanol.
Como consequéncia, as rotas fermentativas e os acidos organicos poderdo ser alterados em razao
destas modificacdes. As concentraces (mg L™) e a porcentagem dos principais 4cidos organicos
totais observados nos efluentes dos reatores Rs, Ris € Ry estdo apresentados na Tabela 5.5 e
indicam que houve fermentacao do tipo mista (Ren et al., 2007).

Dentre os principais acidos organicos encontrados nas andlises do efluente do reator Rs
foram observados os acidos succinico, latico e butirico, com porcentagens entre 3,4 a 44,3%, 7,0
a 30,9 e 10,3 a 28,9%, respectivamente, conforme apresentado na Figura 5.4. Foram obtidos
ainda concentracdes de acido acético, iso-butirico e propidnico, entre 2,1 a 28,9%, 4,3 a 24,8% e
2,4 a19,8%, respectivamente. O etanol foi observado somente nas nos TDH aplicados de 8 e 1 h,
com porcentagens de 10,2 e 6,7%, respectivamente.

Presente em todas as fases operacionais do reator Rs, com excecdo da Gltima (a partir de
100% de vinhaca, no TDH de 1 h), observou-se 4,6% e 44,3% de &cido succinico no TDH
aplicado de 2 h (100% de vinhaca) e no TDH de 8 h (67% de vinhaca e 33% de glicose),
respectivamente. Sob tais condices foi possivel obter rendimentos de H, de 3,32 mmol H, g
DQOugicionada~ € de 4,15 mmol Hy, g DQOugicionada > respectivamente. Uma vez que o &cido
succinico € um produto intermediario no ciclo de Krebs e um produto final do processo
fermentativo, os microrganismos podem direcionar a producdo para este produto de alto valor
agregado (BEAUPREZ et al., 2010). Dessa maneira, o desempenho deste reator termofilico ndo
foi influenciado pelas concentragdes elevadas e/ou baixas deste produto metabdlito soltvel.

No reator Rs, foram observadas concentragdes entre 217,1 e 1357,7 mg L™ de &cido
lactico. Kuo et al. (2011), em reator RALF termofilico, utilizaram residuos alimentares como
substrato organico, e também demonstraram que a presenca de acido lactico, com concentracdes
observadas de 6000 mg L™, desempenhou fendmeno especial na producdo fermentativa de
hidrogénio. Assim como alcancado neste estudo, o reator RALF termofilico utilizado pelos
autores apresentou efetivo rendimento de H,, de até 2,5 mmol g DQO™, com porcentagens

similares de hidrogénio no biogés, de ate 47%.



80

Tabela 5.5: Valores médios de 4cidos organicos verificados (mg L™ e porcentagem) para as diferentes taxas de carregamento organico
e TDH aplicados nos reatores termofilicos Rs, Ris € Ry

Reator TCO  TDH

Acidos organicos e alcoois verificados

(h)* (mg L) (%) **

HSuc % |HLa % |HBu % |HAc % |HIsBu % |EtOH % |[HPr %

Rs
15,0 8 1367,5 26,6 | 9657 24,7[531,5 139 |857 33 [2971 78 |2046 102 |111,3 35
15,0 8 5667,5 44,3 |1357,7 139 |980,7 103 |[1354 2,1 |4122 43 |nd nd |301,6 38
20,0 6 3608,4 389 |12646 17,9 (907,10 131 |1396 30 (4682 68 |nd nd |[139,7 24
30,0 4 9639 19,7 | 11534 309 (6984 191 [127,7 51 |2709 74 |nd nd |2868 93
60,0 2 1298,2 184 | 12419 2372|6374 12,2 |10338 1289|4536 87 |nd nd |1424 32
120,0 1 5150,2 32,3 (8614 7,1 |27058 228 [5546 68 |1759,7 14,8 |4174 64 |4771 48
60,0 2 187,7 46 |3682 118|592 196 |2141 10,3 |7534 248 |nd nd |4992 195
120,0 1 99,5 nd [217,1 98 |6239 289 [2949 2003913 181 |nd nd |[360,1 19,8

Ris
60,0 6 77671 39,3 | 11757 7,8 | 23882 152 | 4007 4,0 | 19655 16,2 | 7241 7,4 |1236,1 10,0
90,0 4 14471 6,8 | 35102 21,8 21781 138 | 3004 2,8 | 35609 138 | nd nd |4267,3 32,2
180,0 2 1267,9 8,0 |26832 222|1529,2 12,9 | 2234 28 | 25030 129 | nd nd |3279,7 33,0
360,0 1 3528 15 | 27712 156 (37916 219 | 2151 27 |48848 219 | nd nd | 43781 301

R2o
80,0 6 2626,0 17,2 | 10254 88 | 26130 229 | 6243 80 | 21304 18,7 |607,3 102 | 1354,1 14,1
120,0 4 1008,8 6,2 | 19341 156 | 1701,6 14,0 | 230,3 28 | 24551 202 | nd nd | 33459 328
240,0 2 1639,3 7,4 |3792,6 225 | 1549,7 9.4 2970 26 [30439 184 | nd nd |3557,6 256
480,0 1 969,6 4,0 |3821,9 206 42509 235 | 3761 3,0 |49192 272 | nd nd | 32923 21,6

TCO: taxa de carregamento orgénico (kg DQO m=d™)
(HSu: &cido succinico ; HLa: acido lactico; HBu: acido butirico; HAc: acido acético; HIsBu: acido iso-butirico; EtOH: etanol; HPr: acido propi6nico)

nd: ndo detectado
*CondicBes operacionais:

Rs: concentracdo de 5000 mg DQO L™ obtida a partir da co-fermentacéo da glicose com a vinhaga durante a diminuicio do TDH de 8 a 1 h, seguida da fermentaco da vinhaga nos

TDH aplicados de 2 e 1 h;

R1s € Ry concentracdes de 15.000 e de 20.000 mg DQO L™ com diminuic&o do TDH de 6 a 1 h utilizando vinhaca como substrato.
** As concentracOes dos acidos citrico, malico e valérico ndo estdo apresentadas na soma dos 4cidos totais
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Glicose + vinhaca Vinhaga

H HSu B Hla HBu B HAc i HisBu [ EtOH B HPr

100%

80% ]

60%

Acidos organicos
(porcentagem molar)

28.9

8 8 6 4 2 1 2 1
Tempo de detengdo hidraulico

(h)

Figura 5.4: Acidos organicos e alcoois (%) presentes nos efluentes do reator anaerdbio de leito
fluidificado termofilico Rs ao longo da diminui¢do do tempo de detencéo hidraulica su: 4cido

succinico ; HLa: 4cido lactico; HBu: cido butirico; HAc: acido acético; HIsBu: &cido iso-butirico; EtOH: etanol; HPr: &cido propidnico)

A partir da mistura de glicose e vinhaga no reator Rs, durante os TDH de 8 e 4 h, foram
obtidos os maiores valores de é&cido latico (24,7 e 30,9%, respectivamente) e elevados
rendimentos de hidrogénio (4,62 e 4,14 mmol H, g DQOugicionada respectivamente), com 49,0 e
50,8% de H, no biogas, respectivamente. A importancia deste acido também se confirma para o
TDH de 1 h, sendo obtida a menor porcentagem de &cido lactico (7%), com a consequente
reducdo no rendimento (2,06 mmol H, g DQOagicionada -)-

Neste mesmo reator (Rs), com a aplicacdo do TDH de 2 h, foi observado acimulo de
4cido acético, de 127,7 para 1033,8 mg L™, com diminuices no contetido e rendimento de H,, ou
seja, de 50,8 para 42,8% e de 4,14 para 3,11 mmol H,. g DQOugicionada -, respectivamente. A
formacéo de acido acético por meio da via metabolica da homoacetogénse, ou seja, conversédo de
H,/CO, em acetato, ocorre devido ao consumo de hidrogénio e de gas carbonico (Saady, 2013),
situacdo que pode ter ocorrido devido a queda de rendimento e de contetdo de H, no biogas
durante a TCO de 60,0 kg m™ d™. Outros estudos também observaram a formacdo de &cido

acetico com reducéo da producéo de hidrogénio, como Arooj et al. (2008), Barros e Silva (2012).
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Luo et al. (2010a), também observaram aumento na concentracdo de acido acético em
reator CSTR termofilico para a producdo de H, a partir de aguas residuarias de destilarias de
alcool. Apesar de constatar a homoacetogénese, os autores observaram producdo de H, de 69,6
mL gSV™, enquanto que no reator mesofilico, no qual também foi detectado excesso de &cido
acético, de 1600 mg L*, a produco de H, foi inferior, de 14,0 mL gSV™. Esta constatacdo, de
menores consequéncias aos reatores operados sob temperaturas elevadas, também foi confirmada
por Akutsu et al. (2009a), com obtencdo de 1,7 mol H, mol glicose™ a partir de amido como
substrato organico, em reator UASB termofilico, apesar da ocorréncia da homoacetogénese.

Houve favorecimento da producéo de acido butirico, acido acético, e ainda de iso-butirico
e diminuicdo de 4cido succinico no reator Rs, por meio da utilizacdo de vinhaca como Unica e
exclusiva fonte de substrato organico, e consequente retirada da glicose, provocando mudanca de
rota metabdlica. Kim e Kim (2012) relataram que diferentes fontes de carbono podem regular as
vias metabdlicas, resultando em diferentes quantidades de acidos organicos produzidos, e por
consequéncia, diferentes rendimentos de H,. A evidente modificacdo da composicdo dos acidos
organicos ao longo das fases operacionais resultaram em diferentes produgdes volumétricas e
rendimentos de Hy, atingindo valores entre 0,19 e 0,78 Hy h™ L™ e entre 1.57 e 4,62 mmol H, g
DQOugicionada respectivamente. As maiores porcentagens de acido propionico, de 19,5 e 19,8%
refletiram nas porcentagens médias de contetudo de H; no biogas, onde foram obtidos os menores
valores entre as fases de operagdo, com 41,6 e 31,4% ao longo do TDH aplicado de 2 e 1 h,
respectivamente.

A maior concentragdo de 4cido butirico, de 2705,8 mg L™ ocorreu com a aplicacéo da
maior taxa de carregamento organico, de 120 kg m™ d™. Sob condigdes termofilicas, Intanoo et
al. (2012), também obtiveram aumento na concentracéo de 4cido butirico, de 2000 mg L™ para
10.000 mg L, por meio da elevacdo da TCO (68 kg m™d™ para 79 kg m™ d™). O-Thong et al.
(2008), a partir de aguas residuarias do processamento de 6leo de palma, em reator em batelada
sequencial termofilico, obtiveram concentracdes elevadas de acido butirico, entre 2000 e 6200
mg L™, no tempo de incubagéo de 12 a 49 horas, com contetido de Hy, entre 58 a 60%, similar ao
obtido neste estudo.

Considerando os reatores com maiores concentracdes de vinhaga como substrato organico
(R15 e Ryp), 0s principais &cidos organicos verificados nos efluentes dos reatores, em todos 0s

TDH aplicados (6 a 1 h) foram os acidos latico, butirico, iso-butirico e propiénico, com
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porcentagens entre 7,8 a 22,5%; entre 9,4 e 23,5%; entre 13,3 e 28,2% e entre 10,0 e 32,8%,

respectivamente, conforme apresentado nas Figuras 5.5 e 5.6.

W HSu W HLa HBu BHAc W HIsBu [JEtOH B HPr

e

,

Acidos organicos
(porcentagem molar)

Tempo de detencao hidraulico
(h)

Figura 5.5: Acidos organicos (%) presentes nos efluentes do reator anaerdbio de leito fluidificado
termofilico Ris ao longo da diminuigdo do tempo de detencéo hidraulica (usu: 4cido succinico ; HLa: 4cido

lactico; HBu: &cido butirico; HAc: &cido acético; HIsBu: 4cido iso-butirico; EtOH: etanol; HPr: acido propidnico)

No Ris, foi verificada elevada porcentagem de acido latico (21,8%) durante a TCO
aplicada de 90,0 kg DQO m™ d™. Nesta mesma etapa operacional ocorreu a diminuicdo de
rendimento de H, (de 2,23 para 1,62 mmol H, g DQOadicionada'l). No entanto, a maior producédo
volumétrica obtida neste reator, de 1,49 L H, h™ L™, foi verificada juntamente com a presenca de
15,6% de é4cido latico. Em relagdo ao Ry foi observada producgdo volumétrica de até 1,20 L H, h™
L™ e 20,6% deste 4cido organico (HLa). Jung et al. (2010) também observaram a presenca de
HLa (com porcentagens entre 27 e 46%) ao verificarem a viabilidade da produgdo continua de
H,, em CSTR, a partir de aguas residuérias do processamento de café, na concentragéo de 20.000
mg DQO L™, em TDH de 12 a 6 h. Os autores também relataram comportamento semelhante ao
obtido neste estudo (diminui¢do do TDH acompanhada do aumento da PVH), de 0,07 a 0,34 L H,
h™ L™, assim como neste estudo, com aumento de 0,45 para 1,49 e de 0,54 para 1,20 L H, h™* LY,

nos reatores Ris e Ry, respectivamente.
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A fermentacéo do tipo butirica tem sido considerada a rota metabdlica mais comumente
verificada para a producdo de hidrogénio. As maiores TCO aplicadas, de 360,0 kg DQO m™ d™
(Rys) e de 480,0 kg DQO m™ d™ (Ry) foram acompanhadas pelos maiores porcentagens de HBu;
ou seja, de 21,9 e de 23,5%, respectivamente. Portanto, verificou-se que a utilizacdo de menores
TDH (2 e 1 h) favoreceu a manutencdo de populacdes de bactérias fermentativas na presenca
deste composto soltvel. O limite de TCO no R3s, ou seja, a maxima carga organica aplicada sem
diminuicdo do rendimento de H,, relativa a 60,0 kg DQO m™ d*, forneceu elevado rendimento,
de 2,23 mmol H, g DQOxgicionaca., € @ producéo volumétrica de 0,45 L H, h™*L™ (16,1 mmol H, h*
L™). Esses valores foram encontrados a partir da presenca de 16,0% de acido butirico entre os
acidos organicos verificados no efluente, no TDH de 6 h. Similarmente, Wang et al. (2013a),
também indicaram o &cido butirico como um dos intermediarios predominantes, em 17,4 a
24,1%, ao longo de toda a operacdo de CSTR, com variagdo de TDH, de 10 a 4 h, a partir de
melaco de refinaria de agtcar (8000 mg DQO L™) como substrato organico. Os autores obtiveram
no TDH de 5 h, a maxima PVH de 12,2 mmol h™* L™,

W HSu W HLa HBu W HAc B HIsBu [JEtOH B HPr

25.6

Acidos organicos
(porcentagem molar)
(o)
o
S

Tempo de detengdo hidraulico
(h)

Figura 5.6: Acidos organicos (%) presentes nos efluentes do reator anaerdbio de leito fluidificado
termofilico Ry ao longo da diminuigdo do tempo de detengéo hidraulica (su: 4cido succinico ; HLa: 4cido

lactico; HBu: &cido butirico; HAc: acido acético; HIsBu: acido iso-butirico; EtOH: etanol; HPr: acido propidnico)
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Em relacdo ao acido propidnico obtido nos efluentes dos reatores Ris € Ry verificou-se
aumento de 10,0 para 32,2% e de 14,1 para 32,8%, respectivamente, face ao aumento da TCO de
60,0 para 90,0 kg DQO m™ d™ (R;s) e de 80,0 para 120,0 kg DQO m™ d™ (Ry). Embora com a
significativa elevacdo de HPr, a maior disponibilidade das referidas cargas organicas aos reatores
anaerébios proporcionou producéo volumétrica de 0,55 e 0,71 L H, h™* L™ (19,70 e 25,40 mmol
H, h™ L) nos reatores Ris e Ry, respectivamente. Resultado similar foi obtido por Han et al.
(2012), a partir de melago de refinaria de agtcar em CSTR. Os autores também verificaram
aumento substancial da porcentagem de &cido propionico, de 0,8 até 18%, obtida pelo aumento da
TCO aplicada, de 8 para 32 kg DQO m™ d*, mesmo sem provocar instabilidade de producéo de
H, de 8,67 mmol Hy h™* L™,

Os acidos succinico e acético foram observados em baixas quantidades nos reatores Ris e
R20. A diminuicdo das porcentagens de &cido succinico, de 39,3 para 1,5% e de 17,2 para 4,0%,
no Ris € no Ry, respectivamente, ocorreu por meio do aumento da TCO ao longo do estudo. Em
relacdo ao &cido acético observou-se a mesma tendéncia, sendo obtidas as maiores porcentagens
entre os &cidos; ou seja, de 4,0 (Ris) e de 8,0% (R2) ao longo das fases operacionais com as
menores TCO aplicadas, de 60,0 e de 80,0 kg DQO m™ d™*, respectivamente, e com elevado
rendimento de H, observado, de 2,23 e de 1,85 mmol g DQOugicionada

Nos reatores Rs, Ris € Ry, as porcentagens de acido iso-butirico foram abundantes, entre
4,3 e 28,2%, ao longo das fases operacionais. A presenca deste produto ndo tem sido amplamente
descrita a partir da fermentacéo de carboidratos. Embora, em porcentagens menores (6%), Dictor
et al. (2010) também detectaram HIsBu durante a producdo de H, a partir de residuos solidos

municipais, sob condicdes fermentativas e termofilicas, como a do presente estudo.

5.3. Acidos organicos verificados nos afluentes e efluentes dos reatores Rig e R
Os reatores Ry e Rgp, alimentados com as concentracdes de 10.000 e de 30.000 mg DQO
L foram operados ao longo do mesmo periodo de tempo (ao final deste projeto de doutorado), e
por isso, somente para estes dois reatores, optou-se por investigar a distribuicdo dos &cidos
organicos sollveis para as respectivas solugdes afluentes e para os efluentes destes reatores, tendo
em vista o papel fundamental que os mesmos desempenham no processo fermentativo.
Quimicamente diversas modificacbes ocorrem na composi¢do da vinhaga de cana-de-

acucar de acordo com as caracteristicas do solo, a variedade da planta, 0 método de cultivo e 0s
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processos industriais utilizados para a producdo de etanol; e estes fatores influenciam no
conteudo de solidos totais, no pH e na presenca de &cidos organicos (JOHNSON e
SEEBALUCK, 2012). Consequentemente, a DQO utilizada como substrato para o reator Rz
(30.000 mg DQO L™) é muito superior quando comparada aos outros reatores (Rs, Ry, Ris e
R20), € assim, a presenca de compostos, incluindo os que apresentam efeitos inibitorios para a
producdo de hidrogénio, também serdo superiores. Como resultado, menores valores de producéo
biolégica de H, foram verificadas no reator R3o.

As concentragdes iniciais e finais dos &cidos organicos encontrados nas amostras afluentes
e efluentes ao longo das fases operacionais de diminui¢do do TDH nos reatores termofilicos Ry e
R3p, estdo apresentadas na Tabela 5.6 e na Figura 5.7. Os dados estdo expressos em termos de
concentracdes (mg L™) e em porcentagem dos principais acidos organicos observados.

A diminuicdo do TDH (6 para 1 h) no reator Ry, foi acompanhada da predominancia dos
acidos lactico (25,4 para 32,7%); acético (6,3 para 22,8%) e butirico (15,3 para 26,4%). A maior
producdo volumétrica de H, deste estudo (1,96 L h™ L™) foi verificada na fase operacional com a
maior porcentagem de &cido butirico detectada no efluente (26,4%). Altas concentracdes de acido
butirico ou acético podem ser indicativas de elevada producdo de hidrogénio (HAWKES et al.,
2002; CHEN et al., 2009), de acordo com as equacdes (1) e (2).

Ce¢H120 2 CH3CH,CH,COOH + 2C0O5 + 2H, (1)
CeH1206 + 2H,0 > 2CH3COOH + 4H, + 2CO, (2)

As concentraces elevadas e moderadas de acido butirico e de &cido acético, presentes no
reator Ryp podem ter direcionado a producdo via fermentacdo do tipo butirica a partir da
utilizacdo de vinhaca como fonte de substrato. Roy et al. (2012) sob condicdes termofilicas,
obtiveram este tipo de fermentacdo a partir de aguas residuérias de destilarias de alcool, atingindo
rendimento de hidrogénio de 2,7 mol mol™glicose. Intanoo et al. (2012), também sob condi¢des
termofilicas a partir de aguas residuérias do processamento de alcool, obtiveram aumento na

concentragdo de acido butirico por meio da elevacdo da taxa de carregamento organica aplicada.



87

Tabela 5.6: Valores médios (iniciais e finais) de &cidos organicos verificados (mg L™ e porcentagem) para as diferentes taxas de

carregamento organico e TDH aplicados nos reatores termofilicos Rige Rz

Reator TCO TDH

Acidos organicos e alcoois verificados

(h)* (mg L™ (%)
HSuc % [HLa % [HBu % |HAc % |HIsBu % |HPr %
R1o
| 400 6 716,4  11,7|1819,6 391 | 1324 29| 1367 4417281  160| 989,8 259
N 600 4 349,8 6,5|12887 316| 3936 99| 2646 976974  175| 8318 248
| 120,0 2 9715  18,8|1203,0 305| 4638 12,0 2281 8,7 | 302,2 78| 7203 22,2
C 2400 1 480,2 22,0 |584,0 351| 1147 70| 489 4411194 73| 3313 242
Rao
A 90,0 8 2296,4 109 | 3522,3 21,9 | 25054 159 | 27682 25819381 12,3 | 17668 13,3
, 1200 6 2563,3 13,7 | 24205 17,0 | 3696,3 26,6 | 3026,2 31,9 81,0 06| 1189,0 10,2
S 1800 4 11952 52| 47632 27,3 | 21355 125 | 47785 41,0 | 36,3 0,2 | 19860 13,8
3600 2 13020 76| 36855 283 | 10675 84| 14373 165 | 7127 56 | 3597,3 336
7200 1 950,2 45| 44003 27,0 37658 23,7| 11077 10211595 7,3 36560 27,3
RlO
400 6 455,0 57| 1999,9 32,7| 9128 153 | 1713 6,3 13296 223| 8928 178
600 4 237,1 57| 9021 283| 5819 186| 2389 11,2|7432 238| 3258 124
F 120,0 2 461,1 53| 1683,3 254 | 11569 17,9| 629,8 14,3 |1163,0 18,0 10426 1972
|1| 2400 1 300,0 48| 1280,1 26,8 | 12350 264 | 7278 2281820 39| 601,8 153
R30
? 90,0 8 1176,1 53| 40292 23,9 | 33136 20,1 | 18946 16,8 | 2522,1 153 | 2591,6 187
S 1200 6 1108,3 6,6 | 3456,3 27,2 | 48134 38,7 | 1099,8 130 | 3471 28| 12198 117
1800 4 5258 2,6 | 4088,3 26,5| 38524 255| 32949 320| 2076 14| 15322 12,1
3600 2 1171,1 56| 32929 20,8 | 2399,0 155| 1241,3 11,8 | 11766 7,6 | 5026,2 38,6
7200 1 1308,8 58| 32329 188 41930 249 14023 122 | 16679 99| 40364 285

TCO: taxa de carregamento orgénico (kg DQO m=d™)
(HSu: &cido succinico ; HLa: acido lactico; HBu: acido butirico; HAc: &cido acético; HisBu: acido iso-butirico; EtOH: etanol; HPr: acido propidnico)

*CondicBes operacionais:

Rio: concentragéo de 10.000 mg DQO L™ com diminuicéo do TDH de 6 a 1 h utilizando vinhaga como substrato;
Rao: concentragdo de 30.000 mg DQO L™ com diminuicéo do TDH de 8 a 1 h utilizando vinhaca como substrato.
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Figura 5.7: Acidos organicos (%) presentes nos efluentes do reator anaerdbio de leito fluidificado
termofilico Ry ao longo da diminui¢do do tempo de detengéo hidraulica (nsu: acido succinico ; HLa: &cido

lactico; HBu: &cido butirico; HAc: acido acético; HISBu: &cido iso-butirico; EtOH: etanol; HPr: acido propidnico)

A aplicacdo do TDH de 6 h forneceu os melhores resultados em termos de rendimento de
hidrogénio nos reatores termofilicos. Porém, foram verificadas concentracdes elevadas dos acidos
butirico (= 3600 mg L™) e acético (= 3000 mg L™), representando os principais 4cidos organicos
no afluente do reator Rsg, seguidos pelas concentragées de acidos succinico (= 2500 mg L),
lactico (= 2400 mg L™) e propi6nico (= 1200 mg L™). A producdo biolégica de hidrogénio em
condi¢bes fermentativas, esta sujeita aos efeitos de instabilidade ou inibicdo em razdo das
concentracdes de acidos organicos e dos desvios de vias metabolicas (Zhang e Wang, 2013).

Zhang et al. (2012a) relataram que, entre as concentrac@es de acidos volateis, a producédo
bioldgica de hidrogénio decresceu frente ao aumento de acetato (1200 mg L™) e de butirato (1800
mg L), confirmando o efeito inibitério causado pela fracdo ndo dissociada destes compostos
sollveis ao permear a membrana celular das bactérias produtoras de hidrogénio que, em seguida,
se dissociam na célula, modificando o equilibrio fisiolégico celular (Wang et al., 2008).

Na investigacdo da utilizacdo de elevada concentracdo de vinhaca, os reduzidos valores
obtidos de rendimento de H, no Ry (0,79 mmol H, g DQOxgicionada -) podem ser explicados por
esta limitacdo em razdo das concentragcdes elevadas de &cidos acético e butirico, uma vez que

estes compostos representaram 31,9 e 26,7% entre os acidos organicos obtidos no afluente,
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respectivamente. Conforme apresentado na Figura 5.8, a porcentagem verificada no efluente
destes acidos foi de 38,7 e 13,0%, respectivamente. Por outro lado, no Ry, as concentracfes
iniciais dos acidos butirico e acético (= 200 mg L™) ndo apresentaram efeitos negativos no

desempenho fermentativo, ocorrendo rendimento superior de hidrogénio (2,86 mmol H; g
DQOadicionada-l)-

W HSu M HlLa HBu W HACc B HIsBu B HPr

100% - 18.7

sat I

] s | I
11.8

40% -

Acidos organicos
(porcentagem molar)

20% A

0%

Tempo de detengado hidraulico
(h)

Figura 5.8: Acidos organicos (%) presentes nos efluentes do reator anaerdbio de leito fluidificado
termofilico Rz ao longo da diminui¢do do tempo de detengéo hidraulica (nsu: acido succinico ; HLa: &cido

lactico; HBu: &cido butirico; HAc: acido acético; HISBu: &cido iso-butirico; EtOH: etanol; HPr: &cido propidnico)

Apesar das concentracGes e porcentagens elevadas de acidos organicos no Rzo (butirico e
propidnico: 15,5 a 39,0% e 11,7 a 39,0), a utilizacdo da alta carga organica contida na agua
residuaria complexa, tratada no reator termofilico, apresentou producéo volumétrica de 0,80 L h™
L. Similarmente, sob condicdes termofilicas, a partir de aguas residuérias do processamento de
queijo, Azbar et al. (2009b) reportaram que os acidos propibnico e lactico aumentaram frente a
diminuicdo do TDH (de 780 para 1460 mg L™ e de 1600 para 6400 mg L™, respectivamente), e a
producéo de H2 foi de 0,33 L H, h™ L™. Neste estudo, a maior concentragdo HPr (1200 mg L),

no R30, ocorreu juntamente com a PVH similar, de 0,55 L H, h™ L™,
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Ao longo da operacdo dos reatores Rig e Rz, as concentracdes afluentes de acido
propidnico estiveram, aproximadamente entre 120 e 980 mg L™ no Ry e entre 1500 e 3600 mg L
! no Rg. Pode-se observar que concentracdes elevadas deste &cido foram acompanhadas de
reduzidos valores de producdo biolégica de H, (PVH=0,80 L h* L HY= 0,19 mmol g
DQOadicionada —; contetido de H,=30.2%). Este comportamento, de efeito negativo na capacidade
de producdo de hidrogénio frente a concentragcdes elevadas de acido propidnico, também foi
reportado por Guo et al. (2008). Os autores investigaram a porcentagem de diferentes AVT
anteriormente e apds a fermentagdo utilizando solubilizado enzimético termofilico, e verificaram
efetiva producdo de hidrogénio sob as menores concentracdes deste composto.

A respeito do &cido lactico, a presenca deste acido organico apresentou efeito positivo na
producdo de H,, tanto para a concentragéo de substrato afluente de 10.000 e de 30.000 mg DQO
L™, Kim et al. (2012) também relataram esse comportamento, no qual foi possivel obter 22%
mais de hidrogénio, em modo batelada, quando a concentracéo inicial de acido lactico aumentou
de 0 para 8 g HLa L™. Durante a operagéo dos reatores Ry e R30, as concentracdes afluente deste
produto estiveram entre 0,5 e 4,0 g HLa L™. Concentracdes elevadas de HLa também foram
detectadas por Ozgiir et al. (2010) em reator termofilico utilizado para o tratamento de melago de
beterraba, com efetiva producéo de H, de 4,2 mol MOlsacarose -

O emprego de diferentes concentracdes de vinhaca de cana-de-agucar utilizadas neste
estudo em reatores RALF termofilicos resultou em distribuicbes de acidos organicos
diferenciadas, porém, assim como nos reatores Rs, Ris € Ry, 0s reatores Ryp € R3g apresentaram
fermentacdo do tipo mista (Ren et al., 2007). A investigacdo desta distribuicdo ao longo da
operacdo para a producdo bioldgica de hidrogénio representa uma ferramenta pratica para avaliar
e correlacionar as possiveis rotas metabdlicas produtoras de H,, e pode ser muito Util para
explicar os efeitos inibitotios decorrentes destas vias (Won et al., 2013).

5.4. pH, remocdes de substrato e de carboidratos totais: Rs, Rio, Ris, Ry € R3p
Os valores medios de pH verificados nas amostras afluentes e efluentes dos cinco reatores
utilizados neste estudo, ao longo da diminui¢do dos TDH aplicados estdo apresentados na Tabela
5.7. Os valores de pH no afluente e no efluente mantiveram-se similares e constantes durante todo
as fases operacionais nos reatores anaerobio de leito fluidificado termofilico, com valores médios

de 4,3 e de 4,1 nos afluentes e efluentes, respectivamente (ndo foram adicionados agentes
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alcalinizantes e acidificantes no afluente). Jo et al. (2008) afirmaram que o pH do meio é um dos
fatores mais importantes na producdo de hidrogénio, influenciando rotas metabolicas e a duracao
da fase lag do crescimento microbiano. Assim, a manutencdo do pH na faixa de 4,0 no reator
RALF termofilico demonstrou a boa capacidade tamponante intrinseca do reator anaerdbio, assim
como observado por Amorim et al. (2012) em RALF mesofilico a partir de glicose como fonte
organica. Ao longo das fases operacionais, ndo foram verificadas modificacdes nos valores de
pH, evitando alteragdes nas inter-relagdes microbianas, no metabolismo e na competi¢cdo pelo
novo substrato adicionado em total porcentagem. Este mesmo fato também foi observado por
outros autores em condi¢bes termofilicos que ndo utilizaram agentes alcalinizantes para o
controle do pH (Azbar et al., 2009a e b; Akutsu et al., 2009a e b; Kim e Kim, 2012).

Tabela 5.7: Valores médios de pH afluente e efluente frente a utilizacdo de diferentes
concentracdes de vinhaca de cana-de-agUcar nos reatores termofilicos ao longo da diminuicdo do
TDH

pH afluente e efluente

TDH* 8 8 6 4 2 1 2 1
Rs

Afluente 427 4,29 4,17 4,25 4,10 418 443 4,55
Efluente 418 4,16 410 417 4.07 4,08 451 450
R1o

Afluente - - 450 4,25 4,38 4.45

Efluente - - 4,36 4.39 447 4,33

Ris

Afluente - - 4,55 4,55 4,38 4,56

Efluente - - 451 4.60 452 4.46

R20

Afluente - - 4.47 4,55 4,37 4,38

Efluente - - 441 454 4,38 4.42

R3o

Afluente - 4.49 4,32 4.49 4,39 4,33

Efluente - 4,45 4,44 4,46 4,26 4,17

*CondicBes operacionais:

Rs: concentragdo de 5000 mg DQO L™ obtida a partir da co-fermentagéo da glicose com a vinhaga durante a diminuigdo do TDH
de 8 a1 h, seguida da fermentacdo da vinhaga nos TDH aplicados de 2 e 1 h;

R10; Ris e Ryo: concentragdes de 10.000; 15.000 e de 20.000 mg DQO L™ com diminuicdo do TDH de 6 a 1 h utilizando vinhaca
como substrato;

Rgo: concentragdo de 30.000 mg DQO L™ com diminuicio do TDH de 8 a 1 h utilizando vinhaca como substrato.

As eficiéncias de remocdo de carboidratos totais e de DQO estdo apresentadas na Tabela
5.8. Os carboidratos encontrados na vinhaga de cana-de-agucar foram convertidos a hidrogénio

(incluindo o CO,), &cidos organicos e energia intrinseca para crescimento da biomassa ativa no
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reator termofilico. No entanto, em relacdo as eficiéncias de remocdo de carboidratos totais
durante a operacdo dos reatores RALF verificou-se que, embora constatada a producdo de
hidrogénio durante todas as fases operacionais, houve consumo incompleto de substrato. Os
valores de eficiéncia de remogédo estiveram entre 20,2 a 52,6% ao longo das concentragdes
estudadas. A estratégia escolhida para o reator Rs, com aplicacéo de 5000 mg DQO L™, por meio
da adicdo de mistura de glicose e vinhaca como substratos para a produgdo de hidrogénio em
concentragdes decrescentes e crescentes de glicose e de vinhaga, respectivamente, ao longo da
estabilizacdo da producdo de H,, provocaram no sistema eficiéncia méxima de conversdo de
carboidratos totais obtida neste estudo, de 52,6%, mediante a TCO aplicada de 60,0 kg DQO m™
d™.0Os menores valores de remogdo foram obtidos por meio da aplicacio da TCO de 240,0 kg
DQO m™ d™* no Ry. Em concentracio superior a utilizada neste estudo (40 g DQO L™), Lay et al.
(2010) relataram 40% de carboidratos residuais em um reator CSTR utilizado para a producgéo de

H, a partir de melaco condensado, com efetiva porcentagem de 36% de H, no biogas formado.

Tabela 5.8: Valores médios de eficiéncia de remocéo de carboidratos totais e de DQO (%) frente
a utilizacdo de diferentes concentracdes de vinhaca de cana-de-aglcar nos reatores termofilicos
ao longo da diminui¢do do TDH

Eficiéncia de remocao (%)

TDH* 8 8 6 4 2 1 2 1
Rs

E.R.DQO 10,5 8,3 9,9 7,7 12,8 13,4 8,0 8,3
E.R.Carboidratosiois 50,1 27,1 38,9 45,7 52,6 41,0 43,1 36,4
R1o

E.R.DQO - - 8,5 13,6 10,9 8,7 - -
E.R.CarboidratoS;gtais - - 49,1 49,9 48,8 47,7 - -
Ris

E.R.DQO - - 13,7 10,2 12,2 10,0 - -
E.R.Carboidratosiotais - - 26,3 35,8 30,3 31,0 - -
R20

E.R.DQO - - 12,7 7,2 9,7 8,4 - -
E.R.Carboidratosiotais - - 23,3 27,2 20,2 27,6 - -
Rao

E.R.DQO - 11,5 10,0 11,5 10,6 10,3 - -
E.R.Carboidratosigtais - 31,4 51,5 52,2 38,6 36,6 - -

E.R.: Eficiéncia de remocéo;

*Condicdes operacionais:

Rs: concentracdo de 5000 mg DQO L™ obtida a partir da co-fermentaco da glicose com a vinhaca durante a diminuicdo do TDH
de 8 a1 h, seguida da fermentacdo da vinhaga nos TDH aplicados de 2 e 1 h;

Rio; Ris @ Ryo: concentragBes de 10.000; 15.000 e de 20.000 mg DQO L™ com diminuigdo do TDH de 6 a 1 h utilizando vinhaga
como substrato;

Rao: concentragéo de 30.000 mg DQO L™ com diminuicéo do TDH de 8 a 1 h utilizando vinhaca como substrato.
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A verificacdo e a comprovada viabilidade da producdo de hidrogénio, mesmo em
situacOes de eficiéncias incompletas de conversdo de carboidratos totais, também foi observada
por Peintner et al. (2010). Os autores verificaram que sob temperatura termofilica produgéo
bioldgica de hidrogénio em reator de leito percolado e reator de leito fluidificado, a partir de
glicose foram de 1,9 g L™* de carboidrato residual, por meio da diminuicéo do TDH de 10 para 7,5
h. Em TDH de 8 h deste estudo foi observado contetdo similar de carboidrato residual no Rs,
com 2,5 g L™ de carboidratos totais residuais.

A remocdo de carga organica manteve-se constante ao longo das fases de operacdo
termofilica de todos os cinco reatores, atingindo valores médios de eficiéncia entre 7,7 e 13,6%.
As baixas eficiéncias obtidas podem ser atribuidas a presenca de acidos organicos derivados do
processo fermentativo. Ao afirmarem o potencial do tratamento anaerdbio para efluentes com
elevada quantidade de matéria organica, Intanoo et al. (2012) observaram que, a utilizacdo de
aguas residuarias provenientes de destilarias de alcool para a producdo de hidrogénio sob
temperatura termofilica, em reator em batelada, forneceu eficiéncia de remocéo de 32% com
TCO aplicada de 68 kg m™ d, sugerindo que maiores taxas ocasionam em aumento de AVT e
consequente decréscimo na eficiéncia de remocdo da matéria orgénica. Esta situacdo pdde ser
observada neste estudo, com TCO superior, de até 720 kg DQO m™ d* e 11,5% de remocio
média de DQO, no Rs.

5.5. Solidos suspensos e relacdes DQO:N:P e DQO:SO42: Rs, R0, Ris, Rao € Rag

Razbes apropriadas entre carbono, nitrogénio, e fosforo e entre carbono e sulfato
aumentam a bioproducéo de hidrogénio por meio da modificacdo de rotas metabdlicas associadas
ao requerimento nutricional dos microrganismos (Intanoo et al., 2012; Zhang e Wang, 2013). A
relacdo DQO:N:P afluente esteve entre 100:1.7:0.5 e 100:4.5:0.8. Cheong e Hansen (2007)
também utilizaram relacdo semelhante, de 100:3.3:0.6 em reator termofilico em batelada
alimentado com &gua residudria sintética, com 25.000 mg DQO.L™ com glicose como substrato
organico. Os autores observaram 64% de H, no biogas, assim como neste estudo, com conteudo
de ate 57,5% de H, no biogas obtidos nos reatores Ry (relagdo DQO:N:P de 100:1.9:0.4) e Ry
(relacdo DQO:N:P de 100:4:0.5). A fim de fornecer aos microrganismos quantidades adequadas
de nitrogénio e de fdsforo, a partir da producdo biologica de hidrogénio em modo batelada

utilizando monossacarideos (glicose, frutose e galactose), Li et al. (2008a) mantiveram uma
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relacdo DQO:N:P similar a obtida neste estudo, de 100:2:0.4. Os autores relataram que o
consorcio microbiano misto foi capaz de produzir contetdo de hidrogénio no biogas de 58%,
assim como observado neste estudo, com reatores anaerdbios de leito fluidifcado termofilico.

Os sulfatos, assim como os compostos oxidados e 0s aminoacidos com enxofre sdo de
extrema importancia em processos fermentativos os quais consideram a producdo bioldgica de
hidrogénio a partir de aguas industriais (Krishna, 2013). A produc¢édo biologica de hidrogénio
pode ocorrer em valores de pH baixos, mesmo com concentracdes elevadas de sulfato (de 3000
mg L), evitando a producéo de H,S por bactérias redutoras de sulfato, que inibem a producéo
de H, por microrganismos acidogénicos (Hwang et al., 2009a e b). A maxima relacio DQO:S0,™
foi de 20:1 no reator Ry, € minima de 13:1, nos reatores Rip, Ris5, Roo. Em todos os reatores, as
concentracBes de sulfato estiveram entre 300 e 1900 mg L™. Searmsirimongkol et al. (2011)
relataram que foi possivel produzir 0,14 L H, h™* L™ durante a TCO de 60,0 kg DQO m™d™, com
relacdo de 20:1, em ASBR a partir de agua residuaria de destilaria de alcool. Por meio da
aplicacdo da mesma TCO, de 60,0 kg DQO m™ d* foi possivel obter no reator Rs producdo
volumétrica superior, de 0,55 L H, h™ L™, com relagdo DQO:SO4? inferior, de 16:1, a partir de
vinhaga de cana-de-acticar com 5000 mg DQO L. Lin e Chen (2006) afirmaram que mesmo sob
concentracdes elevadas de sulfato (3000 mg L™), o efeito da inibicdo podera ser minimizado pela
operacdo com valores baixos de pH (5,5), sendo verificada a producdo volumétrica de 0,75 L H,
h™ L™, Em todos os reatores termofilicos, 0 pH manteve-se na faixa de 4,2-4,5, sem a adicdo de
agentes alcalinizantes ou acidificantes, sendo possivel obter producdo volumétrica similar, de
0,80 L H, h™ L™ no reator Rsp, com valores de sulfato entre 1500 e 1900 mg L™.

No contexto da producdo de biohidrogénio, a concentracao de sélidos suspensos presentes
na vinhaca representa um problema, uma vez que sera necessario elevado tempo de contato a fim
de hidrolisar os carboidratos particulados (Nasr et al., 2011). Isso explica as reduzidas taxas de
remocdo de carboidratos totais obtidas neste estudo, de até 52%, e de sélidos suspensos, entre
26% (R1s5) e 58% (R10). Ao longo do aumento da TCO, de até 720 kg m™ d™ no Ry, ndo foram
detectados arraste de solidos suspensos nos efluentes. A maior parte dos solidos suspensos
contidos no efluente dos reatores termofilicos foi representada por sélidos suspensos volateis,
com porcentagens entre 67 e 88% para todos os reatores termofilicos ao londo das fases

operacionais, conforme apresentado na Figura 5.9.
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Solidos suspensos verificados no efluente dos reatores termofilicos

Reator R;
O SSF 67mgLt

m SSV 339mg L

Reator Ry,

O SSF 126 mg L*!

m SSV 349 mgL!

O SSF 150 mg L1

% SSV 1004 mg L!

Reator R,,

0O SSF 208 mg L!

m SSV 1339 mg L!

Reator R,

0O SSF 628 mg L

w SSV 1278 mg L!

Figura 5.9: Concentraces médias de sélidos suspensos fixos e volateis (efluentes) e respectivas
porcentagens verificadas ao longo das fases operacionais dos reatores anaerébios termofilicos.

Na Tabela 5.9 estdo apresentadas as concentragdes de solidos suspensos totais, nitrogénio

total, fosfato e sulfato, verificadas nos efluentes dos reatores termofilicos ao longo da diminuicao

do TDH, assim como os valores médios de rendimento de hidrogénio.
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Tabela 5.9: Rendimento de hidrogénio e as concentracdes (mg L™) de sélidos suspensos volateis,
Nitrogénio Total Kjedahl, fésforo total (como PO,®) e sulfato nos efluentes dos reatores
termofilicos ao longo da diminui¢do do TDH e do aumento da TCO aplicada.

Reator TCO TDH Pardmetros (biogés e efluente)
(h)* HY SsV NTK Protal S0,4”
(mgL?) (mgL?h) (PO °mgL?) (mgL™)
Rs
15,0 8 4,62 341 87 26,8 286
15,0 8 4,15 375 186 26,9 284
20,0 6 4,31 356 199 26,7 307
30,0 4 4,14 456 275 26,4 308
60,0 2 3,11 242 123 26,1 313
120,0 1 2,06 252 208 26,7 318
60,0 2 3,32 262 191 25,8 313
120,0 1 1,57 338 172 26,1 318
Rio
40,0 6 2,86 332 244 39,6 805
60,0 4 2,77 223 202 44,4 747
120,0 2 2,45 365 222 40,0 760
240,0 1 1,92 378 205 39,2 740
Ris
60,0 6 2,23 1208 513 84,4 1070
90,0 4 1,62 945 385 76,0 1000
180,0 2 1,22 963 357 84,5 1056
360,0 1 1,03 901 370 84,4 1125
R2o
80,0 6 1,85 1815 855 96,1 1560
120,0 4 1,51 1157 773 86,6 1090
240,0 2 0,86 1333 616 87,1 1373
480,0 1 0,60 1052 683 86,9 1215
R30
90,0 8 0,62 851 1118 155,4 1592
120,0 6 0,79 1143 987 142,8 1950
180,0 4 0,60 1302 1100 186,1 1680
360,0 2 0,37 1254 1320 206,2 1533
720,0 1 0,19 1485 1266 177,1 1733

TCO: taxa de carregamento organico (kg m™ d%)
HY: rendimento de hidrogénio

SSV: solidos suspensos volateis

NTK: Nitrogénio Total Kjedahl
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5.6. Caracterizacdo molecular da diversidade microbiana

Os recentes desenvolvimentos na tecnologia molecular e genética tém aumentado
intensivamente a capacidade de investigar comunidades microbioldgicas, sugerindo que algumas
modificagdes nas condi¢cOes operacionais poderdo resultar em comunidades microbianas capazes
de produzir H, a elevados rendimentos (ABO-HASHESH et al., 2011). Nesse sentido, as
comunidades microbianas aderidas ao material suporte (argila expandida) dos reatores RALF
termofilicos deste estudo, foram avaliadas utilizando a técnica de Biologia Molecular de reacéo
em cadeia de polimerase seguida de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (PCR-
DGGE). Os consoércios termofilicos foram caracterizados por meio de clonagem e
sequenciamento do gene RNAr 16S visando conhecer a diversidade dos microrganismos

pertencentes a0 Dominio Bacteria.

5.6.1. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante: Rs, Rio, Ris, R2 € Rag

Inicialmente serdo apresentados os resultados referente a comunidades bacterianas
presentes no reator operado mediante a co-fermentacéo de glicose e vinhaga (Rs).

Por meio da analise da estrutura da comunidade de bactérias analisada pelo PCR-DGGE
foram observadas diferencas nos perfis de bandas do in6culo (proveniente de UASB termofilico
usado para o tratamento de vinhaca), em comparacdo aos perfis de bandas obtidas ao longo das
fases operacionais do reator Rs termofilico (Figura 5.10). As analises foram realizadas
especificamente para as fases operacionais ocorridas em TDH de 2 e 1 h com a mistura de
vinhaca e glicose, e para as fases operacionais referentes aos TDH de 2 e 1 h com vinhacga, como
Unica fonte de substrato organico, etapas nas quais foram obtidos os maiores valores médios de
produtividade de H,, para este reator, entre 0,58 e 0,78 L h™* L™

Obsevou-se 44% de similaridade (correlacdo de Pearson) entre o perfil de bandas do
in6culo e das fases operacionais, evidenciando que ocorreram mudancas significativas na
comunidade bacteriana ao longo da operacdo do reator Rs termofilico, frente & utilizacdo de

glicose e vinhagca como fontes de substrato organico para a producédo de hidrogénio.
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Coeficiente de Similaridade
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Glicose + vinhaga 2 h
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Inéculo pré-tratado termicamente

Figura 5.10: Coeficiente de similaridade (correlagdo de Pearson) e o método cluster UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), a partir do perfil de bandas do DGGE,
referente as comunidades bacterianas do indculo e estabelecidas durante as fases operacionais do
reator Rs termofilico

(In) in6culo apds pré-tratamento térmico; (Gli + Vin; 2 h): referente a Fase 5, com 33% de glicose e 67% de vinhaca, no TDH de 2h; (Gli + Vin; 1
h): referente a Fase 6, com 33% de glicose e 67% de vinhaca, no TDH de 1h; (Vin; 2h): referente a Fase 7, com 100% de vinhaga, no TDH de 2 h;
(Vin; 1h): referente a Fase 8, com 100% de vinhaga, no TDHde 1 h

Em contrapartida, a disponibilizacdo de vinhaga como unica e exclusiva fonte de carbono
ndo provocou alteragfes na estrutura dos microrganismos no reator Rs. Os coeficientes de
similaridade obtidos entre as fases operacionais com a mistura de substratos e as fases
operacionais com 100% vinhaca, foram elevados, ou seja, de 91, 92 e 95%. A maior producéo de
H, neste reator, de 0,78 L h™ L™, foi obtida em TDH de 1h (Vinhaca no TDH de 1 h), com
vinhaga como fonte orgénica. Obteve-se elevado coeficiente de similaridade, de 91%, entre esta
fase e as fases referentes a mistura de glicose e vinhaca (Glicose +Vinhaca no TDH de 2h e
Glicose + Vinhaca no TDH de 1h), e a fase com 100% de vinhaca no TDH de 2 h (Vinhaca no
TDH de 2h). Desse modo, verificou-se reduzida alteracdo das populacbes em funcdo das
condig@es impostas.

Os perfis de bandas obtidas ao longo das fases operacionais dos reatores termofilicos Rys e
Ryo apresentaram diferencas quando comparadas aos perfis verificados na comunidade
microbiana no indculo pré-tratado termicamente (proveniente de UASB termofilico
metanogénico para o tratamento de vinhaca). Essa confirmagdo também foi obtida por meio da
analise da estrutura da comunidade de bactérias analisada pelo PCR-DGGE, visualizada na
Figura 5.11.
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Figura 5.11: Coeficiente de similaridade (correlacdo de Pearson) e o método cluster UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), a partir do perfil de bandas do DGGE,
referente as comunidades bacterianas do indculo e estabelecidas durante as fases operacionais dos
reatores Ris € Ry termofilicos

A analise comparativa realizada a partir das bandas obtidas do indculo foram apenas 52%
similares as bandas observadas ao longo da diminuicdo do TDH de 4 para 1 para os reatores Ris e
R2. Nesse sentido, ocorreram mudancas significativas na comunidade bacteriana ao longo da
operacdo dos reatores RALF termofilicos, frente a utilizacdo de vinhaga diluida como fonte de
substrato organico para a producéo de hidrogénio.

A aplicacdo do menor TDH, de 1 h, em ambos os reatores, esteve relacionada a obtencao
de reduzidos rendimentos de hidrogénio obtidos (R15=1,03 e R»=0,60 mmol Hz g DQOicionada )-
Verificou-se para o perfil de bandas da comunidade microbiana que nesta fase operacional, as
populagdes foram 79% similares aquelas obtidas durante a operacdo em TDH de 2 e 4 h. Dessa
maneira, ocorreu modificacdo do perfil de bandas, e foram observados rendimentos superiores, de
1,22 e 1,62 mmol H, g DQOugicionada ~ € de 0,86 e 1,46 mmol Hy g DQOsgicionada > para Ris € Rao,
respectivamente.

Embora com diferentes cargas organicas aplicadas, as porcentagens de similaridade
encontradas entre o perfil de bandas obtido nestes dois reatores termofilicos nos TDH aplicados
de 4, 2 e 1 h, foram elevadas, de 90, 86 e 84% respectivamente. Por meio da anélise da
produtividade de H, (Rys= entre 0,45 e 1,49 e Ry=entre 0,54 e 1,20 L H, h™ L™), provavelmente,
populacdes semelhantes estiveram envolvidas na producdo bioldgica nos dois reatores

termofilicos.
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A influéncia da concentracao de substrato entre os reatores operados com 10.000 e 30.000
mg DQO L™, na comunidade microbiana, ao final de cada TDH aplicado, est4 ilustrada no perfil

de bandas do DGGE, na Figura 5.12.
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Figura 5.12: Coeficiente de similaridade (correlacdo de Pearson) e o método cluster UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), a partir do perfil de bandas do DGGE,
referente as comunidades bacterianas da vinhaca de cana-de-acUcar e estabelecidas durante as
fases operacionais dos reatores Rig € R3g termofilicos

Foram obtidas diferencas no perfil de bandas verificadas no reator alimentado com
vinhaca na concentracdo de 10.000 e de 30.000 mg DQO L™. Obsevou-se 56% de similaridade
(correlacdo de Pearson) entre o perfil da comunidade microbiana do Rig, no TDH de 6 h, em
comparagdo com todas as outras fases operacionais, tanto do Ryp, quanto do Rsg. Neste TDH, foi
obtido elevado rendimento de hidrogénio, de 2,86 mmol H; g DQOugicionada - Pode-se sugerir que
a biomassa aderida ao material suporte, durante esta fase operacional no R, foi
significativamente diferente das outras comunidades estabelecidas ao longo da diminui¢do do
TDH. Reduzidos valores de rendimento de H, foram obtidos ao longo do aumento da TCO,
considerando essa diferenca detectada no perfil de bandas. Nesse sentido, as condigOes
operacionais, como a concentragio do substrato (10.000 e 30.000 mg DQO L™), reduzidos TDH
aplicados e TCO elevadas foram responsaveis por selecionar e eliminar microrganismos.

Os menores valores de producdo de H, obtidos neste estudo no reator Rz, foram
acompanhadas por elevada similaridade entre os perfis das bandas estabelecidas durante a

aplicacdo dos TDH de 6, 4, 2 e 1 h (85% de similaridade entre as fases com TDH de 6 e 4 h; e
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95% de similaridade entre as fases com TDH aplicado de 2 e 1 h). Esse comportamento sugere
que a operacdo deste reator ocorreu frente a auséncia de mudancas significativas na comunidade
microbiana ao longo do aumento da TCO. Os efeitos inibitdrios provocados pelas concentracdes
elevadas de &cidos organicos, principalmente acético e butirico, verificados nas amostras
afluentes, refletiram negativamente no estabelecimento de microrganismos produtores de H, no
sistema biolégico, fornecendo reduzidos valores de HY (0,19 a 0,79 mmol H, g DQOgicionada ) €
de PVH (0,322 0,81 L H,h™* L), quando comparados aos valores obtidos pelo reator Ryo.

A maior producdo volumeétrica deste estudo, foi obtida durante a operacéo do reator Ry,
no TDH aplicado de 1 h (1,96 L H, h™ L™). O perfil de bandas observado pela analise de DGGE
demonstrou elevada similaridade (80%) entre esta fase operacional e a comunidade microbiana
encontrada na agua residuaria bruta (vinhaca de cana-de-agUcar). Isto indica que apesar da
elevada vazao afluente provocada pelo menor TDH aplicado, cepas similares de microrganismos
encontrados no substrato de alimentacdo foram capazes de se estabelecer no sistema, como

biomassa aderida ao material suporte (argila expandida) neste biorreator.

5.6.2. Caracterizacao filogenética do consércio microbiano termofilico: Rs

As sequéncias filogenéticas da biomassa formada na cinasita (material suporte) do Rs
termofilico, apds a fase operacional em TDH de 2 h, a partir de 100% de vinhaca, foram
agrupadas em 13 unidades taxondmicas operacionais (UTQO), correpondente a apenas ao Filo
Firmicutes, totalizando 56 sequéncias. Dentre essas, obteve-se 99% de similaridade com
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Clostridium cellulosi e Uncultured bacterium.
Similaridades entre 88 e 92% foram relacionadas a Lactobacillus sp., Moorella sp. e
Caldanaerobius sp. (Tabela 5.10).

As UTO 3 a 6 foram relacionadas a Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
pertencente a Familia Thermoanaerobacterales. Bactérias termofilicas semelhantes a
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum apresentam crescimento 6timo na faixa de 60
°C, e tém ampla capacidade de fermentacdo de diversos substratos (como xilose, sacarose e
amido) a H, e produtos secundarios soltveis (O-Thong et al., 2009). Estes microrganismos sao
anaerobios estritos com crescimento na presenca de carboidratos, e producdo de &cidos acético,

butirico, lactico e succinico (Mosolova et al., 1991), assim como observado neste estudo, com
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porcentagens de até 28,9, 29,9, 31,0 e 44,3% dos &cidos acético, butirico, lactico e succinico,
respectivamente.

Kongjan et al. (2013), utilizaram melaco em reator UASB termofilico de dois estagios
para a producdo bioldgica de hidrogénio, e também obtiveram similaridade da sequéncia de
nucleotideos com Thermoanaerobacterium sp.. Os autores relataram que esta bactéria é
moderadamente termoacidofilica, Gram-positiva e enddsporo positiva. Em estudo anterior,
também sob temperatura termofilica, Kongjan et al. (2011) detectaram a dominancia de
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum nos granulos de UASB, usado na producdo
fermentativa de H, a partir de melaco desacucarado. Neste estudo, obteve-se producdo de
hidrogénio e &cidos organicos a partir de vinhaca de cana-de-acucar.

Menor porcentagem, com abundéncia relativa de 7% (UTO 1) foi relacionada a
Clostridium cellulosi, pertencente a Familia Ruminococcacea. Clostridium cellulosi € considerada
uma bactéria termofilica formadora de endosporos, capaz de degradar a celulose, com producéo
de H,, CO,, butirato, acetato e etanol, com crescimento entre 55 e 60 °C (Wang et al., 2013b).
Esta bacteria termofilica sobrevive a 100 °C durante o periodo de 20 minutos, a germinagdo é
favorecida nesta espécie por meio de choque térmico, apresentam formato de bacilo com flagelo
lofotriquio e enddsporos esféricos terminais (Yanling et al., 1991). Em reatores bioldgicos de
producdo de H, também foram identificadas esta espécie, em crescimento a partir de diversas
fontes de carbono, como em industrias de acucar (Cai et al., 2013) e destilarias de etanol a partir
de mandioca como substrato organico (Wang et al., 2013b). Em um reator CSTR termofilico
utilizado para a digestdo de lodo de suinocultura e residuos sélidos, Merlino et al. (2013)
correlacionaram a producdo biolégica de hidrogénio, de 0,06 L h* L™* & presenca de
microrganismos similares a C. cellulosi.

De acordo com Kim e Kim (2011) e Fangkum e Reungsang (2011), reatores termofilicos
apresentam simplificacdo de comunidades microbianas favoraveis para a producdo de Ho,
selecionando produtores eficientes de hidrogénio, comportamento que pode ser evidenciado no
presente estudo, com somente duas familias representando a efetiva comunidade microbiana
produtora de hidrogénio, com 99% de similaridade conforme as espécies relacionadas e seus

respectivos nimeros de acesso (GenBank) na Tabela 5.10.



103

Tabela 5.10: Resultados comparativos do sequénciamento genético dos fragmentos do RNAr 16S para o0 Dominio Bactéria obtidos no

Rs
U Nudmero de Afiliacéo filogenética Tamanho  Similaridade Filo N°de acesso  Abundancia
T clones (pb) (%) GenBank relativa
0 (%)
1 4 Clostridium cellulosi 980 99 Firmicutes NR044624.1 7
Thermoanaerobacterium sp. _—
2 1 MYST/2012-07 1032 99 Firmicutes  JX442957.1 9
3 1 Thermoanaerobacterium 1020 99 Firmicutes  JX984979.1
thermosaccharolyticum 2
4 24 Thermoanaerobacterium 834 99 Firmicutes  JX984974.1
thermosaccharolyticum 43
5 1 Thermoanaerobacterium 1037 99 Firmicutes HM585225.1
thermosaccharolyticum 2
6 7 Thermoanaerobacterium 1027 99 Firmicutes AF247003.1
thermosaccharolyticum 13
Uncultured bacterium clone VKW- _—
7 2 TB-3.3 165 712 99 Firmicutes GQ849504.1 4
8 11 gz_cc‘;'t”red bacterium clone D8-50C- 954 99 Firmicutes  HQ266872.1 2
9 1 Lactobacillus sp. 606 88 Firmicutes AB016864.1 2
10 1 Lactobacillus sp. 660 89 Firmicutes DQ523489.2 2
Uncultured bacterium isolate _—
11 1 421112b41 1043 92 Firmicutes FR687166.1 9
12 1 Moorella sp. 975 89 Firmicutes AB086398.1 2
13 1 Caldanaerobius sp. 1019 91 Firmicutes NR044258.1 2

UTO: unidades taxondmicas operacionais
pb: pares de bases
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A sequéncia de microrganismos representada pela UTO 7 foi relacionada a bactérias nao
identificadas similares as encontradas por Lee et al. (2010) (GenBank: n° de acesso
GQ849504.1), em reator CSTR intermitente termofilico usado para a producdo de hidrogénio a
partir de residuos vegetais de cozinha, com rendimento de hidrogénio de 1,7 mmol g
DQOxgicionada —, Similar ao obtido neste estudo durante o TDH aplicado de 1 h, com valores médio
de 1,57 mmol g DQOagicionada -

A UTO 8 também foi relacionada a bactérias ndo identificadas (GenBank n° de acesso
HQ266872.1), assim como relatado por Liu e Conrad (2011). Os autores consideraram a
utilizacdo quimiolitotréfica acetogénica (H./CO,) a partir de solos produtores de arroz, e
demonstraram que microrganismos similares a Familia Thermoanaerobacteriaceae foram
dominantes sob temperatura de 50 °C, similar a deste estudo. Acetivibrio (UTO 11) foi
relacionado a degradacédo da celulose e a producdo bioldgica de hidrogénio realizado por Lu et al.
(2009) por meio de processo anaerdbio fermentativo em trés estagios utilizando talos de milho
como substrato organico (GenBank: n° de acesso FR687166.1).

A érvore filogenética foi construida com as 56 sequéncias obtidas a partir da analise dos
fragmentos do gene 16S rRNA (Figura 5.13), descritas na Tabela 5.10.

Caldanaerobius (UTO 13), representa bactérias termofilicas e quimio-organotréficas
inseridas na Familia Thermoanaerobacteraceae e na Classe Clostridia (Ludwig et al., 2008),
pertencente ao Filo Firmicutes. Nesta Familia também foi obtida similaridade a Moorella (UTO
12), relacionada a producdo de H,, etanol e acetato sob condi¢des termofilicas a partir de frutose
como fonte organica (Sakai et al., 2004). Os produtos fermentativos incluem o etanol, acetato,
formiato, lactato, CO, e H; (Lee et al., 2008b). Peintner et al. (2010) avaliaram dois reatores para
a producdo fermentativa de hidrogénio em condicGes termofilicas, um reator de leito percolado e
um reator de leito fluidificado, utilizando a glicose como substrato e Caldicellulosiruptor
owensensis como fonte de indculo como cultura pura. O reator de leito fluidificado obteve
produtividade levemente mais alta, de 0,25 L L™ h™, tornando possivel a utilizacdo destas
configuragdes para produgdo de H, sob condig¢Bes termofilicas com este microrganismos. Sob
temperatura elevada, de 70 ° C, Zhao et al. (2009) identificaram espécies dominantes como
Caldanaerobacter na producdo de hidrogénio e etanol a partir de glicose como fonte de substrato,
por meio da manipulacdo das concentracOes ideais de nutrientes. A operacdo de forma continua

em reator CSTR e em reator em batelada para a producdo de hidrogénio a partir de aguas
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residuarias de destilarias de alcool utilizando o milho como matéria-prima foi realizada por Qiu et
al. (2011). Os microrganismos envolvidos nos ensaios em batelada e no CSTR foram similares,
relacionando a producdo de hidrogénio a presenca de bactérias hipertermofilicas como
Caldanaerobacter e Caldicellulosiruptor.
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Figura 5.13: Arvore filogenética a partir das UTO verificadas na biomassa aderida ao material
suporte do reator Rs produtor de hidrogénio, construida a partir de distancias evolutivas inferidas
utilizando o método Neighbor-Joining. A porcentagem de réplicas da arvore estd apresentada
préxima aos ramos e foi calculada baseada no teste de bootstrap com 1000 réplicas (Intervalo de
confianca: 95% de substituicdes na sequéncia nucleotidica; Uncultured Chloroflexus sp.:
Outgroup).

O género Lactobacillus (UTO 9 e UTO 10) compreendem bactérias que produzem &cido
lactico como principal produto metabdlito a partir de carboidratos durante o processo

fermentativo, e tem sido amplamente descritos como indicativo de inibigdo na producéo bioldgica
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de hidrogénio por Clostridium, em que a producéo reduzida de hidrogénio esta associada com um
aumento simultaneo de lactato (Noike et al., 2002). No entanto, Baghchehsaraee et al. (2009)
afirmaram que a degradacdo do lactato poderia ocasionar em maior quantidade residual de
NADH para a producdo de hidrogénio pela rota do butirato, explicando assim a efetiva
produtividade de H, no reator Rs (de até 0,78 L h™ L™) na presenca de porcentagens elevadas de
acido lactico entre os acidos organicos verificados neste RALF termofilico. Foram encontradas
concentracdes elevadas de &cido latico (entre 7,0 e 30,9%), favorecendo a presenca de

microrganismos relacionados o género Lactobacillus.

5.6.3. Caracterizacéo filogenética do consorcio microbiano termofilico: Ry

As sequéncias filogenética obtidas do biofilme na cinasita (material suporte) do Ry, apds
a fase operacional em TDH de 4 h foram agrupadas em 21 unidades taxondmicas operacionais
(UTO), correpondente a apenas ao Filo Firmicutes, totalizando 51 sequéncias. Sete destas UTO
apresentaram afiliacdo filogenética de 99% de similaridade. Em relacdo a outras 14 UTO obteve-
se entre 94 e 98% de similaridade (Tabela 5.11).

Houve predominéncia da Classe Bacilli, representada pela Familia Lactobacillaceae e
Género Lactobacillus. Menor porcentagem, em torno de 14%, foi atribuida a Megasphera sp.,
bactéria fermentativa e produtora de hidrogénio.

A presenca de 15% de acido lactico entre os acidos organicos produzidos no Ry, no TDH
de 4 h, esteve relacionada a pequena diminui¢do do rendimento de H,, de 1,85 para 1,51 mmol g
DQOugicionada - Jung et al. (2010), a partir de aguas residuarias provenientes do processamento de
café, também observaram fendmeno semelhante em todos os TDH aplicados (12, 8 e 6 h). Os
autores reportaram que o acido lactico foi o principal metabdlito soltvel produzido no reator
CSTR (superior a 40%), com abundante presenca de LAB (bactéria produtora de acido lactico).
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Tabela 5.11: Resultados comparativos do sequénciamento genético dos fragmentos do RNAr 16S para 0 Dominio Bactéria obtidos no

R20
NUmero Tamanho da Similaridade N° de acesso Abundancia
uTo de clones  Afiliagéo filogenética sequéncia %) Filo do GenBank relativa
(pb) (%)
1 1 Lactobacillus casei 1022 99% Firmicutes  AY699577.1 2
2 10 Lactobacillus mucosae 1061 99% Firmicutes EF120376.1 20
3 6 Lactobacillus fermentum 979 99% Firmicutes  KF149314.1 12
4 9 Lactobacillus fermentum 912 99% Firmicutes HM058242.1 18
5 1 Lactobacillus delbrueckii 945 99% Firmicutes  FR683101.1 2
6 4 Megasphaera elsdenii 1055 99% Firmicutes  U95029.1 8
7 2 Lactobacillus malefermentans 759 99% Firmicutes  FN667283.1 4
8 1 Megasphera sp. 1014 97% Firmicutes  NR102980.1 2
9 2 Megasphera sp. 987 97% Firmicutes  HM990964.2 4
10 1 Lactobacillus sp. 1032 95% Firmicutes  FR683101.1 2
11 1 Lactobacillus sp. 1073 95% Firmicutes  EU600921.1 2
12 1 Lactobacillus sp. 845 95% Firmicutes  AP012541.1 2
13 1 Lactobacillus sp. 1094 95% Firmicutes = HE616585.2 2
14 1 Lactobacillus sp. 1029 95% Firmicutes  KC836532.1 2
15 1 Lactobacillus sp. 1109 95% Firmicutes  KF149390.1 2
16 1 Uncultured Lactobacillus sp. 987 94% Firmicutes  JF806678.1 2
17 1 Lactobacillus sp. 815 93% Firmicutes  FJ915698.1 2
18 3 Lactobacillus sp. 1030 98% Firmicutes  EU626018.1 6
19 1 Lactobacillus sp. 1001 98% Firmicutes  NR041457.1 2
20 2 Lactobacillus sp. 1004 98% Firmicutes NR075048.1 4
21 1 Lactobacillus sp. 1075 97% Firmicutes  KF149017.1 2

UTO: unidades taxondmicas operacionais
pb: pares de bases
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Bactérias produtoras de acido lactico a partir da fermentacdo do melaco de cana-de-acucar
foram isoladas e relacionadas a cepas semelhantes a Lactobacillus sp., as quais apresentaram
capacidade de produzir acido succinico, incluindo a L. malefermentans (Kaneuchi et al., 1988).
Foram observadas porcentagens entre 4,0 a 17,2% de &cido succinico entre os &cidos organicos
obtidos no efluente do reator termofilico Ry, sugerindo que estas bactérias (UTO 7) possam ter
sido provenientes do substrato de alimentacdo (vinhaca de cana-de-agucar). Esta especie
heterotréfica (Lactobacillus malefermentans) é anaerdbia facultativa, geralmente na forma de
celulas individuais ou aos pares, com formacdo de enddsporos, e é distinguida pelo fato de
fermentar glicose, maltose e inulina (Russel, 1953).

Em reator anaerobio de leito fixo utilizado para o tratamento de soro de queijo, com
producdo de até 41 mL H, h™ L% Perna et al. (2013) também detectaram a presenca de
sequéncias semelhantes a L.casei (UTO 1). Nesse caso especifico, os autores afirmaram que
ainda permanece desconhecido o efeito positivo e negativo de Lactobacillus sp. na producdo
bioldgica de H,. L. casei possui uma adaptacdo evolutiva a diferentes nichos ecoldgicos, e as
cepas séo capazes de fermentar galactose, frutose, manose, manito, N-acetilglicosamina, mas nao
fermentam glicerol, arabinose e L-xilose (Cai et al., 2007). Os produtos finais da fermentacao
serdo lactato, acetato, etanol, CO; e formiato (Vos et al., 2009).

No entanto, em outros estudos, a presenca de Lactobacillus sp. foi relacionada a positiva
producdo bioldgica de hidrogénio por meio do estabelecimento de consércio microbiano. Carrilo-
Reys et al. (2012) relacionaram a presenca de L.casei a producdo bioldgica de H, (porém em
pequena quantidade) de 5 mL H, h™ L™, em UASB alimentado com soro de queijo. Com valores
de rendimento similares aos obtidos neste estudo no Ry (0,60 a 1,85 mmol H, g DQOadicionada'l),
Yang et al. (2007) relataram rendimento de 2,3 mmol H, g DQOugicionada, €M reator CSTR
mesofilico usado na producdo de H, alimentado com agua residuaria do processamento de queijo.
Os autores afirmam que mais de 50% das bactérias presentes foram relacionadas a este género
Lactobacillus, e somente 5% semelhantes a Clostridium sp.

As sequéncias relacionadas as especies produtoras de acido lactico Lactobacillus
mucosae, L. fermentum e L. delbrueckii (UTO 2 a 5) também foram detectadas por Ohnishi et al.
(2010) a partir de chorume de lixo como substrato organico para a producéo bioldgica de H, em
reator em batelada. Os autores sugerem que o lactato produzido pelas LAB (bactéria produtora de

acido lactico) foi preferencialmente metabolizado por Megasphera elsdenii, uma LUB (bactéria
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utilizadora de &cido lactico), assim como pode ter ocorrido neste estudo (UTO 6, 8 e 9), com
producdo de hidrogénio, de 0,71 L H, h* L™ em TDH de 4 h (fase operacional com biomassa
submetida a identificacdo filogenética do gene rRNA 16S). As células de Lactobacillus mucosae
sdo Gram-positivas, catalase-negativas, ndo formam enddsporos, apresentam crescimento sob
temperatura de 45 °C, e sdo capazes de fermentar glicose, maltose, galactose e lactose. L.
fermentum € a principal espécie heterofermentativa entre as representantes de Lactobacillus e
exibe metabdlitos como os cidos lactido, acético e o perdxido de hidrogénio (Zeng et al., 2011).

A arvore filogenética foi construida considerando a populagdo microbiana composta por
produtores de hidrogénio (Megasphera sp.) e outros microrganismos (Lactobacillus sp) (Figura
5.14).

100, OTUS
L Lactobacillus_delbrueckii_subsp lactis_ PN-6

Lactobacillus sp. KLDS 1.0707

QTU 10-21

oTu 3-4

Lactobacillus _fermentum KC3b
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Lactobacillus mucosae TB-H32
Wi oTU2
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—:f.nﬂ'abariﬂus casei E
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| — QTU9

109 OTUE

2L Megasphaera elsdeni 52
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Qos

Figura 5.14: Arvore filogenética a partir das UTO verificadas na biomassa aderida ao material
suporte do reator Ry produtor de hidrogénio, construida a partir de distancias evolutivas inferidas
utilizando o método Neighbor-Joining. A porcentagem de réplicas da arvore estd apresentada
proxima aos ramos e foi calculada baseada no teste de bootstrap com 1000 réplicas (Intervalo de
confianca: 95% de substituicdes na sequéncia nucleotidica; Uncultured Chloroflexus sp.: Outgroup).
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Vos et al. (2009) relataram que o propionato, butirato, valerato, CO, e H; representam 0s
produtos finais a partir da fermentacdo de glicose, frutose e lactato, por cepas de M. elsdenii. Esta
cepa Gram-negativa é um importante microrganismo produtor de propionato, e esta relacionado
ao catabolismo do &cido lactico e na desaminacdo de aminoéacidos que produzem propionato a
parir de lactato, mas ndo a partir de glicose; alem disso, Megasphaera elsdenii é capaz de
fermentar uma fracdo do lactato a butirato, e ndo demonstra repressdo de catabolismo por
carboidratos como a glicose e a maltose (Hino et al., 1994). Nesse contexto, face ao aumento da
TCO de 80,0 para 120,0 kg DQO m™3d™ (Ry), verificou-se aumento da porcentagem de &cido
propidénico entre os acidos organicos observados no efluente (14,1 para 32,8%).

O comportamento da distribuicdo dos acidos organicos obtidos no reator Ry termofilico, a
partir de vinhaca de cana-de-acUcar, durante 0 TDH aplicado de 4 h (TCO de 120,0 kg DQO m™
d™) foi correlacionado & anélise dos genes rRNA 16S dos microrganismos presentes na biomassa
deste reator. Nesse sentido, foi verificado aumento da porcentagem de &acido lactico (de 8,8 para
15,6%) entre os acidos organicos encontrados no efluente, o que pode ser confirmado pela
populacdo de microrganismos pertencentes ao género Lactobacillus, produtores deste metabdlito.
A elevacdo da porcentagem de &cido propidnico (de 14,1 para 32,8%) pode ter ocorrido devido a
presenca de M. elsdenii, uma bactéria produtora de hidrogénio, e também de acido propibnico, a

partir de acido lactico.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos foi possivel concluir que a capacidade termofilica de
produzir H, de modo continuo, a distribuicdo dos &cidos e a estrutura da comunidade bacteriana
foram fatores influenciados pelo aumento da concentracdo de vinhaca de cana-de-agucar, e
também pela diminui¢do do tempo de detencdo hidraulica e consequente aumento das taxas de
carregamento organicos aplicadas.

O lodo granulado fermentativo-metanogénico proveniente de reator UASB termofilico
utilizado para a producdo de metano a partir de vinhaca de cana-de-agucar, representou ser uma
fonte de in6culo adequada para a obtencdo do consoércio termofilico produtor de hidrogénio. A
eliminacdo dos microrganismos consumidores de H, (metanogénicos) foi efetiva frente a
aplicacdo do método de pré-tratamento térmico ao lodo granulado.

A vinhaca de cana-de-acUcar pode ser utilizada de forma efetiva como fonte de carbono
para a producdo termofilica continua de H, sob as cinco concentra¢des afluente testadas (5000,
10.000, 15.000, 20.000 e 30.000 mg DQO L™) ao longo da diminuicdo do tempo de detencéo
hidraulica, de até 1 h. As menores concentracdes de vinhaca, de 5000 e de 10.000 mg DQO L™
apresentaram os melhores resultados considerando os parametros de rendimento e de producao
volumétrica de H,, respectivamente. Apesar dos menores valores obtidos durante a operacdo dos
reatores com maiores concentracfes de vinhaca, em virtude dos efeitos inibitérios causados pela
elevada concentracdo afluente de acidos organicos (como os acidos acético e butirico), os
resultados ainda assim demonstram a viabilidade de producéo, sendo possivel verificar elevado
conteudo de H; no biogas, de até 52 e 57% durante a opera¢do com concentracdes de 20.000 e
30.000 mg DQO L™, respectivamente.

Ainda que tenham sido verificados resultados diferenciados de producéo de H», todos os
reatores termofilicos apresentaram comportamento similar. Por meio da investigacdo do efeito da
carga orgéanica aplicada na producgéo de H, a partir da vinhaca (seja durante a mistura de fontes de
carbono por meio da co-fermentacdo com a glicose, ou pela adicdo de 100% de vinhaca ao
afluente), foi verificada tendéncia de descréscimo de rendimento e de conteido de H, mediante
elevacdo da taxa de carregamento organico. Em contrapartida, o pardmetro de produgdo
volumeétrica de H,, mostrou-se favoravel e com elevagdes significativas conforme o aumento da

carga organica aplicada.
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Durante a co-fermentacdo, ndo foram observadas mudancas significativas na diversidade
microbiana apos a retirada do co-substrato (glicose), sugerindo que a comunidade bacteriana foi
capaz de se adaptar a disponibilizagdo de 100% de vinhaga como substrato organico para a
producdo bioldgica de H,. Similaridade da biomassa do reator Rs termofilico foi relacionada com
Thermoanaerobacterium sp. e Clostridium sp., ambas produtoras de hidrogénio em temperaturas
elevadas.

Foram encontradas concentragcdes elevadas de &cido lactico entre &cidos organicos
verificados nos efluentes dos reatores ao longo do monitoramento do processo fermentativo, e
apesar disso, ndo foi detectada diminuicao de producdo volumeétrica de hidrogénio, nem mesmo
no contetdo de H, observado no biogés. Nesse sentido, a analise dos genes rRNA 16S dos
microrganismos do reator Ry revelou que a producdo de H, foi atribuida ao consércio entre os
géneros Lactobacillus (produtor de &cido lactico) e Megasphera (produtor de H, e de &cido

propidnico a partir de acido lactico).
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7. SUGESTOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se para pesquisas posteriores e

complementares a esta:

e Comparar a producdo continua de H; a partir da vinhaca de cana-de-agucar utilizando
diferentes concentracOes afluente sob faixas de temperatura termofilica e hipertermofilica em

reatores de alta taxa;

e Realizar o balanco energético (net energy gain) de pesquisas cientificas envolvendo a
producdo bioldgica de H, a partir de &guas residuarias, como as provenientes dos setores
agroindustriais, com o intuito de avaliar especificamente as vantagens desse sistema,

possibilitanto futuras implementac6es no contexto de biorrefinarias;

e Monitorar a pressao parcial de hidrogénio visando melhorar a producdo bioldgica do

biogés sob temperaturas elevadas;

e Avaliar em ensaios celulares in situ os efeitos inibitorios causados as cepas microbianas
produtoras de hidrogénio em razdo das concentragdes elevadas de acidos organicos contidos na

agua residudria do presente estudo;

e Analisar as possibilidades de separacdo, aproveitamento e relso dos acidos organicos
contidos na vinhaca de cana-de-aclcar, como etapa preliminar e integrada a producéo
biol6gica de Hy, tendo em vista que a diminuicdo destes compostos podera reduzir os efeitos
deletérios causados sob elevada concentracdo, a biomassa produtora de hidrogénio.
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