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Resumo

Penteado, E. D. Influéncia da origem e do pré-tratamento do inoculo na producgdo de
hidrogénio a partir de &guas residudrias em biorreatores anaerobios. 2012. 143p.
Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Séo Paulo,
Séo Carlos, 2012.

Esse trabalho investigou a influéncia de diferentes origens e pré-tratamentos do inoculo na
producdo de biohidrogénio em reatores anaerobios de leito fixo e fluxo ascendente. Aparas de
polietileno de baixa densidade foram usadas como material suporte para fixacdo da biomassa
e os reatores foram operados com 2 h de tempo de detencdo hidraulica (TDH) e a 25°C,
alimentados com efluente sintético a base de sacarose. Duas fontes de inéculo foram
estudadas: lodo anaerdébio de reator UASB aplicado ao tratamento de agua residuaria de
abatedouro de aves (D) e lodo anaerébio de reator UASB aplicado ao tratamento de agua
residuaria de suinocultura (S); além da autofermentagdo (A), quando ndo ha nenhum inéculo
no reator. Além disso, dois tipos de pré-tratamento — térmico (T) e acido (A) — foram
avaliados. Os rendimentos de hidrogénio foram de 2,1, 2,0, 2,0,1,0, 1,0, 0,7, 0,7 mol H, mol™
sacarose quando os reatores foram inoculados com A, DT, DA, D, SA, ST e S,
respectivamente. Nessa nomenclatura, a primeira letra se refere a origem do inéculo e a
segunda, ao pré-tratamento. Embora hidrogénio (20-78%) e dioxido de carbono (21-55%)
tenham sido os principais produtos no biogas, metano foi detectado nos reatores inoculados
com D, DA, S, ST e SA no inicio e no final da operacdo. A produgdo volumétrica maxima de
hidrogénio(61,6 mL H, h™.L™) foi obtida quando DA foi usado com inéculo. Porém, o menor
valor (15,1 mL H, h.L™") foi observado usando o inéculo S. Quando o reator ndo foi
inoculado (A), a producéo volumétrica de hidrogénio foi 47,3 mL H, h™.L™. Etanol, 4cido
butirico e acético foram os principais produtos metabdlicos detectados na fase liquida. Em
resumo, os resultados demonstraram que ha influéncia da origem e do pré-tratamento do
inéculo em todos os parametros analisados. Inoculos sem pré-tratamento resultaram em
menor rendimento de hidrogénio do que os observados nos experimentos com indculos pré-
tratados devido a selecdo das bactérias produtoras de hidrogénio (BPH). Ademais, embora o
pré-tratamento térmico tenha gerado os maiores valores de rendimento, o pré-tratamento
acido resultou em uma operacdo mais estdvel com os maiores valores medios. A
autofermentacéo teve desempenho semelhante aos DT e DA e pode ser uma alternativa para a
producéo bioldgica de hidrogénio, pois seleciona as BPH naturalmente.

Palavras-chaves: digestdo anaerdbia, hidrogénio, bioenergia, inoculo, técnicas de pré-
tratamento, &cidos organicos e CLAE



Abstract

Penteado, E. D. Influence of source and pre-treatments method of seed sludge on the
hydrogen production from wastewater in anaerobic bioreactor. 2012. 143p. Dissertation
(Master) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos,
2012,

This paper investigated the influence of different inoculums and pretreatment of seed sludge
on the biohydrogen production in up-flow anaerobic fixed-bed reactors. Particles of low-
density polyethylene were used as support for biomass attachment and the reactor was
operated with hydraulic retention time (HRT) of 2 h at 25°C, fed with a sucrose-based
synthetic wastewater. Two sources of inoculums were studied: anaerobic sludge from an
UASB (up-flow anaerobic sludge blanket) reactor applied to treat poultry slaughterhouse
wastewater (SI) and anaerobic sludge from an UASB reactor treating swine wastewater (Sw),
besides the autofermentation (A), with no inoculation of the reactor. In addition, two kinds of
pretreatment — heat (He) and acid (Ac) shock — were evaluated. Hydrogen yields were 2.1,
2.0, 2.0,1.0, 1.0, 0.7, 0.7, mol H, mol™ sucrose when the reactors were inoculated with A,
SlHe, SIAc, SwAC, SI, Sw, and SwHe, respectively. In this nomenclature, the first two letters
refer to source and the others refer to pretreatment. Although hydrogen (20-78%) and carbon
dioxide (21-55%) have been the main gaseous products in the biogas, methane was detected
in SI, SIAc, Sw, SwHe and SwAc at the beginning and in the last days of the operation.
Optimal H, production rate (61.6 mL H, h™ L) was obtained when SIAc was used as seed
sludge. On the other hand, the smallest value (15.1 mL H, h™* L™) were observed using Sw
inoculums. When the reactor was not inoculated (A), H. production rate was 47.3 mL H, h
L. Ethanol, butyric acid and acetic acid were the main soluble products detected in the liquid
phase. In summary, the results have demonstrated that there are influences of the source and
the pretreatment of the seed sludge in all parameters analyzed. Inoculums without
pretreatment resulted in hydrogen productivity lower than those observed for experiments
with pretreated inoculums due the selection of hydrogen producing bacteria (HPB).
Furthermore, although the heat shock has generated the highest values of hydrogen yield, the
acid-shock provided more stable operation with the highest average values. Besides, the
autofermentation had almost the same performance than SIAc and SIHe and could be an
alternative for biological hydrogen production due to natural selection of HPB.

Keywords: anaerobic digestion, hydrogen, biopower, seed sludge, pre-treatment method,

organic acids, HPLC
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1 Introducéo

As principais fontes de energia mundial sdo os combustiveis fosseis com destaque ao
carvao, ao petréleo e ao gas natural, que juntos suprem, aproximadamente, 80% da demanda
global (DAS & VEZIROGLU, 2001). O uso destas fontes tem causado diversos problemas
ambientais, tais como a emissdo de poluentes atmosféricos e o aguecimento global.

Dessa forma, diversas fontes renovaveis e mais limpas de energia estdo sendo
estudadas e empregadas na matriz energética de varios paises para reducdo da emissédo de
gases causadores do aquecimento global na atmosfera, minimizando os problemas ambientais.

Dentre as alternativas, o hidrogénio destaca-se por apresentar, na sua combustdo,
liberacdo de calor 2,75 vezes maior do que a energia obtida pelo uso de hidrocarbonetos,
gerando como principal produto da sua queima o vapor de dgua. Assim, o hidrogénio, quando
obtido de matérias primas renovaveis, torna-se uma alternativa energética promissora (LAY et
al., 1999).

De acordo com Lay et al. (1999), o gas hidrogénio pode ser obtido por quatro
processos, a partir de fontes primarias de energia, que sdo: a eletrolise da agua, processos
termoquimicos, processos radioliticos e processos biologicos. Entretanto, a producgéo
bioldgica pode ser uma alternativa promissora, por usar menos energia e ser realizada em
temperatura e pressdo ambiente, ou seja, um modo seguro de producéo de hidrogénio (WANG
& WAN, 2009).

O hidrogénio bioldgico pode ser gerado por meio de processos fototroficos ou
fermentativos, sendo este Ultimo o mais vantajoso por ser o processo mais simples, o qual
apresenta as maiores velocidades de producdo de hidrogénio e o menor custo de

implementacdo (LAY et al., 1999 e MATHEWS & WANG, 2009).



A producdo de gas hidrogénio por meio de processo anaerébio tem se apresentado
como uma alternativa energética de menor impacto ambiental, pois utiliza matérias-primas
renovaveis, podendo ser realizado de forma independente da disponibilidade de combustiveis
fésseis, sendo assim, uma maneira mais amigavel ao ambiente de produzir hidrogénio.

O uso de reatores anaerdbios é recente para a producdo de hidrogénio, sendo o
Laboratorio de Processos Biologicos do Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola
de Engenharia de S&o Carlos — Universidade de Sao Paulo (LPB-EESC-USP) um dos
pioneiros no Brasil. Contudo, nos trabalhos realizados por esse laboratério com reatores de
leito fixo, é possivel verificar uma queda na producédo de hidrogénio apds se atingir um ponto
de méxima producdo de hidrogénio chegando, em alguns casos, a cessar completamente a
producdo no reator com cerca de 60 dias de operacdo (FERNANDES, 2008; PEIXOTO, 2008;
ANZOLA-ROJAS, 2010 e LIMA, 2011). Este fato pode ser explicado pela possivel presenca
de microrganismos que consomem o0 hidrogénio produzido. A presenca ou nao desses
microrganismos € influenciada pela forma de inoculagdo, pelo tipo de pré-tratamento do
indculo e pela operacdo do reator anaerdbio de fluxo ascendente.

Visando otimizar a producdo de hidrogénio a partir de aguas residuarias em um
sistema de consdrcio microbiano, se faz necessario o pré-tratamento do indculo reduzindo a
quantidade e a atividade das bactérias consumidoras de hidrogénio, selecionando as bactérias
produtoras de hidrogénio (WANG & WAN, 2008a). Atualmente, os principais métodos de
pré-tratamento para selecionar as bactérias produtoras de hidrogénio reportados na literatura
sdo: choque térmico, aplicacdo de &cido ou base, aeracdo, congelamento e descongelamento,
aplicagdo de cloroférmio, 2-bromoetanosulfonato de sodio e iodopropano (CHEONG &
HASSEN, 2006; ZHU & BLENAND, 2006; HU & CHEN, 2007; MOHAM et al., 2007; MU

et al., 2007; REN et al., 2008; WANG & WAN, 2008a e LUO et al., 2010).



Neste contexto, o presente trabalho pretende avaliar a influéncia da origem e do pré-
tratamento do inoculo na producéo bioldgica de hidrogénio em reatores anaerobios de leito
fixo e fluxo ascendente a partir do tratamento de aguas residuarias, avaliando o efeito destes
parametros em reatores continuos ja que, na maioria dos trabalhos cientificos, os analisam em
reatores em batelada. Além disso, esta pesquisa buscou a estabilidade na producdo de

hidrogénio em reatores de leito fixo e fluxo ascendente.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influéncia da inoculagdo do reator
anaerobio de leito fixo sobre a producdo bioldgica de hidrogénio a partir de efluente sintético

a base de sacarose.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

o Desenvolver e validar metodo cromatografico para determinacdo e
quantificacdo de &cidos orgéanicos, alcoois e carboidratos por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

o Avaliar a influéncia da origem do inéculo na produgdo de biogés, a vazéo
molar de hidrogénio e o rendimento de hidrogénio no reator anaerdbio de leito fixo.

o Avaliar a producao de biogas, a vazdo molar de hidrogénio e o rendimento de
hidrogénio dos lodos anaerébios com pré-tratamento térmico e &cido no reator anaerébio
de leito fixo.

o Avaliar a influéncia da origem do indculo e do pré-tratamento na composicao
do biogas produzido, na distribuicdo dos produtos intermediarios e na eficiéncia de
remocdo de matéria organica.

o Comparar, por meio de ferramentas de biologia molecular, as comunidades

microbianas dos diferentes indculos testados ao longo do tempo de operacédo do reator.



3 Revisdo Bibliografica

3.1 Producéo bioldgica fermentativa de hidrogénio

O processo de digestdo anaerobia pode ser dividido em duas etapas, em acidogénese e
metanogénese. A producdo de hidrogénio s6 é possivel se o processo for interrompido na
primeira etapa, pois, nesta etapa, o hidrogénio é produzido, e na segunda é consumido para a
geracao de metano.

A acidogénese é a etapa fermentativa da digestdo anaerdbia de residuos organicos e é o
processo no qual o hidrogénio é produzido. Nesta etapa, 0s microrganismos acidogénicos
decompdem a matéria organica em hidrogénio, gas carbdnico e acidos graxos volateis de cadeia
curta. Assim, estratégias de controle operacional devem ser aplicadas aos reatores utilizados com
0 objetivo de se produzir hidrogénio (LEITE et al., 2008).

Desta forma, a producgdo bioldgica de hidrogénio a partir da fermentagdo apresenta
algumas vantagens em relagdo a fototrofica, tais como: maior velocidade de producdo de
hidrogénio pelas bactérias fermentativas; a dispensabilidade de intensidade luminosa e, em
alguns casos, 0s microrganismos ja se encontram condicionados para a geracdo de hidrogénio
(LAY etal., 1999).

Em condigOes anaerdbias, a matéria organica é oxidada e o excesso de elétrons é usado
para produzir o gas hidrogénio, processo facilitado pela enzima hidrogenase. Outro mecanismo
para a producdo de hidrogénio ocorre quando a forma reduzida da nicotinamida adenina
dinucleotido (NADH) é formada através da glicdlise (conversao da glicose a piruvato). O NADH

é, entdo, oxidado, conforme a Reacéo 3.1, produzindo o hidrogénio.

NADH+H  — H,+NAD (Reacdo 3.1)



O processo de producédo do gas hidrogénio via fermentacdo apresenta como principal
desvantagem em relacdo ao processo fototrofico que o hidrogénio produzido encontra-se
misturado com gas carbonico (CO,) e, eventualmente, com o metano (CH,), necessitando

assim de separacéo posterior para ser utilizado como combustivel (PEIXOTO, 2008).

3.2 Fatores de influéncia na producéo de hidrogénio em reatores anaerébios

3.2.1 Influéncia do Tempo de Deten¢do Hidréaulica (TDH)

A influéncia do TDH sobre a producéo de hidrogénio e dos acidos organicos foi estudada
em diversos reatores de crescimento imobilizado (GAVALA et al., 2006), reatores de leito
fixo (CHANG et al., 2002) e de crescimento suspenso (AKUTSU et al., 2009a). Os estudos
demonstram que o TDH exerce influéncia na producédo de hidrogénio e acidos organicos.

Chen et al. (2001) apresentaram como método de inibicdo da fase metanogénica da
digestdo anaerobica a operacdo em TDH de entre 2 e 4 horas, 0 que contribui no arraste das
arqueias metanogénicas dos reatores. O arraste desses microrganismos pode ser explicado pela

velocidade especifica maxima de crescimento (msx) das arqueias metanogénicas suspensas, da
-1 . . , . . A . , .
ordem de 0,0167 h , ser inferior a das bactérias acidogénicas, que é de aproximadamente 0,083

h_l. Dessa forma, as arqueias metanogénicas sdo incapazes de manter uma populacao estavel e
acabam sendo eliminadas do sistema (CHEN et al., 2001).

Akutsu et al. (2009a) operaram reator UASB (upflow anaerobic sludge blanket,
anaerobio de manta de lodo e fluxo ascendente) com diversos tempos de detencéo
hidraulica (entre 3 e 48 horas). O inéculo foi retirado de dois reatores: um reator de
bancada agitado que produzia hidrogénio por fermentacdo do amido com concentra¢ao

média de 15 g L™ a 55°C, e de um reator UASB que tratava efluente sintético, no qual se



retirou os granulos mesofilos que foram submetidos a tratamento térmico prévio (a 100°C,
por 2 h) para tentar eliminar as arqueias metanogénicas. Em todos os ensaios realizados em
condicdes termofilicas (55°C), ndo se observou a presenca de metano no biogas, sendo este
somente constituido por hidrogénio e pelo gas carbdnico. A produgdo volumétrica de
hidrogénio foi aumentada com a reducéo do tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 48 para 6
horas de 2,0 L H, L™ dia™ para 4,0 L H, L™ dia™. Porém, o rendimento de hidrogénio diminui
de 1,68 mol H, mol™ glicose para aproximadamente 0,25 mol H, mol™ glicose, devido ao
aumento da carga organica que antes era 8 kg DQO m™ dia™ (TDH de 48 horas) e passou para
127 kg DQO m™ dia™ (TDH de 6 horas).

Azbar et al. (2009) estudaram a variacdo do TDH utilizando agua residuaria de
indUstria de processamento de queijo com DQO constante em 47 g L™ em um reator de
mistura completa (CSTR). O TDH variou entre 1 e 3,5 dias. Estes autores perceberam que
quando o TDH foi reduzido de 3,5 dias para 2 dias a produgdo volumétrica de hidrogénio
(HPR) sofreu decréscimo, de 1,5 L H, L™ dia’para 0,5 L H, L™ dia™; porém, quando o
parametro em estudo foi novamente diminuido de 2 dias para 1 dia, houve um aumento para
1,0 L H, L™ dia®. A composicdo do biogas ndo se alterou com a mudanca do TDH,
apresentando percentual médio de 42% de hidrogénio. Neste trabalho, o rendimento de
hidrogénio diminui de 22 mmol H, g* DQO para 5 mmol H, g DQO quando o TDH mudou
de 3,5 dias para 1 dia.

Na Tabela 3.1, é apresentado um resumo dos diversos trabalhos que avaliam o TDH em

diferentes configuracGes de reatores.



Tabela 3.1: Levantamento dos diferentes configuracGes de reatores e TDHs utilizados na
producdo bioldgica de hidrogénio a partir de aguas residudrias.

Rendimento
. maximo de
Reator Substrato Faixa de TDH hidrogénio (mol TDH 6timo Referéncia
estudado 4
H, mol
substrato)
Amido Akutsu et al.
UASB (15 g amido LY 6 a 48 horas 1,68 48 horas (20093)
Agua residudria
de processamento . 22 mmol H, g* . Azbar et al.
CSTR de queijo la35dia DQO 3,5dia (2009)
(47 gDQO L™
2,2 (mesofilico, 4 (mesofilico,
Glicose 35°C) 35°C) Gavala et al.
CSTR (10 g glicose LY 2a12horas 2,1 (termofilico, 6 (termofilico, (2006)
55°C) 55°C)
-~ . 1,90 (poliestireno)
Reator gr]aeroblo GI_|cose B} 1 a8 horas 252 (argila 2 horas Barros et al.
fluidificado (4 gglicose L™) ; (2010)
expandida)
- . 2,15 (pneu
Regt&r(j?;;g:;%blo @ g(;:ilggssg LY 1a8horas triturado) 2 horas Ba[;%slit) al.
1,87 (PET)
Reator anaerdbio Glicose 1 a8 horas 2,29 (argila 2 horas Shida et al.
fluidificado (2 g glicose L™ expandida) (2009)
0,12 (argila
Sacarose expandida, 0,42 L 1 hora (argila
Reator anaerobio (17,8 g sacarose 0.5 2.5 horas H, L hY) expandida) Chang et al.
de leito fixo ' ?_.1) ' 0,35 (carvdo 2 horas (carvdo (2002)
ativado, 1,3 L H, ativado)
L' hh
4,44 (argila 0,5 hora (todos
Ly Sacarose . L
Reator anaerdbio (0,89 g sacarose 05 e 2 horas expandida), 4,52 0S materiais Fernandes
de leito fixo ' Gll__l) ' (carvéo vegetal) e suportes (2008)
4,38(polirtileno) testados)
- 1,5 hora (anéis
Reator anaerdbio Sacarose 6’90 _(anels de de cerdmica) Keskin et al.
o (10,09 sacarose 1,5a24 horas ceramica) e 5,80
de leito fixo 1 3horas (pedra (2011)
L) (pedra pomes)
pumes)
3.2.2 Influéncia da Temperatura

A temperatura é um dos fatores mais importantes, pois influencia as atividades dos
microrganismos, inclusive das bactérias produtoras de hidrogénio. Diversos trabalhos tém sido
realizados e tém demonstrado que ha uma determinada faixa de temperatura entre 25°C e 60°C
em que se nota alta capacidade das bactérias produtoras de hidrogénio em produzir este gas por
meio da fermentacdo. No entanto, quando as temperaturas sdo elevadas pode ocorrer um

decréscimo na producdo (WANG & WAN, 2009).



Wang e Wan (2008b) estudaram o efeito da temperatura na producdo de hidrogénio em
reatores em batelada inoculados com lodo de decantador priméario de uma estacé@o de tratamento
de esgoto sanitario de Pequim (China) e relataram que, quando a temperatura aumentou de 20°C
para 40°C, houve aumento na eficiéncia da degradacéo de substrato e da vazao de hidrogénio.
Neste estudo, os valores maximos destes parametros foram obtidos a 40°C e foram,
respectivamente, 98,1% e 31,9 mL H, h™. Porém, quando a temperatura foi novamente
aumentada de 40°C para 55°C, verificou-se uma queda observando-se os seguintes valores a
55°C: 40% na degradacao de substrato e 5 mL H, h™ na vazéo de hidrogénio.

Lee et al. (2006) investigaram os efeitos da temperatura e do tempo de detencdo
hidraulica (TDH) e concluiram que, em geral, a producdo volumétrica de hidrogénio (HPR) e 0
rendimento de hidrogénio tendem a aumentar quando ha um aumento da temperatura de
operacdo de 30°C para 40°C e eles tendem a diminuir quando a temperatura varia de 40 para
45°C. Neste trabalho, a 30°C e TDH de 1 hora, os valores da porcentagem de hidrogénio no
biogés, a producgdo volumétrica de hidrogénio (HPR) e o rendimento foram, respectivamente, de
38%, 3,34 L H, h™ L™ e 2,91 mol H, mol™ sacarose; para 40°C de 41%, 4,75 L H, h™* L™ e 3,88
mol H, mol™ sacarose; e para 45°C de 35%, 3,61 L H, h™ L™ e 2,99 mol H, mol™ sacarose.

Zhang e Shen (2006) observaram que na faixa de temperatura entre 25°C e 40°C ocorrem
as melhores eficiéncias do processo, principalmente devido a condi¢éo proxima da ideal (35°C)
do funcionamento dos catalisadores bioguimicos. Nesse trabalho, a maxima porcentagem obtida
de hidrogénio no biogéas foi de 42,9%, obtida a 40°C em um reator em batelada de 120 mL de
volume util.

Gavala et al. (2006) estudaram dois reatores continuo de mistura completa, um a 35°C e
outro a 55°C e observaram que o rendimento da producdo de hidrogénio e a producgdo
volumétrica de hidrogénio especifica foram maiores em condi¢des termofilicas do que em

condigBes mesofilicas. Os pesquisadores obtiveram a producdo volumétrica de hidrogénio
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especifica de cerca de 100 mmol H, h* L™* g SSV a 55°C e de 15 mmol H, h* L* g SSV a
35°C, devido a baixa producéo de biomassa em condicdes termofilicas para 0 TDH de 6 horas. O
rendimento para 0 mesmo TDH foi de 2,1 mol H, mol™ glicose e 1,5 mol H, mol™ glicose para a
condicéo termofilica e mesofilica, respectivamente.

O hidrogénio é um géas que apresenta baixa solubilidade em ambiente aquoso. Segundo
Guwy et al. (1997), a solubilidade do hidrogénio é 0,017 mL H, mL™ de 4gua a 1 bar e 37°C.
Considerando a Lei de Henry, no qual a solubilidade € proporcional a presséo parcial do liquido,
quando maior for a temperatura, menor sera a solubilidade do hidrogénio. Consequentemente,
menor sera a interacdo dos microrganismos presentes no reator, desfavorecendo as rotas que
consomem o0 hidrogénio produzido, como a metanogénica hidrtogenotrofica e a

homoacteogénese (HAWKES et al., 2002).

3.2.3 Influéncia do substrato

A maioria dos trabalhos tem utilizado como afluente dos reatores acidogénicos,
substratos sintéticos que contém sacarose ou glicose como fonte de carbono organico e
meio inorganico constituido por macro e micronutrientes (WANG & WAN, 2009).

Diferentes &guas residudrias estdo sendo utilizadas como substrato para a producao
biolégica de hidrogénio, como, efluentes da industria alimenticia e da producdo de
biocombustiveis (PEIXOTO et al., 2011; FERNANDES et al., 2010).

van Ginkel et al. (2005), ao estudar a producdo de hidrogénio a partir de aguas
residuarias domésticas e de processamento de alimentos, realizaram anélises preliminares
para determinacdo das concentracdes de nitrogénio amoniacal (NHs-N) e fosforo (PO43_).

Os resultados indicaram que esses nutrientes seriam limitantes na maior parte das aguas

residuérias para a atividade dos microrganismos em sistemas de tratamento. Os autores
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avaliaram, também, o potencial para a producédo de hidrogénio de cada agua residuaria
com e sem a adicdo de nutrientes (N, P e elementos traco). Os resultados obtidos pelos
autores demonstraram que a agua residuaria de industria de balas, cuja DQO era de 20 g
L™, apresentou aumento do rendimento de hidrogénio de 0,02 para 0,10 L H, g™* de DQO

com a adicdo de nutrientes. Entretanto, essa mesma agua residuaria com DQO de 0,6 g

L'l, ndo apresentou diferenca na producdo de hidrogénio mesmo com a adicdo de
nutrientes.

Deve-se observar que ndo é so importante a presenca de nutrientes, mas a proporc¢ao na
gual estdo disponiveis. De acordo com Lin e Lay (2004), a razdo entre carbono e nitrogénio
pode influir significativamente na composicdo do biogds e na velocidade de producdo do
hidrogénio.

No trabalho desenvolvido pelos referidos autores, no qual a fonte de carbono era
sacarose, foram testadas diferentes relag6es C/N iguais a, 40, 47, 98 e 130. Lin e Lay (2004)

encontraram a razdo C/N igual a 47 como sendo 6tima para a maxima producéo de hidrogénio
. . 1 x .
obtendo o pico de rendimento de 4,8 mol H, mol sacarose e de producdo volumetrica de

hidrogénio (HPR) de 270 mmol H, L_l d_l. Quando se comparou essa relagdo C/N com o
controle, percebeu-se que houve um aumento de 500% e 80%, respectivamente, no rendimento
de hidrogénio e na producdo volumétrica de hidrogénio (HPR). Comparando com as outras
relacdes C/N de 40 e 98, os pesquisadores observaram reducao de 55% no rendimento e que a
HPR néo foi afetada para relagdo C/N igual a 98; porém, quando operado com C/N igual a 40, a
HPR diminuiu em 80%.

Anzola-Rojas (2010) estudou a relacédo entre carbono e nitrogénio de 40, 90, 140 e 190
para a producdo de hidrogénio em reatores de leito fixo e fluxo ascendente. Por ajuste de uma
funcdo, encontrou uma relagdo Otima para a producdo de hidrogénio igual a 137, que

resultaria em um rendimento de 3,5 mol H, mol™ sacarose. Além disso, percebeu-se que sob
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excesso de nitrogénio o crescimento da biomassa ocorre com uma maior velocidade
apresentando efeitos negativos sobre a producdo de hidrogénio, enquanto a caréncia de
nitrogénio permite o controle do crescimento da biomassa e um maior rendimento de

hidrogénio.

3.2.4 Influéncia do pH

O potencial hidrogenidnico (pH) é outro importante fator que influencia a sintese de
hidrogénio nos sistemas bioldgicos, pois 0 pH pode afetar tanto a atividade da hidrogenase
quanto as rotas metabdlicas. Estudos tém demonstrado que ha uma faixa apropriada de pH
entre 4,0 e 7,0 para a obtengdo de hidrogénio. Quando se eleva o pH de 2,0 para proximo de
7,0 pode se notar aumento da capacidade das bactérias produtoras de hidrogénio. No entanto,
valores elevados de pH entre 10 e 14 podem diminuir a producdo (WANG; WAN, 2009).

Mu et al. (2006) operaram um reator UASB em diferentes faixas de pH usando sacarose
como Unica fonte de carbono, variando de 3,4 a 6,3, e observaram que a pressdo parcial do
hidrogénio, a velocidade de producéo de hidrogénio, o rendimento de hidrogénio e a distribuicao
dos metabdlitos do processo fermentativo de produgdo de hidrogénio séo dependentes do valor
do pH. Em pH igual a 3,4, foi encontrado o maior valor da presséo parcial de hidrogénio, que foi
de 5,2 10* Pa, e com o aumento do pH para 6,3, houve uma redugéo na pressao parcial para 2,8
10* Pa. A producéo volumétrica de hidrogénio aumentou de 61 para 145 mL H, L™ h*, quando o
pH passou de 3,4 para 4,2; no entanto, este parametro diminuiu para 89 mL H, L™ h™*, quando o
pH foi aumentado para 6,3. O rendimento de hidrogénio teve um comportamento similar ao
observado para a produgdo volumétrica de hidrogénio. Quando o pH foi incrementado de 3,4
para 4,2, o rendimento aumentou de 0,68 mol H, mol™ glicose para 1,61 mol H, mol glicose™ e

depois diminuiu para 1,00 mol H, mol™ glicose quando o pH atingiu o valor de 6,3.
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Zhao e Yu (2008) avaliaram o efeito do pH na producdo anaerdbia de hidrogénio em
reator UASB tratando 4gua residuéria sintética a base de sacarose com concentracéo de 10 g L™
e chegaram as mesmas conclusdes de Mu et al (2006), porém com valores de pH diferentes. A
méxima pressao parcial de hidrogénio no biogas foi de 0,52 atm (5,2 10* Pa) obtida quando o pH
era mantido em 7,5 e a menor foi de 0,22 atm (2,2 10* Pa) quando o pH era de 8,0. A producéo
volumétrica de hidrogénio (HPR) aumentou de 106 para 144 mL H, L™ h™ quando o pH foi
aumentado de 6,1 para 7,0, porém diminuiu para 89 mL H, L™ h quando o pH foi de 8,0.
Quando o pH subiu para 9,0, HPR voltou novamente a subir para 137 mL H, L™ h™ e desceu
novamente para 65 mL L™ h™ quando acrescentou-se 0,5 no pH, atingindo o valor de 9,5. Esse
comportamento pode ser explicado pela presenca de algumas bactérias produtoras de hidrogénio
que preferem ambiente alcalino, pH maior que 8,0, para 0 seu desenvolvimento, como
Eubacterium multiforme e Penibacillus polymyxa, que séo capazes de crescer bem em uma
faixa de pH entre 9,0 e 9,5, mas estdo inativas em pH inferior a 6,0 (Cai et al., 2004).

Lee et al. (2008) estudou o efeito do pH usando &gua residuéria de uma cozinha
vegetariana com concentracdo de DQO de aproximadamente de 30 g L™ para a producdo de
hidrogénio em condig¢Bes termofilicas, a 55°C, e observaram que quando o pH do afluente foi
mantido em 5,5 ndo houve producdo de hidrogénio, mas quando o pH foi controlado em 6,0, 6,5
e 7,0 foi observado o predominio da fermentacéo através da formagao do acido butirico. A maior
producio volumética especifica de hidrogénio foi de 0,48 mmol H, g SSV h* quando o pH foi
mantido em 6,0, e 0 maior rendimento foi de 0,57 mmol H, g™* DQO em pH 7,0.

Fang e Liu (2002) constataram que a velocidade de producdo de hidrogénio e a acao
dos microrganismos hidrogenotréficos sdo afetadas pelo pH. O trabalho desenvolvido pelos
autores consistiu na operacdo de um reator anaerobio em batelada aplicado a degradacdo de
glicose com concentracdo inicial de 7,0 g L™ sob pH igual a 5,5. Durante o periodo experimental

ndo houve consumo de hidrogénio por arqueias metanogénicas para a produgdo de metano.
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Hwang et al. (2009) estudaram a influéncia da concentracdo do sulfato e do pH na
producdo de hidrogénio usando, como substrato glicose com concentracdo de 15 g L™ em
termos de DQO e obtiveram a melhor vazéo de hidrogénio no mesmo valor de pH encontrado
por Fang e Liu (2002), de 5,5, sendo o melhor valor de 5,4 L H, dia™. Quando o pH passou de
5,5 para 6,2, observou-se a diminuicdo na vazdo de hidrogénio de 5,4 para 4,5 L H, dia™.

van Ginkel et al. (2001) estudaram a variacdo da concentracao inicial de substrato e do
pH em reatores em batelada para a producdo de hidrogénio. A sacarose foi utilizada como
substrato e a concentragdo variou entre 0,5 e 44,8 g L™ em termos de DQO. A maior producéo
volumétrica de hidrogénio foi 74 mL L™ h™ em pH 5,5 e concentracdo de substrato de 7,5 g
DQO L™ com eficiéncia de converséo de 38,9%. O maior rendimento de hidrogénio foi de 4,9
mol H, mol™ sacarose em pH 5,5.

A literatura apresenta que o pH 6timo para producdo de hidrogénio esta na faixa entre
5,0e 6,5 (FANG et al., 2002; LIN & CHANG, 2004), porém ha trabalhos que fixam o valor
de 5,5 como o unico 6timo (FANG & LIU, 2002; MU et al., 2006; SHIN et al., 2007).
Entretanto, segundo Lay et al. (1999), vale ressaltar que valores de pH inferiores a 4,5 sdo
desfavoraveis a producdo de hidrogénio, pois pode ocorrer a inibicdo da atividade da
hidrogenase e de outras enzimas importantes e a consequente alteragdo das rotas metabdlicas

envolvidas no processo de producdo de hidrogénio.

3.2.5 Influéncia dos microrganismos

As bactérias produtoras de hidrogénio podem ser encontradas amplamente em ambientes
naturais, como no solo e em lodos de estacfes de tratamento de &guas residudrias que utilizam a
tecnologia anaerdbia. Desta forma, estes podem ser usados como o0s principais indculos dos

reatores anaerdbios que visam a producgdo de hidrogénio (WANG & WAN, 2009).
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Os processos fermentativos que utilizam consorcios microbianos apresentam vantagens
quando comparados com 0s que operam com culturas puras, pois a operacao dos primeiros é
mais simples, o controle do processo é mais facil e pode-se utilizar ampla fonte de substrato, ao
contrario das culturas puras, que apresentam uma faixa restrita de substrato. Porém, em um
processo fermentativo com consocio microbiano, o hidrogénio produzido pelos microrganismos
pode ser consumido pelas bactérias consumidoras de hidrogénio, podendo reduzir as velocidades
de obtenc&o de hidrogénio (HUNG et al., 2011).

Para reduzir a influéncia das bactérias consumidoras de hidrogénio, os inoculos de
cultura mista podem sofrer um pré-tratamento por certos métodos, com o objetivo de selecionar
as bactérias produtoras de hidrogénio. Entre os métodos de pre-tratamento do indculo pode-se
citar o choque térmico, a aeracdo, o congelamento e descongelamento, a adicdo de acido ou de
base e a adicdo de cloroformio (WANG & WAN, 2009).

Entretanto, como esta apresentado na Tabela 3.2, existe divergéncia sobre o método de
pré-tratamento ideal para a selecdo das bactérias produtoras de hidrogénio a partir de consércio
microbiano. A possivel justificativa para essa discordancia € a diferenca entre esses estudos em
termos do indculo, do método de pré-tratamento estudado, das condigdes especificas de cada
método de preé-tratamento e do tipo de substrato.

O pré-tratamento térmico do indculo seleciona os microrganismos formadores de
endosporos, pois sob elevadas temperaturas somente esses sobrevivem, enquanto, 0s
microrganismos ndo formadores de enddsporos, como as arqueias metanogénicas, serao
eliminados ou inibidos. Desta forma, o pré-tratamento térmico do in6culo favorece as bactérias
produtoras de hidrogénio ja que elimina ou inibe as bactérias consumidoras de hidrogénio e as

arqueias metanogénicas.
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Tabela 3.2: Levantamento de trabalhos ja realizados com pré-tratamento de indculo.

Rendimento
Método de preé- . maximo de ]
Inéculo tratamento Substrato Tipo de hidrogénio Pre—tra_tamento Referéncia
reator 1 otimo
estudado (mol H; mol
de substrato)
Acido, basico, _
Lodo choque térmico . . Wang;
- ~ ' Glicose Batelada 1,8 Choqgue térmico Wan
estabilizado aeracao e
P (2008a)
cloroférmio
Congelamento e
descongelamento, .
Esterco &cido, choque < Cheong;
. L Glicose Batelada 1,0 Acido Hassen
bovino térmico e 2-
(2006)
bromoetanosulfona
to de sddio
Acido, choque- _
GranuAIo_ térmico e Glicose Batelada 1,2 Cloroférmio Hu; Chen
metanogénico P (2007)
cloroférmio
Basico, acido 2- )
Lodo de bromoetano Zhu;
. - Sacarose Batelada 6,12 Base Béland
digestor sulfonico e (2006)
iodopropano
2-bromoetano
sulfonato de sodio, < 0,0317 2-
anlz;:r%?)io acido, choque- re;?(?lzjzria Batelada mmol H, g bromoetanosulfo gfo(g%%g;
térmico e quatro DQO nato de sodio '
combinacdes
Lodo de Choque térmico, Ren et al
decantador reaeracao, cido e Glicose Batelada 1,96 Reaeragéo '
- . (2008)
secundario bésico
Lodo aranular Choque térmico, Vinhaca da
gra cloroférmio, acido,  produgdo de 65,3 Luo et al.
anaerobio de e . Batelada 1 Nenhum
béasico e choque etanol a partir mL H, g~ SSV (2010)
UASB - .
fisico de mandioca
Choque térmico, Vinhaca da .
Lodo grqnular cloroférmio, acido,  produgéo de Mistura 52,9 Luo et al.
anaerdbio de L : Completa 1 Nenhum
bésico e choque etanol a partir mL H, g~ SSV (2010)
UASB . . (CSTR)
fisico de mandioca
Lodo Choque térmico Mu et al
anaerdbio de nog L Sacarose Batelada 2,00 Térmico '
UASB acido e bésico (2007)

Assim como o pré-tratamento térmico, o pré-tratamento &cido do inoculo seleciona o0s

microrganismos produtores de hidrogénio por meio da formacéo de enddsporos em condicBes

ambientais adversas. Assim, as bactérias produtoras de hidrogénio que formam enddsporos séo
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favorecidas enquanto as bactérias consumidoras de hidrogénio e as arqueias metanogénicas séo
inibidas ou eliminadas, pois s&o microrganismos ndo formadores de enddsporos.

Fernandes (2008), que utilizou o processo da autofermentacéo para inoculacéo do reator
para a producédo de hidrogénio, observou que as principais bactérias produtoras de hidrogénio
sdo pertencentes aos géneros Enterobacter sp. e Clostridium sp. As primeiras sdo bacteérias
Gram-negativas, anaerobias facultativas e responsaveis pela producéo de hidrogénio a partir
de carboidratos como fonte de carbono; e as Clostridium sp. sdo bactérias Gram-negativas,
formadoras de esporos, estritamente anaerébias e s@o 0s microrganismos dominantes em
sistemas de producao de hidrogénio com baixo tempo de detencdo hidraulica.

Amorim et al. (2009) aplicaram o pré-tratamento térmico, 90°C por 10 min, no lodo de
suinocultura para inativar as bactérias consumidoras de hidrogénio e selecionar as bactérias
produtoras de hidrogénio, como Clostridium sp e Baccillus sp, para a producao de hidrogénio em
reator anaerdbio de leito fluidificado, no qual o material suporte era argila expandida. No final da
operacao, os autores concluiram que o pré-tratamento do indculo e o baixo valor do pH foram
ferramentas eficientes na prevencgéo do desenvolvimento da populagéo formadora de metano.

Shida et al. (2009); Barros et al. (2010) e Barros et al. (2011) aplicaram 0 mesmo
processo de pré-tratamento térmico no mesmo indculo que Amorim et al. (2009) e observaram
gue o biogas era composto exclusivamente de hidrogénio e gas carbonico.

Kawagoshi et al. (2005) trabalharam com seis tipos de indculo (lodo de uma estacéo
de tratamento de aguas residuérias de lodos ativados, lodo digerido anaerobiamente, solo de
plantacdo de melancia, solo de pomar de kiwi, sedimentos de lago e composto aerdbio) e dois
métodos de pré-tratamento do in6culo (choque térmico e choque acido) para a produgédo
bioldgica de hidrogénio em reatores em batelada e observaram que os melhores resultados
foram obtidos com o in6culo de lodo digerido anaerobiamente pré-tratado com choque

térmico obtendo rendimento de hidrogénio de 1,35 mol H, mol™ de glicose.
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Além disso, os autores notaram que em alguns casos o condicionamento do inoculo
pode afetar negativamente a producdo de hidrogénio, como aconteceu com os sedimentos de
lago que sofreram pré-tratamento térmico e acido que apresentaram menor producdo de
hidrogénio do que o mesmo inoculo sem o pré-tratamento. Os rendimentos de hidrogénio para
0 in6culo sem o pré-tratamento, para o tratado com choque térmico e para o submetido ao
tratamento &cido foram, respectivamente, de 0,9; 0,6 e 0,7 mol H, mol™ de glicose.

Danko et al. (2008) estudaram dois indculos, um lodo suspenso e outro granular, e
dois tipos de pré-tratamento (acido 2-bromoetanosulfonico e autoclave) e observaram que o
pré-tratamento com o0 acido 2-bromoetanosulfénico apresentou melhores resultados para a
producdo de hidrogénio, chegando em alguns casos a atingir o triplo da producéo volumetrica
do que o observado no processo de pré-tratamento térmico. Comparando os dois inoculos, 0s
autores notaram diferencas de metabdlitos. Nos reatores inoculados com lodo suspenso, houve
a predominancia do acido acético e para os reatores inoculados com lodo granular, o acido
butirico foi o &cido que apresentou a maior porcentagem do total de acidos organicos.

Sa (2011) avaliou os pré-tratamentos acido, térmico e alcalino em um lodo anaerdbio
de estacdo de tratamento de esgoto sanitdrio do Rio de Janeiro para a produgdo de
biohidrogénio em reatores batelada. O maior rendimento ao longo das 120 horas de duracéo
do experimento foi de 4,62 mol H, mol™ de sacarose obtido no experimento com inéculo com
0 pré-tratamento térmico. No entanto, ap6s o apice, o rendimento diminuiu. Este fato também
foi observado nos reatores inoculados sem pré-tratamento e com pre-tratamento alcalino. Para
0 tratamento acido esse comportamento ndo foi observado, pois o pré-tratamento acido foi
mais efetivo em inibir os microrganismos consumidores de hidrogénio e ndo apresentou a
queda do rendimento de hidrogénio.

Alguns métodos de analises microbioldgicas, como PCR-DGGE, tém sido usados para

determinar a estrutura da comunidade microbiana durante a produgdo de hidrogénio. Estes
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podem ser usados para detectar alteracdes na estrutura da comunidade apds o pré-tratamento,
como foi observado por Ren et al (2008), que relataram alteragdes da comunidade microbiana e
do tipo de processo fermentativo predominante. Nos reatores com indculos que sofreram o preé-
tratamento térmico e alcalino, observou-se a predominancia da fermentacdo do acido butirico,
entretanto os reatores inoculados com lodo que sofreu o pré-tratamento acido e com o lodo sem
pré-tratamento apresentaram um sistema de fermentacdo mista e para o reator operado com

indculo que sofreu o tratamento de reaeracdo, houve a predominancia da fermentacéo de etanol.

3.3 Avancgos do grupo de pesquisa

As pesquisas que visam a producdo bioldgica de hidrogénio sdo recentes no
Laboratorio de Processos Biologicos do Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola
de Engenharia de Sdo Carlos - Universidade de S&o Paulo (LPB-EESC-USP) séo recentes,
sendo este laboratorio um dos pioneiros no Brasil a abordarem o tema.

Os primeiros trabalhos concluidos neste grupo de pesquisa que tinham o objetivo de
produzir hidrogénio em reator anaerdébio de leito fixo e fluxo ascendente a partir de agua
residuaria foram Fernandes (2008) e Peixoto (2008).

Fernandes (2008) avaliou a producdo bioldgica de hidrogénio em reatores anaerobios
de leito fixo avaliando a influéncia do material suporte e do tempo de detencdo hidraulico
(TDH). Os resultados obtidos mostraram que o material suporte (argila expandida, carvédo
vegetal e polietileno) ndo influencia a producdo bioldgica de hidrogénio visto que os
rendimentos de hidrogénio médio foram semelhantes para todos os materiais testados,

préximo a 4,4 mol H, mol™ sacarose para 0,5 hora e 3,3 mol H, mol™ sacarose para 2,0 horas.
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Desta forma, optou-se por utilizar aparas de polietileno de baixa densidade nos trabalhos
subsequentes, por ser um material suporte de baixo custo e ser viavel em larga escala.

Com relacdo ao TDH aplicado, Fernandes (2008) estudou TDH de 0,5 e 2 horas e
concluiu que o uso de 0,5 horas aumentou o rendimento de producdo de hidrogénio, no
entanto diminuiu relacdo entre a producdo volumétrica de hidrogénio obtida e a maxima
tedrica e a conversdo de substrato. Estes parametros de monitoramento para o polietileno
foram em média 70% e 84% para 2,0 horas e 38% e 59% para 0,5 horas, respectivamente.
Portanto, o TDH de 2,0 horas foi escolhido para ser utilizado nos demais trabalhos do grupo.

Peixoto (2008) aplicou o reator anaerobio de leito fixo e fluxo ascendente no
tratamento de &gua residudria de industria de refrigerante para a producdo bioldgica de
hidrogénio. Este trabalho comparou dois reatores um no qual houve adicdo de macro e
micronutrientes e outro que foi operado sem a adicdo destes e concluiu que a adicdo dos
nutrientes apresentou efeito negativo sob a producdo biologica de hidrogénio: o rendimento
de hidrogénio maximo foi de 4,2 mol H, mol™ carboidratos para o reator sem adic&o de micro
e macro nutrientes e de 2,5 mol H, mol™ carboidratos para o reator com adicéo de nutrientes.

Fernandes et al. (2010) avaliaram a potencialidade do uso de efluentes reais na
producdo biolégica de hidrogénio usando esgoto domeéstico, vinhaca da industria
sucroalcooleira e glicerol que ¢ efluente da producgdo de biodiesel. A vinhaca foi o substrato
que apresentou o melhor potencial para a producédo bioldgica de hidrogénio.

Anzola-Rojas (2010) estudou a influéncia da relagdo carbono e nitrogénio (C:N) na
producdo bioldgica de hidrogénio em reatores anaerobios de leito fixo e fluxo ascendente
utilizando efluente sintético a base de sacarose com 2000 mg L™ de concentracdo de DQO
(1780 mg L™ de sacarose). As relacdes C:N avaliadas foram 40, 90,140 e 190, calculados a

partir da quantidade de atomos de carbono e nitrogénio.
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A partir dos valores maximos de rendimento de hidrogénio obtidos em cada situacao
estudada, uma funcao foi ajustada e encontrou-se a relacdo 6tima igual a 137, para a producgéo
de hidrogénio resultando em um rendimento de 3,5 mol H, mol™ sacarose. Além disso,
percebeu-se que quando aplicada baixas relacdes de carbono e nitrogénio o crescimento
microbiano ocorre de maneira mais rapida diminuindo a producdo de hidrogénio; enquanto
em altas relacdes ha maior controle do crescimento de biomassa e maior rendimento de
hidrogénio.

Neste trabalho desenvolvido por Anzolas-Rojas, foi observada uma queda na producéo
bioldgica de hidrogénio apos se atingir o apice, em algumas relacdes testadas, a producéo do
biogas chegou a cessar completamente durante os 60 dias de operacdo. Esta instabilidade foi
explicada pela presenca de bactérias hidrogénio-oxidante e pela dificuldade da transferéncia
de massa entre a fase liquida e o biofilme e a fase liquida e fase gasosa.

Neste contexto, Lima (2011) estudou a influéncia da razdo de recirculacdo na
producdo biologica em reatores anaerobios de leito fixo e fluxo ascendente analisando a razéo
de recirculagdo de 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0. Os reatores anaerobios foram alimentados com agua
residuéria sintética base de sacarose com 2000 mg L™ de concentracéo de DQO (1780 mg L™
de sacarose) e relagdo C:N igual a 140.

O reator com o melhor desempenho tanto na conversdo do substrato quanto no
rendimento de hidrogénio foi o operado com razdo de recirculagéo de 0,5: 79% de eficiéncia
de conversdo de carboidratos e 1,43 mol H, mol™ sacarose. A partir dos valores maximos de
rendimento de hidrogénio obtidos em cada situacéo, foi ajustada uma fungéo que encontrou a
razdo de recirculacdo otima igual a 0,6, para a producdo de hidrogénio resultando em um
rendimento méximo de 4,2 mol H, mol™ sacarose e producdo volumétrica de hidrogénio de

128,13 mL H, ht L™,
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Lima (2011) também verificou instabilidade na producdo bioldgica de hidrogénio e
verificou-se que a mesma justificativa apresentada por Anzola-Rojas (2010), da presenca de

bactérias consumidoras de hidrogénio, explicava essa oscilacao.

3.4 Consideracoes finais

O gés hidrogénio obtido pela fermentacdo biologica a partir de aguas residuarias se
apresenta como um carreador de energia vantajoso do ponto de vista ambiental, visto que seu
uso em células combustiveis pode gerar energia elétrica tendo como produtos finais calor e
vapor de agua. Além disso, caso seja utilizada agua residudrias para sua geracao, apresentara
ampla disponibilidade a baixo custo e minimizard o passivo ambiental causado pelos
lancamentos de efluentes tornando o processo mais atrativo economicamente e
ambientalmente amigavel.

Na literatura, a maioria dos trabalhos disponiveis que abordam a origem e 0 pré-
tratamento do inoculo usam reatores em bateladas tipicas, ndo analisando a produgéo continua
de hidrogénio. Além disso, ndo h& consenso em relacdo qual é a melhor técnica de pré-
tratamento aplicado ao indculo. Assim, seguindo a linha de pesquisa de bioenergia realizada no
Laboratorio de Processos Bioldgicos da Escola de Engenharia de Sdo Carlos — Universidade
de Sdo Paulo (LPB-EESC-USP), o objetivo deste trabalho foi aplicar diferentes indculos e
diferentes técnicas de pré-tratamento para avaliar qual o mais eficiente na producdo de
hidrogénio em reatores anaerobios de leito fixo visto que ha poucos relatos do uso dessas

técnicas em reatores continuos.
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4 Material e métodos

4.1 Desenvolvimento de método para determinacdo de acidos organicos, alcoois
e carboidratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A producéo bioldgica de hidrogénio a partir de efluentes ricos em carboidratos é
atrativa por ser menos intensiva em energia e ser realizado em temperatura e pressdo
ambiente, de maneira mais segura (WANG & WAN, 2009). O hidrogénio € produzido através
de um processo fermentativo que gera diversos metabdlitos, dentre estes se destacam 0s
acidos organicos e os alcoois.

Diversas pesquisas usam meétodos separados para analises de alcoois, &cidos e
carboidratos. No Laboratorio de Processos Bioldgicos, usa-se 0 método do fenol-acido
sulfurico (DUBOIS et al., 1956) para a determinacédo de carboidratos totais; a metodologia da
cromatografia gasosa de ““headspace desenvolvida por Maintinguer et al.(2008) para a
determinacdo dos alcoois e acetona; e a metodologia de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) para determinacdo de onze acidos organicos de cadeia curta desenvolvida
por Lazaro (2009).

Com o desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia, é conveniente
analisar acidos organicos, alcoois e carboidratos usando o método de “all-in-one” (do inglés,
tudo em um) baseados nas colunas cromatograficas de resinas de troca iénica. (SCARLATA;
HYMAN, 2010).

Essas resinas sdo versateis, determinando diversos componentes organicos. Pecina et.
al. (1984) publicaram um trabalho no qual avaliavam 63 componentes em 5 temperaturas e

dois fluxos em uma coluna de troca i6nica (AMINEX® HPX-87H, BioRad). Esses
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pesquisadores identificaram as melhores temperaturas de operacdo da coluna para a separacao
de alcoois, formaldeidos, &cidos e carboidratos, que era em torno de 40 a 60°C.

Além disso, outro beneficio destas colunas € que as condi¢fes dos métodos séo
simples e convenientes, consistindo de uma solucédo diluida de &cido sulfurico que é o eluente
iscocratico e os compostos sdo detectados através do indice de refracdo. (SCARLATA;
HYMAN, 2010).

Desta forma, visando aperfeicoar as analises através da inclusdo de todos estes
componentes em uma Unica metodologia e de diminuir os residuos gerados, implementando
as ideias de sustentabilidade e de quimica verde, foi desenvolvida metodologia que consiste

em determinar alcoois, acidos organicos e carboidratos em uma unica corrida.

4.1.1 Instrumentacéo e condicao analitica

Usou-se um sistema para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
SHIMADZU® equipado com bomba LC-10ADVP, amostrador automatico SIL-20A HT,
forno CT-20A, dois detectores ligados em série: um detector de ultravioleta (UV) com arranjo
de diodos do modelo SDP-M10 AVP, um detector por indice de refracdo RID-10A; além do
controlador SCL-10AVP. A coluna utilizada foi AMINEX® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm:;
BioRad) e o software Class-VP (SHIMADZU®) para analisar os resultados. A Figura 4.1

apresenta o sistema cromatogréafico utilizado para o desenvolvimento desta metodologia.
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Detector de Indice de
refragdo RID-10A

Bomba

LC-10ADVP Detector de UV com

arranjo de diodos SPD-
MI10AVP

Injetor automatico
SIL-20AHT

Controlador SCL-
10AVP

Software Class-VP
(SHIMADZUF)

Figura 4.1: Fotografia do sistema cromatografico utilizado no desenvolvimento da
metodologia para determinacéo e quantificacdo de acidos organicos, alcoois e carboidratos.

Os 4cidos foram detectados pelo detector SDP-M10 AVP e os demais compostos
(carboidratos e &lcoois) pelo detector RID-10A.

Como fase mdvel (FM) usou-se solucdo de &cido sulfurico 0,005 M baseado na
metodologia descrita por Vonach et al. (1998), que utilizaram a coluna analitica Inores® H
(250mm x 7.8mm; Inovex,) para determinacdo de carboidratos, alcoois e &cidos organicos em
vinhos.

As variaveis testadas foram temperatura do forno de 30°C a 65°C e fluxo do eluente,

de 0,32 0,8 ml.min™.

4.1.2 Padrdes cromatograficos

Foram estudados 8 carboidratos, 3 alcoois, acetona e 12 &cidos orgénicos. Os
carboidratos utilizados foram: xilose, manose, celobiose, sacarose, galactose, frutose, glicose,

L-arabinose. Os &lcoois e acetona testados sdo os principais produtos da fermentacdo de
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carboidratos para a producdo de bioenergia: o metanol, etanol, n-butanol e a acetona. Os
acidos sdo os mesmos detectados pelo metodo descrito por Lazaro (2009): &cidos citrico,
malico, succinico, latico, férmico, acético, propibnico, iso-butirico, butirico, iso-valérico,
valérico e caprdico. Esses foram escolhidos como sendo os principais metabdlitos
possivelmente encontrados na producao de bionergia a partir de efluente sintético a base de
sacarose, da vinhaca da cana de acucar, do hidrolisado do bagago da cana de acucar e de
materiais ricos em carboidratos complexos, como, o papel.

Os padrbes cromatograficos dos acidos (citrico, mélico, succinico, formico, acético,
propidnico, iso-butirico, butirico, iso-valérico e valérico; e caproico) e dos alcoois (etanol, n-
butanol, metanol) apresentam 99% de pureza e foram obtidos da Sigma-Aldrich®. Os padrdes
da xilose, manose, galactose, L-arabinose (99% de pureza) foram adquiridos da empresa
Vetec Quimica Fina®. Os outros padrées dos carboidratos (celobiose, sacarose, frutose,
glicose) tém 99% de pureza e sdo da Synth®. O padrdo do 4cido latico (75% de pureza) foi
obtido da Tecno-Lab®.

O é4cido sulfarico foi obtido da JT Baker® com 99% de pureza e a agua foi

ultrapurificada em sistema Millipore Mili-Q®.

4.1.3 Preparo das amostras

Em 2,0 mL da amostra a ser analisada adicionou-se 80 uL de solucdo de acido
sulfurico 1 N (2M) para que o pH da amostra fosse inferior a 2, ja que este é a faixa de pH
ideal para separacdo dos analitos na coluna utilizada (PECINA et al., 1984). Em seguida, a

solucdo a ser injetada foi filtrada em membrana de acetato de celulose com poro de 0,2 um.

No injetor automatico, o volume injetado foi programado para 100 L.
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4.1.4 Elaboracéo das curvas de calibracao

4.1.4.1 Preparo das solucGes estoques

As solugdes estoques dos é&cidos foram preparadas com concentracdes de
aproximadamente 20 g L™, diluidas em &gua ultra purificada. Os 4cidos organicos pouco
solGveis em &gua, como acético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico e
caproico, foram diluidos em agua utrapurificada com adicao de hidroxido de sodio, de acordo
com a reacdo estequiométrica de neutralizacdo de cada acido. Essas solugdes-estoque foram
armazenadas em frascos plasticos e a -20°C até o seu uso. As solucdes dos carboidratos e
alcoois foram preparadas no mesmo dia de uso para evitar que elas se degradassem e/ou

volatilizassem.

4.1.4.2 Curva de calibracéo

Para preparar as solucOes dos pontos para a confeccdo da curva de calibragéo,
preparou-se uma solucdo-mée contendo todas as substéncias de interesse de concentragdo
conhecida de aproximadamente 1000 mg L™, a partir das solucBes estoque dos compostos
individuais. A partir desta solucéo, foram retiradas aliquotas para fazer as solugdes usadas na
curva de calibragdo, diluidas em &gua ultrapurificada. Na Tabela 4.1 sdo mostrados 0s
volumes da solugcdo mae utilizada para a concentragdo requerida na curva para um volume

final de 5 mL.
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Tabela 4.1: Volume da solugdo mée utilizada na diluicdo para cada um dos pontos da curva de
calibracdo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Co?rf]zml_r_"f‘)gao 50 10,00 2500 50,00 100,00 150,00 250,00 400,00 550,00 700,00 900,00
Volume da

solugdo mde 0,025 0,050 0,125 0,250 0,5000 0,750 1,250 2,0000 2,750 3,500 4,5000
(mL)

4.1.5 Validacédo do método

O método foi validado pela determinacdo de sua linearidade, precisdo, precisdo
instrumental e limites de detecgéo e quantificacdo de acordo com Damasceno et al. (2008),

Duarte et al. (2006) e Ribani et al. (2004).

4.15.1 Linearidade

A linearidade dos sinais aferidos e a concentragéo das substancias analisadas foram
avaliadas por meio da regressdo linear. A avaliacdo da significancia estatistica da regressao
foi feita realizando a Andlise de Variancia (Tabela 4.2) e pelos testes de ajuste ao modelo
linear (ALM), validade de regressdo (VR) e eficiéncia de regressao (ER) (Tabela 4.3) (CHUI

et al., 2001).
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Tabela 4.2: Médias quadraticas e grau de liberdade utilizados na analise da variancia (Teste
F).

\I;erlitaegg?) Soma dos Quadrados Sgg:ﬂjs dee Média quadratica
Total SQT =YXy} n MQT =51/,
Correcdo (“b”) FC =n.yd 1 FC
Total Corrigido SQC=Y¥(y; — yoo)2 n-1 MQC = SQC/n _1
rogresiao SQR = (v — ¥00)? 1 MQR = SQR
Residual SQE=Y ¥ (v; — yi)z n-2 MQE = MQE/n —2
Erro puro SQEP =3 ¥ (y; — ym)Z n-m; MQEP = SQEP/n —m
Falta de ajuste SQL = X (yi — ¥i0)? m; — 2 MQL = SQL/ml. -2

Fonte: CHUI et al., 2001.
n = ndmero total de medic¢bes (33); m; = numero de niveis com repeticdo de varidvel x (11); y; = valor da
variavel controlada; yo = média de todos os valores de y; y; = valor da variavel controlada calculada pela
equacdo obtida pela regressao; y;, = média das determinacdes repetidas no nivel i; O indice “i” refere-se ao nivel
da variavel independente X, o indice “j” refere-se as repeti¢Bes feitas em cada nivel de x. Nos casos SQR e SQL,
0s somatorios vao de i=1 até i=n. Nos casos de SQT, SQC, SQE, SQEP os primeiros somatdrios vao de i=1 até

i=m e os segundos vao de j=1 até j=n.

Tabela 4.3: Teste de linearidade e da eficiéncia de regresséo.

Teste F critico F obtido Condicao
Ajuste ao modelo linear F(mi_z;(n_mi);%) MQL/MQEP F critico < F ontido
(AML)
Validade da regressdo F, a MQR/MQE F critico >>F obtido
1;(n-2):7)
(VR)
Teste de eficiéncia
Eficiéncia (r’) SQR/SQC
Eficiéncia maxima (Fmay ) (SQC-SQEP)/SQC

Fonte: CHUI et al., 2001.

4.15.2 Precisao

A precisdo do sistema foi expressa como o coeficiente de variacdo (CV %) dos tempos

de retencédo de cada padrdo nas diferentes concentragdes dos pontos da curva de calibracéo.
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4.15.3 Precisdo Instrumental

A precisao instrumental do sistema foi expressa como o coeficiente de variacdo (CV
%) dos tempos de retencdo de nove injecdes repetidas de solucdo padrdo com concentracdo de

400 mg L™,

4.1.5.4 Limite de deteccédo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

O limite de detecgdo representa a menor quantidade de substancia que pode ser
detectada pelo método. O limite de quantificacdo (LOQ) representa a menor quantidade de
substancia que pode ser medida pelo método.

Ha trés maneiras diferentes de calcular esses critérios: método visual, método de
relagdo sinal-ruido e o método baseado em pardmetros da curva analitica. Neste trabalho

usou-se os pardmetros da curva analitica e as equacdes utilizadas sdo apresentadas a seguir:

B RMSE

LOD = 3,3 x (Equagéo 4.1)
_ RMSE

LOQ =10 x e (Equacdo 4.2)

Em que:
RMSE: raiz quadrada do erro quadratico medio

m: inclinacdo da equacdo de regressao linear

4.2 Producéo biologica de hidrogénio

4.2.1 Efluente sintético

Na Tabela 4.4, é apresentada a descri¢do da composi¢do da agua residudria sintética

com Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de 2000 mg L™ e relacdo C/N igual a 140
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(calculada pela relacdo entre atomos de carbono e nitrogénio). Essa relacdo carbono e
nitrogénio foi usada, pois é proxima a ideal para 0 maximo rendimento em reatores
anaerobios de leito fixo alimentado com agua residuaria a base de sacarose (ANZOLA-
ROJAS, 2010).

Tabela 4.4: Caracterizacdo do efluente sintético a ser utilizado.

Composicao Concentracdo (mg L™)
Sacarose (C12H2,011) 1781,24

Uréia (CH4N,0) 11,51

Oxido de selénio (Se0») 0,036

Fosfato de potassio monobasico (KH2PO,) 5,36
Fosfato de potéassio dibasico (K;HPO,) 1,3
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,4.2H,0) 2,76
Cloreto de célcio (CaCl,.6H,0) 2,06
Sulfato de niquel (NiSO,4.6H,0) 0,5
Sulfato ferroso (FeSO4.7H,0) 2,5
Cloreto férrico (FeCl3.6H,0) 0,25
Cloreto de Cobalto (CoCl,.2H,0) 0,04

Fonte: Del Nery (1987) adaptado.

Essa agua residuaria sintética serviu para alimentar o reator anaerébio de fluxo
ascendente que visava a producdo de hidrogénio. Para ajustar o pH da &gua residuaria
sintética préximo a 6,5, utilizava-se 0,25 mL de HCI 12 M e 500 mg de bicarbonato de sodio

por litro de meio.

4.2.2 Reator de leito fixo

Durante a realizacdo da parte experimental foram operados reatores anaerébios de
leito fixo de fluxo ascendente, cada um com volume total de aproximadamente 3,7 L. Os
reatores foram construidos em tubos de acrilico com didmetro interno de 80 mm, didmetro

externo de 88 mm e 750 mm de comprimento (Figura 4.2).



32

SAIDA DO BloGAs

SEPTO DE
0_ VEDAcAQ

b Salba o EFLUENTE

0

150

2
il

UF

53042562

PONTO DE COLETA

500

| ERN | N | Les,ﬂ_g

4}
-
5

10

ENTRADA DA AGU
RESIDUARIA 15

Figura 4.2: Desenho do reator anaerdbio de leito fixo de fluxo ascendente, as unidades estéo
em mm.

Cada reator tinha trés compartimentos: entrada de afluente, saida de efluente e leito;
separados por telas de aco inox de 5 mm de abertura presas nas flanges do reator. Essas
dimensbes sdo semelhantes as reportadas nos trabalhos realizado no LPB-EESC-USP
(FERNANDES, 2008; PEIXOTO, 2008; ANZOLA-ROJAS, 2010 e LIMA, 2011).

O comprimento do leito do reator era de 50 cm com cinco pontos de amostragem
equidistantes para estudo de perfil espacial. A parte superior do leito era vedada para evitar

possiveis vazamentos de gases. Alem disso, nesta regido foi alocado tubo em formato de “L”
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com extremidade apontada para o sentido oposto do fluxo liquido gasoso pelo qual saia o

efluente do reator.

Na Figura 4.3, o esquema da instalacdo experimental composta pelo reservatério do
afluente, a bomba de alimentacdo, o reator anaer6bio com 0s pontos amostrais, 0 septo de
coleta de amostra gasosa, a saida do efluente, o selo hidrico e 0 medidor de gas sdo

apresentados. Além disso, a foto do reator anaerébio é apresentada nesta mesma figura.

Reservatoério

Efluenteliquido

Pontosde amostragem

Reator biolégico

Figura 4.3: Aparato experimental para a producdo de hidrogénio e a foto do reator anaerdbio
de leito fixo e fluxo ascendente sem material suporte.

4.2.3 Meio suporte

Os reatores foram preenchidos com tiras de polietileno de baixa densidade, como
aparas de usina de reciclagem de plastico que serviu como material suporte para adesdo da
biomassa de acordo com os trabalhos de Fernandes (2008); Peixoto (2008); Anzola-Rojas
(2010) e Lima (2011).

Foi realizado o ensaio de granulometria do material suporte no Departamento de
Geotecnia da Escola de Engenharia de Sdo Carlos — Universidade de Sao Paulo. A massa da

amostra de material suporte foi aferida e depois foram submetidas ao ensaio de peneiramento
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utilizando peneiras com as seguintes aberturas comerciais; 12,70 mm, 9,52 mm, 7,53mm,
6,35 mm, 5,66 mm, 4,76 mm, 3,36mm e 2,00 mm. O ensaio foi realizado em Agitador
Solotest (n° 7, série 0805, Referéncia 1202230) com duracdo de 15 minutos e agitacdo
constante. Finalizada essa etapa, a massa retida em cada uma das peneiras foi aferida e
construiu-se a curva granulométrica.

O material suporte apresentou comportamento uniforme, com 80% de toda a massa
utilizada no ensaio retida na peneira com abertura de 4,76 mm. O restante ficou entre as
peneiras de abertura de 5,66 mm e 2,00 mm. A Figura 4.4 apresenta a fotografia do materia

suporte utilizado neste trabalho.

iy

Figura 4.4: Fotografia do material suporte de polietileno de baixa densidade utilizado no leito
do reator anaerobio de leito fixo fluxo ascendente para producgéo bioldgica de hidrogénio.

A porosidade do leito foi medida no inicio de cada opera¢do. O material suporte foi
disposto dentro do leito e adicionou-se agua. Do volume drenado descontou-se o volume dos
compartimentos de entrada e saida e calculou-se a porosidade do leito que foi de

aproximadamente 45% para todas as operagoes.
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4.2.4 Inoculos dos reatores

Um dos reatores foi inoculado por meio do processo de fermentagédo natural de acordo
com metodologia desenvolvida por Leite et al. (2008), sendo o controle do experimento,
enquanto o outro foi inoculado com os diferentes lodos de reatores anaerobios.

Foram utilizados os seguintes tipos de inoculos: lodo oriundo de reator anaerobio de
manta de lodo fluxo ascendente (UASB) aplicado ao tratamento de efluente de abatedouro de
aves (Avicola Dacar S.A) sem pré-tratamento (D), com pré-tratamento térmico (DT) e com
pré-tratamento acido (DA) e lodo de um reator UASB aplicado ao tratamento de dejetos de
suinocultura (Unesp-Jaboticabal) sem pré-tratamento (S), com pre-tratamento térmico (ST) e
com pre-tratamento acido (SA).

O pré-tratamento térmico do inoculo foi realizado para obtencdo de culturas
selecionadas de bactérias produtoras de hidrogénio por meio da metodologia do choque
térmico, que consiste em levar uma amostra do indculo para aquecimento a 90°C durante 10
minutos e depois resfria-lo a temperatura ambiente em cinco minutos (KIM et al., 2006a).

O pré-tratamento com 4&cido do inoculo foi realizado para obtencdo de culturas
selecionadas de bactérias produtoras de hidrogénio por meio do controle do pH, adicionando
4cido cloridrico (HCI) com concentracdo de 1,0 mol L™ até que o pH se estabilizasse em 3,0,
mantido nesse valor por 24 horas. Decorrido esse tempo, o pH era elevado a 6,98 com adicéo

de hidréxido de sédio com concentragdo de 1,0 mol L™ (WANG & WAN, 2008a).

4.2.5 Operacgao dos reatores

O método de fermentacdo natural consistiu em fermentar por trés dias a &gua
residuaria sintética. Depois, essa solugdo foi recirculada no reator pelo periodo de 5 dias para
desenvolvimento da biomassa (LEITE et al., 2008). Em seguida, o reator foi operado por um

periodo de 60 dias.
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O procedimento de inoculacdo dos outros reatores anaerdbios foi macerar o lodo
anaerobio, realizar o pré-tratamento como descrito no item 4.2.4. Depois disso, foi preparada
uma solucdo na qual 10% do volume eram do lodo anaerdbio e o restante completado com a
agua residuaria sintética. Essa solucao foi recirculada nos reatores pelo periodo de cinco dias
para que 0s microrganismos aderissem ao material suporte. Em seguida, o reator foi operado
por um periodo de 60 dias. Na Tabela 4.5, os valores dos solidos totais e solidos totais
volateis iniciais de cada um dos inoculos de lodo anaerdbio estudados séo apresentados.

Tabela 4.5: Concentracao de solidos totais e volateis iniciaos de cada um dos indculos de lodo
anaerobio estudados.

Inéculo Sélidos Totais (g L™) Sélidos Totais Volateis (g L™)
D 50,7 41,1
DT 38,9 32,9
DA 46,7 35,3
S 47,1 35,2
ST 47,1 35,6
SA 42,4 26,7

Durante os sessenta (60) dias de operacdo, o0 reator foi operado em modo continuo
com temperatura controlada a 25°C por meio de camara climatizada. O tempo de detencéo
hidraulica tedrico (TDH) aplicado foi de 2 horas, conforme os trabalhos anteriormente
realizados no LPB-EESC-USP (FERNANDES, 2008; PEIXOTO, 2008; ANZOLA-ROJAS,
2010 e LIMA, 2011). A vazdo afluente de agua residuaria foi mantida constante em 21 mL
min™.

No inicio, no meio e no final de cada fase da operacao, isto &, apos a recirculacéo, no
30° e 60° dia de operacdo, foram coletadas amostras de biomassa para serem analisadas
utilizando as ferramentas da biologia molecular. Com as amostras de biomassas do inicio e do
fim do periodo de operacao, foram realizados ensaios de microscopia.

Os ensaios hidrodindmicos foram realizados nos reatores sem biomassa € no final de

cada operacéo, para analisar a mudanca do escoamento. Além disso, apds o término de cada
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operacdo foi realizado o perfil espacial de algumas variaveis ao longo do reator para
futuramente subsidiar o desenvolvimento de modelo matematico da producéo biologica de
hidrogénio. Na Figura 4.5, um esquema do procedimento experimental realizado neste

trabalho ¢é apresentado.

ot tacs Lodo de reator Lodo de reator Lodo de reator Lodo de reator Lodo de reator Lodo de reator
LROICrTeriac= UASE de UASB de UASE de UASE de UASB de UASE de
(A) abatedouro de abatedouro de batedouro de sui Itura sem suinocultura com suinocultura com
aves sem pré- aves com pré- aves com pré- pré-tratamento pré-tr t pré-tr
tratamento (D) t t tr acido (s) térmico (ST) acido (SA)
térmico (DT) (DA)
h 4
Preparagdo do in6culo ‘ R Preparo do inéculo
ecirculagdo
(Fermentacéo do meio) 5 di s (meio +10% (v/v) do
3 dias ‘ LH indculo
ANALISES DE |
L
‘ MONITORAMENTO METODO
Coleta de Operagdo do
biomassa reator _>| Produg3o de biogds | | Medidor de gés Ritter®
60 dias
Cromatografia gasosa
| —)‘ Composicdo do biogds | LPB-EESC-USP
4
Mi ; ‘ Andlise d Perfil ESpadal do Temperatura, pH, DQ Standard Methods
Ccroscopia n s_e a reator 0, S5V (APHA, 2005)
comunidade ¢
microbiana i i Cromatografia Liquida de
Ensaio > Acidos e Alcobls | alta eficiéncia
Hidrodinamico
METODO | | PCR - DGGE 5 Sacarose | | Dubois et al., 1956

Figura 4.5: Esquema geral dos experimentos realizados.

4.2.6 Monitoramento das variaveis fisico-quimicas
Para fins de monitoramento, as analises das variaveis operacionais e a frequéncia sdo

apresentadas na Tabela 4.6. Além disso, nesta mesma tabela, encontra-se o método utilizado.
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Tabela 4.6: Variaveis operacionais analisadas.

Parametro Frequéncia Metodologia
Demanda Quimica de Oxigénio 4 vezes por semana Standard Methods (APHA,
(DQO) P 2005)
H 4 vezes por semana Standard Methods (APHA,
P P 2005)
Temperatura Didrio Standard Methods (APHA,
P 2005)
Sélidos Suspensos Volateis 2 Vezes Dor Semana Standard Methods (APHA,
(SSV) P 2005)
Sacarose 4 vezes por semana Dubois et al(1956)
x L Medidor de gas MilliGas-
Producéo de Biogas 4 vezes por semana counter da marca Ritter®
Composic¢do do Biogas 4 vezes por semana Cromatografia gasosa
Acidos Volateis 4 vezes por semana Cromatografia Liquida
Alcoois 4 vezes por semana Cromatografia Liquida

4.2.6.1 Medicdo volumétrica de biogéas

O volume de biogas produzido foi quantificado utilizando-se o medidor de gas
milligas-counter, da Ritter®. Os medidores estiveram acoplados durante todo o tempo de
operacdo com 0 objetivo de manter a pressdo dos reatores constante. Cada procedimento de
medicdo da vazao volumétrica de biogas consistiu em anotar o volume do biogas quantificado

pelo medidor durante um tempo definido.

4.2.6.2 Analise da composicéo do biogas

A composicdo do biogés gerada em cada reator foi avaliada por meio da retirada de
amostra (200 pL) do headspace dos reatores. A andlise foi realizada em cromatdgrafo gasoso
GC-2010 SHIMADZU®, equipado com detector de condutividade térmica (TCD), com coluna
CARBOXEN® 1010 plot 30 m X 0,53 mm, sendo o argénio o gés de arraste. As temperaturas
do injetor e do detector foram 220°C e 230°C, respectivamente, e na coluna a temperatura foi

130°C com aquecimento de 46°C min™ até 135°C.
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4.2.6.3 Andlise de acidos, alcoois e carboidratos

As analises de acidos (citrico, malico, succinico, latico, férmico, acético, propibnico,
isobutirico, butirico, isovalérico, valérico e capréico), alcoois (metanol, etanol e n-butanol) e
carboidratos (glicose e frutose) foram feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
usando a melhor condicdo operacional da metodologia desenvolvida no item 4.1, que foi de

fluxo de eluente de 0,5 mL min™ e temperatura da coluna de 43°C.

4.2.7 Avaliacdo microbiana

4.2.7.1 Andlises microscépicas

As caracteristicas morfologicas dos microrganismos foram observadas por
microscopia de contraste de fase usando o microscépio OLYMPUS® modelo BX60-FLA

equipado com o software Image Pro-Plus.

4.2.7.2 Avaliacdo da comunidade microbiana por PCR-DGGE

Vérias metodologias sdo propostas para estudos que envolvem a ecologia microbiana
de reatores biologicos. (PURDY et al., 1996; GODON et al., 1997; e GRIFFITHS et al.
2000). Para este trabalho, foi utilizado o protocolo de Griffiths et al. (2000) que consiste de

trés etapas:

Etapa 1 - Extracdo do DNA
Em tubos Falcon (15 mL), 0,5 g de biomassa foi agitada em vértex com 5 mL de
tampdo PBS 1 X e centrifugada a 6000 giros (y) por 10 minutos a temperatura de 4°C. Em

seguida, foi descartado o sobrenadante e repetido o procedimento por mais 2 vezes.



40

Ap0s a etapa de lavagem das amostras, foi adicionado ao pellet 0,5 g de pérolas de
vidro (150 — 212 1 m); 1 mL de tampdo PBS (1X); 1 ml de fenol tamponado equilibrado com
Tris; e 1 ml de cloroférmio, seguido de homogeneizagdo, em vortex, por 60 segundos e

centrifugacdo a 6000 giros (v ) por 10 minutos a temperatura de 4°C.
Apds centrifugacdo, foram transferidos aproximadamente 750 n L do sobrenadante

para um tubo eppendorf (1,5 mL) e adicionada a mesma quantidade de fenol. O tubo foi
submetido a agitacdo em vdrtex até a formacdo de uma emulséo e centrifugado sob as mesmas
condic¢des acima mencionadas.

O procedimento de transferéncia do sobrenadante foi repetido com os volumes de 500
e 300 « L a fim de reduzir os contaminantes das amostras. Entretanto, ao invés de acrescentar
a solucdo de fenol, foi adicionado o mesmo volume de cloroférmio. Por fim,
aproximadamente 100 u L do sobrenadante foram transferidos para outro tubo eppendorf,
armazenado 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 u L do extrato de acido nucleico

homogeneizado a 2 u L de loading dye. As condi¢des de corrida da eletroforese foram 75 V

constante por 30 minutos. Apds a corrida, o gel foi transferido para camara de trans-

iluminador UV (Stratagene — Eagle Eye Il) para observagédo dos resultados.

Etapa 2 - Amplificacéo pela reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
Na reacdo de amplificacdo para uma amostra (volume de 50 pL) foram usadas as

solugdes apresentadas na Tabela 4.7, que formam o mix utilizado na PCR.
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Tabela 4.7: Solucdo para amplificacdo dos fragmentos especificos do acido nucleico.

Reagente Volume (pL)
Agua ultrapurificada 34,0
Tampéo PCR 10 X 50
Cloreto de magnésio (MgCl2) 50 mM 15
dNTP 2 mM 5,0
Prmer forward (100 pmol/L) 1,0
Primer reverse (100 pmol/L) 0 1,0
Taq DNA polymerase (5 U/uL) 0,5
Template (50 — 100 ng) 2,0

Os primers especificos para 0 dominio Bacteria foram 0 968 FGC e 1401 R (NUBEL
et al., 1996).

Apbs preparacdo do “mix” as reagdes para amplificacdo do fragmento 16 S de DNAr
foram realizadas em termociclador, cuja programacéo encontra-se descrita na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Programacdo do termociclador para amplificacdo dos fragmentos de acidos
nucléicos pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Condicao da PCR para Dominio Bacteria

Numero de ciclos 30
Desnaturacao inicial 94°C durante 5 minutos
Desnaturagéo 94°C durante 45 segundos
Anelamento 94°C durante 45 segundos
Extenséo 72°C durante 1 minuto
Final da extenséo 72°C durante 1 minuto
Resfriamento 4°C

O produto da PCR foi verificado por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,4%
(m/v), conforme condigdes utilizadas para verificar a integridade e a concentracdo do DNA

extraido usando a camara de trans-iluminador UV (Stratagene — Eagle Eye II).
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Etapa 3 - Separacdo dos fragmentos dos genes amplificados por PCR utilizando a
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

O gradiente do gel de poliacrilamida utilizado foi 40% - 60% para o dominio Bacteria.
A composicao da solucdo do gel encontra-se na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Composicéo para o preparo de 100 mL do gel desnaturante.
Solucéo 0% 40% 60%

Bis-acrilamida 40% (mL) 20,0 20,0 20,0

TAE 50 X (mL) 2,0 2,0 2,0
Formamida (mL) 0,0 16,0 24,0
Uréia (g) 0,0 8,4 25,2

Ap0s preparacdo da solucdo do gel, foram montadas as placas de vidro e adicionado
100 L de APS e 10 u L de temed a 14 mL da solucdo de poliacrilamida. Em seguida, as

solugdes de concentracdo 40% e 60% foram transferidas simultaneamente para o “sanduiche”
por meio do aparelho injetor e, apdés 10 minutos, adicionada a solucdo do gel de 0% para
formacéo dos “pocos” com auxilio do “pente”.

Apds polimerizacédo do gel, os “pocos” foram lavados com a solugdo tampdo da
camara eletroforetica (7 litros de agua ultra-purificada acrescida de 140 mL de TAE 50 X) e
cada uma foi preenchida com 25 x L do produto da PCR homogeneizado com 4 . L de
loading dye.

As condigdes da eletroforese foram 75 V por 16 horas a 65°C. Em seguida, o gel foi
corado em solucdo de brometo de etidio por 15 minutos; lavado com agua Milli-Q por 5
minutos; e exposto a 254 nm para foto documentagéo por meio da camara de trans-iluminador

UV (Stratagene — Eagle Eye I1).
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4.2.8 Ensaios hidrodinamicos

Foram realizados estudos hidrodindmicos, tanto nos reatores sem biomassa no inicio
da operacdo quanto ao final de cada operacdo, para avaliar as mudancas nas caracteristicas do
padrdo de escoamento com o acumulo de biomassa. O TDH teorico aplicado foi de 2 h
(obtido com uma vazdo de 1,3 L.h™") e utilizou-se dextrana azul como tracador, o qual foi
aplicado nos reatores na forma de pulso segundo a metodologia de Levenspiel (2000).

Nos ensaios abioticos, o reator foi alimentado com agua do sistema publico de
abastecimento e foi dado um pulso de 50 mL de uma solugéo do tragador (concentragdo de 2,0
g L™ de dextrana azul). As amostras foram coletadas na saida do reator de 3 em 3 minutos
durante 4 h (2 vezes o TDH tedrico) e depois foram lidas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 650 nm.

Nos ensaios apds a operacdo, o reator foi alimentado com meio sintético e foi dado um
pulso de 50 mL de uma solucéo do tracador (concentragdo de 2,0 g L™ de dextrana azul). As
amostras foram coletadas na saida do reator de 3 em 3 minutos durante 4 h (2 vezes o TDH
tedrico), centrifugadas em 6000 giros (y) por 90 segundos e depois foram lidas em
espectrofotdbmetro.

Desta forma, foram obtidos os dados experimentais de concentracdo de dextrana azul,
por meio de curva padrdo de calibracdo no espectrofotbmetro, permitindo a confeccdo da
curva C (Concentracdo x Tempo). O TDH médio real foi determinado de acordo com a
Equacdo 4.3 (Levenspiel, 2000).

_ Jy tc(e).dt

O = Jy c@)de

(Equacdo 4.3)

Na qual, 6, € o TDH médio real, C a concentracdo do tragador e t o tempo.
A variancia (8%) das curvas, que indica a dispersdo da distribuico, foi calculada coma

Equacdo 4.4 (Levenspiel, 2000).
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[ (t—0)2.C(0).dt .
=20 e g(t) " (Equacdo 4.4)
7 C@).

52
A partir do célculo da variancia adimensional (8, %) (Equag&o 4.5) utilizou-se o modelo
de tanques de mistura completa em série e calculou-se o numero de reatores (N) com a

Equacéo 4.6 (Levenspiel, 2000).

2 52 x
6y = Yl (Equacéo 4.5)
h
N = 5% (Equacéo 4.6)
6
4.2.9 Calculos

De acordo com os resultados obtidos nas analises previamente descritas, utilizou-se o
Microsoft Excel® para os calculos da Equacdo 4.7 até a 4.16, valores maximos, valores
médios e desvio padrdo. Cada equacdo estd apresentada com as respectivas unidades de

medida.

e Vazdo de liquido no reator (Q):
1V
QImL min™] =& (Equacdo 4.7)
Na qual, V o volume 0til do reator e 8 o tempo de detencdo hidraulica tedrico aplicado,

2 horas.

e Velocidade de converséo de sacarose (vs):

[mmol h~1] = Q- (Cso — Csf)
vsim - MM (Equagio 4.8)

Na qual, Cs, € a concentracdo de sacarose no meio afluente, Cs; a concentracdo de
sacarose no efluente e MMg é a massa molar da sacarose.

e Vazdo de biogas (Q,):
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Vy - F
—11 _ 'm m
Qg [mLh™]=—

(Equacéo 4.9)
Na qual, V,, é o volume de gas marcado pelo medidor, F,, é o fator de calibracdo do
medidor obtido por calibragdo com bolhdmetro padrdo e t € o tempo da medida.
e Composicéo do biogas
Distribuigdo em porcentagem de hidrogénio (%jy, ), diéxido de carbono (%co,) €

metano (%cy, ) No biogas:

0p,, = 2
OH T~ T (Equacio 4.10)

o _ Nco,
002 — (Equacdo 4.11)

o _ Nch,
OCHy — ™ (Equacdo 4.12)

Na qual, ny,, nco, € ncy, correspondem a quantidade de cada um dos gases no
biogas: hidrogénio, dioxido de carbono e metano, respectivamente. Esse contetido foi medido
por cromatografia e calculado pelas curvas de calibracdo do cromatografo. O valor de n
corresponde ao numero de mols totais na amostra de gas injetado, calculado pela soma do
numero de mols de cada componente ((Equacao 4.13).

=My +Tco, T My (Equacdo 4.13)

e Vazdo molar de hidrogénio (vy, ):

Qg "Ny,

e
Vi, [mmol - h™] = = (Equagdo 4.14)

Na qual, V; corresponde ao volume da amostra coletado no headspace do reator e
injetado no cromatografo gasoso.
e Rendimento de hidrogénio (Y, ):

Yy, [molH, - mol L] =y
Hz 2 sacd ™y (Equacio 4.15)

e Producao volumétrica de hidrogénio (HPR):
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Qg ' %Hz

e B o N
HPR[mLy, -h™! - 17| = =— (Equagcéo 4.16)

4.2.10 Geracao de biomassa e conversao de substrato em biomassa (Y x;s)

Com os valores de solidos suspensos volateis, foi calculado o arraste de biomassa ao
longo do sistema multiplicando a vazdo de efluente liquido pela concentracdo de solidos
suspensos volateis e o tempo. Durante o intervalo das amostras de solidos aferidas, foi
considera que a concentragao que saia do reator era constante. Somando esses valores, obteve-
se o0 valor total de biomassa arrastada (BA) durante os sessenta (60) dias de operagdo do
sistema. A Equacdo 4.17 apresenta o calculo utilizado.

+ (tn - tn—l) ' SSVn]

(Equacéo 4.17)

No qual, BA é a massa de biomassa arrastada do sistema (mg), SSV corresponde a
concentracdo de sélidos suspensos volateis em determinado tempo segundo metodologia do
Standard Methods (APHA, 2005) (mg L™), Q é a vazdo afluente ao reator de efluente
sintético (L h™) e t é o tempo (h).

Para o calculo da biomassa aderida no material suporte foi coletada uma amostra no
fim da operacdo e adicionou-se 100 mL de agua destilada. Em seguida, levou-se esta mistura
para o aparelho de ultrassom por 20 minutos, para que a biomassa aderida ao material suporte
se desprendesse. Depois separou 0 material suporte da solugdo de biomassa. A amostra de
material suporte foi levado a estufa a 120°C por 20 minutos para secar e depois aferiu-se a sua
massa. Para a solucdo de biomassa, foi feita a analise de solidos totais segundo metodologia
do Standard Methods (APHA, 2005). Este procedimento foi realizado em triplicata.

Apos a operacdo, também foi calculada a quantidade de sélidos totais presentes no

liquido drenado do reator (APHA, 2005). Este procedimento foi realizado em triplicata.
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Com o valor da média de biomassa aderida por massa de material suporte e da massa
total do material suporte colocada no leito do reator anaerébio e do valor medio de sélidos
volateis presente no liquido drenado do reator apds a operacgdo, pode-se calcular o valor de
biomassa retida (BR) no reator anaerobio de leito fixo e fluxo ascendente no final da operacao

de acordo com a Equacao 4.18.

BR =Bm - MS + SVyren * Varen (Equacéo 4.18)

No qual, BR é a massa de biomassa retida no sistema (mg SV), Bm corresponde a
concentraco de sélidos volateis aderido por massa de material suporte (mg SV g™ de material
suporte), MS massa total de material suporte (g de material suporte), SVgren COrresponde a
concentracdo de solidos volateis no liquido drenado do reator apds o término da operagdo (mg
L) e Vren é 0 volume do liquido drenado do reator apés o término da operacgéo (L).

Assim, considerando que o arraste dos sélidos fixos e a concentragdo de solidos
dissolvidos ndo sdo significativos, a massa de biomassa gerada no sistema é calculada pela
Equacdo 4.19. A Equacéo 4.20 apresenta o balanc¢o de biomassa gerado, que inclui a biomassa
produzida no sistema menos a biomassa inserida no sistema, quando lodos anaerébios foram

utilizados como in6culos no reator.

BG = BR + BA (Equacdo 4.19)
BG = BR + BA — SViiciat * Viodo (Equacdo 4.20)

No qual, BG é a massa de biomassa gerada no reator anaerobio de leito fixo (mg
SV), BR ¢é a massa de biomassa retida no sistema (mg SV), BA é a massa de biomassa arrasta
do sistema (mg SV), SVinicia COrresponde a concentracdo de solidos volateis do inoculo
utilizado inserido no inicio da operac&o (mg L™) e Vi é 0 volume do inéculo utilizado no
inicio da operacdo (L).

Com valor total de sacarose consumida e de biomassa gerada, determinou-se o

coeficiente de conversdo de substrato em microrganismos, dividindo o segundo pelo primeiro.
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4.2.11 Tratamento dos dados e analise estatistica

Primeiramente, as variaveis de monitoramento da producdo biolégica de hidrogénio
(vazdo do biogas, porcentagem de hidrogénio e gas carbdnico no biogas, vazdo molar de
hidrogénio, producdo volumétrica de hidrogénio, conversdo de substrato, rendimento de
hidrogénio e sélidos suspensos volateis) para as setes condi¢cBes experimentais (A, D, DT,
DA, S, ST e SA) foram submetidas ao teste de normalidade D"Agostino utilizando o
programa BioEstat®. Esse teste tem o0 objetivo de verificar se os dados obtidos s&o
paramétricos, isto é, seguem uma distribuicdo normal, ou se eles s&o ndo paramétricos,
seguem uma distribuicéo estatistica diferente da distribuicdo normal.

O teste de normalida D’ Agostino foi utilizado, pois se destina para pequenas amostras,
com quantidade de dados a ser analisada igual ou superior a dez (10) unidades. A hipdtese de
nulidade, que os dados sdo paramétricos, deve ser rejeitada quando o valor calculado € menor
ou igual ao valor critico minimo ou maior ou igual ao valor critico méximo. Desta forma,
adota-se a hipdtese alternativa, de que os dados sdo ndo-paramétricos. Caso contrario, adota-
se a hipotese de nulidade que os dados sdo paramétricos.

Determinado se os dados seguem distribuicdo normal ou n&o, realizou-se o teste de
hipotese para as setes condi¢Bes experimentais (A, D, DT, DA, S, ST e SA). Esse teste
poderia ser a analise da variancia pelo teste F (ANOVA) se todos 0s grupos seguissem a
distribuicdo normal, ou seja, sendo dados paramétricos. No entanto, como pelo menos um dos
grupos analisados foi ndo paramétrico, o teste de hipdtese aplicado foi o Kruskal-Walis (K-W)
utilizando o programa BioEstat®. O teste de Kruskal-Walis tem o objetivo de verificar se os
dados provém de uma mesma populacdo com média e varidncia iguais, ou seja, Sdo
estatisticamente iguais, ou sdo de populacdes diferentes, apresentando diferenca estatistica

significativa.
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O teste de hipotese de Kruskal-Wallis foi adotado, pois se destina a comparar trés ou
mais populacdes independentes de mesmo tamanho ou desiguais. A hipotese de nulidade, que
os dados sdo estatisticamente oriundos de uma mesma populacdo, deve ser rejeitada quando o
valor calculado de H é maior que o valor critico de H (Hertico). Para um nivel de significancia
de 0,05 e com grau de liberdade igual a 6 (total de grupos analisados — 1), o valor critico de H

(Hcrl’tico) é 12,60.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Desenvolvimento de método para determinacéo de acidos organicos, alcoois

e carboidratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Entre as variaveis testadas, temperatura do forno e fluxo do eluente, as melhores
condicdes foram: temperatura da coluna de 43°C e fluxo de 0,5 ml.min™. Nas Figura5.1 e 5.2,
0s cromatogramas obtidos a partir do detector de ultravioleta e indice de refracdo sdo

apresentados, respectivamente.
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Figura 5.1: Cromatograma tipico da determinacdo de acidos por CLAE com detector de UV e
arranjo de diodo;com temperatura do forno de 43°C e fluxo 0,5mL.min™ com coluna
Aminex® HPX-87H.
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Figura 5.2: Cromatograma tipico da determinagdo de carboidratos e &lcoois por CLAE com
detector de indice de refracdo; com temperatura do forno de 43°C e fluxo 0,5mL.min*, com
coluna Aminex® HPX-87H.

A celobiose ndo foi detectada, pois este carboidrato € insolivel em agua. A sacarose
foi quebrada em glicose e frutose, pois ocorreu a hidrdlise acida desta substancia quando se
adicionou a solucédo de acido sulfdrico 1 N, motivo pelo qual estas substancias ndo aparecem
no cromatograma na Figura 5.2.

Diversos compostos apresentaram tempo de retencdo proximo como a xilose, manose,
galactose, L-arabinose e frutose e o &cido iso-butirico e acetona. Por este motivo foram
mantidos nesta metodologia a frutose e o &cido iso-butirico, que sdo importantes no
monitoramento de reatores anaerdbios aplicados a producéo bioldgica de hidrogénio a partir

de &gua residuaria sintética a base de sacarose que é objeto de trabalho desta pesquisa.

5.1.1 Validacdo do método
5.1.1.1 Linearidade

As curvas de calibragdo foram lineares na faixa de concentragdes investigada entre 5,0
e 900,0 mg L. Na Tabela 5.1, os dados das curvas de calibracio e do teste de eficiéncia de

regressdo de cada um dos analiticos sdo reumidos. De acordo com esses valores, pode-se
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afirmar que os coeficientes de correlacdo linear (R?) foram superiores a 0,95, fato que

evidencia a ocorréncia de linearidade (CHUI et al., 2001).

Tabela 5.1: Curva de regressao e teste de eficiéncia de regressao para as diferentes substancias

analisadas.

Analito Equacdo R? R? max
Acido Citrico y = 11240x + 50113 0,997 1,000
Acido Malico y = 9557,5x + 43528 0,999 1,000

Acido Succinico y = 8332,1x+29959 0,969 0,978
Acido Lético y = 5926,8x + 49125 0,970 0,977
Acido Férmico y =10596x + 57150 0,971 0,977
Acido Acético y = 25366x + 87459 0,999 1,000
Acido Propinico y =6270,6x + 54152 0,997 0,999
Acido Isobutirico y = 8075,9x + 24505 0,999 1,000
Acido Butirico y = 6383,5x + 28468 0,998 0,999
Acido Isovalérico y = 6297,4x + 40204 0,998 0,999
Acido Valérico y=5486,9x + 30559 0,998 0,999
Acido Capréico y =4386,2x - 6492.8 0,980 0,093

Glicose y =1584,4x + 1433.4 0,995 1,000

Frutose y =2964x +1319,2 0,999 1,000

Metanol y =208,75x + 299,83 0,967 0,991

Etanol y = 583,74x + 27245 0,965 0,091

N-Butanol y =1045x +5052,8 0,988 0,998

Na Tabela 5.2, os resultados dos testes de linearidade para uma significancia de 95%

sdo apresentados.



53

Tabela 5.2: Ajuste ao modelo linear e validade da regressdo para as diferentes substancias
analisadas.

Ajuste do Modelo Linear Validade da regressao
Analito
Festatistico Fobtido Festatistico Fobtido
Acido Citrico 1,511 90577
Acido Malico 1,782 96394
Acido Succinico 0,008 1376
Acido Lético 0,010 1342
Acido Férmico 0,005 1370
Acido Acético 0,982 103584
Acido Propi6nico 0,324 44379
Acido Isobutirico 0,427 68520
Acido Butirico 2,763 0,264 7,209 49754
Acido Isovalérico 0,470 18421
Acido Valérico 0,618 24137
Acido Caprdico 1,675 2830
Glicose 1,010 4881
Frutose 1,512 156525
Metanol 1,213 1431
Etanol 1,558 3567
N-Butanol 0,576 11630

De acordo com a metodologia descrita por Chui et al. (2001), se o valor de F obtido no
ajuste do modelo linear a partir da ANOVA for inferior ao F estatistica (Fobtido < Festatistica),
aceita-se a regressdo linear. Observando os dados na Tabela 5.2, se aceita a hipGtese de
nulidade, que a curva de calibragdo destas substancias é linear na faixa de concentracdo
testada, pois F obtido no ajuste do modelo linear a partir da ANOVA ¢é inferior ao F estatistico
critico para uma significancia de 95%.

O teste de validade da regressdo avalia se a inclinacdo da reta é diferente de zero.
Desta forma, quando o valor de F obtido a partir da ANOVA for superior ao F estatistica
(Fobtido >> Festatistica), @ iNClinacdo da reta de calibracéo é diferente de zero (nulo). Observando

os dados na Tabela 5.2, rejeita-se a hipdtese de nulidade, que o valor do coeficiente angular €
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igual a zero, e adota-se a hipotese alternativa, que o valor deste parametro é diferente de zero,
pois o valor de F obtido a partir da ANOVA é superior ao F estatistico critico para uma

significancia de 95%.

5.1.1.2 Precisdo do método e precisdo instrumental

Na Tabela 5.3 a precisdo do método e a precisdo instrumental, estimados pelo
coeficiente de variacdo (CV) dos tempos de retencdo para 0 método de determinacdo de
acidos organicos, alcoois e carboidratos em CLAE, sdo apresentados. O primeiro parametro
foi calculado a partir do tempo de retencdo dos analitos na curva de calibracdo; a precisdo
instrumental foi medida a partir de 9 injecdes da mesma solucdo padrdo com concentracdo de
400 mg L™,

Nas condicOes empregadas o CV para a precisdo do método variou de 0,0139 a
0,0522% e o para a precisao instrumental, de 0,023 a 0,052%. Os valores de CV obtidos
nestas analises foram semelhantes aos obtidos por Lazaro (2009), que variou de 0,0352 a
0,3258% para a precisdo do método de determinagdo de &cidos organicos e de 0,0632 a
0,1083% para a precisdo instrumental; e inferiores aos determinados por Damasceno et al.

(2008), que variou de 0,8 a 1,56% para 0 método de determinacao de aldicarbe.
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Tabela 5.3: Avaliacdo da precisdo do método e da precisdo instrumental para as diferentes
substancias analisadas.

Precisdo do Método

Precisédo Instrumental

Anali Tempo de Tempo de
nalito Retencdo Retencdo
(o) [0)
Média + Des. CV (%) Média + Des. CV (%)
Pad(min) Pad(min)
Acido Citrico 10,061 +0,00173 0,0172 9,894 +0,0051 0,052
Acido Malico 11,936 +0,0023 0,0193 11,747 +0,0056 0,048
Acido 14,557 +0,0027 0,0182 14,351 +0,0059 0,041
Succinico
Acido Latico 15,649 +0,0031 0,0195 15,426 +0,0062 0,040
Acido Férmico 16,823 + 0,0040 0,0240 16,583 +0,0066 0,040
Acido Acético 18,166 +0,0025 0,0139 17,971 +0,0070 0,039
Acido 21,464 +0,0050 0,0233 21,191 +0,0075 0,035
Prqpl_onlco
Acido 24,238 +0,0751 0,310 23,930 +0,0085 0,035
Isobutirico
Acido Butirico 26,344 +0,0065 0,0247 26,053 + 0,0085 0,032
Acido 30,341 +0,0070 0,0231 30,053 + 0,0083 0,027
Isovalérico
Acido Valérico 36,972 +0,0103 0,0278 36,653 +0,0101 0,030
Acido 56,085 + 0,0146 0,0261 55,620 +0,0253 0,046
Caproico
Glicose 11,383 +0,0031 0,0268 11,200 +0,0029 0,026
Frutose 12,296 +0,0031 0,0248 12,105 +0,0034 0,029
Metanol 23,073 +0,0085 0,0369 22,757 +0,0052 0,023
Etanol 25,730 +0,0105 0,0410 25,403 + 0,0057 0,023
N-Butanol 44,093 + 0,0230 0,0522 43,655 +0,0123 0,028

5.1.1.3 Limite de deteccéo e limite de quantificagéo

Os limites de deteccdo e de quantificagdo de cada

método sdo apresentados na Tabela 5.4.

um dos analitos analisados neste
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Tabela 5.4: Limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para as diferentes substancias
analisadas.

Analito LD (mg L™ LQ (mg LY
Acido Citrico 6,37 19,35
Acido Malico 6,58 19,95

Acido Succinico 4,09 12,39
Acido Latico 3,43 10,41
Acido Formico 2,39 7,22
Acido Acético 3,36 10,18
Acido Propi6nico 12,77 38,70
Acido Isobutirico 4,10 12,43
Acido Butirico 6,91 20,94
Acido Isovalérico 5,85 17,73
Acido Valérico 7,71 23,38
Acido Caproico 0,16 0,46

Glicose 3,39 10,26

Frutose 3,52 10,66

Metanol 20,91 63,37

Etanol 19,28 58,42

N-Butanol 23,02 69,76

5.2 Producéo biologica de hidrogénio

A producdo de biogas dos reatores inoculados por autofermentacdo (A), lodo
anaerobio de reator UASB tratando &gua residuaria de abatedouro de aves sem pré-tratamento
(D), lodo anaerdbio de reator UASB tratando agua residuéria de abatedouro de aves com pré-
tratamento térmico (DT), lodo anaerobio de reator UASB tratando agua residuéria de
abatedouro de aves com pré-tratamento acido (DA), lodo anaerobio de reator UASB tratando
rejeitos de suinocultura sem pré-tratamento (S), lodo anaerébio de reator UASB tratando

rejeitos de suinocultura com pré-tratamento térmico (ST), lodo anaerobio de reator UASB
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tratando rejeitos de suinocultura com pré-tratamento acido (SA) ao longo do tempo de
operacao ¢ apresentado na Figura 5.3. Neste periodo de operacdo (60 dias), ja esta descontado
o periodo de recirculacdo. Na Figura 5.4, o box-plot da producdo de biogas é apresentado. Os
valores médios, maximos e minimos da producdo de biogas sdao mostrados na Tabela 5.5.
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Figura 5.3: Variagdo temporal da producéo do biogas com os diferentes indculos: A (=), D (
—=-), DT(—), DA (=<), S (=),ST(-=) e SA (—).
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Figura 5.4: Boxplot da producdo do biogas com os diferentes indculos.
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Tabela 5.5: Valores médios, minimos e maximos do biogas produzido com os diferentes
indculos.

Qg (mL h™)
Indculo
Média Mediana 1° Quartil  3°Quartil  Minimo Maximo
A 177,6 + 133,5 1429 51,6 283,7 0 418,8
D 96,6 + 47,7 81,1 66,3 108,1 28,9 238,4
DT 173,9+ 1854 102,5 32,4 294,2 14,1 631,3
DA 245,2 + 86,3 242,1 196,2 278,9 69,1 572,3
S 59,8 +65,2 31,9 27,1 52,3 11,2 2445
ST 84,6 +83,5 69,2 39,5 83,5 3,7 390,7
SA 103,5+ 88,9 56,7 32,8 156,0 6,9 324,1

Os outliers, valores discrepantes representados por “*” na Figura 5.4, ndo foram
eliminados, pois, caso fossem retirados, todos os dados iniciais, do primeiro até o 15° dia de
operacdo, do reator inoculado com o lodo S seriam descartados. Outro motivo é a
instabilidade da producéo de biogés observada em todos os reatores na Figura 5.3.

Analisando as Figura 5.3 e 5.4 e a Tabela 5.5, nota-se que a produgdo de biogés foi
influenciada pela origem e pelo pré-tratamento do indculo. O maior valor médio da produgéo
de biogas foi do reator inoculado com lodo DA (245,2 + 86,3mL h™), o que pode indicar que
0S microrganismos presentes neste indculo estavam mais adaptados para as condi¢Ges de
operacdo do reator (TDH, substrato e temperatura) do que os demais. Esse inoculo
apresentou, também, a maior estabilidade na producéo do biogés, que pode ser observada pelo
valor do desvio padréo, pelo intervalo entre o 1° e 3° quartis (a altura do box) e os “bigodes”
do box-plot (Figura 5.4).

Observando a Figura 5.3, vale ressaltar que, embora a origem e o pré-tratamento do
indculo tenham influenciado a produgéo de biogas, todos tiveram 0 mesmo comportamento de
instabilidade, com aumento da producdo de biogéas até um maximo e depois a queda, se
aproximando de zero. Esse comportamento instavel foi observado por Anzola-Rojas (2010) e

Lima (2011) e sera discutido posteriormente no item 5.2.5.
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Esses autores, trabalhando com a mesma configuracdo de reator e condicdes
operacionais similares, obtiveram valores médios de vazédo do biogéas entre 131,1 e 423,4 mL
h™ para o inéculo da autofermentacéo (A), na mesma ordem de grandeza do alcancado neste
trabalho para o mesmo inéculo (177,6 + 133,5 mL h'™).

Foi realizado o teste estatistico de normalidade de D’Agostino para determinar se 0s
dados seguem a distribuicdo normal e se sdo paramétricos usando o programa BioEstat®.
Conclui-se que os dados de producdo de biogas sdo paramétricos para 0s inoculos A e SA;
entretando para 0s demais, eles sdo ndo-parametricos.

Desta forma, o teste hipotese de Kruskall-Walis foi realizado usando o programa
BioEstat® para analisar se os dados sdo estatisticamente diferentes.O valor de H obtido foi de
70,15 (p<0,0001) e é altamente significativo, pois para o nivel de significancia de 0,05 o valor
critico de H (Heriico) € 12,60. Portanto, rejeita-se a hipdtese de que a vazdo de biogas é
independente do in6culo e se aceita a hipdtese alternativa de que a vazdo de biogas é
dependente do indculo utilizado.

Analisando os valores da diferenca entre as médias dos indculos testados (Figura 5.5),
pode-se observa que a diferenca entre a média do lodo DA com A ndo e significativa, mesmo
havendo diferenga estatistica entre os dados. Para os demais inoculos testados a diferenca
entre as medias € significativa. Portanto, o in6culo DA apresentou o maior valor médio de

producéo de biogés.
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Figura 5.5: Diferenca entre as médias de cada inoculo obtidos pelo teste de hipotese de
Kruskall-Walis para a vazéo de biogés produzido. Os valores ns significam que a diferenca
ndo é significativa, ja p<0,05 entende-se que os valores sdo significativos ou muito
significativos.

A composicdo do biogas foi determinada através de cromatografia gasosa e
determinou-se a porcentagem de hidrogénio e gas carbonico, sendo os dados apresentados nas

Tabela 5.6 e 5.7 e nas Figura 5.6 a 5.9.

Tabela 5.6: Valores médios, minimos e méximos da porcentagem de H, no biogas produzido.

H, (%)
Inéculo
Média Mediana 1° Quartil  3° Quartil Minimo Maximo
A 60,7+7,2 60,6 56,2 63,9 474 78,4
D 54,6 £14,0 58,8 53,2 62,3 8,6 69,7
DT 61,8+54 62,2 58,4 65,8 48,6 72,7
DA 58,3+7,3 58,0 51,4 63,4 47,2 77,9
S 54,2 £ 10,6 55,6 50,1 62,1 18,4 68,2
ST 56,8 +54 57,3 53,1 59,3 46,9 76,7

SA 59,2+54 61,0 55,1 62,7 46,6 70,0
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Tabela 5.7: Valores médios, minimos e maximos da porcentagem de CO, no biogas

produzido
CO; (%)
Inéculo
Média Mediana 1° Quartil  3° Quartil Minimo Maximo
A 394+7,1 39,4 36,2 43,5 21,6 52,6
D 38,7+6,4 38,6 36,1 41,4 25,5 54,2
DT 38,2+54 37,6 34,0 41,6 0,0 51,4
DA 39,6+55 40,7 36,6 42,7 22,1 48,6
S 420+7,6 42,8 35,6 47,7 24,9 55,6
ST 418+45 41,3 40,4 45,1 23,3 50,3
SA 39,5+4,0 38,6 37,1 41,3 30,0 49,2
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Figura 5.6: Variacdo temporal da porcentagem de hidrogénio no biogas com os diferentes
indculos: A (=), D (=), DT(—), DA (=<), S (==),ST(-+) e SA (—+).
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Figura 5.7: Boxplot da porcentagem de hidrogénio (H;) no biogds produzido com os
diferentes inoculos.

60,00
50,00
40,00

30,00

20,00

Porcentagem de CO, (%)

10,00

0,00 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dia)

Figura 5.8: Variacdo temporal da porcentagem de gas carbdnico no biogas com os diferentes
indculos: A (=), D (=), DT(—), DA (=<), S (=), ST(-) e SA (—).
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Figura 5.9: Boxplot da porcentagem de gas carbdnico (CO,) no biogas produzido com o0s
diferentes inoculos.

O metano foi observado nos primeiros dias e/ou no final da operacdo dos seguintes
indculos: lodo anaerobio de reator UASB tratando agua residuéria de abatedouro de aves sem
pré-tratamento (D), lodo anaerdbio de reator UASB tratando agua residuéria de abatedouro de
aves com pré-tratamento &cido (DA), lodo anaerdbio de reator UASB tratando rejeitos de
suinocultura sem pré-tratamento (S), lodo anaerébio de reator UASB tratando rejeitos de
suinocultura com pre-tratamento térmico (ST) e lodo anaerdébio de reator UASB tratando
rejeitos de suinocultura com pre-tratamento acido (SA). O gréfico da variacdo temporal da

porcentagem de metano no biogas € apresentado na Figura 5.10.
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Figura 5.10: Variagdo temporal da porcentagem de metano no biogas com os diferentes
inoculos: D (—=), DA (=), S (=), ST(-) e SA ().

Conforme apresentado nas Figura 5.6 e 5.8 pode-se notar que as porcentagens de
hidrogénio e de gas carbdnico na composi¢do do biogas ndo se alteraram tanto quanto a
producdo de biogds em toda a operacdo. A porcentagem de hidrogénio foi levemente
decrescente (Figura 5.6) e a porcentagem de gas carbdnico foi crescente ao longo do periodo
de operacgdo para todos os indculos estudados.

Nas Tabela 5.6 e 5.7, as porcentagens médias de hidrogénio e gas carbdnico foram
similares para todos os indculos testados. O lodo DT foi o que apresentou a maior
porcentagem média de hidrogénio de 61,8% e a menor porcentagem média foi de 54,2% para
o lodo S. Para o gas carbdnico, a maior porcentagem média foi 42,0% e a menor média foi
38,2% para os indculos S e DT, respectivamente.

Analisando o desvio padrdo das porcentagens de hidrogénio e de gas carbdnico na
composicdo do biogés, apresentados nas Tabela 5.6 e Tabela 5.7 e nas Figura 5.7 e 5.9,
observa-se que quando hd o pré-tratamento do inéculo ocorre maior estabilidade da

composicdo do que quando os reatores foram inoculados com lodos anaerébios sem preé-
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tratamento. As técnicas de pre-tratamento ocasionaram a selecdo dos microrganismos
permitindo que a composic¢do do biogds ndo se modificasse significativamente ao longo da
operacao.

A porcentagem de metano no biogas produzido foi decaindo nos primeiros dias, pois

0S microrganismos metanogénicos foram carreados do reator, devido a velocidade especifica
méaxima de crescimento (Lmax) das arqueias metanogénicas, da ordem de 0,0167 h , ser inferior

ao das bacterias acidogénicas, que é de aproximadamente 0,083h_1. Dessa forma, as arqueias
metanogénicas foram incapazes de manter uma populacdo e acabaram sendo eliminadas do
sistema (CHEN et al., 2001).

Apos 0 30° dia de operacdo, a porcentagem de metano na composi¢cdo do biogés teve
um comportamento de crescimento. No reator inoculado com o lodo D, a porcentagem de
metano iniciou-se com 1% no 45° dia de operacdo e atingiu 12% no ultimo dia de operacédo
(60° dia). Esse reaparecimento de metano pode ser explicado pelo desenvolvimento de uma
populacdo metanogénica devido a anomalias do escoamento verificada pelo ensaio
hidrodindmico apos a operagdo (apresentado no item 5.2.7), que proporcionaram a retencédo e
as condigdes favoraveis para o crescimento destes microrganismos.

Portanto, 0s microrganismos metanogénicos, que sdo nao-formadores esporos, ndo
foram eliminados do consércio microbiano, mas foram somente temporariamente inibidos
pelas técnicas de pré-tratamento aplicadas aos inéculos.

As porcentagens de hidrogénio e gas carbdénico sdo similares as observadas nos
trabalhos de Lima (2011) e Anzola-Rojas (2010), que utilizaram como indculo o processo de
autofermentacdo (A) em condicdes operacionais similares &s usadas neste trabalho.

Amorin et al. (2009), Barros et al. (2011), Barros et al. (2010) e Shida et al. (2010)
utilizaram o lodo anaerdbio de reator UASB tratando rejeitos de suinocultura com pré-

tratamento térmico (ST) para a producao de hidrogénio em reatores fluidificados com o TDH
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variando entre 8 e 1 hora e obtiveram entre 40 e 60% em média de hidrogénio no biogas,
similares aos deste trabalho. No entanto, esses autores ndo detectaram metano na composicao
do biogas.

O teste estatistico de normalidade de D’Agostino foi realizado para as porcentagens de
hidrogénio e gas carbdnico para os diferentes inoculos testados. Concluiu-se que os dados de
porcentagem de hidrogénio sdo paramétricos para os inoculos A, DT, DA e SA e nao
paramétricos para os demais. Os dados de gas carbdnico sdo ndo-paramétricos para DA e ST e
paramétricos para 0s demais.

Foi realizado o teste hipétese de Kruskall-Walis usando o programa BioEstat® para
analisar se os dados sdo estatisticamente diferentes. Para a porcentagem de hidrogénio no
biogéas e para a porcentagem de gas carbénico, o valor de H obtido foi de 20,99 (p<0,0019) e
15,59 (p<0,0161), respectivamente, que séo significativos ja que o valor de H foi superior ao
valor critico (Hcritico) de 12,60 para o nivel de significancia de 0,05. Portanto, rejeita-se a
hipbtese de nulidade e se aceita a hipbtese alternativa de que as porcentagens de hidrogénio e
de gés carbbnico sdo dependentes do indculo utilizado. Os valores da diferenca entre as
médias dos indculos testados para as porcentagens de hidrogénio e de gas carbdnico sdo

apresentados respectivamente nas Figura 5.11 e 5.12.
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Figura 5.11: Diferenca entre as medias de cada indculo obtidos pelo teste de hipotese de
Kruskall-Walis para a porcentagem de hidrogénio na composicdo do biogas. Os valores ns
significam que a diferenca ndo € significativa, ja p<0,05 entende-se que os valores sdo
significativos ou muito significativos.
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Figura 5.12: Diferenca entre as medias de cada indculo obtidos pelo teste de hipotese de
Kruskall-Walis para a porcentagem de gas carbdnico na composi¢do do biogas. Os valores ns
significam que a diferenca ndo € significativa, ja p<0,05 entende-se que os valores sdo
significativos ou muito significativos.

Analisando os valores da diferenca entre as médias dos indculos testados para a
porcentagem de hidrogénio e de géas carbdnico (Figura 5.11 e 5.12, respectivamente), pode-se
observa que a diferenga entre a média de todos os inoculos € nédo significativa na maioria das

comparagdes, mesmo havendo diferenca estatistica entre os dados. Portanto, ndo se pode
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afirmar qual € o inéculo que apresenta o maior valor médio da porcentagem de hidrogénio e o
menor valor médio da porcentagem de gas carbdnico.

A vazéo molar de hidrogénio (vy,) foi determinada a partir dos valores de producdo
volumétrica de biogés e a porcentagem de hidrogénio no biogéas (Figura 5.13). O box-plot da
vazdo molar de hidrogénio e os valores médios, minimos e méaximos sdo apresentados na

Figura 5.14 e na Tabela 5.8, respectivamente.

30 -

Vazdo molar de H, (mmol h)

Tempo (dia)

Figura 5.13: Variagdo temporal da vazdo molar de H, com os diferentes indculos: A (=), D (
=), DT(—), DA (=<), S (=), ST(-») e SA (—).
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Figura 5.14: Box-plot da vazdo molar de hidrogénio com os diferentes indculos.

Tabela 5.8: VValores médios e méximos da vazdo molar de hidrogénio
vy, (mmoL h')

Indculo
Média Mediana 1° Quartil  3°Quartil Minimo Maximo
A 5645 4,6 14 8,2 0 15,3
D 2315 2,1 15 2,7 0,2 7,0
DT 6,1+7,3 2,7 0,8 11,4 0,3 25,5
DA 76+33 7,1 50 9,3 2,0 19,6
S 16+22 0,6 0,4 1,2 0,2 8,1
ST 2427 18 1,0 2,2 0,1 12,8
SA 30+31 15 0,9 4,5 0,1 10,6

O maior valor médio foi de 7,6 mmol H, h™ quando o reator foi inoculado com o lodo
DA e 0 menor valor médio foi de 1,6 mmol H, h™ para o reator S (Tabela 5.8).

O comportamento da vazdo molar de hidrogénio foi instavel, chegando a cessar em
alguns inoculos (A e S), idéntico ao comportamento observado na producao de biogés, ja que
essa variavel é utilizada no calculo da vazdo molar de hidrogénio. Esse comportamento
instavel foi observado por Anzola-Rojas (2010) e Lima (2011) para o in6culo obtido pelo

processo de autofermentagdo (A) e seré discutido posteriormente no item 5.2.5.
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Analisando a Figura 5.14 e os valores médios (Tabela 5.8), os valores da vazdo molar
de hidrogénio dos indculos com pré-tratamento acido e térmico (DT, DA, ST e SA) foram
superiores aos valores observados para os indculos sem pré-tratamento (D e S). Entre a
origem do in6culo nota-se que o processo de autofermentacdo (A) apresenta valores maiores
que as outras duas origens testadas, porém os valores de A sdo mais discrepantes do que 0s
outros dois. A maior vazao molar média de hidrogénio entre todos os indculos testados foi
observada na condicdo DA. Além disso, a menor altura do box indica uma maior
homogeneidade dos dados quando comparada com o lodo A e DT que obtiveram valores
médios proximos.

Como os demais parametros, foi realizado o teste estatistico de normalidade de
D’Agostino para a vazdo molar de hidrogénio e concluiu-se que os dados de vazao molar de
hidrogénio sdo paramétricos somente para o inoculo A e ndo paramétricos para os demais.

Foi realizado o teste de hipdtese de Kruskall-Walis e determinou-se que os dados séo
estatisticamente diferentes, pois o valor de H foi de 71,6 (p<0,0001), maior que o valor de
Heritico (12,60) para o nivel de significancia de 0,05. Os valores da diferenca entre as médias
da vazdo molar de hidrogénio para os inoculos testados obtidos pelo teste de hipotese de

Kruskall-Walis s&o apresentados na Figura 5.15.
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Figura 5.15: Diferenca entre as médias de cada indculo obtidos pelo teste de hipdtese de
Kruskall-Walis para a vazdo molar de hidrogénio. Os valores ns significam que a diferenca
ndo é significativa, ja p<0,05 entende-se que os valores sdo significativos ou muito
significativos.

Analisando os valores da diferenca entre as médias da vazdo molar de hidrogénio dos
indculos testados (Figura 5.15), pode-se observar que a diferencga entre a média do lodo DA e
a média do indculo A ¢é ndo significativa, mesmo havendo diferenga estatistica entre os dados.
Entretanto, a diferenga entre a média do ino6culo DA e os demais é significativa. Portanto, o
indculo DA foi o reator que apresentou o maior valor medio de vazdo molar de hidroganio.

A producao volumétrica de hidrogénio foi obtida pela raz&o entre a vazéo volumétrica
de hidrogénio e o volume util do reator (Figura 5.16). O box-plot e os valores médios e
maximos sdo apresentados na Figura 5.17 e na Tabela 5.9, respectivamente. O valor maximo
obtido foi de 195,6 mL H, h™ L™ para o lodo DT e 0 menor valor foi para o reator inoculado

com o lodo A, pois ndo foi mensurado pelo medidor de gas nenhum volume de biogas

produzido pelo reator.
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Figura 5.16: Variagdo temporal da producdo volumétrica de hidrogénio com os diferentes
inéculos: A (=), D (-=-), DT(—), DA (=), S (=), ST(-) e SA (—).
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Figura 5.17: Box-plot da produgdo volumétrica de hidrogénio (HPR) com os diferentes
indculos.
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Tabela 5.9: Valores médios e maximos da producdo volumétrica de hidrogénio (HPR).

HPR (mL H, h* L™

Inéculo
Média Mediana 1° Quartil  3° Quartil Minimo Maximo

47,3 + 36,1 41,6 13,1 73,7 0 118,4

D 23,2+140 191 15,8 27,4 2,1 59,8
DT 51,7+ 56,1 29,3 8,5 96,2 3,5 195,6
DA 61,6 + 25,3 63,4 44,2 75,3 15,1 161,2
S 151+19,1 7,3 5,0 11,8 1,3 67,1
ST 21,1+228 16,9 8,9 19,0 0,9 109,4
SA 26,7 + 23,6 14,6 7,8 40,4 1,9 82,9

Os valores obtidos no reator inoculado pelo processo de autofermentacdo foram
inferiores aos obtidos por Lima (2011), Anzola-Rojas (2010) e Fernandes (2008). Isso pode
ser justificado pela mudanga dos tamanhos de particula do material suporte, que diminui a
porosidade do leito e dificultou o desenvolvimento dos microrganismos nos intersticios. O
tamanho das aparas de polietileno de baixa densidade utilizadas nos trabalhos anteriores
apresentava didmetro equivalente de 2,0 cm, garantindo uma porosidade do leito de
aproximadamente 60%, diferente do utilizado neste trabalho. O didmetro equivalente das
aparas deste trabalho era de 0,4 cm, o que resultou em porosidade do leito da ordem de 45%,
diminuindo, assim, 0s espacos vazios para 0 crescimento dos microrganismos nos intersticios
e consequentemente a producao de hidrogénio.

O teste estatistico de normalidade de D’Agostino foi realizado para a producao
volumétrica de hidrogénio (HPR) e concluiu-se que os dados sdo paramétricos somente para o
indculo A e SA e ndo paramétricos para 0s demais.

O teste de hipotese de Kruskall-Walis determinou que os dados séo estatisticamente
diferentes pois o valor de H de 126,5 (p<0,0001) é maior que o valor de Hcritico (12,60) para o
nivel de significancia de 0,05. Os valores da diferenca entre as médias dos inoculos testados
para a producdo volumétrica de hidrogénio obtidos pelo teste de hipdtese de Kruskall-Walis

sdo apresentados na Figura 5.18.
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Figura 5.18: Diferenca entre as médias de cada in6culo obtidos pelo teste de hipdtese de
Kruskall-Walis para a producdo volumétrica de hidrogénio (HPR). Os valores ns significam
que a diferenca ndo € significativa, ja p<0,05 entende-se que os valores sdo significativos ou
muito significativos.

Analisando os valores da diferenca entre as médias dos indculos testados (Figura
5.18), pode-se observar que as diferencas entre a média do lodo DA e o inéculo A e DT sdo
ndo significativas, mesmo havendo diferenca estatistica entre os dados. Todavia a diferenca
entre a média do in6culo DA com os demais é significativa. Portanto, o in6culo DA foi o que
apresentou o maior valor médio de producdo volumétrica de hidrogénio (HPR).

Todos os indculos testados apresentaram capacidade de usar a sacarose como
substrato, porém a eficiéncia de conversdo de sacarose demonstra instabilidade operacional ao

longo do periodo de operacdo (Figura 5.19).
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Figura 5.19: Variacdo temporal da eficiéncia da conversdo da sacarose com os diferentes
indculos: A (=), D (-==), DT(=), DA (=-), S (=), ST(-—+) e SA ().

O comportamento instavel da conversdo de sacarose (medida pelo método do Dubois
et al., 1956) pode ser explicado por dois motivos. O primeiro € que no inicio da operagédo
havia uma comunidade microbiana proteolitica, que provavelmente ndo estava habituada em
utilizar a sacarose como substrato, havendo variabilidade na conversdo do substrato. Com o
passar do tempo os organismos foram se adaptando e aumentando a eficiéncia de conversao
do substrato até atingir um apice. Apos esse pico, houve outra instabilidade na conversédo de
sacarose provocada pela anomalia do escoamento devido ao aumento do polimero extracelular
(dado meramente visual). Assim, esse € 0 segundo motivo para a explicacdo do
comportamento instavel da conversao da sacarose.

Fernandes (2008) observou instabilidades na conversdo de sacarose e creditou este
fato a producdo fermentativa de hidrogénio ser um processo intermediario da degradacgéo
anaerodbia, no qual ha a conversdo incompleta da matéria organica havendo um residual de

substrato.
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Na Tabela 5.10, sdo apresentados os valores médios, maximos e minimos para cada
um dos inoculos testados e, na Figura 5.20, o box-plot com todos os reatores operados neste
trabalho.

Tabela 5.10: Valores médios, minimos e maximos da converséo de sacarose para cada inoculo
estudado.

Conversédo de Sacarose (%)

Indculo
Média Mediana 1°Quartil  3°Quartil Minimo  Maximo
A 55,8 + 16,8 58,5 46,9 65,7 12,8 84,6
D 42,7171 40,1 30,5 54,0 12,3 75,8
DT 50,8+ 11,9 51,6 43,5 61,1 17,4 66,8
DA 70,5+ 117 71,5 63,1 77,0 40,2 91,5
S 42,4 +95 40,7 38,1 47,4 16,7 61,8
ST 62,6 +74 63,8 56,6 68,1 46,5 75,0
SA 56,9+9,8 57,5 49,3 65,3 36,5 71,4
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Figura 5.20: Box-plot da conversdo de sacarose com os diferentes indculos estudados.

A maior média de conversdo da sacarose foi de 70,5% no reator inoculado com DA e
0 menor valor foi de 42,4% observado no inoculo S (Tabela 5.10).
Os resultados da Tabela 5.10 e Figura 5.20 mostram que a conversdo da sacarose dos

inoculos com pré-tratamento acido e térmico (DT, DA, ST e SA) foram superiores aos valores
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observados para os inoculos sem pré-tratamento (D e S). Este resultado pode estar associado
ao fato dos inoculos sem pré-tratamento terem sido impactados pelas condi¢cdes operacionais
do reator (TDH, temperatura e substrato) permitindo que alguns microrganismos presentes
nestas comunidades fossem eliminados do reator, diminuindo a eficiéncia de conversdo de
sacarose. Nos inoculos pré-tratados, a eficiéncia de conversdo de sacarose foi maior devido a
selecdo dos microrganismos que possivelmente estavam mais adaptados as condicGes
operacionais.

A maior conversao de sacarose foi observada na condicdo DA e a baixa altura do box
na Figura 5.20 indica uma maior homogeneidade dos dados quando comparada com o lodo A
e DT que obtiveram valores médios préximos. No entanto, o reator mais estavel foi o S que
apresentou 0 menor intervalo interquartis (altura do box).

Anzola-Rojas (2010) e Lima (2011), que trabalharam em condi¢des similares as do
presente trabalho e utilizaram o inoculo do processo de autofermentacdo (A), apresentaram
taxas de conversdes superiores as obtidas neste trabalho. Anzola-Rojas (2010) alcancou
médias de conversdo superiores a 80% para todas as relacbes C:N e Lima (2011) obteve
médias superiores a 65% de conversdo de substrato para varias razdes de recirculacdo do meio
liquido avaliadas. A diferenca entre estes trabalhos e o presente estd na porosidade do leito.
Segundo Lee e colaboradores (2003), quanto menor a porosidade da matriz do material
suporte, menor serd a conversao de sacarose e a producao volumétrica de hidrogénio (HPR).

Foi realizado o teste estatistico de normalidade de D’Agostino usando o programa
BioEstat® para a conversdo de sacarose e concluiu-se que os dados s&o ndo paramétricos para
A e D e paramétricos para os demais. Realizou-se o teste de hipotese de Kruskall-Walis
usando o programa BioEstat® e determinou-se que os dados sdo estatisticamente diferentes

pois o valor de H foi de 97,7 (p<0,0001), maior que o valor de Hritico (12,60) para o nivel de
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significancia de 0,05. Os valores da diferenca entre as médias pelo teste de hipdtese de

Kruskall-Walis séo apresentados na Figura 5.21.

o
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Figura 5.21: Diferenca entre as médias de cada inoculo obtidos pelo teste de hipdtese de
Kruskall-Walis para a conversdo de sacarose. Os valores ns significam que a diferenca ndo é
significativa, j& p<0,05 entende-se que os valores sdo significativos ou muito significativos.

Analisando os valores da diferenca entre as medias dos inoculos testados (Figura
5.21), pode-se observar que a diferenca entre a média do lodo DA com os demais €
significativa com excecdo do inoculo ST que apresentou diferenca ndo significativa entre as
médias, mesmo havendo diferenca estatistica entre os dados. Portanto, o indculo DA foi o que
apresentou 0 maior valor médio da conversédo de sacarose.

Com o consumo de substrato e a vazdo molar de hidrogénio, calculou-se o rendimento
do sistema, cujo comportamento temporal esta apresentado na Figura 5.22 para todos os
inoculos testados. Como ja foi comentado anteriormente para a vazdo de biogas, a vazédo
molar de hidrogénio e a eficiéncia de conversao de sacarose, também houve instabilidade no
rendimento de hidrogénio e sera discutido posteriormente no item 5.2.5. Segundo Show et al.
(2011), o rendimento de hidrogénio ndo pode ser mantido constante em reatores de leito fixo
por causa do gradiente de distribuicdo do pH ao longo do reator, 0 que causa uma distribuicéo

heterogénea da atividade microbiana.
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Figura 5.22: Variagdo temporal do rendimento de hidrogénio (Yy,) com os diferentes
inéculos: A (=), D (-=), DT(—), DA (=<), S (=), ST(-=) e SA (—).

O maior valor médio foi obtido com o inéculo A com 2,1 mol H, mol? sacarose

(Tabela 5.11), porém os inoculos DT e DA apresentaram médias proximas de 2,0 mol H;

mol™ sacarose. A menor média de rendimento ao longo do periodo foi do inéculo S e ST com

0,7 mol H, mol™ sacarose. Na Figura 5.23, o box-plot do rendimento de hidrogénio para todos

0s indculos testados ¢ apresentado.

Tabela 5.11: Valores médios, minimos e maximos de Yy, para os indculos testados.

Yy, (mol H, mol™ sacarose)

Indculo
Média Mediana 1°Quartil  3°Quartil Minimo Maximo
A 21+18 1,6 0,4 31 - 6,8
D 1,0+£0,9 0,7 0,5 1,1 0,2 4,4
DT 20+£2.2 1,0 0,3 3,5 - 6,9
DA 20+11 19 1,2 2,6 0,4 6,3
S 0,7+0,9 0,3 0,2 0,6 - 4,0
ST 0,7+0,7 0,5 0,3 0,8 0,0 3,3
SA 1,0+0,9 0,5 0,3 1,3 0,0 31
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Figura 5.23: Box-plot do rendimento de hidrogénio com os diferentes indculos estudados.
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Os resultados da Tabela 5.11 e Figura 5.23 demonstram que a origem e 0 pré-
tratamento do inoculo influenciaram no rendimento de hidrogénio. Os valores dos indculos
sem pré-tratamento (D e S) foram inferiores aos valores medios obtidos com os inéculos que
sofreram algum tipo de pré-tratamento. No entanto, estes foram mais heterogéneos do que os
primeiros. Esse resultado pode ser explicado pelo impacto das condi¢Ges operacionais do
reator na comunidade microbiana dos indculos in natura e pela selecdo dos microrganismos
com o pré-tratamento do indculo.

Anzola-Rojas (2010) e Lima (2011), que utilizaram o indéculo do processo de
autofermentacdo (A) e trabalharam em condi¢Ges operacionais similares ao do presente
trabalho, apresentaram rendimento de hidrogénio préximo ao obtido com este in6culo no
presente trabalho. Esses autores alcangaram médias de rendimento de hidrogénio superiores a
1,5 mol H, mol™ sacarose em todos os experimentos realizados.

Fernandes (2008) estudou diferentes indculos em reatores em batelada e obteve

rendimento de hidrogénio de 2,54 mol H, mol™ sacarose e 0,22 mol H, mol™ sacarose para o
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inbculo oriundo do reator acidogénico de leito fixo preenchido com argila expandida
previamente inoculado pelo processo de autofermentacdo (A) e lodo anaerébio de abatedouro
de aves com pré-tratamento térmico (DT), respectivamente.

Sé& (2011) estudou trés tipos de pré-tratamento em lodo anaerobio de estacdo de
tratamento de esgoto sanitario do Rio de Janeiro para a producdo de biohidrogénio em
reatores em batelada (alcalino, térmico e &cido) e observou que no pré-tratamento acido néo
ocorreu a queda do rendimento apos o apice. Esse comportamento foi similar ao observado no
inbculo DA, pois este pre-tratamento provavelmente foi mais efetivo em inibir os
microrganismos consumidores de hidrogénio.

Foi realizado o teste estatistico de normalidade de D’Agostino usando o programa
BioEstat® para o rendimento de hidrogénio e concluiu-se que os dados sdo paramétricos
somente para o indculo A e ndo paramétricos para os demais. O teste de hipdtese de Kruskall-
Walis foi realizado usando o mesmo programa e determinou-se que os dados séo
estatisticamente diferentes, pois o valor de H foi de 53,0 (p<0,0001), maior que o valor de
Heritico (12,60) para o nivel de significancia de 0,05. Os valores da diferenga entre as médias
dos ino6culos testados para os rendimentos de hidrogénio obtidos pelo teste de hipo6tese de
Kruskall-Walis sdo apresentados na Figura 5.24. Pode-se observar que os rendimentos médios
de hidrogénio para os inoculos A, DT e DA séo estatisticamente semelhantes, ndo havendo
diferengas significativas entre as médias destes trés indculos, mesmo havendo diferenca
estatistica entre os dados. Além disso, analisando a Figura 5.23, os rendimentos médios dos

inéculos A, DT e DA sdo os maiores observados.
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Figura 5.24: Diferenca entre as médias de cada inoculo obtidos pelo teste de hipdtese de
Kruskall-Walis para o rendimento de hidrogénio. Os valores ns significam que a diferenca
ndo é significativa, jA& p<0,05 entende-se que os valores sdo significativos ou muito
significativos.

O rendimento méaximo teorico para a producdo de hidrogénio a partir de sacarose é de
8 mol de hidrogénio mol™ de sacarose, se houver a formacéo de 4cido acético como Unico
produto (Reacdo 5.1). Caso haja a producdo de &cido butirico como Unico produto da
conversdo de sacarose, 0 rendimento maximo tedrico diminuird para 4 mol de hidrogénio

mol™ de sacarose (Reacdo 5.2).

CeH1206 + 2 H,0 5 2 CHyCOOH + 4H, + 2 CO, AGP® =-215,95kJ mol?  (Reago 5.1)
CeH1206 + 2 H,0 5 CH3CH,CH,COOH + 2H, + 2 CO, AG® = -285,05 kJ mol ™

(Reacdo 5.2)
Os rendimentos de hidrogénio indicaram a predominancia de fermentagdo mista com

producdo de &cido acético, butirico e outros na producdo de hidrogénio em todos os indculos
utilizados. A relacdo entre o rendimento maximo tedrico para a producdo de hidrogénio a
partir de sacarose quando ha producdo somente de &cido acético e os rendimentos médio e

maximo obtidos sdo apresentados na Tabela 5.12.



83

Tabela 5.12: Relacdo entre os rendimentos médio e maximo obtidos e o rendimento maximo
tedrico caso haja somente acido acético na producdo de hidrogénio para todos os indculos
estudados.

Indculo
A D DT DA S ST SA
Média (%) 26,3 12,5 25,0 25,0 8,75 8,75 12,5
Méaximo (%) 85,0 55,0 86,25 78,75 50 41,25 38,75

Para todas as variaveis analisadas, 0 mesmo comportamento foi observado e ficou
evidente que ha influéncia da origem e do pré-tratamento dos inoculos sobre a produgéo de
biogas, vazdo molar de hidrogénio, producdo volumétrica de hidrogénio, eficiéncia de
conversao de sacarose e rendimento de hidrogénio.

Os in6culos in natura, sem pré-tratamento, em geral, apresentaram valores inferiores
aos observados para os inoculos que foram submetidos a algum tipo de método de
enriquecimento das bactérias produtoras de hidrogénio, pois naqueles pode haver
microrganismos consumidores de hidrogénio que sintetizam metano (metanogénicos) e acido
acético (homoacetogénicos), afetando os parametros de monitoramento da producdo de
hidrogénio. Nos indculos submetidos a pré-tratamento, esses microrganismos foram
suprimidos ou temporariamente inibidos, aumentando as varidveis analisadas.

Entre os indculos estudados, os que apresentam os melhores valores em todas as
variaveis sdo o inoculos A, DT e DA. O in6culo A mostrou-se uma alternativa para a
producdo bioldgica de hidrogénio, pois este ndo precisou da aplicagdo de técnicas de pré-
tratamento para selecionar os microrganismos produtores de hidrogénio, havendo uma selegéo
natural. No entanto, a instabilidade na producdo de biogas, vazdo molar de hidrogénio,
producdo volumétrica de hidrogénio e rendimento de hidrogénio pode ser um ponto negativo
deste indculo. O lodo DA foi o indculo que apresentou a maior estabilidade operacional
quando comparado aos demais indculos testados. Sendo este o ponto forte para aplicacdo do

pré-tratamento &cido em lodo anaerdbio, além de ser uma técnica vidvel em larga escala.
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Outro parametro analisado foi a concentracdo de solidos suspensos volateis no
efluente do reator, com o objetivo de monitorar o arraste de solidos do reator (Figura 5.25 e

Tabela 5.13).
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Figura 5.25: Variacdo temporal da concentracdo de SSV no efluente dos diferentes inoculos:
A (=), D (=), DT(-), DA (=<), S (=), ST(-+)e SA (—).

Tabela 5.13: Valores médios de SSV e de SV no liquido drenado e aderida no material
suporte apos o término do periodo de operacdo para os indculos testados.

SsV SVFinal Biomassa Aderida
Inoculo (mgSsV L) (mgsV L™) (mgSV g materia
suporte)

A 36,7+ 14,0 10.080,0 12,1
D 60,8 + 30,2 23.8333 21,8
DT 446295 29.9333 27,7
DA 41,4 +22,8 12.916,7 48,4
S 63,0 22,6 14.533,3 32,4
ST 752 + 46,3 11.766,7 43,5
SA 69,0 + 47,0 16.733,3 17,0

Com os valores da Tabela 5.13, calculou-se a massa de biomassa gerada e a massa de

biomassa que foi arrastada do sistema de acordo com a metodologia apresentada no item
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4.2.10. Relacionando estes valores observou-se que o arraste de biomassa foi representativo,
entre 45 e 70% do total de biomassa gerada durante o periodo de operacdo. Desta forma, nota-
se que o reator ndo retém a biomassa como esperado para um reator contendo material suporte
para aderéncia microbiana.

Com os valores de consumo do substrato e de producdo de biomassa estimou-se 0
fator de conversdo de substrato a célula (Yxss) (Tabela 5.14). Os valores encontrados sao
proximos ao observado por Kim et al. (2006b): 0,071 mgSS mg™ sacarose (0,080 mgSSV
mg™* DQO) para lodo anaerébio de estagdo de tratamento de esgoto doméstico com pré-
tratamento termico em reatores de mistura completa na producéo de hidrogénio.

Tabela 5.14: Fator de conversdo de substrato a célula (Yxss )calculado para os diferentes
indculos.

Inéculo
A D DT DA S ST SA
Yxis (MgSSV mg™
0,064 0,158 0,133 0,096 0,124 0,113 0,105
Sacarose)

O Yy foi influenciado pela origem e pelo tipo de pré-tratamento utilizado. Os
indculos com maior diversidade microbiana, aqueles que ndo sofreram nenhum tipo de pré-
tratamento (D e S), apresentaram maior valor do Yxss. Além disso, o tipo de pré-tratamento
afeta este parametro. Os indculos com pré-tratamento térmico (DT e ST) apresentaram valores
superiores aos inéculos com pré-tratamento acido (DA e SA), possivelmente indicando que
estas técnicas selecionam os microrganismos da mesma maneira, por meio do enriquecimento
das bactérias formadoras de enddsporos, porém, a cinética de consumo de substrato pode ser
diferente.

O teste estatistico de normalidade de D’Agostino foi realizado usando o programa
BioEstat® para o sélidos suspensos volateis e concluiu-se que os dados s&o paramétricos para

o inéculo A, D, S e ST e ndo paramétricos para os demais.
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Assim, foi realizado o teste de hipdtese de Kruskall-Walis usando o programa
BioEstat® e determinou-se que os dados sdo estatisticamente diferentespois o valor de H foi
de 20,9 (p<0,0019), que € maior que o valor de Hgqico (12,60) para o nivel de significancia de
0,05. Porém, ndo se observa diferenca significativas entre as médias de todos os indculos
(Figura 5.26) mesmo havendo diferenca estatistica entre os dados, ndo foi possivel inferir em

qual condicéo houve maior ou menor arraste de sélidos.
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Figura 5.26: Diferenca entre as médias de cada inoculo obtidos pelo teste de hipdtese de
Kruskall-Walis para sélidos suspensos volateis (SSV). Os valores ns significam que a
diferenca ndo € significativa, ja p<0,05 entende-se que os valores sdo significativos ou muito
significativos.

5.2.1 Geracao de produtos intermediarios

Os valores de concentragdo dos principais produtos intermediérios obtidos na
producdo bioldgica de hidrogénio a partir da sacarose para cada um dos indculos séo
apresentados nas Figura 5.27 a 5.33.

Os principais produtos intermediarios foram acido butirico, acido acético e etanol.
Além desses, outros produtos intermediarios foram gerados, como &cido propibnico, acido

latico, acido citrico, acido malico, acido succinico, acido férmico, acido iso-butirico, acido
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iso-valérico, 4cido valérico e 4cido capréico, porém em concentracdes inferiores a 20 mg.L™.
Na Tabela 5.15 e na Figura 5.34, sdo apresentados os valores médios das concentragdes de

todos os produtos intermediarios observados para todos 0s indculos testados.
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Figura 5.27: Concentracao de produtos intermediarios para o indculo A ao longo do periodo
de operacdo: Acido acético (--), acido butirico (—), &cido latico (=), &cido propiénico (
—) e etanol (—).
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Figura 5.28: Concentragdo de produtos intermediarios para o inoculo D ao longo do periodo
de operagdo: Acido acético (—--), acido butirico (—), &cido latico (—=<), &cido propibnico (
—) e etanol (
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Figura 5.29: Concentragdo de produtos intermediarios para o inoculo DT ao longo do periodo
de operagdo: Acido acético (—--), acido butirico (—), &cido latico (—==), &cido propibnico (

—) e etanol (

).
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Figura 5.30: Concentragdo de produtos intermediarios para o inoculo DA ao longo do periodo
de operacdo: Acido acético (—--), acido butirico (—), &cido latico (=), &cido propiénico (
—) e etanol (—).
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Figura 5.31: Concentracdo de produtos intermediarios para o indculo S ao longo do periodo

de operacdo: Acido acético (-s-), 4cido butirico (—), acido latico (=), acido propidnico (
——) e etanol (—).
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Figura 5.32: Concentracdo de produtos intermediarios para o inoculo ST ao longo do periodo
de operacgdo: Acido acético (--), acido butirico (—), &cido latico (—=<), &cido propibnico (
—) e etanol (—).
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Figura 5.33: Concentragdo de produtos intermediarios para o inoculo SA ao longo do periodo
de operagdo: Acido acético (---), acido butirico (—), &cido latico (—==), &cido propibnico (
—) e etanol (—).
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Tabela 5.15: Concentracdo média dos produtos intermediarios gerados na fermentacdo da
sacarose para a producdo de hidrogénio para os diferentes indculos testados.

Concentracdo média (mg L™)

Produtos
Intermediarios A D DT DA S ST SA
Ac. Citrico 81+45 9,7+54 58+3,0 10,6 £85 75+38 115+9,2 12,6 £11,4
Ac. Malico 18,5+ 16,6 353 +20,8 419+234 40,2+ 254 39,9+ 28,6 63,0+25,0 66,3+ 3338
Ac. Succinico - 10,077 - 3424 - 16,8 £ 17,2 9,0+6,7
Ac. Latico 25,7+258 204+114 20,6 +134 64,7 + 30,3 18,7 £ 13,7 69,3 + 22,7 539+221
Ac. Férmico 11,4+5,0 120+7,1 10574 155+9,1 9,2+6,3 17,9+8,9 199+6,8

Ac. Acético 40,3+17,9 36,4+19,8 31,4+83 63,4+179 27,7+8,1 59,8 £19,2 452+148
Ac. Propi6nico 139+6,2 11,4+7,6 135+£8,7 23,7+129 10,6 £6,2 16,4+7,0 222+129
Ac. Isobutirico 18,0+128 22,0+117 23,7+147 235+13,8 234+144 33,5+37,6 12577

Ac. Butirico 64,9+31,4 499+224 119,8 55,8 149,0 £ 40,9 89,6 33,9 124,1+38,7 108,2+29,1
Ac. Isovalérico 152+9,8 16,3+6,6 12,2+10,8 23,4+139 135+75 19,1+23,4 189+12,7

Ac. Valérico 9,9+6,3 194+17,7 258+34,8 12,2+14,0 10,7 £6,6 116+7,6 37,8+337
Ac. Caproico 25,0+22,8 146 £6,5 30,4+21,2 125+7,0 19,3+8,5 12,0+4,6 141+10,4

Etanol 122,7 £59,0 73,6 £41,2 459+ 27,0 112,8 £50,2 44,6 +34,0 102,6 £32,4 97,2 +58,7
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Figura 5.34: Concentracdo média dos produtos intermediarios gerados na fermentacdo da
sacarose para a producdo de hidrogénio para os diferentes indculos testados: A (M), D (W),
DT(®), DA (m), S (m), ST(®) e SA ().

A concentracdo dos produtos intermediarios gerados na fermentacdo da sacarose para
a producéo de hidrogénio para os diferentes inoculos testados ndo apresentou comportamento

definido e claro, sendo muito instavel: com elevadas concentracdes em um dia e baixa em
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outros. No entanto, ao se analisar o0 acido butirico e 0 acido acético na Tabela 5.15 e na Figura
5.34 pode-se observar que os valores médios obtidos para os indculos pré-tratados (DA, ST e
SA) foram superiores aos obtidos com os in6culos sem pré-tratamento (D e S). Desta forma,
além de influenciar na producdo biolégica de hidrogénio, a origem e o pré-tratamento do
indculo interferem na producdo dos produtos metabélicos no meio liquido.

Analisando a distribuicdo percentual média dos produtos (Figura 5.35), observa-se que
0s principais produtos intermediarios foram o acido acético, acido butirico e o etanol. Os
demais produtos intermediarios representam no maximo 37% do total de produtos

intermediarios sollveis.
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Figura 5.35: Distribuicdo percentual média dos produtos intermediarios para os diferentes
indculos testados: Acido citrico (M), &cido méalico (m),&cido succinico (M),acido latico (M),
&cido formico (M),acido acético (M™),acido propibnico (™), acido iso-butirico (M),acido
butirico (™), acido iso-valérico (™), acido valérico (™), &cido caprdico (™) e etanol ().

A formagdo desses produtos intermediarios coincide com diversas pesquisas sobre
producdo biologica de hidrogénio, mas a quantidade e a distribuicdo ndo sdo similares devido

as diferentes configuracOes de reatores e parametros de operacdo (AKUTSU et al., 2009b;
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AMORIM et al., 2009; AZOLA-ROJAS, 2010; FERNANDES, 2008; BARROS et al. 2010;
BARROS et al. 2011; LIMA, 2011; MAINTINGUER et al., 2008; PEIXOTO et al., 2011 e
SHIDA et al., 2009).

A alta concentracdo de etanol inesperada pode estar relacionada com o aumento da
pressdo parcial do hidrogénio no interior do reator ou a presenca de microrganismos
produtores de hidrogénio e etanol com elevados rendimentos. A producdo de hidrogénio a
partir de hexoses com producdo de &cido acético e acido butirico (Reagdes 5.3 e 5.4,
respectivamente) propicia a elevada pressdo parcial de hidrogénio favorecendo reagdes que
consomem o hidrogénio produzido, como a reacdo entre acido acético e hidrogénio,
produzindo etanol ,que é favoravel termodinamicamente  (Reacéo 5.5).

CeH1206 + 2 H,0 5 2 CH3COOH + 4H, + 2 CO, AG® =-215,95 kJ mol? (Reagdo 5.3)
CeH1206 + 2 H,0 5 CH3CH,CH,COOH + 2H; + 2 CO, AGP = -285,05 kJ mol™

(Reacéo 5.4)
CH3COOH+ H, 5 C,HsOH + 4H,0 AG? = -49.51 kJ mol™* (Reagéo 5.5)

Considerando que o reator estava aberto, portanto a pressdo atmosférica, pode-se
calcular a presséo parcial de hidrogénio multiplicando a pressdo atmosférica pela fragdo molar
de hidrogénio no gas, que € igual a porcentagem de hidrogénio apresentado anteriormente. A
pressdo parcial de hidrogénio variou entre 0,8 10* e 8,0 10* Pa e a média entre 5,4 10* e 6,3
10* Pa. Segundo Li et al. (2007), pressdo parcial de hidrogénio superior a 4 10* Pa favorece a
producdo de etanol, tanto pela conversédo do carboidrato quanto pela reacdo entre hidrogénio e
acido acético (Reacéo 5.5).

Outra razdo para a alta producdo de etanol observada nesta pesquisa € que alguns
microrganismos possivelmente presentes no inoculo, da espécie Clostridium, como

Clostridium pasteurianum podem produzir hidrogénio e etanol com elevados rendimentos

(AKUTSU et al., 2009b).
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5.2.2 Balango de DQO nos reatores

Os valores médios, minimos e maximos da eficiéncia de remocdo de DQO para cada
um dos indculos usados estdo apresentados na Tabela 5.16. O perfil temporal da eficiéncia de
remocao de DQO e o0 box-plot estdo representados nas Figura 5.36 e 5.37, respectivamente.

Tabela 5.16: Valores médios, minimos e maximos da eficiéncia de remocdo de DQO para 0s
indculos testados.

Remocéo de DQO (%)

Inéculo
Média Mediana 1° Quartil  3° Quartil Minimo Maximo
119+45 12,1 8,4 14,6 2,2 23,4
D 9,2+38 9,5 7,3 11,2 0,2 17,6
DT 10,4+35 10,4 79 13,2 2,8 17,0
DA 14,4 +58 13,4 11,2 16,8 1,5 35,2
S 99+38 10,2 6,8 12,5 2,5 16,8
ST 13,6 £45 12,5 10,8 15,7 4,5 27,0
SA 136+5,6 12,2 8,3 17,3 5,4 25,8
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Figura 5.36: Variagcdo temporal da eficiéncia de remocao de DQO dos diferentes indculos: A (
—~), D (=), DT(—), DA (=), S (=), ST(-+)e SA ().
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Figura 5.37: Box-plot da conversdo de sacarose com os diferentes indculos estudados.

Os valores médios de todos os inoculos ficaram proximos de 10%, como esperado
para o processo de producao de hidrogénio por degradacdo anaerobia. Essa baixa eficiéncia de
remocao de DQO esta relacionada com o fato da producdo do hidrogénio ocorrer na etapa
inicial da digestdo anaerdbia, quando substratos complexos sdo convertidos a substancias
mais simples que ndo estdo completamente reduzidas, como o acido acético, proporcionando
reduzidas eficiéncias de remoc¢do de matéria orgénica (Fernandes, 2008).

O balanco da DQO foi realizado para todas as opera¢Ges usando o equivalente em
DQO do substrato e metabdlitos produzidos. As rea¢des usadas para o calculo da DQO teérica
de cada metabdlito e o fator que relaciona a massa desta substancia com a DQO estdo

apresentados na Tabela 5.17.
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Tabela 5.17: Reacgdes usadas para o calculo da DQO teorica de cada metabdlito e o fator que
relaciona a massa desta substancia com o equivalente em DQO.
Produtos

Intermediarios Reacdo Fator (mg DQO mg™ substancia)
Ac. Citrico CeHgO7+ 4,5 0, 5 6 CO+ 4 H,0 0,75
Ac. Malico C4HsOs+ 3 O, 5 4 CO,+ 3H,0 0,72

Ac. Succinico C4Hs04+ 3,50, 5 4 COx+ 3 H,0 0,95
Ac. Latico C3HeOs+ 3 0, S 3 CO.+ 3H,0 1,07

Ac. Férmico CH,0,+ 0,50, 5 CO,+ H,0 0,35
Ac. Acético C,H,0,+2 0, 52 CO,+ 2 H,0 1,07

Ac. Propi6nico C3HgO,+ 3,5 0, 5 3 CO,+ 3 H,0 1,51

Ac. Isobutirico C4HgO,+5 0, 5 4 CO,+ 4 H,0 1,82
Ac. Butirico C4HgO,+5 0, 5 4 CO,+ 4 H,0 1,82

Ac. Isovalérico CsH100,+ 6,5 0, 5 5 CO,+ 5 Hy,0 2,04

Ac. Valérico CsH1002+ 6,5 0, 5 5 CO»+ 5 H,0 2,04
Ac. Caprdico CgH12,0,+ 8 0, 5 6 CO,+ 6 H,O 2,20
Etanol C,Hs0+ 3,50, 5 2 CO,+3 H,0 2,43
Sacarose C1oH2011+ 12 0, 5 12 CO,+ 11 H,0 1,12

Somou-se a DQO equivalente de todos os componentes solUveis e comparou-se com a
DQO empirica (APHA, 2005) e as relacbes em média tiveram mais do que 73% de
concordancia (Tabela 5.18). A concordancia deve sempre ser 0 mais proximo possivel de
100%, para fechar o balanco. A diferenca observada indica que outros produtos
intermediarios ndo foram contabilizados e nem detectados pelos métodos empregados neste
trabalho.

Tabela 5.18: DQO efluente média empirica e a teorica e a sua concordancia nos inéculos
estudados.

Inéculos

A D DT DA S ST SA

DQO empirica soltvel
(mg L)

DQO tedrica (mg L) 1325 1414 1330 1289 1387 1367 1400

1768 1833 1752 1775 1753 1801 1802

Concordancia 76% 78% 76% 73% 79% 76% 82%
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5.2.3 Analise dos microrganismos por microscopia 6tica

Analises microbianas dos indculos foram feitas apds a recirculacdo, no inicio do
periodo de operagdo, e no fim da operacdo, ap6s 60 dias. Para o in6culo A, no inicio da
operacdo, as imagens de microscopia indicaram o predominio de bacilos e enddsporos
conforme apresentado na Figura 5.38. Esses microrganismos foram, provavelmente,
responsaveis por diferentes vias da conversdo de sacarose em hidrogénio e acidos organicos.
Essas morfologias sdo similares as dos géneros Enterobacter, Clostridium e Bacillus que

estdo associados com a producdo bioldgica de hidrogénio e de &cidos organicos (LEITE et al,

: » Fr
Figura 5.38: Microscopia Optica de contraste de fase com inéculo A
endodsporos (a) e levedura e bacilos (b). Aumento de 1000 vezes.

B
no inicio da operacéo:
Ap6s o0 60° dia de operacdo, foi realizada novamente a microscopia da biomassa
presente no interior do reator com o in6culo A e as imagens sdo apresentadas na Figura 5.39.
Pode-se observar que ndo houve variacdo da morfologia da comunidade microbiana, havendo
presenca de bacilos e enddsporos (Figura 5.39a) e de filamentos, possivelmente de hifas de
fungos (Figura 5.39b). As morfologias dos microrganismos foram similares ao relatado por
Fernandes (2008), Peixoto (2008) e Lima (2011), que também usaram a autofermentacdo

como estratégia de inoculacdo dos reatores.
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Figura 5.39: Microscopia Optica de contraste de fase com indéculo do processo da
autofermentacdo no fim da operacdo: endosporos e bacilos (a) e filamento (b). Aumento de
1000 vezes (a) e de 400 vezes (b).

O reator inoculado com D apresentou uma maior variedade na morfologia dos
microrganismos no inicio da operacdo, com presenca de enddsporos (Figura 5.40a), de bacilos
(Figura 5.40a e Figura 5.40b) e de sarcinas fluorescentes (Figura 5.40b), possivelmente do

género Methanosarcina que sdo microrganismos metanogénicos hidrogenotrdéficos.

Figura 5.40: Microscopia optica de contraste de fase com inéculo D: predominancia de
bacilos e enddsporos (8a) e de sarcinas (8b). Aumento de 1000 vezes.

Analisando as imagens do final da operacdo, apresentadas na Figura 5.41, nota-se que
a morfologia da comunidade microbiana € similar a comunidade microbiana no inicio da
operacdo com predominancia de filamentos, possivelmente de Metanosaeta sp (Figura 5.41a),

bacilos e enddsporos (Figura 5.41b).
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Figura 5.41: Microscopia Optica de contraste de fase com inéculo D no final da operacéo:
predominancia de filamentosas e enddsporos (a) e de bacilos (b). Aumento de 1000 vezes.

O reator inoculado com DT apresentou uma maior quantidade de endésporos e bacilos
quando comparado ao indculo D (Figura 5.42), devido ao pré-tratamento térmico. Apos os 60
dias de operacdo do reator, a morfologia da comunidade microbiana foi semelhante a do inicio

da operacdo.

Figura 5.42:Microscopia Optica de contraste de fase com in6culo DT no inicio da operacao:
predominancia de filamentos com bainha e enddsporos (a) e cocos (b). Aumento de 1000
Vezes.

No inicio da opera¢do do in6culo DA, houve a predominancia de bacilos e enddsporos
(Figura 5.43). Com o decorrer da operacdo, houve alteracdo de parte da morfologia (Figura

5.44), com predominancia de filamentosas, navetes e bacilos delgados.
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Figura 5.43 Microscopia Optica de contraste de fase com in6culo DA no inicio da operacéo:
predominancia de bacilos e enddsporos (a) e de bacilos delgados (b). Aumento de 1000 vezes.

5 pm

e —_

Figura 5.44: Microscopia optica de contraste de fase com indculo DA no final da operacéo:
predominancia de navetes, filamentosas e enddsporos (a) e de filamentosas e bacilos delgados
(b). Aumento de 1000 vezes.

O reator inoculado com S apresentou morfologias semelhantes a cocos, bacilos e
filamentos similares aos das Metanosaeta sp. A imagem da microscopia de contraste de fase é
apresentada na Figura 5.45. Ap0s a operacdo, a comunidade ndo apresentou muita variacdo de
morfologias com predominéncia de formas similares a bacilos, cocos, endosporos e navetes

(Figura 5.46).
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Figura 5.45 Microscopia Optica de contraste de fase com indculo S no inicio da operacéo:
predominancia de enddsporos, bacilos (a) e bacilos (b). Aumento de 1000 vezes.

Figura 5.46: Microscopia optica de contraste de fase com indculo S no final da operagéo:

predominancia de bacilos e navetes (a) e de enddsporos, cocos e navetes (b). Aumento de
1000 vezes.

No inicio da opera¢do do indculo ST houve a predominéancia de bacilos, endésporos,
navetes e células ovaladas com bainha (Figura 5.47). Essas células ovaladas sdo semelhantes a
morfologia de leveduras. As condi¢fes operacionais nao proporcionaram alteracdo da

morfologia (Figura 5.48), com predominancia de filamentosas, navetes, enddsporos e bacilos.
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Figura 5.47: Microscopia Optica de contraste de fase com in6culo ST no inicio da operag&o:
predominancia de enddsporos, bacilos (a) e bacilos e células ovaladas (b). Aumento de 1000
vezes.

5 pm
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—

Figura 5.48: Microscopia Optica de contraste de fase com indculo ST no final da operacéo:
predominancia de navetes e de endosporos(a), bacilos e alguns cocos (b). Aumento de 1000

Vvezes.

O reator inoculado com SA apresentou morfologias semelhantes a cocos, bacilos e
enddsporos no inicio da operacdo (Figura 5.49). Apds a operacdo, a comunidade nao
apresentou muita variagdo de morfologias com predominéancia de formas similares a bacilos,
celulas ovaladas com bainha, cocos, enddsporos e navetes. As imagens da microscopia 6tica

de contraste de fase estdo apresentadas na Figura 5.50.
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Figura 5.49: Microscopia c’)tica de contraste de fase com in6culo SA no inicio da operacao:
predominéancia de bacilos, cocos, células ovaladas com bainha e de enddsporos(a), bacilos,
cocos e filamentosas (b). Aumento de 1000 vezes.

Figura 5.50: Microscopia 6ptica de contraste de fase com in6culo SA no final da operacéo:
predominancia de bacilos, cocos, células ovaladas com bainha e de enddsporo (a), bacilos,
cocos e enddsporos(b). Aumento de 1000 vezes.

Nas Tabela 5.19 e 5.20 encontram-se descritas as freqiiéncias das principais
morfologias visualizadas nas amostras de biomassas coletadas, respectivamente, no inicio e
no final do periodo de operacdo. Ocorreu pouca variagdo da diversidade microbiana durante a
operacdo do reator de leito fixo. As morfologias predominantes foram de bacilos e enddsporos
que sdo morfologias similares aos géneros Bacillus e Clostridium, associados a producéo

bioldgica de hidrogénio e de &cidos organicos (LEITE et al, 2008).
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Tabela 5.19: Caracterizacdo morfolégica dos diferentes inoculos usados na producéo
biol6gica de hidrogénio no inicio da operacao.

Indculos
Morfologias

A D DT DA S ST SA
Bacilos +H++ ++ ++++ +++ ++ +++ +++

Cocos - +++ + + +4++ + +
Endosporos ++++ + ++++ ++++ + +++ +++
Filamentos - +++ ++ ++ +++ ++ ++
Células ovaladas com bainha ++ + + + ++ +++ 4+

Sarcinas - +++ + + +++ + +

Navetes - - - - ++ ++ ++

(++++) predominante, (+++) frequentes, (++) pouco frequentes, (++) raros e (-) ndo observado.

Tabela 5.20: Caracterizacdo morfolégica dos diferentes inoculos usados na producdo
biol6gica de hidrogénio ao fina do periodo de operagdo

Inéculos
Morfologias

A D DT DA S ST SA
Bacilos ++++ +++ ++++ ++++ +++ ++ +++

Cocos - ++ + + ++ + +
Enddsporos ++++ ++ +++ +++ ++ ++ ++
Filamentos ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++
Células ovaladas com bainha +++ + + + ++ +++ +++

Sarcinas - + - - + - -
Navetes - - - ++ 4+ +++ +++

(++++) predominante, (+++) frequentes, (++) pouco frequentes, (++) raros e (-) ndo observado.

5.2.4 Avaliacdo da comunidade microbiana

A avaliacdo da comunidade microbiana foi feita atraves da técnica de PCR-DGGE
para 0 dominio Bacteria para diferentes condi¢des. O dendograma foi realizado a partir dos
padrdes de bandas do DGGE e o coeficiente de similaridade usado foi calculado pelo indice

de Jacard por meio do software Bionumerics® versdo 2.5.
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O dendograma com avaliagédo da diversidade bacteriana entre as trés origens utilizadas
neste trabalho (A, D e S) esta apresentado na Figura 5.51. A comparacdo da comunidade
bacteriana do ino6culo D coletado no inicio (D0) e no fim da operacdo (D60) resultou no
coeficiente de similaridade de 61%. As amostras de biomassa do reator inoculado com A
foram agrupadas com similaridade de 42%. O inoculo S apresentou similaridade de 38%,
indicando maior alteracdo da comunidade bacteriana (62%) apds 60 dias de operacdo quando
comparada com os inoculo D e A. Enquanto, o inoculo D apresentou a menor modificacao da

comunidade bacteriana (39%).

Coeficiente de similaridade (%)
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Figura 5.51: Dendograma do gel de DGGE para o dominio Bacteria avaliando a diversidade
entre a origem do indculo no inicio (0), no meio (30) e no fim da operacdo (60) para 0s
reatores inoculados com A, D e S.

[ ]

A alteracdo da comunidade bacteriana do inicio para o final da operacdo dos indculos
D e S pode ser atribuida a selecdo microbiana resultante da mudanga do substrato (de &gua
residuaria de abatedouro de aves e de rejeitos de suinocultura para sacarose) e a configuracdo
do reator (de reator anaerobio de manta de lodo — UASB- para reator anaerobio de leito fixo).
Provavelmente, por esta razdo, os inoculos D e S apresentaram baixa conversdo de sacarose
(43%) e baixa producdo volumétrica de hidrogénio (23,2 e 151 mL H, h* L
respectivamente para os indculos D e S).

A modificacdo da comunidade microbiana de 58% da amostra A provavelmente esta

relacionado ao crescimento e adesdo da biomassa ao material suporte. No inicio da operacao,
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a biomassa estava suspensa no caldo fermentado e ap0s a operacdo a biomassa estava aderida
ou nos intersticios do material suporte, mudando as caracteristicas da comunidade bacteriana.

O coeficiente de similaridade entre as amostras coletadas no meio (30) e no final do
periodo de operacgéo (60) do reator inoculado com A foi de 96%, enquanto para os inéculos D
e S foi de 61% e 60%, respectivamente, sugere que no reator inoculado com A ocorreu a
manutencdo da maioria das populaces bacterianas nos ultimos 30 dias de operacdo. Este
resultado permite inferir que os inoculos S e D provavelmente ainda estavam em processo de
selecdo da comunidade microbiana.

Mesmo sem aplicar nenhuma técnica de pré-tratamento do inéculo para selecionar as
bactérias produtoras de hidrogénio, todas as origens do indculo foram capazes de produzir
hidrogénio. No entanto, o indculo A produziu mais do que os outros (D e S), pois estes eram
oriundos de reatores metanogénicos utilizados no tratamento de dgua residuaria complexa.

As bandas marcadas com as setas “a” e “b” na Figura 5.51 mostram populacdes
microbianas presentes em todas as amostras. A seta “a” foi observada nas amostras D0, D30,
D60, A0, A30 e A60 e em menor intensidade nas amostras SO, S30 e S60, sugerindo que tal
populacédo foi favorecida independente da origem do indculo utilizado e, provavelmente, esta
esteja relacionada com a producdo biologica de hidrogénio. Comportamento semelhante foi
observado com a seta “b”.

O resultado do DGGE que compara a comunidade bacteriana dos reatores inoculados

com indculos D com e sem pré-tratamento € apresentado na Figura 5.52.
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Figura 5.52: Dendograma do gel de DGGE para o dominio Bacteria avaliando a diversidade
entre os indculos com e sem pré-tratamento do lodo anaerébio de abatedouro de aves (D) no
inico (0), no meio (30) e no fim da operacdo (60) para os reatores inoculados com D, DT e
DA.

O primeiro grupo foi formado pelo in6culo D sem pré-tratamento coletado no inicio
(D0), no meio (D30) e no fim da operacdo (D60). O coeficiente de similaridade, neste ramo,
foi de 58%. O segundo foi constituido pelos indculos com pré-tratamento coletado no inicio
(DTO), no meio (DT30 e DA30) e no fim da operacdo (DT60 e DA60), com coeficiente de
similaridade de 59%. O inoculo DA coletado no inicio da operacdo (DAQ) formou um Unico
ramo com modificacdo de 62% em relacdo as outras comunidades microbianas, indicando que
o lodo anaerdbio de reator UASB tratando efluente de abatedouro de aves apresentou a maior
alteracdo nas populacGes bacterianas quando foi submetido ao pré-tratamento acido quando
comparado ao pré-tratamento térmico.

Analisando os trés indculos apresentados na Figura 5.52, pode-se verificar diferencas
relativas a comunidade bacteriana no inicio da operacdo devido ao pré-tratamento realizado.
O coeficiente de similaridade entre o inoculo D e DT foi de 49%, j& entre os trés foi de 38%.
Estes resultados confirmam a selecdo dos microrganismos pelo pré-tratamento térmico e
acido. Além disso, essa mudanca da comunidade microbiana pode ter interferido no
rendimento de hidrogénio, aumentando de 1,0 mol H, mol™ de sacarose quando o reator foi

inoculado com D para 2,0 mol H, mol™ de sacarose para os inéculos DT e DA.
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A operacdo dos reatores também foi importante na selecdo e manutencdo das
comunidades microbianas. A modificacdo na comunidade microbiana no inicio e no término
da operacéo foi significativa, maior que 32% para os indculos D, DT e DA. Essa diferenca
estd relacionada com as condi¢fes operacionais do reator anaerobio de leito fixo, como o
TDH aplicado de 2 horas, o substrato e o pH.

Nos ultimos 30 dias de operacdo, comparando as amostras coletadas no meio (D30,
DT30 e DA30) e no fim (D60, DT60 e DAG60) do periodo, as alteracbes das comunidades
microbianas nos reatores inoculados com D, DT e DA foram inferiores a 21%, permitindo
inferir que houve a presenca e a manutencdo da maioria das populacdes bacterianas entre o
meio e o final do periodo de operacéo.

As bandas marcadas com as setas “a”, “b”, “c” e “d” na Figura 5.52 mostram
populacdes microbianas presentes em todas as amostras. A seta “a” foi observada em todos 0s
indculos: nas amostras DO, D30, D60, DAO, DA30 e DA60 e em menor intensidade nas
amostras DTO, DT30 e DT60, sugerindo que tal populacdo foi favorecida independente da
técnica de pré-tratamento aplicada ao inoculo utilizado e, provavelmente, esta esteja
relacionada com a producdo biologica de hidrogénio. Comportamento semelhante foi
observado na populacdo destacada com a seta “c”.

A populacdo marcada com a seta “b” na Figura 5.52 esteve presente em todas as
amostras, com excecdo da coletada no inicio da operagdo com inéculo DA, indicando que este
tipo de tratamento desfavoreceu o desenvolvimento destes microrganismos, porém eles foram
capazes de estabelecer uma populacdo durante a operacédo ja que o afluente ndo era estéril.

As técnicas de pré-tratamento sdo utilizadas para selecionar os microrganismos
produtores de hidrogénio. A banda assinalada com a seta “d” na Figura 5.52 é uma populacéo
que esta presente nos indculos pré-tratados (DTO, DT30, DT60, DAO, DA30 e DAGO) e nas

amostras do inoculo sem pré-tratamento (DO, D30 e D60) a intensidade da banda é fraca.
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Desta forma, pode-se inferir que os pré-tratamentos favoreceram o desenvolvimento desta
populacdo e que, possivelmente, ela esteja relacionada com a producgdo biologica de
hidrogénio.

O dendograma da avaliacdo da comunidade bacteriana do inéculo S com e sem pré-
tratamento estd apresentado na Figura 5.53. Por meio do coeficiente de similaridade, foi
possivel identificar trés grupos. O primeiro deles foi composto pelo inoculo S (SO, S30 e
S60), com coeficiente de similaridade de 56%. No segundo ramo, foram agrupadas as
amostras de biomassa do reator inoculado com pré-tratamento acido (SA) com similaridade
de 60%. O indculo com pré-tratamento térmico (ST) formou o terceiro grupo e apresentou

similaridade de 52%.
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Figura 5.53: Dendograma do gel de DGGE para o dominio Bacteria avaliando a diversidade
entre os indculos com e sem pré-tratamento do lodo anaerdbio de suinocultura (S) no inico
(0), no meio (30) e no fim da operacdo (60) para os reatores inoculados com S, ST e SA.

Diferencas entre as comunidades bacterianas no inicio da operacdo podem ser
observadas, pois as modificacdes entre os trés indculos foram de 51% entre o indculo sem
pré-tratamento e com pré-tratamento acido e de 54% entre os trés. Estes resultados
demonstram o enriquecimento do indculo com aplicacdo de técnicas de pré-tratamento, que
proporcionou aumento da eficiéncia de conversdo de sacarose para hidrogénio e acidos e

alcoois (de 42% para o in6culo S para 63% e 57% para 0s inoculos ST e SA, respectivamente)
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e da produco volumétrica de hidrogénio (de 15,1 mL H, h™* L para21,1e 26,7 mLH, h* L’
! para os indculos ST e SA, respectivamente).

A operacdo dos reatores favoreceu a selecdo das populacdes bacterianas nas
comunidades microbianas. As modificacdes entre o inicio e o término da operacdo foram de
44% para o inoculo S, de 48% para o inéculo ST e de 40% para o inoculo SA. Essas
diferencas foram resultado das condices operacionais do reator anaerobio de leito fixo, como
0 TDH aplicado de 2 horas, o substrato e o pH.

Apds o 30° dia de operacdo até o fim da operacdo, a maioria da comunidade
microbiana bacteriana se manteve presente nos reatores, pois o coeficiente de similaridade
entre 0 meio (S30, ST30 e SA30) e final (S60, ST60 e SA60) da operacéo foi maior que 70%
para todos os inoculos apresentados na Figura 5.53. O coeficiente de similaridade entre as
amostras ST30 e ST60 foi de 85% e entre SA30 e SA60 foi de 87%.

As setas “a”, “b” e “c” na Figura 5.53 mostram populacdes microbianas presentes em
todas as amostras. A seta “a” foi observada em todos os indculos: nas amostras SAO, SA30 e
SA60 e em menor intensidade nas amostras SO, S30, S60, STO, ST30 e ST60, sugerindo que
tal populacéo foi favorecida pela técnica de pré-tratamento &cido aplicado ao inoculo utilizado
e, provavelmente, esta populacéo esteja relacionada com a producgéo bioldgica de hidrogénio.
Comportamento semelhante foi observado na populagdo destacada com a seta “b”.

As técnicas de pré-tratamento sdo utilizadas para selecionar os microrganismos
produtores de hidrogénio. A banda assinalada com a seta “c” é uma populacdo que esta
presente nos inoculos pré-tratados (ST30, ST60, SA30 e SA60) com banda intensa e nas
amostras do indculo sem pré-tratamento e no inicio dos indculos pré-tratados (S0, S30, S60,
STO e SAQ) a intensidade da banda é fraca. Desta forma, pode-se inferir que os pré-
tratamentos e a operagéo dos reatores favoreceram o desenvolvimento desta populacéo e que,

provavelmente, ela esteja relacionada com a producéo biolégica de hidrogénio.
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A avaliagdo da comunidade bacteriana no final do periodo para todos os reatores
operados (A, D, DT, DA, S, ST e SA) esta apresentada no dendograma na Figura 5.54. A
partir da Figura 5.54, foi possivel identificar dois grupos. O primeiro deles foi composto pelo
inbculo A60 e S60, com coeficiente de similaridade de 38%. No segundo ramo foram
agrupadas as amostras de biomassa do indculo D com e sem pre-tratamento (D60, DT60 e
DAG0) e indculo com pré-tratamento térmico e acido do lodo anaerdbio de suinocultura (ST e
SA) com similaridade de 62%. Desta forma, pode-se inferir que as populacdes bacterianas dos
indculos AB0 e S60 apresentaram as maiores alteracdes quando comparadas com os reatores

do segundo grupo com preé-tratamento (38%), com excec¢do do reator inoculado com D60.
Coeficiente de similaridade (%)
a) l

) o o <) o o)
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Figura 5.54: Dendograma do gel de DGGE para o dominio Bacteria avaliando a diversidade
entre os indculos A, D, DT, DA, S, ST e SA no término da operacgao dos reatores.

Analisando os indculos apresentados na Figura 5.54, pode-se verificar diferencas
relativas & comunidade bacteriana devido a origem e ao pre-tratamento do indculo utilizado.
O coeficiente de alteracdo entre A60 e S60 foi de 62% e entre as trés origens (A60, S60 e
D60) de 67%. Com relacdo ao pré-tratamento, os inoculos do lodo anaerdbio de reator UASB
tratando rejeitos de suinocultura (S60, ST60 e SAG60) apresentaram maior alteracdo da
comunidade bacteriana, com modificacfes de 67%, quando comparado com o0s indculos do
lodo anaerobio de reator UASB tratando agua residuaria de abatedouro de aves (D60, DT60 e

DAG60), que apresentaram modificacdes de 27%.
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A similaridade para os inéculos pré-tratados entre DT e DA e entre ST e SA foi de
89% e 79%. Essa elevada semelhanca entre as comunidades microbianas influenciaram os
parametros de monitoramento: o rendimento médio de hidrogénio foi idéntico para 0s
inéculos DT e DA, igual a 2,0 mol H, mol™ de sacarose; a producdo volumétrica de
hidrogénio foi similar para os inéculos ST e SA, de 21,1 e 26,7 mL H, h* L*?
respectivamente.

As setas “a”, “b” e “c” na Figura 5.54 mostram populacdes microbianas presentes nas
amostras. As populacbes indicadas pelas setas “a” e “c” foram observadas em todos os
inoculos sugerindo que estas populacBes estejam relacionadas com a producdo bioldgica de
hidrogénio.

A banda assinalada com a seta “b” € uma populacdo que estd presente nos inoculos
pré-tratados (D60, DA60, ST30 e SA60) com banda intensa e nas amostras do indculo sem
pré-tratamento (D60 e S60) a intensidade da banda é fraca. No entanto, no indculo A60 esta
banda ndo esta presente. Desta forma, pode-se inferir que os pré-tratamentos dos indculos
favoreceram o desenvolvimento desta populacéo e que, provavelmente, ela esteja relacionada
com a producéo bioldgica de hidrogénio.

As comunidades bacterianas presentes nos reatores anaerobios de leito fixo e fluxo
ascendente utilizados para a producdo biologica de hidrogénio foram diferentes por trés
motivos. Primeiro, a origem do inoculo influenciou a comunidade microbiana, como foi
observado na Figura 5.51 e Figura 5.54. Segundo, o pré-tratamento do lodo anaerdbio
enriqueceu os inoculos por meio da selecdo das bactérias formadoras de esporos alterando as
comunidades microbianas. As condi¢Oes operacionais do reator foram outro fator que
proporcionaram modificagcBes das populaces bacterianas presentes no inicio e no fim do

periodo de operacao.
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5.2.5 Instabilidade na producéo de hidrogénio

Como apresentado anteriormente, houve instabilidade da producéo de biogés, da vazao
molar de hidrogénio, da producéo volumétrica de hidrogénio e do rendimento da producéo de
hidrogénio, com aumento até o apice e subsequente queda até o 60° dia, em todos os
experimentos, independente do indculo estudado. Esta instabilidade ja havia sido observada
por Lima (2011), Anzola-Rojas (2010) e Fernandes (2008) em reator e condi¢des similares as
aplicadas no presente trabalho.

Além disso, esta instabilidade também foi observada no meio liquido, principalmente
na conversao da sacarose e nos produtos intermediarios. Como foi justificado anteriormente, a
instabilidade no meio liquido possivelmente pode ser explicada, pois a comunidade
microbiana ndo estava adaptada as condicOes operacionais no inicio da operacdo. Com o
passar do tempo ela foi se adequando as condigdes e aumentando a conversao de sacarose até
gue a quantidade de polimero extracelular provocasse anomalias no escoamento, permitindo a
formagdo de caminhos preferenciais no meio liquido e reduzindo a eficiéncia de converséo da
sacarose.

Nos produtos intermediarios, ndo se observou aumento na producdo de intermediarios
mais reduzidos como &cido propidnico, que esta associado a baixa producéo de hidrogénio. O
pH efluente se manteve estavel e proximo de 4,5 em todos os indculos testados (Figura 5.55 e
Tabela 5.21). Segundo Hawkes et al. (2007), os reatores anaerdbios com pH proximo a 4,5
produzem hidrogénio em quantidade inferior ao observado quando o pH do reator é mantido
em 5,0-6,0, pois a partir de 4,5 a troca da rota metabolica acidogénica para a solvetogénica
diminuindo a producéo de hidrogénio (Lee et al., 2002). Portanto, a instabilidade da producéo
de hidrogénio pode ter sido provocada pela queda do pH, porém esse fenédmeno nao explicar a

queda da vazao molar do gés carbonico (Figura 5.56).
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Figura 5.55: Variacdo temporal do pH no efluente dos diferentes indculos: A (=), D (-=),
DT(—), DA (=<), S (=), ST(-) e SA (—).

Tabela 5.21: Valores médios, minimos e maximos do pH efluente para cada inoculo estudado

pH efluente
Indculo
Média Mediana 1° Quartil ~ 3° Quartil Minimo Maximo
A 48+0,3 4,7 4,6 48 4,4 5,8
D 50+0/4 49 4.8 53 4,4 6,0
DT 48+0,3 4,8 4,7 5,0 4,5 59
DA 45+0,1 4,4 4,4 4,5 4,3 4,7
S 50+0,3 50 4.8 51 4,4 6,0
ST 45+0,1 4,5 4,4 4,6 4,2 4,9
SA 4,7+0,2 4,4 4,6 4,8 4,4 51

Desta forma, a instabilidade esta também relacionada com o biogas gerado, como pode
ser observada na Figura 5.56 que mostra o comportamento similar da vazdo molar de
hidrogénio e do gas carbbdnico para todos os indculos testados. Este desempenho semelhante
indica que os componentes do biogas podem estar sendo consumidos por alguns
microrganismos presentes nos inoculos, como as arqueas metanogénicas e as bactérias

homoacetogénicas.
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Embora todos os indculos testados tenham tido o0 mesmo comportamento, observa-se
na Figura 5.56d que o indculo do lodo anaerdbio de reator UASB tratando agua residuéria de
abatedouro de aves com pré-tratamento acido (DA) apresentou o comportamento mais
estavel, embora em valores baixos. Este comportamento indica que o pré-tratamento acido foi
mais efetivo em reduzir a atividade do consumo de hidrogénio e gas carbdnico.

Anzola-Rojas (2010) sup0s que o consumo concomitante de gas carbdnico e
hidrogénio fosse por homoacetogénese, porém essa hipotese foi recusada pela autora por nao
observar um aumento da concentracdo do &cido acético.

No entanto, a concentracdo de acido acético pode ndo variar enquanto o processo de
homoacetogénese ocorre. Arooj et al. (2008) propuseram um modelo para estimar a producao
de acido acético pela homoacetogénese. A producdo de acido acético acompanhada pela
producdo de hidrogénio (Reacéo 5.6) é favoravel para a producédo de biologica de hidrogénio.
O acido acetico gerado por esta via sera representado por HAC,.
C12H2,041+5H,0—4CH3;COOH+4C0O,+8H, (Reagdo 5.6)

No entanto, o hidrogénio e dioxido de carbono no reator podem reagir e formar acido
acetico (Reacgdo 5.7), que é uma via desfavoravel para a producao de bioldgica de hidrogénio.
O acido acético gerado por esta via sera representado por HACHomoacetogénese-
4H,+2C0,—CH3;COOH+2H,0 AG® = -55,1 kJ.mol™ (Reaco 5.7)

Considerando que a producdo de acido propidnico consome um mol de hidrogénio e
que a conversdo de um mol de sacarose para acido butirico gera 4 mols de hidrogénio tém-se,

entdo:
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[HAC] = [HAC]Homoacetogénese + [HAC]HZ (Equa(;éo 5.8)
[H2] = 8*[HAC]H2 +4*[ButiriC0]'[PropiéniCO]'4*[HAC]H0mQacetogénese (Equa(;é.o 59)

Substituindo a Equagéo 5.8 na Equagdo 5.9 e isolando HACHomoacetogenese, ODIEM-se a
Equacdo 5.10 que mostra como calcular a parcela de acido acetico devido a homoacetogenese,

quando nédo ha producdo de metano.

HACHomoacetogenese = g-[HAc] +4*[Butl'ric;)z]—[Propiénico Il (Equacdo 5.10)

Além disso, o hidrogénio e o acido acético podem ser consumidos para formacao de
metano, apresentados nas Reacgdes 5.11 e 5.12, respectivamente. Segundo Luo et al. (2011),
no processo de digestdo anaerObia, o processo da homoacetogénese ndo compete com a
metanogénese, pois sdo menos termodinamicamente desfavoraveis e a afinidade das
metanogénicas para o hidrogénio esta em entre 10 e 100 vezes maior que a afinidade das
homoacetogeénicas.

4H,+C0O,—CHy + 2 H,0 AG® = -130,7 ki.mol™ (Reacdo 5.11)
CH3COOH—CHj, + CO, AGP = -31 kJ.mol™ (Reacéo 5.12)

Fazendo as mesmas ressalvas, que a producdo de &cido propiénico consome um mol
de hidrogénio, que a conversdo de um mol de sacarose para &cido bdtirico gera 4 mols de

hidrogénio e um de &cido e que todo o metano gerado seja produzido pela Reacgdo 5.11, tém-

Se:
[HAC] = [HAC]Homoacetogenese + [HAC] 12 (Equacdo 5.13)
[Hz] = 8*[HAC]H2 +4*[But|'rico]'[PropiﬁniCO]'4*[HAC]H0moacetogénese - 4*[CH4]

(Equacéo 5.14)
Substituindo a Equacdo 5.13 na Equagéo 5.14 e isolando HACHomoacetogenese-, ODtEM-se a
Equacdo 5.15 que mostra como calcular a parcela de acido acetico devido a homoacetogénese,

quando ha producéo de metano exclusivamente pela Reagédo 5.11
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HA Chomoacetogénese = 8+[HAc] +4+[Butirico ]—[11’2r0pi6niC0 |—[H2]—4+*[CH 4] (Equacdo 5.15)

O é&cido aceético utilizado na reacdo de metanogénese acetoclastica (Reacdo 5.12) serad
representado como HAcCcHs. Considerando que todo metano seja produzido por esta reacdao
(Reacdo 5.12), o balanco sera o seguinte:

[HACc] = [HAC]Homoacetogenese + [HAC]H2 - [HAC]cHa (Equacéo 5.16)
[HAC]chs = [CH4] (Equacéo 5.17)
[H2] = 8*[HAC]H2 +4*[Butirico]-[Propidnico]-4*[HAC] Homoacetogenese (Equacdo 5.18)

Substituindo as Equagdes 5.16 e 5.17 na Equagéo 5.18 e isolando HACHomoacetogenese-»
obtém-se a Equacdo 5.19 que mostra como calcular a parcela de &cido acético devido a
homoacetogénese, quando ha a produgdo de metano exclusivamente pela Reagdo 5.12.

HACHomoacetogenese = ] —LCHalyer{Butico J-{Propionico Jo{H: (Equagéo 5.19)

Desta forma, quando houver metano no biogas do reator haverd um valor maximo e
outro minimo do acido acético oriundo da homoacetogénese. Esses valores serdo obtidos
pelas reacdes de metanogénese acetoclastica (Equacdo 5.19) e de metanogénese
hidrogenotréfica (Equacdo 5.15) respectivamente.

A relacdo entre o rendimento e a porcentagem de &cido acético oriundo da
homoacetogénese sobre o &cido acético total em cada inoculo testado estd apresentado nas
Figura 5.57 a 5.63. Analisando estas figuras, pode-se observar que a medida que o rendimento
de hidrogénio decresce, ha o aumento da porcentagem do &cido acetico oriundo da
homoacetogénese. Assim, o hidrogénio produzido esta sendo consumido juntamente com o
gas carbdnico com sintese do acido acético, havendo a reducao da concentracdo de ambos no

biogas, como demonstrado na Figura 5.56.
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Figura 5.57: Variacdo temporal do rendimento (=) e da relacdo do acido acético gerado pela
homoacetogénese sobre a concentracéo de acido acético total (HACHemoacetogenese/ HAC, ——) N0
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Figura 5.58: Variacdo temporal do rendimento (=) e da relacdo do acido acético gerado pela
homoacetogénese sobre a concentracdo de &acido acético total (HACHomoacetogenese/ HAC): NO
periodo que ndo ha producdo de metano (——), a relacdo maxima (-=-) e minima (—) quando

ha a producdo de metano no reator inoculado com D.
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homoacetogénese sobre a concentragéo de acido acético total (HACHemoacetogenese/ HAC, ——) N0
reator inoculado com DT.

7 A 140%

[e)]
1

- 120%

- 100% &
I
- 80%
{
; ‘ > ﬁ-\ - 60%
£1 A
X [ \' B 40%

20%

sacarose)
w E- (0]
1 1 1

HAcHomoacetogenese/

Rendimento de Hidrogénio (mol. H, mol*
N

[EEY
I
T

O T T T T T O%
0 10 20 40 50 60

30
Tempo (dia)

Figura 5.60: Variacdo temporal do rendimento (=) e da relacdo do acido acético gerado pela
homoacetogénese sobre a concentracdo de &cido acético total (HACHomoacetogenese/ HAC): NO
periodo que ndo ha producdo de metano (—-), a relacdo méaxima (-=) e minima (—) quando
ha a producdo de metano no reator inoculado com DA.
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Figura 5.62: Variacdo temporal do rendimento (=) e da relacdo do acido acético gerado pela
homoacetogénese sobre a concentracdo de acido acético total (HACHomoacetogenese/ HAC): NO
periodo que ndo ha producdo de metano (——), a relacdo maxima (-=) e minima (—) quando
h& a producao de metano no reator inoculado com ST.
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Figura 5.63: Variacao temporal do rendimento (=) e da relacdo do acido acético gerado pela
homoacetogénese sobre a concentracdo de acido acético total (HACHomoacetogenese/ HAC): NO
periodo que ndo ha producdo de metano (——), a relacdo maxima (-=) e minima (—) quando
hé a producéo de metano no reator inoculado com SA.

Arooj et al. (2008) estudaram a producdo continua de hidrogénio em um reator de
mistura usando amido como substrato, com variacdo do tempo de detencdo hidraulica (TDH)
de 4 a 18 horas. A modelagem do consumo de hidrogénio pelas homoacetogénicas foi
realizada e observou-se que para baixos TDH, entre 9 e 4 horas, a relacdo entre a
concentracdo de acido acético gerado pela homoacteogénese sobre a concentracdo total foi
significativa, em torno de 50%. Para TDH elevados, entre 18 e 12 horas, essa relacdo nao foi
tdo relevante, proximo dos 30%.

A pressdo parcial de hidrogénio na fase liquida é um parametro que afeta a producao
bioldgica de hidrogénio. Altas pressdes parciais tém efeito negativo diminuindo a atividade da
hidrogenase, tornando as reacbes produtoras de hidrogénio termodinamicamente
desfavoraveis e beneficiando reacdes que consomem o hidrogénio como a homoacetogénese
que utilizam o hidrogénio e o gas carbdnico e sintetizam acido acético (DINAMARCA,;

BAKKE, 2009).
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Portanto, possivelmente a alta pressdao parcial de hidrogénio na fase liquida é
responsavel pela queda da producao do biogas, do consumo do hidrogénio e do gas carbbnico
deslocando o equilibrio das reacfes que consomem o hidrogénio como a homoacetogénese

(Reacdo 5.7) e a conversdo do acido acético a etanol (Reagéo 5.5).

5.2.6 Perfil espacial dos parametros monitorados

No término do periodo de operagdo, no 60° dia de operacdo, de cada reator foi
realizado os perfis espaciais de pH, eficiéncia de conversédo de sacarose e da concentracdo dos
metabolitos intermediarios (acidos e alcoois) com o intuito de se observar 0 comportamento
do processo de producgéo bioldgica de hidrogénio ao longo dos reatores e no futuro subsidiar o
desenvolvimento de uma modelagem matemética da cinética de producdo biolégica de
hidrogénio. Os pontos de coleta estdo destacados na Figura 5.64, no qual o ponto 1 é 0
afluente do reator, o ponto 2 é na camara de entrada; os pontos 3, 4, 5, 6 e 7 sdo pontos de
amostragem do leito e 0 ponto 8 é o efluente. Na Tabela 5.22, ha a correlacdo entre os pontos
de coleta e a relacdo comprimento e didmetro interno correspondente, pois os graficos dos

perfis utilizam este pardmetro no eixo da abscissa.
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Figura 5.64: Identificacdo dos pontos de coleta para a realizacdo do perfil espacial nos
reatores.

Tabela 5.22: Identificacdo dos pontos de coleta para a realizagdo do perfil espacial nos
reatores.

Ponto de coleta Relagdo comprimento e diametro (L.D™)
1 (Afluente) 0
2 0,63
3 2,00
4 3,19
5 4,38
6 5,56
7 6,75
8 (Efluente) 8,81

O perfil espacial do pH para todos os tipos de indculos testados é apresentado na
Figura 5.65. Para todos, logo apds a entrada do reator, no primeiro ponto de amostragem do
reator, o valor do pH foi inferior a 6, em comparagdo com o pH do afluente que era de 6,5.

Além disso, os comportamentos apresentados pelos indculos estudados sdo similares aos
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demonstrados por Fernandes (2008), Peixoto (2008), Anzola-Rojas (2010) e Lima (2011), nos

quais ocorreram queda de valores do pH ao longo do leito.

Comprimento/Diametro (L D)

Figura 5.65: Perfil espacial de pH com diferentes inéculos: A (=), D (-=), DT (), DA
(==), S(==), ST (-=) e SA (—).

O perfil da conversdo de sacarose nos reatores inoculados (Figura 5.66) apresenta
crescimento ao longo do reator, demonstrando a ocorréncia do regime hidrodinamico
pistonado. Além disso, a maior parte da sacarose foi convertida no primeiro terco do reator,
principalmente na cdmara de entrada e na primeira parte do leito. Nesta regido que engloba os
dois primeiros pontos de amostragem do reator, o reator inoculado pelo processo de
autofermentacdo (A) apresentou aproximadamente 65% de conversdo da sacarose e o reator

inoculado com o lodo anaerdhio D teve 50%.
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Figura 5.66: Perfil espacial da eficiéncia de conversdo da sacarose com diferentes indculos: A
(—),D (-==), DT (=), DA (=), S (=), ST (-+) e SA ().

Os principais produtos intermediarios observados foram o etanol, o acido butirico, o
acido aceético e o acido latico similar ao observado no efluente dos reatores. O perfil espacial
dos principais produtos em cada um dos inoculos estudados € apresentado nas Figura 5.67 a
5.73. No primeiro ponto de amostragem, ndo foi detectado nenhum produto intermediario da
conversao da sacarose em hidrogénio.

No primeiro ter¢o do reator, principalmente na cdmara de entrada e na primeira parte
do leito, pode-se observar que as concentracfes de acido butirico e etanol equivalem a mais
de 50% da concentracdo do efluente do reator. Nesta regido que engloba os dois primeiros
pontos de amostragem do reator, o reator inoculado com o lodo anaerobio DA teve
aproximadamente 90% e 50% para o acido butirico e etanol; respectivamente, e o reator
inoculado com o lodo anaerobio SA apresentou valor superior a 70% para o acido butirico e

60% para o etanol.
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Figura 5.67: Perfil espacial dos metabolitos no reator inoculado com A: acido acético(-s-), cido propiodnico (
—), acido butirico ( —), etanol ( —~) e acido latico (——).
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Figura 5.68: Perfil espacial dos metabolitos no reator inoculado com D: acido acético(-s-), cido propidnico (
—), &cido butirico ( —), etanol (—-) e acido latico (==).
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Figura 5.69: Perfil espacial dos metabolitos no reator inoculado DT: &cido acético(--), acido

propiénico (—), acido butirico (—), etanol (—-) e &cido latico (—-).
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Figura 5.70: Perfil espacial dos metéabolitos no reator inoculado com DA: &cido acético(--),
acido propionico (—), acido butirico (—), etanol (—-) e acido latico (—-).
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Figura 5.71: Perfil espacial dos metébolitos no reator inoculado com S: &cido acético(—-),

acido propiobnico (—), acido butirico (
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Figura 5.72: Perfil espacial dos metabolitos no reator inoculado ST: &cido acético(-s-), &cido

propidnico (—), acido butirico (—), etanol (

) e &cido latico (—-).
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Figura 5.73: Perfil espacial dos metébolitos no reator inoculado com SA: &cido acético(—-),
acido propionico (—), &cido butirico ( —), etanol (—-) e acido latico (—).

5.2.7 Comportamento hidrodindmico dos reatores

Os ensaios hidrodindmicos foram feitos com os reatores no inicio, ou seja, sem
biomassa e no final de cada uma das operacdes, isto é, com 60 dias de operagdo para cada um
dos indculos estudados. Seguindo a metodologia descrita no subitem 4.2.8 do item Material e
Métodos, foram tracadas as curvas de distribui¢do do tempo de residéncia real em cada fase
como pode ser visto na Figura 5.74, que relaciona variagdo da concentragdo do tracador pelo
tempo. As curvas R1 e R2 sdo as obtidas pelos dois reatores de leito fixo utilizados neste

trabalho, preenchidos com o material suporte e sem biomassa.
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Figura 5.74: Curva de distribuicdo do Tempo de Detencdo Hidraulica nos reatores com e sem
biomassa.

Analisando a Figura 5.74, verifica-se que mesmo o leito do reator ndo sendo ordenado,
ambos os reatores (R1 e R2) sem biomassa tiveram comportamento similares e o TDH real
ficou proximo ao TDH tedrico esperado.

A biomassa intersticial do material suporte provavelmente fez com que o
comportamento do escoamento se alterasse em relacdo aos reatores sem biomassa. Para todos
0s ensaios realizados com biomassa, 0 pico das curvas ocorreu antes do TDH teorico esperado
(2 horas ou 120 minutos). Este comportamento sugere que em todas as condigdes ocorreram
anomalias no escoamento, como zonas mortas ou caminhos preferenciais provocados pela
biomassa presente nos intersticios da matriz do material suporte (Levenspiel, 2000). Na
Tabela 5.23 sdo apresentados os valores do TDH real, da variancia, do nimero de tanques em
série, do numero de dispersdo e da quantidade de biomassa intersticial em cada fase de

operagéo.
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Tabela 5.23: Dados obtidos nos ensaios hidrodinamicos e concentracdo da biomassa
intersticial para os reatores sem biomassa e para 0s indculos estudados

Biomassa
Inéculo TDH Variancia i N intersticial
(min) (o) u.lL (mg STV.g™
material suporte)

R1- sem biomassa 120,39 1148,61 0,040 13 -
R2- sem biomassa 117,47 1179,37 0,043 12 -

A 31,79 321,78 0,159 3 12,05

D 20,51 117,08 0,139 4 21,83

DT 12,03 59,21 0,205 4 27,66

DA 29,97 321,25 0,179 3 48,38

S 19,09 121,47 0,167 3 32,41

ST 29,93 335,62 0,187 3 43,51

AS 24,51 248,29 0,207 2 17,00

Os valores de variancia (o) diminuiram no final da operacdo quando comparado com
os resultados obtidos nos reatores sem biomassa indicando aumento do coeficiente de
dispersdo quando a biomassa estava presente na realizacdo dos ensaios hidrodinamicos. Este
comportamento também foi observado por Fontes (2011) e Anzola-Rojas (2010). No entanto,
ndo foi possivel determinar alguma relacdo entre a quantidade de biomassa nos intersticios do
material suporte e o coeficiente de disperséo.

Os valores de biomassa intersticial sdo inferiores aos valores obtidos por Fontes
(2011) e Anzola-Rojas (2010). Essa discrepancia pode ter sido causada pela diferenca na
forma de compactacdo do leito proveniente do uso de uma matriz de material suporte mais
homogéneo e com menor didametro equivalente (4,76 mm), que diminuiu o volume intersticial
disponivel para o desenvolvimento dos microrganismos.

Os perfis espaciais e os dados hidrodinamicos serdo utilizados no futuro para subsidiar
0 desenvolvimento de uma modelagem matematica da cinética de producdo biologica de

hidrogénio.
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6 Conclusoes

Os resultados obtidos nos experimentos realizados neste trabalho de pesquisa
permitem concluir que ha influéncia da origem e do pré-tratamento do in6culo sobre a
producdo bioldgica de hidrogénio em reatores anaerobios de leito fixo e fluxo ascendente a
partir de 4gua residudria sintética. A escolha da origem do in6culo e do pré-tratamento ao qual
0 mesmo é submetido pode ser decisiva em rela¢do a producéo de bioenergia pela influéncia

notada sobre os rendimentos de hidrogénio.

Além disso, a partir dos resultados obtidos e da discussdo apresentadas por este

trabalho, pode-se concluir que:

e A metodologia para determinacdo e quantificacdo de &cidos, alcoois e
carboidratos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apresentou
linearidade, precisdo e limites de deteccdo e quantificacdo satisfatorios, mostrando se como
uma ferramenta Util para o controle do processo de producéo de bioenergia;

e A origem e o pré-tratamento do indculo influenciam a producdo do biogés, a
vazdo molar de hidrogénio, a producdo volumétrica de hidrogénio e o rendimento de
hidrogénio. A eficiéncia de conversdo da sacarose também foi influenciada por estes dois
fatores.

e O inoculo obtido pelo processo de autofermentacdo (A) resultou no maior
rendimento médio de 2,1 mol de H, mol™ de sacarose, similar aos obtidos nos reatores
inoculados com lodo anaerébio de reator UASB tratando agua residuaria de abatedouro de
aves com pré-tratamento térmico e acido (DT e DA) que resultaram em 2,0 mol de H, mol™
de sacarose. O consércio microbiano obtido pelo processo de fermentagdo natural (A) mostra-

se interessante para a producéo bioldgica de hidrogénio, pois ndo foi necessario a aplicagédo de
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técnicas de pré-tratamento para a selecdo dos microrganismos. No entanto, a instabilidade da
producdo bioldgica de hidrogénio € um ponto negativo deste inoculo;

e O intculo obtido do lodo anaerdbio de reator UASB tratando &gua residuéria
de abatedouro de aves com pré-tratamento acido (DA) foi o consoércio microbiano que
apresentou a maior estabilidade da producéo bioldgica de hidrogénio e os maiores valores de
eficiéncia de conversdo de sacarose e producdo volumétrica de hidrogénio, 70,5% e 61,6 mL
H, h™ L™, respectivamente. Sendo, assim, uma técnica de pré-tratamento para enrigquecimento
das bactérias produtoras de hidrogénio viavel em larga escala;

e O biogas produzido foi composto principalmente por H, e CO, As
porcentagens médias de hidrogénio foram superiores a 54,6% para todos os indculos
estudados. Metano foi detectado nos inéculos D, DA, S, ST e SA em dois momentos: no
inicio e no final da operacéo.

e Para todos os indculos estudados, os principais metabdlitos foram &cido
butirico e etanol com distribuicdo percentual superior a 15% e 19%, respectivamente;

e Os exames de microscopia possibilitaram visualizar a diversidade de
morfologias presentes na comunidade microbiana no inicio e no final da operacdo, além de
observar formas de bactérias semelhantes aos principais géneros responsaveis pela producao
bioldgica de hidrogénio, como bacilos similares aos dos Clostridium;

e Por meio da técnica de PCR-DGGE, foi possivel comparar a comunidade
bacteriana presente nos inoculos em trés momentos da operacdo: inicio, meio e fim. Desta
forma, observou-se que a origem e o pré-tratamento do inéculo influenciaram no consoércio
microbiano. O coeficiente de similaridade entre os indculos (A, D e S) foi de 38% e entre 0s

indculos sem e com pré-tratamento foi de 38% para o lodo anaerébio de reator UASB
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tratando agua residuéria de abatedouro de aves (D, DT e DA) e de 46% para o lodo anaerobio
de reator UASB tratando rejeitos de suinocultura (S, ST, SA);

e A queda da producdo de hidrogénio em reatores anaerobios de leito fixo e
fluxo ascendente esta relacionada com a alta pressao parcial do hidrogénio que desloca o
equilibrio para reacdes que consomem o hidrogénio, como a homoacetogénese, que usa 0
hidrogénio e o gas carbdnico presentes no biogas produzido para sintetizar acido acético, e a
reacdo entre o hidrogénio e acido acético que produz etanol. Portanto, houve a queda do

hidrogénio e ndo houve o aumento do &cido acético, mas sim do etanol.
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7 Sugestoes

Considerando os resultados obtidos e as experiéncias vivenciadas no presente trabalho,
sdo apresentadas sugestdes de temas para futuros trabalhos de producdo bioldgica de
hidrogénio:

e Comparar configuracbes de reatores usando mesmo inoculo, substrato e
condicdes operacionais, com objetivo de estudar a influéncia do escoamento, da transferéncia
de massa e da retencéo de sélidos na producéo bioldgica de hidrogénio;

e Analisar a pressdo parcial de hidrogénio no meio liquido visando melhorar a
producdo de hidrogénio;

e Realizar estudo microbiolégico mais aprofundado com o intuito de identificar
0s principais grupos de microrganismos presentes e de genes responsaveis pela producéo e
consumo do hidrogénio com o objetivo de solucionar a queda na producao do biogas.

e Auvaliar a possibilidade de aproveitamento dos acidos e alcoois por meio de

técnicas de separagdo, tendo em vista as concentragdes obtidas, principalmente de etanol.
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