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RESUMO

MAGDALON, Gabriel (2014). Efeito e funcdo de metais como micronutrientes ou em
tracos na obtencdo de biohidrogénio e de acidos orginicos volateis através de
bioprocessamento anaerobio acidogénico de um meio contendo xilose como fonte de
carbono. Monografia (Graduagdo) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sédo
Paulo, Sao Carlos, 2014.

Dentre os requerimentos nutricionais de qualquer sistema bioldgico, podem se
destacar trés grupos essenciais: 0os macronutrientes, micronutrientes € os elementos em
quantidades de tragos. Estes ultimos sdo utilizados pelas células como cofatores na
ativagdo ou desativacdo de enzimas alostéricas. Desta forma a caréncia ou excesso
desses elementos podem trazer um problema no funcionamento de algumas enzimas e
consequentemente podem ativar ou desativar algumas rotas metabolicas. Em um
processo bioldgico, a produgdo de algum metabodlito de interesse pode ser estimulada
mediante a presen¢a de um ou mais desses elementos que ativem uma rota metabolica
de producdo e desativem uma eventual rota de consumo, no entanto sem afetar o
crescimento do organismo. No bioprocessamento anaerdbio de um meio contendo
xilose como fonte de carbono, objetivando a obtencdo de produtos de valor agregado
como o hidrogénio como fonte energética e os dacidos organicos volateis como
subprodutos, uma composi¢do adequada desses elementos pode aumentar a eficiéncia
dos sistemas e trazer estabilidade na produ¢do do hidrogénio e de acidos organicos
volateis. Além disso, esse meio contendo xilose ¢ constituido principalmente por
pentoses que ndo sdo facilmente fermentesciveis, e alguns desses metais podem trazer
resultados importantes no sentido de melhorar a degradabilidade dessas pentoses em
acidos organicos volateis.

Considerando a importancia e o ganho em estabilidade e eficiéncia que uma
composicao nutricional acertada pode conferir ao processamento anaerobio na obteng¢ao
de hidrogénio e 4acidos volateis, o presente projeto propde a investigagdo, em carater
fundamental, do efeito de metais em concentra¢des de tragos e de micronutrientes, na
producdo de biohidrogénio e de 4cidos organicos volateis por meio de processos

anaerdbios acidogénicos utilizando um meio contendo xilose como fonte de carbono.

Palavras-chave: Biohidrogénio. Metais em concentragdo de tragos. Acidos volateis. Xilose.



ABSTRACT

MAGDALON, Gabriel (2014). Effect and function of metals as micronutrients or in
traces in the obtainment of biohydrogen and of organic acids through the
acidogenic anaerobic bioprocessing of an environment containing xylose as source
of carbon. Monograph (Graduation) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2014.

Among the nutritional requirements of any biological system, three essential
groups can be pointed out: the macronutrients, micronutrients and the elements in trace
quantities. These last ones are utilized by the cells as cofactors in the activation or
deactivation of allosteric enzymes. Therefore, the lack or excess of these elements can
impair the functioning of some enzymes and consequently can activate or deactivate
some metabolic pathways. In a biological process, the production of any metabolite of
interest can be stimulated by the presence of one or more of these elements, which
activate one metabolic pathway of production and deactivate one occasional pathway of
expenditure, without affecting the organismal growth. In the anaerobic bioprocessing of
a medium containing xylose as carbon source, aiming the acquirement of products of
aggregate value such as hydrogen as the energetic source and organic acids as the sub
products, an adequate composition of these elements can increase the system efficiency
and promote stability in the production of hydrogen and volatile organic acids.
Furthermore, the hydrolyzed part of sugar cane bagasse is mainly composed of pentoses
that are not easily fermentable, and some of these metals can bring important results in
order to improve the degradability of these pentoses in volatile organic acids.

Considering the importance and the gain in stability and efficiency that a right
nutritional composition can promote in the anaerobic processing to obtain hydrogen and
volatile acids, the present project proposes the investigation of the effects of
micronutrients and metals in trace concentration in the production of biohydrogen and
volatile organic acids through acidogenic anaerobic process utilizing a medium

containing xylose as carbon source.

Keywords: Biohydrogen. Metals in trace quantities. Volatile acids. Xylose.



ATIVIDADES REALIZADAS NO PERIODO
* Visita a Dacar Industrial S.A., sediada em Tieté, SP, para buscar lodo do
reator UASB que trata residuos industriais de avicola, que foi utilizado

nos experimentos.
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1 INTRODUCAO

Devido a grande demanda de energia pela populagdo, fica cada vez mais em
evidéncia a questdo sobre as alternativas energéticas para substituir o combustivel
fossil, que ¢ o utilizado em maior escala atualmente.

Nesse cendrio, o gas hidrogénio aparece como alternativa energética, devido ao
beneficio econdmico e ambiental, pois sua combustdo gera apenas agua e ndo ha
emissdo de carbono ao ser usado como combustivel, além de ser 2,75 energeticamente
mais eficiente do que qualquer outro hidrocarboneto (122 kJ.g™") e de poder ser usado na
geracdo de energia elétrica, energia mecanica ou calor (Van Ginkel et al. 2001).

O hidrogénio pode ser produzido por diferentes processos, incluindo eletrolise
da agua, fotossintese anoxigé€nica com compostos organicos por bactérias fototroficas,
produgdo fermentativa de hidrogénio por meio de compostos organicos e sistemas
hibridos utilizando bactérias fototroficas e fermentativas. (Levin et al. 2004).

A produgdo bioldgica de hidrogénio torna-se interessante pelo fato de as
bactérias fermentativas terem um grande potencial para tratamento de 4guas residudrias
e a0 mesmo tempo serem produtoras de gas hidrogénio (H,), que pode ser utilizado na
geracdo de energia. Uma vasta gama de residuos pode ser utilizada como substrato na
via fermentativa (Das e Veziroglu 2001).

Podem-se utilizar diferentes substratos organicos na producdo fermentativa de
géas hidrogénio, como glicose, isomeros de hexoses, polimeros na forma de amido,
celulose e hemicelulose. As producdes de hidrogénio variam de acordo com cada
substrato por depender da rota fermentativa e dos produtos finais gerados. Os éacidos
organicos obtidos sdo, principalmente, latico, acético e butirico. Na pratica, a alta
produtividade de H, estd relacionada com mistura de 4cido acético e butirico e baixa
produtividade com &cidos propidnicos e baixas producdes de produtos finais (dlcoois,
acido latico)(Nath e Das 2004). Outros gases também podem estar presentes na mistura,
como o diéxido de carbono (CO,), metano (CH4), sulfeto de hidrogénio (H,S) e
oxigénio (O;), em pequenas quantidades (Das e Veziroglu 2001).

A produgdo de hidrogénio pode ser facilitada com a inibi¢do da metanogénese
por meio de pré-tratamento do inoculo, uma vez que as arqueias metanogénicas
consomem hidrogénio nos processos anaerdbios. Esse pré-tratamento pode ser feito por

meio de controle do pH e a quente. As bactérias produtoras de hidrogénio, formadoras
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de esporos sdo comumente tolerantes a condi¢cdes ambientais extremas (Kawagoshi et
al. 2005).

Sao varios os microrganismos capazes de produzir hidrogénio e acidos organicos
a partir de carboidratos, como as Enterobacter, Bacillus e Klebsiella, porém a mais
promissora sdo da espécie Clostridium, por apresentar rapido metabolismo e altos
rendimentos de producdo de hidrogénio (Shida, 2008).

Entre as vérias configuracdes de reatores existentes, os de mistura completa
(CSTR) sdo os mais utilizados para a produgdo fermentativa de hidrogénio (Hawkes et
al. 2007). Porém, para a producdo de hidrogénio a partir de carboidratos complexos,
como o amido, por exemplo, torna-se interessante a configuragdo de reator em batelada,
pois a matéria organica particulada pode dificultar a operagdo em outras configuragdes.

Alguns residuos apresentam complexidade ao serem metabolizados devido a sua
estrutura molecular que dificulta o acoplamento dessas substincias em sitios
enzimaticos. O estudo da aplicacdo de micronutrientes para possibilitar o metabolismo
de substancias dificilmente fermentesciveis ¢ de grande importancia para a compreensao
das rotas metabdlicas que regem a producdo de hidrogénio e 4cidos volateis pela
acidogénese.

Virias fontes de inoculo tém sido utilizadas com boa eficiéncia na producao
biologica de hidrogénio, como amostras de solo, lodo se estacdo de tratamento de
esgoto, aguas residuarias diversas, amostra de aterro sanitario, dentre outros. Porém, a
grande maioria dos in6culos foram testados em clima temperado, podendo ndo ter a
mesma eficiéncia em climas tropicais como no Brasil.

Assim, esse trabalho tem como objetivo testar a influéncia de metais em
concentragdo de micronutrientes € em tracos na producdo biologica de hidrogénio
utilizando in6culo proveniente de um reator anaerobio de manta de lodo e escoamento
ascendente (UASB), tratando agua residudria de abatedouro de aves (Dacar Industrial

S.A.), sediada em Tieté, SP.
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2 OBJETIVOS

* Testar a influéncia de metais em concentragdo de micronutrientes e em
tragos na producao biologica de hidrogénio em reatores em batelada;
* Avaliar a geragdo dos produtos intermediarios, tais como produgdo de

acidos organicos volateis e alcoois nos reatores em batelada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producio de hidrogénio em processos fermentativos

O hidrogénio pode ser produzido por bactérias anaerobias utilizando substratos
ricos em carboidratos. As reacdes de fermentagdo podem ocorrer em condigdes
mesofilicas (25-40°C), termofilicas (40-60°C), termofilica extrema (65-80°C) ou
hipertermofilica (>80°C). No processo da fermentagdo é produzido uma mistura de
biogéas, contendo principalmente gas hidrogénio (H,) e carbonico (CO;), metano (CHa),
monoéxido de carbono (CO), sulfeto de hidrogénio (HsS) e outros produtos, como acidos
(atico, acético, butirico, entre outros) e alcoodis (etanol, butanol, entre outros) (Levin et
al. 2004). A distribuicdo dos produtos pode ser diferente, dependendo dos
microrganismos presentes, do estado de oxida¢do do substrato e das condigdes
ambientais (pH e pressdo parcial de hidrogénio) (Hallenbeck e Ghosh 2009).

Esse processo mostra-se interessante, pois ndo necessita de luz nem de culturas
puras de microrganismos, apresenta boa estabilidade na producdo de hidrogénio, os
custos sdo relativamente baixos e os acidos produzidos podem ser usados por industrias
quimicas e de alimentos (Rojas, 2010).

Entre os substratos que podem ser utilizados, os mais estudados sao a glicose, a
sacarose ¢ a xilose. Na tabela 1 sdo apresentados os rendimentos maximos de conversao

de agticares a hidrogénio nos processos fermentativos.

Tabela 1- - Rendimento maximo de agticar a hidrogénio em processos fermentativos

(Maintinguer, 2009)
Actcar Rota Metabdlica mol H,/mol
acucar

Glicose CsH 1206 + 2H,O — 2CH3COOH + 4H, + 2CO, 4
CsH 12,06 + 2H,O — CH,CH,CH,COOH + 2H, + 2CO, 2
Sacarose C12H22011 + 5H20 — 4CH3COOH + 4C02 + 8H2 8
C12H2,01; + H,O — 2CH3CH,CH,COOH +4CO, + 4H, 4
Xilose C5H1005 + 3H20 — CH3COOH + 3C02 + 6H2 6
CsH190s + 2H,0 — ~CH;CH,CH,COOH + 3CO; + 5Ha 5
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Speece (1996) descreveu a digestdo anaerdbia como sendo um processo
complexo que envolve diversas classes de microrganismos e varias fases intermedidrias.
Os componentes complexos dos substratos sdo hidrolisados em compostos mais simples
(agucares, aminoacidos e peptideos). Os produtos gerados sdo metabolizados no interior
das células das bactérias fermentativas, sendo convertidos em acidos orgéanicos, alcodis
e biogas. Os acidos organicos com mais de dois carbonos sdo convertidos em acetato e
gas hidrogénio pelas bactérias homoacetogénicas e sintroficas (produtoras obrigatorias
de hidrogénio), e o gas hidrogénio e o acetato sdo convertidos em metano pelas arqueias

metanogénicas. O esquema desse processo € apresentado na Figura 1.

Organicos Complexos
(Carboidratos, Proteinas, Lipideos)

[ Bactérias Fermentativas

(Hidrolise)
Organicos Simples
(Acucares , Aminoacidos, Peptideos)
Bactérias Fermentativas
(Acidogénese)

v
’ Acidos Organicos | |

(Propionato, Butirato, etc.)

Bactérias Acetogénicas
(Acetogénese)
Ad

Bactérias Acetogénicasprodutoras de Hidrogénio ;

Hz+.( 0 | Bactérias Acetogénicas consumidoras deHidrogéniol e H

A

Bactérias Metanogénicas
(Metanogénese)
J o |
ey + - -
Metanogénicas CHy= €O Metanogénicas
hidrogenotroficas acetoclasticas

Bactérias redutoras de sulfato

------------------------------------- ¥ HySOy + €Oy jewommmmmmommmmmmmmomemmeen o

Figura 1- Pontos de geracao e consumo de hidrogénio (Speece, 1996).

Mosey (1983) descreveu o processo de digestdo anaerdbia e considerou as
seguintes reacdes de degradagdo da glicose:
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Processo acidogénico

CsH 1,056 — C4HO, + 2CO; + 2H,

glicose  &c. butirico

C6H]206 + 2H20 — 2C2H402 + ZCOZ + 4H2

glicose ac. acético

C6H]206 + 2H2 — 2C3H602 + ZHQO

Glicose ac. propidnico

Processo acetogénico

CsHsO, + 2H,0 — 2C,H,0;, + 2H,

ac. butirico ac. acético

C3H602 + 2H20 — C2H402 + C02 + 3H2

ac. propidnico ac. acético

Processo metanogénico

C2H402—> CH4 + CO}

ac. acético

4H, + CO; — CH, + 2H,0

Portanto, torna-se desejavel inibir as arqueias metanogénicas para haver um
desequilibrio anaerdbio objetivando a obtengdo de hidrogénio e 4acidos organicos
(Rojas, 2010).

Virios estudos abordam os processos de inibicdo das arqueias metanogénicas e
acumulo de gés hidrogénio. Entre os fatores que influenciam estdo o pH, a temperatura,
a configuracdo do reator, o inoculo, o substrato, nutrientes, material suporte e tempo de

detencao hidraulica. (Hawkes et al. 2007; Hallenbeck e Ghosh 2009).
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As principais reagdes envolvendo a xilose estdo descritas a seguir. Os valores de

AG? foram retirados de Tavares (2008).

CsH;005 + 5H, - 5CH,0 Metanol
AG"= -20,4 kcal.mol!

CsHy905 = /5 C,Hg0 + °/5 €O, Etanol
AG"=-55,56 kcal.mol!

CsH;,05 + 3H,0 — C,H,0, + 3C0, + 6H, Acido Acético
AG’= - 41,36 kcal.mol™!

CsHy 005 + 5/3 H, - 5/3 C3H(O0, + 5/3 H,0 Acido Propidnico
AG"=-68.8 kcal.mol™!

CsH1005 + 2H,0 > 1/, C3Hg0, + 3C0, + 5H, Acido Buritico
AG® = -49,63 kcal.mol

CsHy005 + Hy0 > 1/, C5Hy00, + 2/ €O, + 2/ H, Acido Valérico
AG® = -56.4 kcal.mol™

3.1.1 Microrganismos Envolvidos na Producio de Hidrogénio

Existem diversos grupos de microrganismos envolvidos na producdo de
hidrogénio, classificados em quatro grupos: anaerdbios estritos, anaerobios facultativos,
aerobios e fototroficos (Fang ef al., 2006). As principais bactérias fermentativas
conhecidas para a producdo de hidrogénio incluem espécies de Enterobacter, Bacillus e
Clostridium (Maintinguer, 2008).

As Dbactérias pertencentes ao género Clostridium, conhecidos como
microrganismos acidofilicos, que vivem em pH préoximo de 4,0, sdo descritos na
maioria dos trabalhos como sendo os principais responsaveis pela producdo anaerdbia
de hidrogénio (Fang et al, 2006), devido a seu rapido metabolismo e sua capacidade de

formar esporos. Segundo Khanal et al. (2004), o género Clostridium produz hidrogénio
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utilizando a atividade das enzimas piruvato-ferrodoxina-oxidorredutase e desidrogenase.
Baixos valores de pH podem inibir a atividade da desidrogenase, sendo este fator
importante na producdo de hidrogénio. Os géneros Clostridium podem produzir
hidrogénio a partir da degradag@o de proteinas, aminoacidos ou carboidratos.

Em processos anaerébios, quando o pH cai para menos de 4,5, o hidrogénio ¢
produzido durante a fase exponencial de crescimento do Clostridium, produzindo
solventes na fase estaciondria. Essa mudanca de rota acontece possivelmente devido ao
acimulo de 4cidos graxos volateis e hidrogénio na fase de crescimento exponencial.

A Tabela 2, realizada por Wang e Wan (2009), apresenta estudos realizados com
culturas puras em diferentes configuracdes de reatores, nos quais Clostridium e

Enterobacter foram os principais microrganismos produtores de hidrogénio.

Tabela 2 - — Culturas puras utilizadas para producio de hidrogénio (Wang e Wan, 2009)

Inéculo Substrato  Tipo de Produtividade Referéncia
reator de H,
Enterobacter cloacae TIT Celobiose Batelada 5.4 mol.mol™ Kumar e Das
— BT 08 celobiose (2000)
Escherichia coli MC13-4 Glicose  Batelada 1.2 mol.mol’  Ishikawa et al.
glicose (2006)
Escherichia coli Glicose  Batelada 2.0 mol.mol’'  Bisaillon et al.
glicose (2006)
Escherichia coli Glicose  Continuo 2.0 mol.mol’ Turcot et al.
glicose (2008)
Pseudomonas sp. GZ1 Lodo Batelada  0.007 mol.g Guo et al.
residual TCOD (2008)
Enterobacter aerogenes  Glicose  Batelada 1.0 mol.mol'  Yokoi et al.
HO-39 glicose (1995)
Enterobacter aerogenes  Glicose  Batelada  0.05 mol.L Ogino et al.
NBRC 13534 meio (2005)
Enterobacter aerogenes Glicose  Batelada - Jo et al. (2008)

Enterobacter aerogenes  Glicerol — Batelada 0.6 mol.mol'  Nakashimada

HU'01 glicerol et al. (2001)
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Indculo

Enterobacter aerogenes
Enterobacter aerogenes E
82005

Enterobacter cloacae 1T-
BT 08

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum

ATCC 824

Clostridium butyricum
CGS5
Clostridium butyricum
CGS2

Clostridium  pasteurianum
CH4
Clsotridium paraputrificum
M-21

Clostridium  thermocellum

27405

Clostridium thermolacticum

Clostridium sp. strain no.2

Clostridium sp. Fanp2

Thermoanaerobacterium

thermosuccharolyticum

KU001

Substrato

Amido

Molasas

Glicose

Glicose

Glicose

Xilose

Amido

Sacarose

Esgoto

quitinoso

Biomassa

celulosica

Lactose

Celulose

Glicose

Glicose

Tipo de
reator
Batelada

Continuo

Continuo

Batelada

Continuo

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Batelada

Continuo

Continuo

Batelada

Batelada

Produtivida Referéncia
de de H;
1.09 mol.mol Fabiano e
! amido Perego (2002)
3.5 mol.mol™ Tanisho e
sugar Ishiwata (1995)
- Kumar e Das
(2001)
2.0 mol.mol™ Chin, Chen e
glicose Chou (2003)
1.08 mol.mol Zang et al.
! glicose (2006)
0.73 mol.mol” Lo et al. (2008)
! xilose
9.95 mol.g Chen et al.
COD (2007)
2.07 mol.mol” Lo et al. (2008)
" hexose
2.2 mol.mol™ Levin et al.
substrato (2006)
2.3 mol.mol™ Collet et al.
glicose (2004)
3.0 mol.mol”  Taguchi et al.
lactose (1996)
0.3 mol.mol™ Pan et al.
glicose (2008)
0.2 mol.LL. meio Pan et al.
(2008)
2.4 mol.mol™ Ueno et al.
glicose (2001)
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Indculo Substrato  Tipo de Produtividade Referéncia

reator de H,

Thermococcus Amido  Continuo - Kanai ef al.
kodakaraensis KODI1 (2005)
Hydrogen-producing Glicose  Batelada 0.1 ml.LL meio = Wang ef al.
bacterial B49 (2007)
Ruminococcus albus Glicose  Batelada 2.52 mol.mol” Ntaikou et al.

glicose (2008)
Hafnia alvei Glicose  Batelada - Podesta et al.

(1997)

Citrobacter — amalonaticus ~ Glicose ~ Batelada 8.7 mol.mol Oh et al.
Y19 glicose (2008)
Ethanoligenens harbinense ~ Glicose  Continuo 1.93 mol.mol’  Xing et al.
YUAN-3 glicose (2008)

3.2 Importancia do pH

O pH ¢ um parametro de grande importancia para a produgdo de hidrogénio,
Fang e Liu (2002) constataram que o pH afeta diretamente a velocidade de produgao de
hidrogénio e a acdo dos microrganismos hidrogenotréficos (consumidores de
hidrogénio). No trabalho realizado pelos autores, onde foi operado um reator em
batelada degradando glicose anaerobiamente, ndo houve consumo de hidrogénio por
arqueias metanogénicas para pH menores que 5,5. Observou-se que a manutengao do

pH em 5,5 ndo permitiu a producdo de metano no sistema.

3.3 Influéncia de nutrientes na producio fermentativa do hidrogénio

Elementos tragos podem ser definidos como “qualquer elemento quimico que
ocorre em pequenas quantidades em organismos, mas ¢ essencial para varios processos
fisiologicos e bioquimicos”. Vdarios desses elementos tragos sdo metais.

Os metais essenciais normalmente estdo presentes no sistema de enzimas como
cofatores ou sendo essenciais para o sistema da enzima. Porém, todos os metais sdo
potencialmente toxicos, podendo inibir a atividade microbiologica.

A enzimologia da metanogénese e da acidogénese tem sido estudada

extensivamente. Varias dessas enzimas contém metais como cofatores e coenzimas,
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como cobalto, niquel, ferro, zinco, molibdénio e/ou tungsténio, o que explica a grande
dependéncia da presenca e disponibilidade desses metais na metanogénese (Zandvoort
et al. 2006).

Speece e McCarty (1962) realizaram os primeiros trabalhos demonstrando a
importancia de alguns metais em concentragdo tragos nos processos anaerobios. Com a
difusdo dos digestores anaerdbios de fluxo ascendente (UASB), varios metais vém
sendo estudados como micronutrientes € em tragos, principalmente para a fermentagao
do metano.

Alguns residuos que podem ser utilizados como fonte de carbono para a
producdo bioldgica de hidrogénio e acidos volateis apresentam complexidade ao serem
metabolizados devido a sua estrutura molecular que dificulta o acoplamento dessas
substdncias em sitios enzimaticos. A aplicacdo de micronutrientes objetivando
possibilitar o metabolismo de substancias dificilmente fermentesciveis torna-se
importante para a compreensdo das rotas metabdlicas que regem a produgdo de
hidrogénio e acidos organicos volateis pela acidogénese.

A literatura aborda amplamente o tema para metanogénese, ja para a producao

de hidrogénio os estudos sdo incipientes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Meio de Nutriente Basal

A investigacdo sobre a influéncia dos metais na obtencdo do hidrogénio e dos
acidos volateis foi conduzido em um meio contendo xilose como fonte de carbono. A
concentragio de matéria organica foi de 5000 mg O,L"' em termos de DQO e foi
adicionado SeO; (10 pg-L™"), (NH;)H,PO,4 (3,8 mg-L™) e (NH3),CO (8,2 mg'L™") como
nutrientes em todas as condi¢des experimentais, tal que a relagdo C/N/P do meio
nutriente foi mantida em C/N = 140 e C/P = 980, adaptada pelos trabalhos realizados
por Del Nery (1987) e Rojas (2010), respectivamente para culturas anaerobias e para
maximizacdo da produ¢do acidogénica de hidrogénio. O pH do meio liquido foi

ajustado para 6,0.

4.2 Inéculo
O in6culo utilizado ¢ proveniente de um reator anaerébio de manta de lodo e
escoamento ascendente (UASB), tratando agua residuaria de abatedouro de aves (Dacar

Industrial S.A.), sediada em Tieté, SP.

4.3 Procedimento Experimental

Foram avaliadas as influéncias de dois fatores na producdo de biohidrogénio e
acidos volateis a partir da xilose: o metal (como micronutriente ou em concentragdo
tracos) e a concentracdo do metal. Foram avaliados 9 metais em trés concentragdes
distintas. Os metais relacionados na Tabela 3 foram avaliados como micronutrientes e
foram adicionados ao meio nas concentragdes de 1, 5 e 10 mg.L™. J4 os metais
discriminados na Tabela 4 foram avaliados como metais em concentragdo trago e foram
adicionados ao meio nas concentragdes de 250, 750 e 1000 ug.L"'. Ambas as tabelas

relacionam as composic¢des das solugdes “stock™ de cada metal.
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Tabela 3 - Rela¢do de metais a serem adicionados como micronutrientes no ensaio

Concentragdo “Stock”

Metal Composto Fonte
(gL
Sodio (Na) 2,54 NaCl
Potéssio (K) 1,91 KCl
Magnésio (Mg) 4,66 MgCl-H,0
Calcio (Ca) 2,77 CaCl,

Tabela 4 - Relacio de metais a serem adicionados como tracos no ensaio

Concentragdo “Stock”

Metal Composto Fonte
(gL
Manganés (Mn) 9,0 MnCl,,H,O
Cobre (Cu) 6,7 CuCl,2H,0
Zinco (Zn) 5,2 ZnCl,
Cobalto (Co) 7,0 CoCl,2H,0
Niquel (Ni) 10,1 NiCl,.6H,O

Os primeiros ensaios foram conduzidos em frascos Duran de 2000 mL de
capacidade (1000 mL de volume util) e posteriormente os experimentos foram
realizados em frascos Duran de 500 mL de capacidade (250 mL de volume util).
Primeiramente foram adicionados o meio basal e a solugao “stock” do metal a ser
estudado na concentracdo de interesse ¢ assim lacrado e autoclavados. Inoculado
posteriormente nos frascos contendo meio nutriente ja autoclavado e resfriado para que
a concentragdo de biomassa no ensaio fosse de 500 mg'L™, o que corresponde a uma
relagio S/M (substrato/microrganismo) de 0,1 mg O;mg SVT'. Os experimentos
posteriores foram calculados para que a concentragdo de biomassa fosse de 2500 mg.L"
! correspondendo a uma relagio S/M (substrato/microrganismo) de 0,5 mg O,.mg SVT’
! ¢ para os experimentos realizados nos frascos de 500 mL, a concentragdo de biomassa
e de microrganismos foi de 1000 mglL™”, correspondendo a uma relagio S/M
(substrato/microrganismos) de 1 mg O,.mg SVT™.

Os frascos foram mantidos em um Shacker ajustado a temperatura de 30°
Celsius com frequéncia de agitagdo de 100 rpm. No decorrer do ensaio foi monitorado o
crescimento da biomassa, para determinag¢do das fases lag, crescimento exponencial e

estabilizacdo. Este monitoramento foi conduzido pela aferi¢cdo da pressdo do headspace
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dos frascos Duran. As amostras contidas nos frascos foram submetidas a andlise de
composi¢ao do biogas por meio de cromatografia gasosa (detector TCD) e determinagdo
de carboidratos totais (Dubois et al. 1956), além da analise dos acidos volateis ¢ dos
carboidratos por cromatografia liquida — HPLC. Este procedimento foi idealizado com
base no protocolo estabelecido por (Speece, 1996), para identificagdo da necessidade e

funcdo de metais em tragos em sistemas anaerdbios.

4.4 Cinética

O parametro cinético aparente foi obtido a partir do ajuste dos resultados dos
perfis produ¢do de H, e de consumo de matéria organica ao modelo de cinética
microbiana de Monod. No entanto, dada a baixa concentra¢ao de substrato no ensaio, o
modelo foi simplificado para um modelo de primeira ordem residual, cuja forma

integrada estd demonstrada pela Equacao 1.
C(t)=Cp+ (C,—Cg) e kit Equagdo 1

Na qual C(?) é a concentragdo de xilose (mg-L™); Cz é concentragio residual de
xilose (mg.L™"); C1.¢ a concentragio inicial de xilose (mg.L™); ¢ é o tempo percorrido do
experimento (horas) e k;*” ¢ a constante cinética aparente (horas™).

O modelo foi aplicado aos resultados obtidos nos perfis de concentracdo de
xilose, para a obten¢do dos pardmetros cinéticos aparentes e das condi¢des de contorno
C; e Cr. O ajuste foi realizado utilizando-se o software Microcal Origin® v 8.1, pelo

algoritmo de interagdes de Levenberg-Marquadt.

4.5 Analises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram efetuadas periodicamente. Todas as analises
foram realizadas em amostras filtradas em membrana 0,45 pm, exceto os solidos
volateis totais. Os métodos utilizados nas analises de xilose, DQO, pH, composicao do

biogas, producao do biogas e dos so6lidos volateis totais estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Métodos de analises

Andlise Método
Xilose Dubois et al.(1956)
DQO Standard Methods (APHA, 1998)
pH Standard Methods (APHA, 1998)
Composi¢ao do Biogas Cromatografia gasosa
Producao do Biogés Vazdo Volumétrica
Soélidos Volateis Totais (SVT) Standard Methods (APHA, 1998)

4.6 Analises Cromatograficas

As andlises de composi¢do do biogas foram realizadas em um cromatografo
gasoso Shimadzu® modelo CG-2010, com uma coluna capilar Supelco Carboxen® 1010
PLOT (30 m x 0,32 mm), utilizando um detector de condutividade térmica (TCD) a 230
°C e um injetor operando em splitless a 220 °C e o gas de arraste foi argonio. Estas
andlises permitiram a deteccdo e quantificacdo de Ny, CO, e H, em fase gasosa.

A composi¢do da fase liquida foi determinada por um cromatografo liquido
(HPLC) modelo Shimadzu® modular, utilizando um sistema de bombas LC-10AD, um
forno para coluna CTO-20A, um controlador SCL-10A, um detector de matriz luminosa
(PDA — Photo Diode Array) ajustado para varredura compreendendo uma faixa de
comprimentos de onda de 190 a 370 nm (regido UV), com passo de 1 nm, sendo
realizada a leitura do cromatograma em 210 nm e um detector de refratometria RID-
10A com temperatura de célula de 35 °C. A fase fixa compreendeu uma coluna BIO-
RAD Aminex® HPX-87H 3000 x 7,8 mm, com pré-coluna de mesmo tipo, operando a
temperatura constante de 43 °C. O eluente utilizado foi uma solugdo de H,SO4 de
0,005 mol-L™", na vazio de 0,5 ml'min" sendo o volume injetado de 100 uL. A
integracdo e identificagdo dos picos foi realizada através do software Shimadzu Class-

VP® versio 5.032.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foi realizado um experimento para avaliar a influéncia de
diferentes tipos de pré-tratamento do inoculo, com o intuito de selecionar as bactérias
acidogénicas, responsaveis pela producdo de hidrogénio e inibir as arqueias
metanogénicas.

O experimento consistiu em cinco condi¢cdes experimentais como pré-
tratamento, que serdo descritas a seguir. O ensaio foi conduzido em frascos Duran de
300 mL de volume total e 100 mL de volume util, & temperatura de 30 °C e sob agita¢do

a 100 rpm.

5.1 Analise de pré-tratamentos

5.1.1 Controle
O ensaio controle consistiu na inoculagdo do lodo Dacar nenhum pré-
tratamento, com o objetivo de ser utilizada como base de comparacdo. A Figura 2

mostra a producao dos gases ao longo do ensaio.
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Figura 2 — Variacio temporal de hidrogénio, metano e gas carbdnico - controle,

.

hidrogénio, metano e —O— gas carbénico

Observa-se que houve maior producdo de gas carbdnico, metano e hidrogénio,

atingindo aproximadamente 120, 40 e 30 mmol, respectivamente. A fase log iniciou em
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torno de 24 horas de experimento, terminando em cerca de 96 horas. Com os resultados
obtidos nesse experimento, foi possivel ter uma base de comparagdo para os outros pré-

tratamentos testados.

5.1.2 Pré-tratamento quimico

Esse pré-tratamento consistiu em ajustar o pH do lodo para 3,0 com &cido
cloridrico (HCI) e ap6s 24 horas ajusta-lo para 6,0 com hidréxido de sédio (NaOH). A
producdo dos gases nesse ensaio pode ser verificada pela Figura 3.
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Figura 3 - Variacao temporal de hidrogénio, metano e gas carbénico - tratamento pH,

— —A—

hidrogénio, metano e —O— gas carbénico.

Observa-se pela Figura 3 que a producdo de hidrogénio foi aproximadamente
igual a de gas carbdnico, atingindo cerca de 100 mmol. Esse pré-tratamento mostrou-se
interessante também por inibir a produ¢do de metano. Assim como na condi¢do
controle, o crescimento exponencial iniciou-se em torno de 24 horas e cessou em 96

horas.
5.1.3 Pré-tratamento térmico

Esse pré-tratamento consistiu em aquecer o lodo a 90 °C por 20 minutos em

banho maria. A Figura 4 mostra a producao dos gases ao longo do experimento.
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Figura 4 - Variacdo temporal de hidrogénio, metano e gas carbénico - térmico,

A~ metanoe —O— gas carbonico.

hidrogénio,

Ao analisar a Figura 4, observa-se que o pré-tratamento térmico mostrou-se
interessante pelo fato de inibir a produ¢do de metano, porém a produgdo de hidrogénio,
de aproximadamente 65 mmol foi inferior se comparado ao pré-tratamento de pH. ode-
se notar também que o tempo de ensaio ndo se estabilizou em 96 horas, sendo nao

pratico para utiliza-lo nos futuros experimentos.

5.1.4 Pré-tratamento quimico-térmico

Além de avaliar os pré-tratamentos separadamente, foi interessante testar se o
pré-tratamento quimico seguido do térmico influenciaria positivamente na producgao de
hidrogénio.

A metodologia utilizada foi as mesmas que as anteriores, primeiramente
ajustou-se o pH do lodo para 3,0 com &cido cloridrico (HCI), apds 24 horas foi ajustado
para 6,0 com hidréxido de sédio (NaOH) e posteriormente foi realizado o procedimento
utilizado no pré-tratamento térmico, aquecendo o lodo para 90 °C por 20 minutos em
banho maria.

A produgdo dos gases nesse ensaio pode ser observada na Figura 5.

33



. 100 7
G
2 80
b?.n 60
2
w40
24
S 20 -
&
0 T ‘ 1
0 48 96 144 192

Tempo (horas)

Figura S - Variacao temporal de hidrogénio, metano e gas carbénico — pH - térmico,

A~ metano e —O— gas carbonico.

hidrogénio,

Observa-se pela Figura 5 que a producdo de metano foi inibida, da mesma
maneira que ocorreu nos pré-tratamentos quimico e térmico. A produg@o de hidrogénio
foi inferior se comparada aos pré-tratamento realizados separadamente, alcangando
cerca de 40 mmol. O gés carbonico atingiu aproximadamente 80 mmol. A fase log

iniciou-se em torno de 24 horas e estabilizou-se em 96 horas.

5.1.5 Pré-tratamento térmico-quimico
Esse pré-tratamento foi similar ao analisado no item 5.1.4, apenas invertendo a
ordem dos pré-tratamentos, sendo primeiro o térmico e posteriormente o quimico.

A produgdo dos gases pode ser analisada pela Figura 6.
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Figura 6 - Variacao temporal de hidrogénio, metano e gas carbénico — térmico - pH,

A~ metano e —O— gas carbonico.

hidrogénio,

O comportamento da produgdo de gases observado pela Figura 6 ¢ similar ao
analisado pelo item 5.1.4. A producdo de metano foi inibida pelo pré-tratamento e a
produgdo de hidrogénio e gas carbonico foram de aproximadamente 40 e 80 mmol,
respectivamente. A fase log iniciou-se em torno de 24 horas e cessou em cerca de 96

horas.

5.2 Analise da influéncia dos metais na producao de hidrogénio

Os experimentos conduzidos para avaliar a influéncia dos metais na producao de
hidrogénio analisaram os metais em pares. O pré-tratamento quimico foi escolhido, por
apresentar maior producdo de gas hidrogénio e ndo conter produ¢do de metano. O
inoculo foi pré-tratado e deixado a temperatura ambiente por 3 dias antes do inicio do

experimento, para manter a biomassa ativa.

5.2.1 Influéncia do sodio

Esse primeiro experimento foi um ensaio exploratério para testar a influéncia do
sodio (Na) variando suas concentragoes ¢ utilizando frascos Duran de 2000 mL e 500
mg O,.mg SVT™ para as condi¢des (1a) e (1b), as condigdes (1c), (1d) e (le) foram
realizadas em frascos de 500 mL e com relagio S/M de 1 mg O,.mg SVT™. Devido a
extensdo do experimento, de aproximadamente 400 horas, decidiu-se por aumentar a
carga de biomassa nos proximos experimentos para encurtar com os frascos de 2000

mL.
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Parametro cinético aparente

A Tabela 6 mostra os valores dos parametros da equagao das curvas ndo lineares
pela Equacdo 1. Foi necessario forgar o valor de Cy para zero, para que o modelo

convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 6 - Valor dos parimetros ajustados pela curva nio linear

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
la-NalmgL" 0,63 0,004 + 0,002 3950 + 895
1b - Na 5 mg.L"’ 0,91 0,006 + 0,001 4158 + 435
1c-NalmgL"' 0,99 0,024 + 0,0053 602 +21
1d - Na 5 mg.L"’ 0,99 0,025 + 0,0042 607 + 15
le - Na 10 mg.L™" 0,99 0,024 + 0,0062 603 + 26

Observa-se pela Tabela 6, que a curva ajustada para a condigdo la apresentou o
pior ajuste, obtendo R* com valor de 0,63. Esse mau ajuste pode influenciar na
comparac¢do dos resultados. Paras as condi¢des (c) e (d) e (e) os ajustes foram melhores,
provavelmente por haver menor quantidade de valores medidos de xilose, fazendo com
que a curva se ajusta-se melhor aos pontos obtidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do so6dio na producgdo do biogés ao longo do
ensaio, assim como o consumo da xilose. Para as condi¢des em que o experimento foi
conduzido em frascos Duran de 2000 mL houve produ¢do de hidrogénio, porém, nas
condi¢des em que o experimento foi realizado em frascos Duran de 500 mL nao houve
producdo de gas em nenhuma condig¢do. A Figura 7 apresenta a variagdo temporal de
gés hidrogénio e gés carbonico nas condi¢des 1a e 1b, nas concentragdes de sédiode 1 e

5 mg.L'l, respectivamente.
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Pode-se observar pela Figura 7 que a producdo de gas carbonico em mmol ¢
maior do que a de hidrogénio nas duas condi¢des. A producdo absoluta de gas
hidrogénio e géas carbonico foi superior na condicdo 1b, produzindo 93 mmol de
hidrogénio e 106 mmol de gas carbonico. A fase log teve inicio em aproximadamente
210 horas e a maior produ¢do do biogés se deu em aproximadamente 400 horas.

Na Figura 8 est4 apresentado a variagdo temporal do consumo da xilose, ajustada
pela Equacdo 1, e a taxa de rendimento de produgdo do hidrogénio (y) em relagdo a

xilose, para todas as condi¢des analisadas.
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Figura 8 — Relacdo do consumo de xilose com o rendimento da producao de hidrogénio —
sodio
Observa-se pela Figura 8, que apesar de a produgdo absoluta do hidrogénio ter
sido superior na condi¢do 1b, o rendimento foi maior na condi¢do la, atingindo
aproximadamente 4,16 mol H,.mol xilose'. Essa diferenca de resultados deve-se
possivelmente ao mau ajuste da curva na condi¢do 1a, ndo sendo possivel usar a curva

como comparagdo entre as concentracdes. E possivel observar que ocorreu maior
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rendimento de hidrogénio por xilose a partir de aproximadamente 220 horas, hora
proxima a que se inicia a fase log, como mostrado na Figura 7. A produ¢do de metano
foi ausente em todas as condi¢oes analisadas.

Na Tabela 7 encontra-se as producdes de acidos e alcoois obtidas em cada

condig¢ao nos frascos de 500 mL.

Tabela 7 - Valores dos acidos e alcoois monitorados — sédio

Acido Condicao 1c Condicao 1d Condicao le
Metanol 0 0 183,101
Etanol 0 0 39,877
Acético 82,040 79,668 71,550
Propidnico 1,781 3,030 0,082
Butirico 1,342 8,804 0
Valérico 0 0 10,216

= | "
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no final dos experimentos. Os
valores de 0 representem abaixo do nivel de detec¢ao.

Por ndo ter havido producdo de gas hidrogénio em nenhuma das condigdes,
pode-se dizer que provavelmente houve consumo de gés hidrogénio na
homoacetogénese em todas as condigdes, devido a alta concentracdo de acido acétido
em todas as condigdes e a auséncia de gas hidrogénio. Na condi¢do le foi produzido
também metanol e etanol, sendo o metanol consumidor de hidrogénio e o etanol

produtor de gas carbdnico.

5.2.2 Influéncia do zinco
Esse experimento foi um ensaio exploratdrio para testar a influéncia do zinco
(Zn), variando suas concentragdes e utilizando frascos Duran de 2000 mL e 500 mg

0,.mg SVT™.

Parametro cinético aparente

A Tabela 8 mostra os valores dos parametros da equacgao das curvas nao lineares
pela Equacdo 1. Foi necessario forgar o valor de Cy para zero, para que o modelo

convergisse para um valor fisicamente coerente.
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Tabela 8 - Valor dos parimetros ajustados pela curva nio linear

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
2a—Zn 250 pg.L” 0,81 0,005 =+ 0,002 3489 + 603
2b - Zn 750 pg.L” 0,87 0,006 + 0,001 3966 + 537
2¢-Zn 1000 pg. L’ 0,91 0,006 + 0,001 4277 + 430

Todas as condi¢cdes apresentaram bons ajustes, sendo ligeiramente inferior na
condi¢do 2a, onde o ajuste foi de 0,81.

Foi avaliado o efeito da influéncia do zinco na produgdo do biogés ao longo do
ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 9 apresenta a variacdo temporal de

gas hidrogénio e gas carbonico nas concentragdes de zinco de 250, 750 e 1000 pg.L™”,

respectivamente.
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Figura 9 - Variaciao temporal da producido de gas hidrogénio e gas carbénico -

zinco.

Ao analisar as produgdes absolutas de gds hidrogénio e de gas carbonico na
Figura 9, pode-se observar que ha maior produgdo de gas carbénico em relagdo ao
hidrogénio, assim como ocorreu nas condi¢cdes onde se variou a concentragdo de sodio.
A concentragdo de zinco apresentou maiores produgdes tanto de hidrogénio quanto de
gés carbonico quanto maior foi sua concentragdo, obtendo maior producdo na condi¢ao
2¢, produzindo 92 mmol de géas hidrogénio e 109 mmol de gas carbonico.

A fase log iniciou-se com aproximadamente 210 horas, atingindo maiores

produgdes de biogas em 400 horas.

39



Na Figura 10 estd apresentado a variagdo temporal do consumo da xilose,
ajustada pela Equacdo 1, e a taxa de rendimento de producdo do hidrogénio (y) em

relagdo a xilose, para todas as condig¢des avaliadas.
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Figura 10 - Relacdo do consumo de xilose com o rendimento da producio de hidrogénio -

zinco.

Apesar de a producdo absoluta ter sido maior na condi¢do 2¢, como visto na
Figura 9, observa-se pela Figura 10 que o rendimento de producdo de hidrogénio por
xilose ¢ melhor na condigdo 2a, atingindo 3,78 mol H,.mol xilose™. Essa diferenga entre
os resultados deve-se a menor massa de xilose no inicio do ensaio na condi¢do 2a, como
visto na Tabela 8.

O maior rendimento de hidrogénio coincide com a hora em que se inicia a fase
log observada na Figura 9, em aproximadamente 210 horas apds o inicio do
experimento.

A producdo de metano foi ausente em todas as condi¢des analisadas.

5.2.3 Influéncia do magnésio

Para encurtar o ensaio, optou-se por aumentar a carga de biomassa para 2500
mg O,.mg SVT", diminuindo o tempo de ensaio para aproximadamente 230 horas nas
condi¢des 3a, 3b e 3c, onde foram utilizados frascos Duran de 2000 mL. As condic¢des
(3d), (3e) e (3f) foram realizadas em frascos de 500 mL e com relacdo S/M de 1 mg
0,.mg SVT™.
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Parametro cinético aparente

A Tabela 9 mostra os valores dos parametros da equagao das curvas ndo lineares
pela Equacdo 1. Foi necessario forgar o valor de Cy para zero, para que o modelo

convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 9 - Valor dos parimetros ajustados pela curva nio linear.

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
3a-Mg1 mgL"’ 0,76 0,010 + 0,004 5425 + 1068
3b - Mg 5 mg.L™" 0,86 0,011 + 0,003 4974 + 715
3c-Mg 10 mg.L™! 0,86 0,010 + 0,003 4697 + 584
3d-Mg 1 mg.L" 0,98 0,035 + 0,0057 631 + 39
3e - Mg 5 mg.L™" 0,98 0,035 + 0,0062 621 +42
3f- Mg 10 mg.L™" 0,98 0,035 £ 0,0057 625 + 39

Observa-se pela Tabela 9 que os piores ajustes se deram na condicdo 3a,
podendo ter influéncia ao comparar com os outros resultados. Observa-se que para as
condi¢des 3d, 3e e 3f os ajustes obtiveram melhores resultados por haver menor
quantidade de valores medidos de xilose, fazendo com que a curva se ajusta-se melhor
aos pontos obtidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do magnésio na producao do biogas ao longo
do ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 11 apresenta a variagdo temporal

de hidrogénio, metano e gas carbonico em todas as condicdes.
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Pode-se observar pela Figura 11 que a produ¢ao de gas carbonico foi superior ao
do hidrogénio nas 6 condi¢des. Dentre as trés condigdes nos experimentos com frascos
de 2000 mL, a que apresentou maior producao de hidrogénio foi a 3a, produzindo
aproximadamente 80 mmol, em comparagdo a 70 mmol na condi¢do 3b e 50 mmol na
condi¢do 3c. Ao contrario do que aconteceu nos experimentos que avaliaram o sédio e o
zinco, houve producdo de metano, porém foi pouco expressiva ao longo do ensaio, ndo
atingindo 10 mmol em nenhuma das condi¢des. A fase log iniciou-se em torno de 35
horas e o pico da produgdo dos gases deu-se em torno de 220 horas.

Entre as trés condigdes analisadas com frascos de 500 mL, a produgdo de
hidrogénio foi superior na condi¢do 3f, a qual a concentragdo de magnésio foi de 10
mg.L"', produzindo aproximadamente 0,71 mmol, a segunda melhor produgdo ocorreu
na condi¢do 3d, com cerca de 0,62 mmol e a pior foi a condi¢do 3e, produzindo cerca de
0,46 mmol. A produg¢do de gas carbonico obtido foi similar nas trés condigdes,
atingindo aproximadamente 8 mmol. Nao houve produ¢do de metano em nenhuma das
condi¢des. A fase log teve inicio aproximadamente no mesmo tempo para as trés
condi¢des, em torno de 20 horas, porém nesses experimentos a fase log foi mais curta,
durando em torno de 30 horas. O tempo do experimento também foi préximo nas trés

condigoes, cerca de 200 horas cada uma.
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Nota-se que a producdo de gases entre as duas condi¢des operatorias difere,
tendo a producdo nas condigdes onde foi utilizado frascos de 500 mL de
aproximadamente 10% em relacdo as realizadas nos frascos de 2000 mL.

A Figura 12 apresenta a variagdo temporal do consumo da xilose, ajustada pela
Equacido 1, e a taxa de rendimento de produ¢do do hidrogénio (y) em relacdo a xilose,

para todas as condi¢des analisadas.
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Figura 12 - Relacido do consumo de xilose com o rendimento da producio de hidrogénio
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Observa-se pela Figura 12 que entre os experimentos realizados com frascos de
2000 mL, houve um maior rendimento na condi¢do 3a, alcangando 2,27 mol H,.mol
xilose™, esse valor foi levemente superior ao da condi¢do 3b, de 2,24 mol H,.mol xilose’
I a condicdo 3c mostrou-se relativamente inferior se comparada as outras duas,
atingindo rendimento de apenas 1,83 mol H,.mol xilose'. Nas trés condigdes, pode-se
observar que ocorreu maior rendimento da produg@o de hidrogénio por xilose a partir de
100 horas.

Para os experimentos realizados com frascos de 500 mL, observa-se pela Figura
12 que o rendimento na condicdo 3f foi ligeiramente superior, atingindo
aproximadamente 0,17 mol Hy.mol xilose™, seguido das condi¢des 9a e 9b, assim como
podemos notar na Figura 25, onde houve maior producido de hidrogénio também nessa
ordem. Pode-se notar que em todas as condi¢des os rendimentos de hidrogénio

iniciaram nas mesmas horas que na Figura 25, em torno de 20 horas de experimento.
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Assim como na Figura 11, na qual a relacdo entre as condicdes operatdrias
mostrou que os experimentos realizados nos frascos de 500 mL obtiveram valores nos
resultados de 1 para 10 em relagdo aos resultados com frascos de 2000 mL, para os
rendimentos também pode-se notar essa mesma tendéncia, obtendo valores nos
resultados para os frascos de 500 mL de aproximadamente 10% dos obtidos nos frascos
de 2000 mL.

A Tabela 10 contem as producdes de acidos e alcoois obtidas em cada condicao

do experimento realizado com magnésio.

Tabela 10 - Valores dos dcidos monitorados — magnésio

Acido Condicao Condi¢ao Condicdo Condi¢cdo Condicido Condicao

3a 3b 3¢ 3d 3e 3f

Metanol 68,6 55,6 47,6 0 0 0

Etanol 155,94 119,7 155,3 0 0 0
Acético 183,5 160,2 207,8 2,130 1,299 10,570
Propidnico 29.8 13,2 19,5 6,483 0 3,729

Butirico 4979 438.0 470,6 0 0 0

Valérico 11,9 10,5 8,8 0 0 0

= 1 :
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no fim dos experimentos. Os
valores de 0 representem abaixo do nivel de detecgao.

De acordo com a estequiometria envolvendo o consumo de xilose e a producao
de hidrogénio, nota-se que a maxima produgdo tedrica de hidrogénio s6 ¢ possivel
quando o produto formado ¢ o d4cido acético. Entretanto, outros acidos foram
produzidos, o que comprometeu a capacidade maxima tedrica de producdo de
hidrogénio. Este fato estd provavelmente ligado as populacdes heterogéneas de
microrganismos que se desenvolveram nos reatores.

Entre as condi¢des que foram realizadas nos frascos de 2000 mL, pode-se
observar pela que houve maior produ¢do de acido butirico nas trés condicdes se
comparado aos outros acidos, apesar do acido acético apresentar a maior producdo
teodrica de hidrogénio de 6 mols, a producdo de &cido butirico gera um maximo teoérico
de 5 mols de hidrogénio, sendo o segundo 4cido mais favoravel para produgdo de
hidrogénio. As maiores producdo de 4cido butirico e acético foram, nas condigdes 3a,
3b e 3c, de 498, 438 ¢ 570 mg.L'1 e 183, 183 e 208 mg.L'l, respectivamente. Esse
resultado ndo condiz com os resultados obtidos pela Figura 12, do rendimento de xilose
em cada condi¢cdo, pois a condigdo 3c apresentou melhores resultados quanto as

produgdes de acido butirico e acético, porém apresentou o pior rendimento de xilose.
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Possivelmente essa diferenga deve-se a produ¢do de outros metabolitos que consumam
o hidrogénio.

Observa-se pela Tabela 10 que a houve producdo de acido propionico e de
metanol, porém se compara-los com os valores dos acidos produtores de hidrogénio
nota-se que eles tiveram produgdes bem inferiores, sendo um fator positivo, uma vez
que hé o consumo de hidrogénio na produ¢ao de acido propidnico e metanol.

A produgdo dos outros acidos foi bem inferior se comparado ao acido butirico e
mesmo ao acido acético, reafirmando que o metabolismo dos microrganismos estava
direcionado para a geracdo de hidrogénio.

Para as condi¢des que foram realizadas com frascos Duran de 500 mL, como o
esperado, pode-se notar pela Tabela 8 que a condigdo 3f teve uma produgdo superior de
acido acético em relagdo as outras condi¢des, essa mesma condigdo teve maior

rendimento na conversdo de xilose em hidrogénio, segundo a Figura 12.

5.2.4 Influéncia do niquel

Assim como nos experimentos com magnésio, optou-se por aumentar a carga de
biomassa para 2500 mg.L"', diminuindo o tempo de ensaio para aproximadamente 230
horas nas condicdes 4a, 4b e 4c. As condigdes 4d, 4e e 4f foram realizadas em frascos
de 500 mL e com relagio S/M de 1 mg O,.mg SVT, ndo houve produgio de gases de

nenhuma das condig¢des realizadas nos frascos de 500 mL.

Parametro cinético aparente

A Tabela 11 mostra os valores dos pardmetros da equagdo das curvas ndo
lineares pela Equacdo 1. Foi necessario forcar o valor de Cy para zero, para que o

modelo convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 11 - Valor dos pardmetros ajustados pela curva nio linear.

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
4a - Ni 250 pg.L" 0,73 0,009 £ 0,003 4407 + 892
4b - Ni 750 pg.L" 0,96 0,012 £ 0,002 6537 + 599
4c - Ni 1000 pg.L™" 0,86 0,010 £ 0,002 6095 + 739
4d - Ni 250 pg. L™ 0,99 0,028 + 0,0052 614+ 14
4e - Ni 750 pg. L™ 0,99 0,024 + 0,0065 602 + 29
4f - Ni 1000 pg.L™ 0,99 0,024 + 0,0063 604 + 29
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Observa-se pela Tabela 11 que os valores de C;para as condi¢des 4b e 4¢ foram
consideravelmente maiores do que na condicdo 4a, podendo ter influéncia nos
resultados. As condigdes 4d, 4e e 4f apresentaram bons ajustes, provavelmente devido
aos poucos resultados de xilose medidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do niquel na produ¢do do biogés ao longo do
ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 13 mostra a variagdo temporal da
producdo dos gases hidrogénio, metano e carbdnico, nas concentragdes de niquel de
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Figura 13 - Variacio temporal da producio de gas hidrogénio, metano e gas carbonico -

niquel

Pode-se observar pela Figura 13 que a produg@o de hidrogénio foi bem superior
na condi¢do 4a, apresentando aproximadamente 64 mmol, a segunda melhor produ¢ao
ocorreu na condi¢do 4c¢, com cerca de 52 mmol e a pior foi a condi¢ao 4b, produzindo
apenas 17 mmol. A producdo de gas carbonico seguiu o comportamento do hidrogénio,
sendo superior na condi¢cdo 4a, seguidas das condi¢des 4c e 4b. Houve produgdo de
metano, porém pouco expressiva, ndo ultrapassando 10 mmol em nenhuma das
condi¢des. A fase log variou entre as condi¢des, iniciando em torno de 60 horas na
condicdo 4a e na 4b, e em 82 horas na condi¢cdo 4c. O tempo do experimento nas
condic¢des 4b e 4c foram superiores, chegando a aproximadamente 250 horas.

A Figura 14 apresenta a variacdo temporal do consumo da xilose, ajustada pela
Equacdo 1 e a taxa de rendimento de producdo do hidrogénio em relagdo a xilose (y),

para as trés condigdes analisadas.
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Pela Figura 14, observa-se que o rendimento na condi¢do 4a foi bem superior ao
das outras, atingindo aproximadamente 2,5 mol H,.mol xilose ', seguida pela condi¢io
4¢ e 4b, com rendimentos de 1,4 e 0,4 mol Hy.mol xilose ', respectivamente. Pode-se
notar que em todas as condigdes, o rendimento de hidrogénio por xilose iniciou-se em
torno de 50 horas de experimento, estabilizando-se em aproximadamente 200 horas.

Na Tabela 12 contém as produgdes de acidos e alcoois obtidas em cada condi¢do

do experimento realizado com niquel.

Tabela 12 - Valores dos acidos monitorados — niquel

Acido Condicao Condi¢ao Condicdo Condicdo Condicao Condicao

4a 4b 4c 4d 4e 4f
Metanol 80,2 72,2 69,0 0 3,428 20,591
Etanol 182,2 1559 170,5 0 0 0
Acético 209,9 188,7 205,8 79,318 86,225 39,353
Propionico 19,1 20,2 22,9 0,633 0 5,671
Butirico 467,8 516,1 540,8 4,868 4,118 0
Valérico 10,2 10,5 37,5 0 0 50,902

= | "
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no fim dos experimentos. Os
valores de 0 representem abaixo do nivel de detec¢ao.

As produgdes de acido butirico e acético nas condi¢des 4a, 4b e 4c foram 467,
656 ¢ 553 mgL"' e 210, 199 e 237 mg.L", respectivamente. Esses resultados ndo
condizem com os resultados da Figura 14, pois a condi¢ao 4a obteve melhor rendimento
na conversdo de xilose em hidrogénio, porém esta condicdo ndo foi a que aprestou
maior producdo de acido butirico nem de acido acético. Possivelmente nas condigdes 4b
e 4c consumiram-se H, na producdo de metabolitos, fazendo com que a conversdo de

xilose em hidrogénio fosse prejudicada.
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A produgdo de 4cido propionico para essas condi¢des foi bem inferior do que os
acidos produtores de hidrogénio, sendo um fator positivo, uma vez que ha o consumo de
hidrogénio na produgao de &cido propidnico. Foi produzido uma concentragdo relevante
de metanol, sendo este consumidor de hidrogénio, podendo ter influenciado na
diferenga entre as producdes de acidos produtores de hidrogénio e os graficos de
conversao de xilose em hidrogénio.

A produgdo dos outros acidos foi bem inferior se comparado ao acido butirico e
mesmo ao acido acético, reafirmando que o metabolismo dos microrganismos estava
direcionado para a geracdo de hidrogénio.

As trés condi¢des dos experimentos realizados com frascos de 500 mL nao
apresentaram produ¢do de gés hidrogénio e o resultado mostra que havia uma grande
concentragdo de acido acético nas trés condigdes, sendo que deve ter ocorrido consumo
de gés hidrogénio na homoacetogénese para a producdo de acetato nas trés condigdes,
além de nas condi¢cdes 4e e 4f também ter metanol presente, outro consumidor de

hidrogénio.

5.2.5 Influéncia do potassio

Para os experimentos para avaliar o potdssio utilizou-se a carga de biomassa de
1000 mgL' e do substrato também de 1000 mg.L™'. Os experimentos foram
conduzidos em frascos Duran de 500 mL de volume total, sendo 250 mL de volume qutil,

devido a disponibilidade de materiais.

Parametro cinético aparente

A Tabela 13 mostra os valores dos parametros da equagdo das curvas nao
lineares pela Equacdo 1. Foi necessario forgcar o valor de Cy para zero, para que o

modelo convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 13 - Valor dos parimetros ajustados pela curva nao linear.

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
K1 mgL"’ 0,99 0,055 + 0,006 632 + 23
K 5 mg.L"! 0,99 0,054 + 0,009 618 + 36

K 10 mg.L™" 0,99 0,053 + 0,007 604 + 27
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Observa-se pela Tabela 13 que os ajustes foram bons, isso deve-se a menor
quantidade de valores medidos de xilose, fazendo com que a curva se ajusta-se melhor
aos pontos obtidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do potassio na producdo do biogas ao longo
do ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 15 apresenta a variagdo temporal

de hidrogénio, metano e gas carbonico nas concentragdes de potassio de 1, 5 ¢ 10 mg.L"
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Figura 15 - Variacio temporal da producio de gas hidrogénio, metano e gas carbonico -
potassio
Dentre as condi¢des dos experimentos com potassio, a producdo de hidrogénio
foi superior na condicdo 5c, apresentando aproximadamente 1,59 mmol, a segunda
melhor producdo ocorreu na condi¢do Sb, com cerca de 1,53 mmol e a pior foi a
condi¢do Sa, produzindo apenas 0,79 mmol. A producdo de géas carbdnico seguiu o
comportamento do hidrogénio, sendo superior na condig¢do 5c, seguidas das condi¢des
5b e 5a. Nao houve produgdo de metano em nenhuma das condi¢des. A fase log variou
entre as condigdes, iniciando em torno de 50 horas na condi¢do 5c¢ e em 120 horas nas
condi¢des 5b e 5c. O tempo do experimento nas condi¢cdes Sb e Sc foram superiores,
chegando a aproximadamente 170 horas.
A Figura 16 apresenta a variagdo temporal do consumo da xilose, ajustada pela
Equacdo 1 e a taxa de rendimento de producdo do hidrogénio em relacdo a xilose (y),

para as trés condigdes analisadas.
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Figura 16 - Relacdo do consumo de xilose com o rendimento da producio de hidrogénio -
potassio

Pela Figura 16, observa-se que o rendimento na condi¢do 5c e 5b foram
superiores, atingindo aproximadamente 0,46 e 043 mol H,mol xilose™”,
respectivamente, ja a condi¢do 5a apresentou rendimento de aproximadamente 0,22 mol
H,.mol xilose”. Pode-se notar que na condigdo 5c, o rendimento de hidrogénio por
xilose iniciou-se em torno de 50 horas de experimento, estabilizando-se em
aproximadamente 150 horas, nas condi¢des 5a e 5b os rendimentos iniciaram em torno
de 120 horas, coincidindo com a Figura 17, onde a produgdo dos gases iniciaram
também nesse tempo de experimento.

Na Tabela 14 encontra-se as producdes de acidos e alcoois obtidas em cada

condigao.
Tabela 14 - Valores dos acidos e dlcoois monitorados — potassio
Acido Condicao 5a Condicao 5b Condicao 5c¢
Metanol 0 0 0
Etanol 0 0 0
Acético 15,761 36,888 23,968
Propidnico 1,990 4,612 0
Butirico 21,459 43,559 28,248
Valérico 0 4,452 4,578

= | "
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no final dos experimentos. Os
valores de 0 representam abaixo do nivel de detec¢ao.

Observa-se pela Tabela 14 que as condi¢des 5b e Sc tiveram maiores produgdes
de 4cido acético, butirico e valérico, condizendo com a Figura 16, onde ¢ possivel notar
o maior rendimento de producdo de hidrogénio nas condigdes 5b e S5c. Apesar da
condi¢do 5b ter tido maior produgdo de acido acético e butirico, ela também produziu
acido propionico, acido que consome hidrogénio na sua producdo, apresentando um
rendimento ligeiramente inferior do que a condi¢do 5c, como podemos observar na

Figura 18. A maior concentracdo de 4cidos que produzem hidrogénio constata que o
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metabolismo dos microrganismos estavam direcionados para a producdo de gas

hidrogénio.
5.2.6 Influéncia do cobalto
Para os experimentos para avaliar o cobalto, optou-se pela relacdo S/M de 1,

sendo 1000 mg.L™" de biomassa ¢ 1000 mg.L™' de microrganismos.

Parametro cinético aparente

A Tabela 15 mostra os valores dos parametros da equagdo das curvas nao
lineares pela Equacdo 1. Foi necessario forgcar o valor de Cy para zero, para que o

modelo convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 15 - Valor dos parimetros ajustados pela curva nio linear

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
Co 250 pg. L™ 0,99 0,054 + 0,006 615 + 25
Co 750 pg.L" 0,99 0,054 + 0,007 619 + 31
Co 1000 pg.L™" 0,99 0,050 + 0,005 559+ 19

Observa-se pela Tabela 15 que os ajustes foram bons também, devido ao menor
numero de valores medidos de xilose, fazendo com que a curva se ajusta-se melhor aos
pontos obtidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do cobalto na produ¢do do biogés ao longo do
ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 17 mostra a variagdo temporal da
produgdo dos gases hidrogénio, metano e carbonico, nas concentracdes de cobalto de

250, 750 ¢ 1000 pg.L™, respectivamente.
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Figura 17 - Variacio temporal da producio de gas hidrogénio, metano e gas carbonico -
cobalto

Pode-se observar pela Figura 17 que a produgdo dos gases manteve o
comportamento dos experimentos anteriores por estar nas mesmas condi¢des. Dentre as
condi¢des dos experimentos com cobalto, a producao de hidrogénio foi bem superior na
condi¢do 6¢, produzindo aproximadamente 3,2 mmol, a segunda melhor producdo
ocorreu na condi¢do 6b, com cerca de 1,66 mmol e a pior foi a condi¢do 6a, produzindo
apenas 1,08 mmol. A producdo de gas carbdnico seguiu o comportamento do
hidrogénio, sendo superior na condigdo 6c¢, produzindo 11,25 mmol de dioxido de
carbono, porém apresentou valores proximos nas condigdes 6a e 6b, de
aproximadamente 5,5 mmol. Nao houve produ¢do de metano em nenhuma das
condi¢des. A fase log variou entre as condigdes, iniciando em torno de 25 horas nas
condi¢des 6b e 6¢ e em 50 horas na condigdo 6a. O tempo do experimento na condi¢cdo
6¢ foi superior, chegando a aproximadamente 300 horas, ja nas condi¢des 6a e 6b o
experimento durou cerca de 150 horas.

A Figura 18 apresenta a variagdo temporal do consumo da xilose, ajustada pela
Equacdo 1 e a taxa de rendimento de producdo do hidrogénio em relacdo a xilose (y),

para as trés condigdes analisadas.
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Figura 18 - Relacdo do consumo de xilose com o rendimento da producio de hidrogénio -
cobalto

Pela Figura 18, observa-se que o rendimento na condi¢do 6¢ foi bem superior,
atingindo aproximadamente 1,0 mol H,.mol xilose, seguido da condigdo 6b, atingindo
cerca de 0,47 e da condi¢io 6a com quase 0,31 mol Ha.mol xilose™. Pode-se notar que
em todas as condi¢des os rendimentos de hidrogénio iniciaram nas mesmas horas que na
Figura 19.

Na Tabela 16 encontra-se as producdes de acidos e alcoois obtidas em cada

condi¢do do experimento realizado com cobalto.

Tabela 16 - Valores dos acidos e alcoois monitorados - cobalto

Acido Condicao 6a Condicao 6b Condicao 6¢
Metanol 0 0 0
Etanol 0 0 0
Acético 38,394 30,107 37,516
Propidnico 0 0,690 0,973
Butirico 46,295 42,412 40,643
Valérico 4,230 0 0

= | "
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no final dos experimentos. Os
valores de 0 representam abaixo do nivel de detec¢ao.

Pela Tabela 16 ¢ possivel constatar que houve maior producdo de acidos
produtores de hidrogénio na condicdo 6a, e nessa condicdo a producdo de acido
propidnico foi zero, sendo também um fator positivo, porém, pela Figura 20, essa
condi¢do foi a que obteve menor rendimento de producdo de hidrogénio. Essa diferenca
entre os resultados pode ser explicado pela possivel influéncia negativa de metabolitos
na produgcdo de gés hidrogénio, pois a condi¢do 6c¢ supostamente apresentaria

concentragdes mais altas de acidos que produzem hidrogénio.
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Influéncia do calcio
Os experimentos para avaliar a influéncia do célcio seguiram as mesmas
condi¢des dos ensaios com potdssio e cobalto, ou seja, com frascos Duran de 500 mL de

volume total.

Parametro cinético aparente

A Tabela 17 mostra os valores dos parametros da equagdo das curvas nao
lineares pela Equacdo 1. Foi necessario forgcar o valor de Cy para zero, para que o

modelo convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 17 - Valor dos pardmetros ajustados pela curva nao linear.

Condiciio R? kPP (h™) C; (mg.L™")
CalmgL" 0,99 0,14 +1,85.10° 683 + 0,001
Ca5mg.L" 0,99 0,14 +1,85.10° 683 + 0,001
Ca 10 mg.L" 0,99 0,13 +2,57.10° 592 + 0,002

Observa-se pela Tabela 17 que os ajustes continuaram bons, por haver menor
quantidade de valores medidos de xilose, fazendo com que a curva se ajusta-se melhor
aos pontos obtidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do célcio na produgdo do biogas ao longo do
ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 19 apresenta a variacdo temporal de
hidrogénio, metano e gas carbonico nas concentragdes de calcio de 1, 5 e 10 mg.L™”,

respectivamente.
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Figura 19 - Variacio temporal da produciio de gas hidrogénio, metano e gas carbénico
calcio

Dentre as condigdes dos experimentos com célcio, a producdo de hidrogénio foi

superior na condi¢do 7b, produzindo aproximadamente 0,64 mmol, a segunda melhor
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produgdo ocorreu na condi¢do 7a, com cerca de 0,53 mmol e a pior foi a condi¢ao 7c,
produzindo apenas 0,41 mmol. A producdo de gis carbonico nao seguiu o
comportamento do hidrogénio, as trés condi¢cdes apresentaram comportamento
similares, produzindo cerca de 4 mmol cada. Nao houve producdo de metano em
nenhuma das condic¢des. A fase log teve inicio aproximadamente no mesmo tempo para
as trés condigdes, em torno de 12 horas. O tempo do experimento também foi préoximo
nas trés condigdes, cerca de 100 horas cada uma.

A Figura 20 apresenta a variacdo temporal do consumo da xilose, ajustada pela
Equacdo 1 e a taxa de rendimento de producdo do hidrogénio em relacdo a xilose (y),

para as trés condigdes analisadas.
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Figura 20 - Relacido do consumo de xilose com o rendimento da producio de hidrogénio —
calcio

Observa-se pela Figura 20 que o rendimento na condi¢do 7b foi ligeiramente
superior, atingindo aproximadamente 0,15 mol H,.mol xilose™, seguido das condigdes
7a e 7c, respectivamente. Pode-se notar que em todas as condi¢des os rendimentos de

hidrogénio iniciaram nas mesmas horas que na Figura 21.

Na Tabela 18 encontra-se as producdes de acidos e alcoois obtidas em cada

condigao.
Tabela 18 - Valores dos acidos e alcoois monitorados — calcio
Acido Condicao 7a Condicao 7b Condicao 7c
Metanol 0 0 0
Etanol 0 0 0
Acético 13,897 12,556 1,207
Propidnico 2,615 0,815 42,956
Butirico 1,017 0 0
Valérico 4,303 0 3,903

= | "
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no final dos experimentos. Os
valores de 0 representam abaixo do nivel de detec¢ao.
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Nota-se pela Tabela 18 que houve uma grande producao de 4cido propidnico na
condi¢do 7c e uma baixa produc¢do de acido acético, explicando seu menor rendimento
em produ¢do de hidrogénio. As condi¢des 7a e 7b apresentaram comportamentos
similares em relagdo aos rendimentos, sendo que a condicdo 7b foi ligeiramente

superior, possivelmente devido a maior producdo de acido propidnico na condic¢do 7a.

5.2.7 Influéncia do cobre
Os experimentos para avaliar a influéncia do cobre seguiram as mesmas
condi¢des dos ensaios com potdssio e cobalto, ou seja, com frascos Duran de 500 mL de

volume total.

Parametro cinético aparente

A Tabela 19 mostra os valores dos parametros da equagdo das curvas nao
lineares pela Equacdo 1. Foi necessario forgcar o valor de Cy para zero, para que o

modelo convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 19 - Valor dos pardmetros ajustados pela curva nao linear.

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
Cu 250 pg.L"’ 0,99 0,13 +1,89.10° 677 + 0,001
Cu 750 pg.L! 0,99 0,13 + 3,64.10° 510 + 0,002
Cu 1000 pg.L"! 0,99 0,14 +1,91.10° 674 + 0,001

Observa-se pela Tabela 19 que os ajustes continuaram bons, por haver menor
quantidade de valores medidos de xilose, fazendo com que a curva se ajusta-se melhor
aos pontos obtidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do cobre na produgdo do biogéas ao longo do
ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 21 mostra a variagdo temporal da
producdo dos gases hidrogénio, metano e carbonico apenas na concentragdo de cobre de
250 pg.L" (8a), pois as condi¢des com 750 e 1000 pug.L™" (8b e 8¢c) nio apresentaram
produgdo de hidrogénio, porém apresentaram producao de 4dcido que serd mostrado mais

adiante.
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Figura 21 - Variacio temporal da producio de gas hidrogénio, metano e gas carbonico —
cobre.

Na condi¢do onde foi avaliado a influéncia de cobre na concentragdo de 250
ng.L', a produgdo de hidrogénio atingiu aproximadamente 0,65 mmol, enquanto a de
didxido de carbono cerca de 2,75 mmol. O experimento durou cerca de 100 horas e teve
o inicio da fase log em torno de 12 horas.

A Figura 22 apresenta a variagdo temporal do consumo da xilose, ajustada pela
Equacdo 1 e a taxa de rendimento de producdo do hidrogénio em relacdo a xilose (y),

para a condi¢@o analisada.
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Figura 22 - Relacdo do consumo de xilose com o rendimento da producao de hidrogénio —
cobre

A condigdo apresentou rendimento de aproximadamente 0,15 mol H,.mol xilose’
¢ 0 comportamento é semelhante ao da Figura 21, apresentando um crescimento do
rendimento em torno de 12 horas.

Na Tabela 20 encontra-se as producdes de acidos e alcoois obtidas em cada

condigao.
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Tabela 20 - Valores dos acidos e alcoois monitorados - cobre

Acido Condicao 8a Condicao 8b Condicao 8c
Metanol 4,376 0 0
Etanol 0 0 0
Acético 0,432 24,031 12,734
Propidnico 47,038 1,846 0
Butirico 0 0 3,248
Valérico 4,712 4,099 3,958

= | :
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no final dos experimentos. Os
valores de 0 representam abaixo do nivel de detec¢ao.

Apesar da alta concentracdo de acido propidnico e de metanol na condi¢do 8a,
essa foi a unica que produziu gas hidrogénio. Torna-se dificil a interpretacdo desses
resultados, possivelmente isto pode ser explicado pela producdo de acido acético nas
condi¢des 8b e 8c, pois esse acido tanto produz quanto consome hidrogénio, sendo que
provavelmente o metabolismo dos microrganismos favoreceu a homoacetogénese no
sentido do consumo de hidrogénio, ou seja, o consumo do gas hidrogénio para a

producdo de acido acético no meio liquido, através da reacdo exposta abaixo:

2 CO, + 4H, &= CH;COOH + 2H,0 Reagio 1

5.2.8 Influéncia do manganés
Os experimentos para avaliar a influéncia do manganés mantiveram as mesmas
condi¢des dos experimentos anteriores, ou seja, a relacdo S/M igual a 1 e frascos Duran

de 500 mL de volume.

Parametro cinético aparente

A Tabela 21 mostra os valores dos pardmetros da equagdo das curvas ndo
lineares pela Equacdo 1. Foi necessario for¢car o valor de Cy para zero, para que o

modelo convergisse para um valor fisicamente coerente.

Tabela 21 - Valor dos pardmetros ajustados pela curva nao linear.

Condigio R’ kPP (™) C; (mg.L™")
Mn 250 pg.L™" 0,98 0,034 + 0,0053 625 + 37
Mn 750 pg.L™" 0,98 0,035 £ 0,0066 627 + 46
Mn 1000 pg.L" 0,98 0,036 £ 0,0061 634 + 42
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Observa-se pela Tabela 21 que os ajustes continuaram bons, por haver menor
quantidade de valores medidos de xilose, fazendo com que a curva se ajusta-se melhor
aos pontos obtidos.

Foi avaliado o efeito da influéncia do manganés na produ¢ao do biogas ao longo
do ensaio, assim como o consumo da xilose. A Figura 23 mostra a variagdo temporal da
producdo dos gases hidrogénio, metano e carbonico, nas concentragdes de manganés de

250, 750 ¢ 1000 pg. L™
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Figura 23 - Variacio temporal da producio de gas hidrogénio, metano e gas carbonico —
manganés

Pode-se observar pela Figura 23 que a condicdo 10b obteve uma producao de
hidrogénio um pouco superior do que a condi¢do 10a, produzindo 0,73 e 0,68 mmol,
respectivamente. A condi¢do 10c produziu apenas 0,26 mmol. As trés condi¢des
tiveram produ¢do de gas carbdnico bem similar, produzindo aproximadamente 8 mmol
cada uma. Todas as condigdes tiveram comportamento semelhante quanto a fase log e a
duragdo do experimento, iniciando em 20 horas de experimento e finalizando em torno
de 200 horas.

A Figura 24 apresenta a variagdo temporal do consumo da xilose, ajustada pela
Equacdo 1 e a taxa de rendimento de producdo do hidrogénio em relacdo a xilose (y),

para as trés condigdes analisadas.
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Figura 24 - Relacdo do consumo de xilose com o rendimento da producao de hidrogénio —
manganés

Analisando a Figura 24, ¢ possivel observar que a condigdo 10b obteve maior
rendimento de producio de gas hidrogénio, atingindo 0,18 mol H,. mol xilose™, seguido
da condicdo 10a, com aproximadamente 0,16 mol H,. mol xilose'l, a condi¢ao 10c
obteve rendimento de apenas 0,06 mol H,. mol xilose”, seguindo o mesmo
comportamento apresentado na Figura 23.

Na Tabela 22 encontra-se as producdes de acidos e alcoois obtidas em cada

condigao.
Tabela 22 - Valores dos acidos e dlcoois monitorados — manganés
Acido Condicao 10a Condicao 10b Condicao 10c
Metanol 0 0 0
Etanol 0 0 0
Acético 3,349 5,660 62,006
Propidnico 2,126 0 0
Butirico 0 0 39,571
Valérico 0 0 0

= | "
Os valores representam as concentragdes em mg.L™ no final dos experimentos. Os
valores de 0 representam abaixo do nivel de detec¢ao.

Ao analisar a Figura 24 com a Tabela 22 nota-se que possivelmente o equilibrio
da reagdo de homoacetogénese na condicdo 10c favoreceu o consumo de hidrogénio
para a producdo de acetato, pois mesmo havendo uma alta concentragdo dos acidos
acético e butirico em relacdo as outras condi¢des, a condi¢do apresentou pior
rendimento de hidrogénio em relacdo a xilose. Portanto, pode-se dizer que grande parte
do hidrogénio produzido foi consumido para a producgdo de acetato, segundo a reacdo 1,

exposta acima.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a realiza¢do dos experimentos permitem concluir que
os metais influenciam na produ¢do do hidrogénio em reatores em batelada, pois cada
condi¢do teve comportamento diferente da outra.

O pré-tratamento realizado com o inoculo mostrou-se eficiente na remocao das
arqueias metanogénicas, uma vez que nao houve producdo de metano nas condi¢des
com sodio e zinco e baixa producdo nas condi¢des com magnésio e niquel.

A producdo de hidrogénio apresentou comportamento satisfatorio em todas as
condi¢des para os experimentos realizados com frascos Duran de 2 litros de volume
total e relagdo S/M de 0,5, alcangando rendimentos para as melhores condigdes com
sodio, zinco, magnésio e niquel de 4,16, 3,78, 2,27 ¢ 2,5 mol Hy.mol xilose!, de um
méximo tedrico de 6 mol Hy.mol xilose™.

Para as condigdes onde os frascos utilizados foram de 500 ml de capacidade e a
relacdo S/M foi de 1, os melhores resultados foram com cobalto nas concentracdes de
1000 ¢ 750 pg.L"' e de potassio nas concentragdes de 10 e 5 mg.L™', produzindo 1,0,
0,47 ¢ 0,46 ¢ 0,43 mol Ha.mol xilose™.

A produgao de 4cidos foi satisfatoria para os experimentos nos frascos de 2000
mL, pois apesar de ndo haver predomindncia de &cido acético em nenhuma das
condi¢des analisadas, o acido butirico mostrou-se em maior quantidade, sendo o
segundo melhor 4cido para a produgdo de hidrogénio. A producio de acido propidnico
foi irrelevante em todas as condigdes, sendo este um fator positivo, pois ha consumo de
hidrogénio na produg¢ao deste 4cido.

Para os experimentos realizados em frascos de 500 mL, os resultados dos 4cidos
foram satisfatdrios, com predominancia na maioria das vezes do 4cido acético, o que fez
com que algumas vezes ndo houvesse producdo de gés hidrogénio devido a
homoacetogénse ocorrida no meio, favorecendo o consumo de hidrogénio para a
producdo de acetato. Tanto nos experimentos analisando o niquel, sddio e cobre houve
condi¢do onde foi encontrado no meio liquido metanol, grande consumidor de
hidrogénio também, inibindo sua producao para a fase gasosa.

Pode-se notar uma diferenca marcante entre os resultados com condigdes
operatdrias diferentes, tanto em relagdo as concentragdes de substrato e biomassa, que
para os frascos de 2 litros foram de 5000 mg.L™' de biomassa e de 500 ¢ 2500 mg.L'de
substrato e para os frascos de 500 mL foram de 1000 mg.L™" de biomassa e 1000 mg.L™
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de substrato quanto a respeito do volume util, diminuindo de 1000 mL para 250 mL. Os
melhores rendimentos de conversdo de xilose a hidrogénio para os frascos de 2 L e de
500 mL foram de 4,16 ¢ 1,0 mol H, mol xilose'l, respectivamente. Em todas as
condi¢des com os frascos maiores houve producdo de hidrogénio, fato que nao foi
comprovado com os frascos de 500 mL, portanto provavelmente pode-se dizer que a
tanto a relagdo quanto concentragdo total de substrato e microrganismo no meio influi

nas producdes de gases.
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