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Resumo

Agnelli, J. A. B. Avaliacdo da potencialidade de producdo de hidragém
AGV’s a partir de efluentes industriais e doméstiatilizando diferentes indculos —
Monografia (Trabalho de Graduacdo) - Escola de BEmgea de S&o Carlos,
Departamento de Hidraulica e Saneamento, Univetsida S&o Paulo, 2010.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a potdideide da producdo de
hidrogénio a partir de efluentes industriais e dstinés, em reator anaerobio
operando em batelada, utilizando-se dois tipos mbeuio, sendo um de reator
anaerobio produtor de hidrogénio (Inéculo 1) e outtom uma cultura de
microrganismos utilizados na indastria de laticsnjimoculo 11). Os efluentes testados
foram vinhaca, glicerol, esgoto sanitario e umaigd sintética de sacarose. Além
disso, a avaliagdo da producdo de acidos grax@ewwltambém foi observada de
forma detalhada. Como ensaio complementar foizadé uma etapa metanogénica
posterior a alguns ensaios com o Inoculo |. OsltaEdns mostraram que, para o
Inéculo I, a vinhaca e a solucdo de sacarose tém o maienqak de producéao de
hidrogénio, possivelmente devido a grande quardgidde carboidratos em suas
composicdes. A producdo especifica maxima e o memb da producdo de
hidrogénio para a sacarose chegaram a valoresdell(H,/g SSV e 106 mL kg
DQO, respectivamente. A vinhaca apresentou prodesfiecifica maxima de 30,9
mL H,/g SSV e um alto valor de rendimento de 262,5 ngHDQO. Sobre a
producdo de &cidos e alcoois, a vinhaga produzncipalmente os &cidos acético
(28,1 mg/L), propidnico (61,5 mg/L) e butirico (17mg/L) e também etanol (18,8
mg/L) e n-butanol (23,5 mg/L). Esgoto sanitarioduau principalmente os acidos
latico (51,7 mg/L), butirico (20,7 mg/L) e propioai (25,5 mg/L) e o glicerol
produziu principalmente os &cidos acético (23,6 Lingmmalico (18,5 mg/L),
propiénico (58,3 mg/L) e latico (92,8 mg/L), al&@un n-butanol (24,1 mg/L). Para o
Inéculo Il o glicerol resultou nos maiores valores para pgaduespecifica maxima
de hidrogénio, com 76 mL #) SSV e um rendimento de 56,1 ml/¢HDQO. A
sacarose forneceu o maior valor de rendimento, @praximadamente 91 mLHy

DQO e uma producado especifica maxima de 66 i BSV. Sobre a producéo de



acidos e alcoois, a vinhaca produziu principalmergeicidos acético (88,6 mg/L),
propidnico (68 mg/L) e butirico (39,9 mg/L), e acaase produziu pricipalmente
acido acético (38,7 mg/L), etanol (47,6 mg/L) e utamol (23,5 mg/L). Esgoto

sanitario produziu principalmente os acidos acé{@$,6 mg/L) e caprdico (44,3
mg/L), e o glicerol produziu principalmente acidacsinico (52,7 mg/L) e etanol
(63,6 mg/L). Com relacédo a producéo sequencialidi®dénio e metano, a interacéo
entre as fases acidogénica e metanogénica ocomedo@os 0S Sistemas, com
produtos da primeira fase sendo utilizados na stgytase. O glicerol, com producgao
especifica maxima de 83,1 mL @8l SSV e rendimento de 114 mL g§iDQO, e a

vinhaca, com producéo especifica maxima de 65,80iLg SSV e rendimento de

81,4 mL CH/g DQO, apresentaram 0s maiores potenciais deagalc

Palavras-chave: hidrogénio; reator em batelad@nr@nto bioldgico de efluentes,

acidos graxos volateis (AGV'’s).



Abstract

Agnelli, J. A. B.Evaluation of the potenciality of producing hydragend VFA'’s
from industrial and domestic effluents using ddfdr inocula - Monograph
(Undergraduate Work) - School of Engineering of Saarlos, Department of
Hydraulics and Sanitation, University of Sado Pag@10.

This study aimed to evaluate the potenciabilitypadducing hydrogen from
industrial and domestic effluents in anaerobic t@aoperating in batch, using two
types of inoculum, one from an anaerobic reactodpcing hydrogen (inoculum )
and another with a culture of microorganisms usetthé dairy industry (inoculum II).
The effluents used were vinasse, glycerol, domestwage and a synthetic solution
of sucrose. Furthermore, evaluation of productidbrvalatile fatty acids was also
observed in detail. As additional test was realizednethanogenic step after the
acidogenic tests with the inoculum I. The resuhlsvged that for theénoculum I,
vinasse and sucrose solution have the greatesht@dtéor hydrogen production,
possibly due to the large amount of carbohydratebeir compositions. The specific
production and maximum yield of hydrogen for suerosached values of 109 mL, H
/ g VSS and 106 mL #H/ g COD, respectively. The vinasse showed maximum
specific production of 30.9 mLH g of VSS and a high yield value of 262.5 mg./H
g COD. About the production of acids and alcohwisasse produced especialy the
acetic acid (28.1 mg / L), propionic acid (61.5 fig and butyric acid (17.1 mg /L)
and also ethanol (18.8 mg / L) and n-butanol (28 / L). Domestic sewage
produced specialy lactic acid (51.7 mg / L), butyacid (20.7 mg / L) and propionic
acid (25.5 mg / L) and glycerol produced acetidd@i3.6 mg / L), malic acid (18.5
mg / L), propionic acid (58.3 mg / L) and lacticica€92.8 mg / L), addition of n-
butanol (24.1 mg / L). For thaoculum II, glycerol resulted on the highest values for
maximum specific hydrogen production with 76 mk Hy VSS and a yield of 56.1
mL H, / g COD. The sucrose gave the highest yield wiiraximately 91 mL K/ g
COD and maximum specific production of hydroge@fmL H / g VSS. About the
production of acids and alcohols, vinasse prod@specialy the acetic acid (88.6 mg

/ L), propionic acid (68 mg / L) and butyric aci®9(9 mg / L) and sucrose produced



specialy acetic acid (38, 7 mg / L), ethanol (4ng/ L) and n-butanol (23.5 mg/ L).
Domestic sewage produced acetic acid (64.6 mg ¢dproic acid (44.3 mg / L) and
glycerol produced specialy succinic acid (52.7 mg /and ethanol (63.6 mg / L).
Regarding the sequential production of hydrogen amethane, the interaction
between the acidogenic and methanogenic phasesreddn all systems, with first
stage products being used in the second phasee@lyavith maximum specific
production of 83,1 mL CH4 / g VSS and yield 114 @H, / g COD, and vinasse,
with maximum specific production of 65.8 mL ¢Hg VSS and yield 81.4 mL CH

g COD, showed greater potential for application.

Key words: hydrogen; batch reactor; biologic treatment of wefits; volatile
fatty acids (VFA's)
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1.INTRODUCAO

Atualmente tem sido constatada a relacdo entreuecagento global e o
aumento da emissdo de gases produzidos pela quintacursos combustiveis.
(GOLDEMBERG, 1992). A principal parcela destes gaserca de 57%, deriva da
producdo e uso de energia, sendo esta originadeigaimente na queima de
combustiveis fésseis, responsaveis por cerca de @Y%uprimento da demanda
energética mundial (DAS8t al, 2001).

Para controle dessa poluicdo, bem como o enfrentanta degradacéo dos
recursos naturais, ha necessidade de criagcdo rd¢egss que motivem empresas a
investirem em acdes cujo resultado final seja airdipdo de impacto ao meio
ambiente. A transformacdo de residuos, atravesplieagdo de processos fisicos,
fisico-quimicos ou bioquimicos, tem se mostradonpssora no que concerne a

motivagao de investimentos no setor.

No entanto, para os tratamentos de efluentes imaigstgrande parte dos
sistemas é predominantemente motivada pelo rigéegisiacdo ambiental em vigor,
sendo que este tipo de reaproveitamento € incgienainda restrito ao ambiente
cientifico/académico. A medida que se avancar nesqgyisas de modo a se
disponibilizar ao setor produtivo tecnologias qeenpitam, a partir de um residuo, se
obter produtos que apresentem um valor agregadignpgo minimizar os custos das

instalacdes, os numeros voltados a este setor dawerentar substancialmente.

O hidrogénio obtido a partir de matérias-primasov@neis constitui uma
alternativa energética bastante promissora, senalvagos processos basicos para sua
producao a partir de fontes primarias de energiafosseis: (i) eletrélise da agua; (ii)
processos termoquimicos; (iii) processos radioiti@ (iv) processos bioldgicos
(LAY et al, 1999).

A obtencdo de hidrogénio por via bioldgica podermropor meio de dois
processos: fotossintético e fermentativo, senderandntacdo tecnicamente mais
simples e a que apresenta vantagens como as &lasdades de producdo de

hidrogénio e os baixos custos da tecnologia feratieat

Em processos biologicos fermentativos, ha a pramugi acidos orgéanicos
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concomitantemente com hidrogénio (LEIEEal., 2008). Justamente neste aspecto,
0s processos de tratamento de efluentes suscitanesee, pois além de um possivel
aproveitamento do hidrogénio gerado, os acidosnizgé volateis (AGV's) também
podem ser aproveitados, sendo eles extraidos attevprocessos de troca ibnca em
colunas de leito fixo (MALVESTIt al, 2010), por exemplo.

Dessa forma, este trabalho buscou avaliar o patende geracéo
principalmente de hidrogénio a partir de aguasdugsias industriais (vinhaga e
glicerol) e domésticas (esgoto sanitario), em reatoanaerdbios em batelada,
utilizando-se dois tipos de in6culo, sendo um datore anaerobio produtor de
hidrogénio e outro com uma cultura de microrgansratlizados na inddstria de
laticinios. A composicdo do biogas e a geracaccittwd foram avaliadas em todas as
condigles testadas.

Esse trabalho se justifica, portanto, pelo fato lddrogénio obtido por
processos biologicos a partir de aguas residuapessentar-se como uma alternativa
no ambito energético, ambiental e econémico, uraaque a sua aplicacdo em célula
de combustivel gera energia elétrica, tendo conealytos finais somente calor e
agua. Alem disso, as matérias-primas a seremaddg em sua geracdo, no caso,
vinhaca, glicerol e esgoto sanitario, encontrameigponiveis e podem ser

revalorizadas por meio da geracao de hidrogéniG¥ A.



2.OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Em vista desta breve exposicédo, este projeto temopgetivo estudar a
producéo de hidrogénio e &cidos graxos volateisfAfza partir de 4guas residuarias
industriais e domésticas, em reator anaer6bio oger&m batelada, utilizando-se
dois tipos de in6culo, sendo um de reator anaerptmdutor de hidrogénio e outro
com uma cultura de microrganismos utilizados naistiia de laticinios (Graos de

Kefir).

2.2.OBJETIVOS COMPLEMENTARES
Os objetivos complementares do trabalho séo:
= Auvaliar o consumo de substrato e producdo de gasaeidos.

= Avaliar a atividade acidogénica em reator bateladaartir de dois diferentes

in6culos obtidos de diferentes fontes.

= Avaliar de forma simplificada, ao final da fermegita, a predominancia de

microrganismos submetidos a residuos industridmm@esticos.

= Avaliar a potencialidade de producdo de metanapartr dos produtos da

fermentacdao.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.BIOQUIMICA DA DIGESTAO ANAEROBIA

Para os processos anergbios, tem-se a cinéticabi@og, a energia envolvida
no metabolismo e a especificidade do substrato, Hdestritas por HARPER e
POHLAND (1986). S&do nove os estagios apresentaglos putores, onde interagem

grupos especificos de microrganismos, sendo:
1. Hidrolise de polimeros orgéanicos a mondémeros, cagacares, acidos
organicos e aminoacidos;

2. Conversao de monémeros organicos a hidrogéniorkunato, acidos acético,
propidnico e butirico, e outros produtos organimm®o etanol e 4cido latico;

3. Oxidacao de produtos organicos reduzidos a hidiogéicarbonato e acido
aceético pelas bactérias acetogénicas produtoraidsgBnio (BAPH);

4. Respiracdo homoacetogénica, consumindo bicarbonpédas bactérias
homoacetogénicas;

5. Oxidacao de produtos organicos reduzidos a acpté&s bactérias redutoras
de nitrato (BRN) e pelas bactérias redutoras datsulBRS);

6. Oxidacéo de acetato a bicarbonato pelas BRN e BRS;

N

Oxidacao de hidrogénio pelas BRN e BRS;

Fermentacdo metanogénica acetoclastica;

©

Respiracdo metanogénica do hidrogénio.

Na digestdo anerobia é importante conhecer a agbattérias produtoras de
hidrogénio, as acidogénicas, e as bactérias codsuasi de hidrogénio,
principalmente as metanogénicas. O balanceamestoedades pode ou n&o resultar
em acumulo dos acidos, especialmente o propionioobetirico. Isso dependeria,
naturalmente, do destino do hidrogénio. De acordon cLEITE (1999), o
comportamento do sistema, quanto ao pH e alcatieiddepende mais desses fatores
internos. A manutencdo do equilibrio do sistemaeddp da remocdo continua do
hidrogénio, assegurando assim, a producdo de aci&tco que alimenta o grupo das

bactérias metanogénicas acetoclasticas.



HARPER e POHLAND (1986) fazem uma discussao quantlstirbios no
processo e consequente acumulo de hidrogénio. 8egas autores, uma via
alternativa de disposicdo de elétron é ativada pirovato é transformado em
propionato, lactato e etanol e/ou o acetil-Co-eazitn é transformado em &cido
butirico, ao contrario do que ocorreria em condigdional, onde acetil-Coenzima A &
convertido em acido. Assim, conclui-se que o pdpéhidrogénio é vital em sistemas
anerébios e o monitoramento do biogads tem impodamearcante. O efeito
regulatorio do hidrogénio sobre as bactérias aéeiogs e arqueas metanogénicas é
interpretado através de calculos termodinamicosimgieam as pressdes parciais do
hidrogénio favoraveis & oxidacéo dos &cidos prapida acético abaixo de tatm.
Para a conversdo de butirico a acético a press@lpdeve ser de I0atm ou
menor. A Figura 3.1. mostra um esquema da biogaimeitvolvida na digestéo

anaerobia.

Organicos complexos
Carboidratos, Proteinas € lipideos

Bactérias Fermanteativas
(Hidroliticas)

Orgéanicos Simples |

L Aclcares, Aminoacides e peptideos |
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(Acidogénicas)

¥

‘ Acidos Orgénicos

(Propionato, Butirato, etc.)

Bactérias Fermentativas
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Bactériaz acetogénicas produtoras de Hidrogénio

b
H,O + 0, »  Acetato
Bactériaz acetogénicas consumidoras de Hidrogénio

Archeas Metanogénicas

[Mcq + co |
# CH,+ CO, |«
Archaeas hidrogenotrificas I;I Archaeas acetoclasticas

Figura 3.1.Bioquimica da digestdo anaerébia (CHERNICHARO, 2007

Considerando compostos facilmente biodegradavejseles que contém
cadeias curtas de carbono, a fase limitante dasstdigeanaerdbia € a metanogénica.
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Por outro lado durante a digestdo anaerébia de a@stogp complexos como proteinas
e residuos provenientes da industria de alimemrtase outros, a fase limitante do
processo € a de hidrélise. (HUTNA# al., 1999).

3.1.1. Bactérias Hidroliticas

Algumas bactérias possuem mecanismos, onde comada de enzimas, a
matéria orgéanica particulada fica em condi¢bes dssifnilacdo”, constituindo
portanto a primeira fase do processo de degradatderobio. Nesta etapa a hidrolise
de materiais particulados complexos, tais como @gmeros, sdo convertidos a
materiais mais simples, constituidos por molécalasores, que podem, por sua vez,
atravessar as paredes celulares das bactérias nfativa@s. Esta conversdo de
materiais particulados em compostos dissovidosireatravés da acdo de enzimas
extracelulares excretadas por bactérias fermeatatidroliticas. (CHERNICHARO,
2007).

3.1.2. Bactérias Acidogénicas

Os produtos soluveis, provenientes da fase hidralisdo metabolizados por
bactérias fermentativas sendo convertidos em digecempostos simples, que sao
excretados pelas células. Os compostos produzidsta retapa incluem os acidos
graxos volateis, alcoois, acido latico, gas cart@nhidrogénio, gas aménio e sulfato
de hidrogénio, além do proprio crescimento celuRor serem 0s acidos graxos
volateis os principais produtos destas bactérias &0 usualmente chamadas de
bactérias fermentativas acidogénicas.

A acidogénise é realizada por um grande e divelisterno de bactérias, como
por exemplo, as espécies @mstridium e Bacteroids.As primeiras constituem uma
espécie anaer6bia que formam esporos, 0 que peguéeelas sobrevivam em
ambientes tdo adversos. ABacteroids encontram-se presentes em ambientes
digestivos participando da degradacdo de acUcammieoacidos. A maioria das
bactérias adidogénicas sao anaerdbias restritado spie cerca de 1% constituem de
bactérias facultativas que podem oxidar um sulostrgganico por via oxidativa. Isso
€ particularmente importante, uma vez que as bastéanerdbias estritas sao

protegidas com a presenca de oxigénio eventualmpessente no meio.



3.1.3. Bactérias Acetogénicas

As bacetérias acetogénicas sao responsaveis pélacaa de produtos
gerados na fase acidogénica. Os produtos destas@asetilizados como substrato
pelas arquéas metanogénicas. Desta forma as bacté&etogénicas fazem parte de
um grupo de metabolismo intermediario, que produselstrato para as bactérias
metanogénicas. De todos os produtos metabolizadias fpactérias acidogénicas,
apenas o0 hidrogénio e o acetato podem ser utikzadmetamente pelas

metanogénicas.

Cerca de 50% de DQO biodegradavel é convertida repignato e butirato
gue por sua vez sdo decompostos a acetato e hdvogéla acdo das bactérias
acetogénicas (CHERNICHARO, 2007).

3.1.4. Arquéas Metanogénicas

De acordo com O'FLAHERT¥t al. (1996), a fase metanogénica é a etapa
final do processo de degradacéo anaerdbia e énsp pela producdo de metano.
As arquéas metanogénicas sdo anaerobias restrtaté dominio da&rcheas.

As arguéas metanogénicas utilizam somente um nuim@tado de substrato,
com baixo numero de carbono presente em sua est(®UVES et al, 2001). Estes
substratos sdo o acido acético, hidrogénio e didxid carbono, acido férmico,
metanol, metilaminas e mondxido de carbono. A ptddude metano estd muito
ligada a afinindade de se consumir fontes espasifite carbono. Assim, divide-se
estas arquéas em dois grupos principais, sendorup® gomposto por organismos
gue produzem metano a partir de acido acético anokfchamadas acetoclasticas) e
outro grupo que o produz, a partir de hidrogénidiéxido de carbono (chamadas
hidrogenotroficas).(CHERNICHARO, 2007):

3.1.5. Arquéas Metanogénicas acetoclasticas

S&0 poucas as arquéas metanogénicas capazes deipnoetano a partir de
acetato e normalmente estédo presentes em procdssdigestdo anaerobios. Essas
arquéas sao responsaveis por cerca de 60 a 70%vdiac@o de metatno durante a
digestdo anaerdbia de aguas residuarias doméstisanetanogénicas acetoclasticas
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pertencem a dois grupos principais senddethanosarcinae Methanosaeta
(Methanotriy. O género Methanosaetautiliza exclusivamente acetato. Esses
microrganismos se desenvolvem na forma filamenéagsn grande importanica para

a formacéo de pellets ou granulos bacterianos. ©®rganismos que pertencem ao

género Methanosarcina apresentam-se na forma de cocos. Este género de

Methanosarcina € considerado como constituir 0s mais versateige ems
metanogénicas e sd0 0S que possuem espécies qrapades de utilizar hidrogénio e
metilamina (CHERNICHARO, 2007).

3.2.VINHACA

A vinhaga é o subproduto gerado durante a destildg&aldo de fermentagéo
no processo de producédo de alcool etilico a pdetctana-de-acucar, beterraba, milho,
mandioca e outros caldos vegetais ricos em acutaresntesciveis. Dependendo da
regido do Brasil, a vinhaca recebe outras denor@@sggomo vinhoto, vinhote, calda,
restilo, tiborna, caxixi ou garapdo. Dependendorilzem da matéria-prima vegetal, a
vinhaca apresenta diferentes propriedades. A caggmsla vinhaca depende de
inlmeros parametros de processamento, como a cm@poda matéria-prima, a
linhagem de levedura utilizada, os aditivos quimiatilizados para a preparacao do
caldo, do tempo de fermentagdo, da qualidade dbovin das caracteristicas do
equipamento de destilacdo, dentre outros. A dersgéc de mosto refere-se aos
liquidos susceptiveis a sofrer fermentacdo e postadestilacdo. Uma vez
fermentado, o mosto passa a ser denominado vinhe, ppde ser destilado,
possibilitando a recuperacdo do alcool produzidéemaentacdo, restando o residuo
que € a vinhaga.

Em relacdo ao processo baseado na cana-de-agoicer,occaso brasileiro, a
vinhaca pode resultar de 3 origens distintas:v{ahaca de mosto de melacoo
mosto é produzido a partir de um subproduto da yw@al de acglcar, chamado
melaco, (b)vinhaca de mosto de calde produzida em destilarias que produzem
apenas alcool, a partir da fermentacéo alcodliceadldo, (c)vinhaca de mosto misto
— 0 mosto é produzido com mistura de caldo e melegp uma mesma safra, a
vinhaca pode se apresentar nas diversas categesattante do uso de caldo, melago
ou com mistura de caldo mais melaco (VIANA, 2008)Tabela 3.1 apresenta a



composicdo meédia da vinhaca conforme origem do anestonforme diferentes
fontes da literatura (VIANA, 2006).

Tabela 3.1. Composi¢cdo média da vinhaca conforme diversos tipamostos e referéncias
bibliograficas. (Fonte: VIANA, 2006).

Referencia Tipo de pH | DBO | DQO | N(total) SO, P(total) | K(K,0:)
Mosto de (gl | (gl (gh) (g1 (g) (@h)
vinhaca

Van Haandel

e Catunda. Caldo 3.5 12,0 | 25,0 0,40 0.20 0,80 -
(1994)

Driessen et § . c . '
al., (1904) Caldo 3.5 150 | 22,0 0,40 0.06 - 0,40
Costa er. . TS - - - -
al, (1986) Caldo 42 16.5 | 33,0 0,70 0.09 1,74 0,76

Callander e

Badford, Caldo 39 - 26,0 1,19 0,32 2,10 1,47
(1983)
Lampoglia e
Rossel, Caldo 4.1 11.0 | 24,0 0,45 0,650 0,11 1.65
(1997)
Lampoglia e
Rossel, Misto 4.5 19.8 | 450 0,60 3.70 0,10 4,00
(1997)
Costa ef al., .
) / 4.5 0O 5, N . 3.82 3.7
(1986) Misto 4.5 19.8 | 450 0,71 0.09 3.8 3,73
Souza et al., . N = - e
(1992) Misto 3.9 - 31,5 0,37 0,03 1,30 0,42
Costa et al, - <
! / 75 5 /
(1986) Melago 4.6 250 | 650 1.61 0.13 6,50 6,40
de Menezes, ) e q _ )
(1989) Melaco 4.1 258 | 48,0 0,82 0.16
oo | Melago | 41 [ 300 | 120 | 160 | 006 1,02 4,60
Sheehan e
Greenfield. Melago 42 35,7 | 77.7 1,78 0.17 8,90 4,36
(1980)
E“efl";‘; 4‘; Melago | 3.9 | 390 | 100 1,03 0,03 7,00 9,50
Goval et al., ) . . -
(1996) Melago 4.1 60,0 | 98,0 1,20 1.50 1,20 5.00
Sanchez Riera ) - -s -
et al,, (1985) Melago 4.8 - 100 2,50 0.30 1,75 0,70
f“"“(“l‘;lé‘; Melago | 4.2 - | 246 0.81 0,03 1,98 0.61
Lampoglia e
Rossel, Melaco 4.6 250 | 650 1,03 6.40 0,20 5.60
(1997)
deBazuaet | yp) 50 | 275 | 640 | 130 2,80
al, (1991) Melago 5, 2 . 3 - - 2,

A Tabela 3.2. mostra um resumo das caracterigiizagnhaca proveniente de
motos de diferentes etapas do processo, segundDRRRal. (1998).
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Tabela 3.2.
PRADA et al, 1998).

Caracteristicas fisico-quimicas

da vinhaca seguadorigem

do mosto. (Fonte:

Parimetro Melago Caldo Misto
pH 42-50 37-46 44-406
Temperatura 80 - 100 80 - 100 80 - 100
DBO (mg/L 0:) (1) 25.000 6.000 - 16.500 19.800
DQO (mg/L 05) (2) 65.000 15.000 - 33.000 45.000
Solidos totais (mg/L) 81.500 23.700 52,700
Solidos voliters (mg/L) 60.000 20.000 40.000
Solidos fixos (mg/L) 21.500 3.700 12.700
Nitrogénio (mg/L N) 450 - 1.610 150 - 700 480 - 710
Fosforo (mg/L P,0s) 100 - 290 10 - 210 9 - 200
Potissio (mg/L K;0) 3.740 - 7.830 1.200 - 2.100 3.340 - 4.600
Caleio (mg/L Ca0) 450 - 5.180 130 - 1.540 1.330 - 4.570
Magnésio (mg/L MgO) 420 - 1520 200 - 490 580.700
Sulfato (mg/L 50.) 6.400 600 - 760 3.700 - 3.730
Carbono (mg/L. C) 11.200 - 22.900 5.700 - 13.400 8700 - 12.100
Relagio C/N 16 - 16.27 19,7 - 21,07 16.4 - 1643
Matéria organica (mg/L) 63.400 19.500 3.800
Subst. redutoras (mg/L) 9.500 7.900 8.300

(1) DBO = Demanda Bioquimica de oxigénio
(2) DQO = Demanda Quimica de oxigénio

A matéria organica é o principal constituinte daheca, basicamente sob a
forma de acidos organicos. A vinhaga também éeticaations como o potassio (K),
calcio (Ca) e magnésio (Mg). Quando originada destmale melaco, a vinhaca
apresenta maiores concentracdes em matéria organiéasio, calcio e magnésio, ao
passo que esses elementos decaem consideravelpani#o se trata de mosto de
caldo de cana (ROSSETTO, 1987). A quantidade ggrelds destilarias pode variar
de 10 a 18 L de vinhaga por litro de alcool prodazidependendo das condi¢des
tecnoldgicas da destilaria (ROSSETTO, 1987). Pktotaor de matéria organica e
pelo grande volume gerado, a vinhaca é o efluémiigdb da inddstria sucroalcooleira
gue possui 0 maior potencial poluidor, apresentaB#dmanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) variando de 20.000 a 35.000 mg/L.

O poder poluente da vinhacga, quando lancada enoui@n lagos, € cerca de
cem vezes maior que o do esgoto domestico, semsdodevido ao alto teor em
matéria organica, baixo pH, elevada presenca densélcalinos e alcalinos terrosos
e altos indices de demanda bioguimica de oxigébBBO(|, além de elevada
temperatura na saida da etapa de destilacdo (@er8a& a 90°C). Por essa razao, a
vinhaca é considerada altamente nociva a fauni, floicrofauna e microflora das
aguas doces, além de afugentar a fauna marinhaaqmeas costas brasileiras para
procriagdo. Segundo LUKSENBER: al (1980, apud VIANA, 2006), cada 2 litros
de vinhaca equivalem ao esgoto sanitario de untdrabidia. O impacto ambiental

negativo da vinhaca também decorre da sua corpet@nca de metais pesados e
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poluentes orgéanicos, como cloroformio, pentaclorofee cloreto de metileno.
Compostos fenolicos (acido tanico e humico) da naf#ima, melanoidinas da
reacdo de Maillard de acucares com proteinas, etwarde agucares superaquecidos
e residuos da hidrdlise acida podem contribuir eoeploragdo do efluente. Estes
compostos podem inibir a fermentacdo microbianarimmen, assim como no
tratamento biolégico da vinhacga, quando presentesieterminadas concentracdes
(VIANA, 20086).

Embora a vinhaca seja caracterizada como efluentaltd poder poluente,
ela também tem alto valor fertilizante, principahteepelos altos teores dos elementos
calcio, magnésio e potassio. Por essa razao, raalt@ principal de uso da vinhaca
passou a ser 0 uso como agente recuperador deNsoRrasil, a vinhacén naturaé
amplamente aproveitada como fertilizante em argesaas, proximas as usinas de
cana-de-agucar, por conter elementos em quantidagigicativas. Segundo VIANA
(2006), as principais desvantagens do uso darfgado sdo: a possivel salinizacéo
do solo, contaminagdo de aquiferos subterrdneasnerdo do nivel de potassio no

caldo da cana.

Segundo varios autores (VIANA, 2006, RIBAS, 20G6ligestdo anaerdbia é
um efetivo meio de remoc¢éo da carga organica daagey pois produz biogas, que
pode ser prontamente utilizado pela industria doadl Outra vantagem da digestao
anaerdbia, quando comparada com métodos aerdbipgermonais, € a baixa
producdo de lodo biologico, sendo aproximadameff® S8a DQO convertida em
biogas e 10% em lodo (SPEECE, 1996; STAFFORD, 198@jyuanto que, no
tratamento aerdbio, 50% da DQO é convertida em I¢8RPEECE, 1996;
FRANCISCO Jrt al,1987).

De acordo com VIANA (2006), os polissacarideos gméss na vinhaga sao
hidrolisados a acuUcares e estes fermentados aaposivO piruvato € entdo
catabolizado a acetato, @@ H, ou a propionato (via lactato), butirato ou etaisd.
ao invés de polissacarideos, houver lipideos paenscatabolizados pelas bactérias
fermentativas, estes produzem glicerdéis e galagiase serem fermentados ou outros
acidos graxos de cadeias longas como estearatdgiitgtas e isovaleratos,
dependendo da composi¢cdo do residuo. Em um segestdgio, os produtos do
primeiro estagio de degradacao da vinhaca séo adosdanaerobiamente a acetato ou

acetato e C@por bactérias acetogénicas. Nesse estagio tamb@me@ producéo de
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metano por argueas metanogénicas que produzenAddarqueas metanogénicas
estdo diretamente envolvidas nos estagios finagigkstao anaerdbia e sdo de suma
importancia para o processo, pois permitem a éigt@tAo da matéria organica no
residuo. Existem varios grupos de arqueas produteametano, e cada grupo é
responsavel pela degradacao de certos tipos deosbosporganicos. Assim, em uma

digestdo completa, varios tipos de arqueas metaragediferentes sdo necessarios.

O desenvolvimento de técnicas de tratamento daagamhé de grande
importdncia para o Brasil, dado o volume produzidesse residuo. Como
anteriormente mencionado, uma usina produz em ng&diax? por dia de etanol, ou
seja, da ordem de 10.00C de vinhaca, com concentragcdes massicas varian86 de
a 100 g/L de matéria organica (VIANA, 2006). Apedimiso, no Brasil, a aplicacdo de
tratamento biolégico ou fisico-quimico a vinhagadai é incipiente. Nesse sentido, o
sistema de tratamento deve ser robusto, capaz similas grandes vazdes de
afluentes e altas cargas de matéria organica, mitéercia dos processos e
sazonalidade das safras. Em geral, o tratamentégiio possui baixos custos de
implantagdo e operagdo comparados a outras teca®log reatores de alta taxa
podem ser aplicados de modo a maximizar o tempesiééncia celular e minimizar

o tempo de detencéo hidraulica através da imobéizala biomassa (VIANA, 2006).

Existem diversos estudos na literatura cientifice gelatam o tratamento
biolégico da vinhaca, preferencialmente pela rotesdbia. GAZETTA e CELLIGOI
(2006) apresentaram um estudo sobre diferentes icagiies de melaco/vinhaca
como substrato para producdo de proteina e lipfbosnicrorganismos. No trabalho
realizado os autores utilizaram como culturas parestro linhagens de leveduras,
sendo Candida lipolytica, Rhodontorula mucilaginosa,c8haromyces cerevisia@
uma levedura isolada de lagoas de vinhaca a quandearam como LLV98. Os
meios utilizados nos estudos tiveram a seguinteposigdo: a) 50% melaco e 50%
vinhaca; b) 25% melago e 75% vinhagca e c) 75% mel@5% vinhaca. Os
experimentos foram realizados em mesa rotativareenmeyers contendo 50 mL de
solucdo a 28°C+2°C a uma agitacdo de 180rpm. Tadoexperimentos foram
realizados por um periodo de tempo de aproximad@mgd horas. Segundo os
pesquisadores, a maior producéo de proteina naabgarfoi obtida pdB. cerevisiae
(50,35%) seguida pd®. mucilaginosd41,96%) na relacao de 25% de melaco e 75%
de vinhaca. A melhor producéo de lipideos totais) cendimento acima de 26%, foi
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obtida comsS. cerevisiaee C. glutamicumnos meios de cultura com a proporcéo

50%:50% de melaco e vinhaca.

GARCIA et al. (1997) apresentam a utilizagdo de culturasAdpergilus
terreus e Geotrichum candidunpara a remocao de fenol presente na vinhaca. A
vinhaca utilizada nos estudos era esterilizada@saptava uma DQO de 83000 mg/L
e uma concentracdo de fendis totais de 469 mg/Lcultsvos foram realizados
aerobiamente, sendo os valores de pH mantidos £/t 6,5. Os autores mostraram
gue os fungosAspergilus terreuse Geotrichum candiduntonseguem degradar o
fenol presente na vinhaca sem a necessidade densmbhcdo de nutrientes. A
reducao de DQO foi de 72,2 % para ambos microrgargs com relacdo aos fendis
totais oAspergilus terreuslegrada 34% do valor inicial enquanto qué&eotrichum
candidumdegrada 30,5%.

3.3.GLICEROL

Segundo ARRUDAet al. (2007) o glicerol, também conhecido como 1,2,3
propanotriol ou glicerina, foi descoberto por S¢kemn 1779 durante o processo de
saponificacdo do azeite de oliva. Mais tarde, eBBl®asteur observou a formacao
deste composto como um subproduto da fermentacadliaa, em concentracbes de
2,5 - 3,6% do conteudo de etanol (REHM, 1988), pddeser o glicerol o segundo
maior produto formado durante este tipo de ferng@adTOSETTO e ANDRIETTA,
2003).

O (glicerol € um polidlcool o qual esta presente @iferentes espécies,
incluindo plantas, protistas unicelulares e marofefBRISSONet al, 2001). No
entanto, é dificil encontrar o glicerol na sua fartivre nesses organismos, pois
geralmente o mesmo se encontra na forma de uncérigleo combinado a acidos
graxos, como o oléico, palmitico e estearico. Gearglantidades de glicerol podem
ser encontradas em 6leos ou azeites como o de dendg, soja, algoddo e oliva,
bem como em gorduras de animais como a banha de posebo (MORRISON,
1994).

O termo glicerol aplica-se somente ao composto ,ply®,3 propanotriol,
enquanto o termo glicerina aplica-se a produtosecoias que contém normalmente

guantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol RRGON, 1994). No caso da
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utilizacdo do glicerol em humanos, como componentdormulacdes farmacéuticas,
por exemplo, a terminologia encontrada em sua d&a®é@o deve ser glicerol USP
(MORRISON, 1994). O glicerol, desde 1959, é recoitttecomo substancia atoxica,
permitido como aditivo em alimentos e remédios,amb@m considerado como
substancia “GRAS” (Generally Regraded as Safe) pdd#\ (“Food and Drug
Administration”) dos Estados Unidos, e permitido em alimentost@ies. No Brasil,
seu uso em produtos alimenticios € asseguradoResalucdo de n° 386, de 5 de
Agosto de 1999 (ANVISA).

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do glid@rabela 3.3), destacam-se
as propriedades de ser um liquido oleoso, inceiscpso e de sabor doce, soluvel em
agua e alcool em todas as propor¢gbes e pouco sadvester, acetato de etila e
dioxano e insoltvel em hidrocarbonetos (LORESI, 1999). Devido & combinacao
de uma série de suas propriedades, incluindo axjtislao-quimicas e a atoxicidade
(JACKLOBSONet al, 1989), o glicerol € uma substancia com grandedade de
aplicacoes.

Tabela 3.3.Propriedades fisico-quimicas do glicerol. (FoAi@RUDA et al., 2007).

Massa molar 92,09 g/mol
Densidade (glicerol 100%) 25°C 1262 kd/m
Viscosidade 20°C 939 cP
Ponto de ebulicdo (1 atm) 290°C
Ponto de fuséo 18°C
Ponto de inflamacéo 177°C
Tenséo superficial 20°C 63,4 mN/m
Calor especifico (glicerol 99,94%) 26°C 2435 J/kg
Calor de evaporagéo 55°C 88,12 J/mol
Calor de dissolucéo 5,8 kd/mol
Calor de formacéo 667,8 kJ/mol
Condutividade térmica 0,28 W/(m.K)

Todo o glicerol produzido no mundo, até 1949, ecvgniente da industria de
sabdo. Atualmente, 70% da producgao de glicerolEstados Unidos ainda provém
dos glicerideos (Oleos e gorduras naturais) e,stamte, da producdo do glicerol

sintético (subproduto da fabricacdo de propilewa),producdo de acidos graxos e
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também de ésteres de acidos graxos (Biodiesel)sakp#as inUmeras aplicacdes
conhecidas, com o aumento da producdo de biodiaseferta de glicerol vem
superando gradativamente a sua demanda, o queetenofpreco de mercado do
produto diminuir significativamente. (CARVALHCet al, 2007).Em 2000, a
producdo mundial de glicerol foi de 800 mil tonaadsendo que 10% disto foram
oriundos de industrias responsaveis pela produedmatiiesel. (CARVALHCet al,
2007).

3.4.BIOMASSA ACIDOGENICA (INOCULO 1)

Recorrendo a literatura, ha a indicacdo de que nagu espécies de
microrganismos possivelmente se destacariam nauggiodde hidrogénio. Dentre
eles, pode-se citaKlebsiella sp, que € uma espécie envolvida com a producdo de
hidrogénio a partir de carboidratos (HUNgB al., 2007) sendo que esta ndo esta
diretamente relacionada com a producéo de hidrogéras com rotas de consumo de
O,,criando condigBes favoraveis para a producdo ébierde hidrogénio via
Clostridium sp. (FERNANDES, et al, 2008 ); Bacteroides sp que sao
microrganismos associados com a producdo de hicimg®&EN, et al., 2007);
Ethanologenbacterium spClostridium sp e Spirochaetessendo que o aumento das
populacfes esta associado com o aumento da veleciaproducdo de hidrogénio
(HAWKES et al 2008); E. cloacae, Clostridium spe C. acetobutyricum
reconhecidas como bactérias produtoras de AGVidredénio (MAINTINGUER, et
al, 2008).

3.5.GRAOS DE KEFIR (INOCULO Il

Graos de Kefir sdo conglomerados simbidticos fowsade bactérias e
fungos, (Figura 3.2) utilizados na fermentacdodite| ou de substratos alternativos
através de atividades metabolicas (WITTHUEINI, 2004).

A composicéo da populacao dos gréos pode difegpenidendo da origem ou
dos diferentes meétodos de cultivo. Alguns microigans estdo sempre presentes,
mas outros nem sempre sao encontrados, dependendetddo de cultura e do
substrato utilizado (MOREIRAt al, 2008).
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Figura 3.2. Estrutura dos graos de Kefir (“Kefir de agua”)

Os gréos de Kefir podem ser cultivados em acuedg bu sucos de frutas,
sendo sua coloracdo dependente do substrato ddilipara cultivo. Os gréos sao
amarelos claros quando cultivados em leite. Secid@s em agucar mascavo, Sao
ocres e pardos, ou purpureos se cultivados emdriowa. Em qualquer tipo de leite,
os graos podem ser fermentados, como de vaca,aoselbabra, de coco, arroz e soja
ou ainda 4gua com acucéK¢fir de agua”), porém, é tradicionalmente preparado a
partir do leite de vaca. Para o caso do Kefir & lmesleite animal, o leite utilizado,
normalmente fresco, pode ser cru, pasteurizadoatkedo, semidesnatado ou integral,
com ou sem nata (MOREIRét al, 2008).

Apresentando mais de 40 tipos de microrganismostébas e leveduras), o
Kefir é considerado um alimento probiotico por &aeki a regulacdo do
funcionamento do intestino e a melhora do sistemaoldgico. Tem sido bastante
estudado por causa de seu poder antimicrobianpfuagbs, antitumoral, além de
beneficios aos sistemas digestivo e imunologico ae reducdo do colesterol
(MOREIRA et al, 2008).

Como ja salientado, a composicao do grao ou suastesdsticas gerais, sao,
em parte, dependentes da cultura mae da qual ai@dtd obtida, modo de preparo,

condi¢gbes de armazenamento, idade da cultura eemacdo, dentre outros fatores.

Os graos de Kefir fixados em formol e vistos aoroscopio revelam uma
estrutura complexa formada por (DOM’S SITE, 2007):
* 4,4% de lipideos;

e 12,1% de cinzas;
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45,7% de mucopolissacarideo;

34,3% de proteinas totais (27% insolavel, 1,6 sl 5,6% aminoacidos

livres);

Vitamina do complexo B;

Vitamina K;

Triptofano;

Célcio, fosforo e magnésio.

DORNELLES e RODRIGUES (2006) utilizaram caldo dea#&esco diluido
como fonte de substrato. Os ensaios foram reakizademperatura ambiente (30°C),
sendo que a fermentacgéo teve duracdo de 7 diasomgentracdes de gréos de Kefir
variaram de 25 a 50%, para uma concentracdo deosacque variava de 20 a 120

g/L. Ao fim dos ensaios foi observada a formacéaetdaol e de acidos organicos.

STIVAL (2009) utilizou grédos de Kefir analisandoviabilidade do processo
para conversao de glicerol em sacarideos, poliddaca e outros compostos de valor
agregado, confirmada pela relacéo qualitativa aegil inicial e final e a presenca e
identificacdo de substancias através de CromaiaggEsosa /Espectrometria de
massa. Foi quantificada e analisada a geracédo sienag ensaios anaerobios bem
como o teor de etanol nos sistemas aerobios eGnagr

3.6.PRODUCAO BIOLOGICA DE HIDROGENIO (H ;) E FATORES
ASSOCIADOS

A producéo bioldgica de hidrogénio pode ocorrermerio de dois processos:
fotossintese e fermentacado, sendo esta ultimacsoente mais simples, sendo que o
hidrogénio é obtido de carboidratos presentes amsagesiduarias (HAN e SHIN,
2004). Assim, através da etapa fermentativa dastiigeanaerdbia, microrganismos
acidogénicos decompdem a matéria organica gnCE, e acidos graxos volateis de

cadeia curta.

Alguns fatores como temperatura, pH, forma de ifa@&@o, microrganismos
associados, rotas metabolicas, configuracédo dorrestitre outros, podem influenciar
no proceso de producéo de (FRERNANDES, 2008).

Especificamente sobre alguns desses fatores, teguseZHANG (2006)

observou que a temperaturdluencia na producao de hidrogénio. Muitos ttabs
18



determinam temperaraturas distintas, sendo elagngemte relacionadas ao tipo de
microorganismo envolvido, ja que cada tipo tem maperatura 6tima de atuacéo,

assim como o0s consorcios microbianos (NGUYd& NI, 2008).

O pH também é um parametro operacional de grande iGnpmnéa para a
producdo de hidrogénio, pois conforme constatarafNG e LIU (2002), a
velocidade de producéo de hidrogénio e a acdo awsnganismos hidrogenotroficos
(consumidores de hidrogénio) sdo diretamente ast@elo pH. Alguns pesquisas
mostram que o pH otimizado para producgdo de hidiiogésta na faixa de 5,0 e 6,5
(MIZUNO et al, 2002; LIN e LAY, 2004; CHANG e LIN, 2003). Entestto, muitos
apontam para um unico valor de 5,5 (FANG e LIU,200U et al, 2007; SHIN,
2007), mesmo trabalhando com culturas diferentes.

O processo de fermentagdo para geragdo hidrogémie correr com
emprego de culturas mistas ou puras (HALLENBECKQ40 sendo o efeito do

in6culo é consideravel, especialmente em trabalhos enaatedancada.

Pode-se empregar varios tipos de agua residuai@ndo assim o tipo de
substratp como é reportada na literatura especializadageenprincipalmente sao
utilizadas aguas residuarias que continham celufzsgose e xiloses (TAGUCH!L
al., 1995); glicerol, residuo do processo de fabricaii@biodiesel (ITCet al, 2005);
agua residuaria de laticinio (MOHA&t al, 2008); subprodutos do processamento da
farinha de trigo (HAWKESet al, 2008); melaco (L&t al, 2007); residuos solidos de
alimentos (HAN, 2004); efluente de indastria de gdafyAZQUEZ et al, 2005);
esgoto domeéstico (VAN GINKEEt al, 2005); entre outros.

LOGAN et al,. (2002) observaram diferentes tempos de adaptaeé® p
diferentes substratos em reatores operados emadhatéjlicose, sacarose, melago,
lactato, celulose e extrato de batata) e as maxpraducdes foram obtidas para o
melaco e glicose, seguido da sacarose, sendo gog ¢s sistemas partiram comllg/
de DQO.

TEMUDO et al. (2008) avaliaram o potencial do glicerol no preces
fermentativo com a aplicacdo de uma “cultura migiafa producédo de produtos
guimicos, sendo que o experimento foi realizadouenreator com capacidade de 2
litros e 8 horas de fermentagcdo, mantendo uma textypa de 30°C e pH controlado
em 8 por um titulador automético. O ambiente faaeanbio. Na fermentagdo com
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uma concentracéo de 4 g/L de glicerol foram enedol os seguintes produtos e suas
respectivas proporcdes: Acetato (5,5%), Formiat0,0%), H (0,4%), 1,3-
propanodiol (27,8%), Succinato (1,1%) e Etanol Z%®, Para investigar a
fermentacédo de glicerol, a maioria dos estudosaplicado culturas puras, as mais

conhecidas sadlebsiella aerogenesu Clostridium butyricum

SEIFERT et al. (2009) realizaram experimentos em batelada, oondamf
variadas as concentracfes tanto de glicerol, qudatanoculo (lodo de esgoto
sanitario). O pH inicial utilizado foi de 6, e ogperimentos foram realizados a°G7
Os resultados mostraram que é possivel a produeaaldgénio a partir do glicerol,
sendo que as melhores producdes variaram de 0.344.% L H/L de glicerol. Além
disso foi observada a producéo de 1,3-propanocdaidios butirico, acético e latico,

como também etanol.

FERNANDESet al (2010) teve como objetivo avaliar a potencialelath
producdo de hidrogénio a partir de aguas residu@gadiferentes origens (esgoto
sanitario, vinhaca gerada na producdo de etanaledeais e glicerol, residuo do
processamento do biodiesel). Os ensaios foranzae@ls em reatores em batelada e
sacarose foi usada como substrato controle. O lméempregado nos sistemas
originou-se de biomassa proveniente de reatordsitdefixo operados para produzir
hidrogénio. Hidrogénio foi gerado a partir de tod@saguas residuarias estudadas
(200 mL H/ g DQO para o esgoto sanitario; 579 mi/lg DQO para a vinhaca; 200
mLH,/gDQO para o glicerol e 270 mLIDQO para a sacarose). Além disso, nos

ensaios foram avaliadas as produc¢fes de AGV scpa@um dos efluentes.
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4. MATERIAIS E METODOS

A proposta de montagem dos ensaios, como mostigueaF.1, consistiu em
frascos lacrados com volume total de 2L sendo quawome reacional foi de 1L e o
headspace de 1L. Os efluentes utilizados foranhaga, glicerol e esgoto sanitario,
sendo que também foram realizados ensaios contcole, um meio sintético
contendo sacarose como fonte de carbono, Todospesimentos, com os indculos |
e I, foram realizados em duplicata.

Além disso, uma etapa experimental adicional faiafesendo que esta
consistiu na utilizacdo dos produtos gerados na dasproducdo de hidrogénio em
reatores inoculados com biomassa metanogénica.oAsentracbes de biomassa
metanogénica foram as mais préximas possiveis dasentracdes de biomassa
acidogénica utilizadas (250 mg/L).

Indculo I InGculo II
Esgoto Esgoto Esgoto
Sacarose Sanitdrio Sanitdrio Vinhaca glicerol Sacarose Zanitério Vinhaca Glicerol
( Y f Y AT N ~ - , AR &= -
ANV ANV AN S NN ANV AN AN hcidogenica
= === . . . . NS . . N . N . . .
Buplicata Buplicata Duplicata Buplicata Puplicata Buplicata [IlJp]‘i.tdLu! Duplicata .I}uin(ur_u
Filtragem 2 adigdo do Inoculo Hetanogénico ]
AR S _ A .
mE EE ne -
Buplicata Buplicata Buplicata Hetanogenlca
Es_gnl:o_* Vinhaca Glicerol
Sanitério

Figura 4.1. Fluxograma ilustrativo referente ao desenvolvimeshboprojeto, com os efluentes que
serao utilizados para os dois in6culos e para cuindetanogénico.

Como pode ser observado, apenas para o indculddstado esse sistema de
reaproveitamento do efluente, sendo essa apenasetapa complementar, para

analisar a viabilidade de um tratamento metanogérosterior a fase acidogénica.
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Além disso, observa-se que foram realizados d@aies distintos com esgoto
sanitario com o inéculo I, sendo que o segundoierfdastacado na Figura 4.1 com
um *) foi realizado para que fosse possivel a etfin da etapa metanogénica com
essa agua residuéria. Essa idéia surgiu ao longmealzacdo dos experimentos,
depois de terem sido realizados os dois ensai@gigi(com sacarose e esgoto
sanitario). Assim, os dois ensaios realizados coegao sanitario serdo tratados

nesse trabalho.

Devido a alguns problemas na elaboracéo da solde&sacarose no dia do

experimento, o ensaio metanogénico controle faratésdo.

A seguir estdo descritos os procedimentos de @me@ardos ensaios, com

especificacdes dos materiais e métodos utilizados.

4.1. PREPARACAO DO MEIO NUTRIENTE

O meio nutriente foi preparado segundo DEL NERY8{)9 A composicao
exata do meio utilizado nesse experimento sofreugeas modificagcbes em relagcéo
a concentracdo do meio original, sendo que esta#ficagdes estdo apresentadas em
FERNANDES, B.et al (2010). Essa composicdo pode ser vista na Tdkkla

Tabela 4.1.Composicdo do Meio nutriente utilizado e sua respec
concentracao no reator (adaptacdo do meio Del N687)

Composto Concentracdo (mg/L)

Dioxido de selénio 0,036
Fosfato de potassio monobasico 5,36
Fosfato de potassio dibasico 1,3
Fosfato de sddio dibasico 2,2
Cloreto de calcio 2,06
Sulfato de niquel 0,5
Sulfato ferroso 2,5
Cloreto férrico 0,25
Cloreto de cobalto 0,04
Uréia 125
Bicarbonato de sédio 500
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4.2. CARACTERIZACAO DO INOCULO |

O Indculo |1 utilizado foi um lodo anaerébio provemie de reatores continuos
de leito fixo e fluxo ascendente, operando com wetecdo Carbono/Nitrogénio de
40, alimentado com solucédo de sacarose as mesmeg@es que geraram o lodo
para o experimento de FERNANDES et al. (2010) . sApdretirada da biomassa
desses reatores, o Inéculo 1 foi centrifugado &@B.6pm, com a centrifuga
apresentada na Figura 4.2. Na Figura 4.3 pode-seuwv@ foto do In6culo 1

concentrado.

Figura 4.2. Centrifuga utilizada para concentrar o Indculo 1. Figura 4.3.Inéculo | concentrado.

Para sua preparacao e posterior uso nos reatoregydntificado o teor de
so6lidos desse concentrado, sendo os resultadaseapados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2.Quantidade de sélidos presentes no Indculo | curaso.

In6culo | Concentrado

Sdlidos Totais 35,64 g/L
Solidos Fixos 1,72 g/lL
Solidos Volateis 33,92 g/L

Assim, com um elevado teor de soélidos, uma simgilag&o foi feita a fim de
gue a quantidade de Sdlidos Volateis (SV) ficassd¢ano de 250 mg/L, sendo esta
diluicdo feita com uso de agua destilada. Para antditacdo de solidos foram
utilizadas capsulas de ceramica e béqueres, alantilidacdo de uma estufa (Figura
4.4) e de uma mufla (Figura 4.5). As metodologitkzadas estdo de acordo com
Standard Methods(APHA, 1998), sendo que estas analises ja sadzadab
rotineiramente no Laboratério de Processos Biotigy{tPB), da USP Séo Carlos.
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Figura 4.4:Estufa utilizada nas analises Figura 4.5Mufla utilizada nas analises

4.3.CARACTERIZACAO DO INOCULO METANOGENICO

O inoculo utilizado originou-se de reator UASBIlimido para tratamento de
aguas residuais de abatedouro de ayewmlogamente a caracterizacao do inéculo |,
foi quantificado o teor de sdlidos desse concentraendo os resultados apresentados
na Tabela 4.3.

Tabela 4.3:Quantidade de sélidos presentes no Inéculo Meténiog concentrado.

In6culo Metanogénico Concentrado

Soélidos Totais 38,4 g/L
Solidos Fixos 2,1g/L
Sdlidos Volateis 40,5 g/L

4.4.CARACTERIZACAO DO INOCULO Il (GRAOS DE KEFIR)

Com esse inoculo o procedimento de utilizacdo actarizacao diferiu dos
demais, pois, de acordo com POWELL (2006), a lragho de alguns tipos de
bactérias e fungos é claramente definida entrgparfadie e o interior de um gréo de
Kefir, estando esta distribuicdo provavelmentecieteada a atividade especifica de

cada microrganismo no processo fermentativo.

Sendo assim, néo foi feita nenhuma solucdo coramtiesse indculo, mas
sim foram utilizados os gréos de forma natural elesaios. Portanto, para o controle
da quantidade de graos a ser utilizada, onde sentmacdo de biomassa deveria ser
em torno de 250 mg/L, como proposto inicialments, feita uma analise da
guantidade média de biomassa, medida em termo¥ denSontrada em cada porgéo
de massa de graos, que era peneirada antes ddipren& para retirar 0 excesso de

agua.
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4.5. CARACTERIZACAO DOS EFLUENTES

Os efluentes utilizados foram: solucdo de sacaessgmto sanitario, vinhaca e
glicerol. As procedéncias de cada um dos eflueassém como as caracteristicas
gerais estdo apresentadas a seguir.

4.5.1.Solugéo de Sacarose

Para a solugéo de sacarose, alguns célculos feitos & fim de obter a DQO
de aproximadamente 250 mg/L. Esses calculos fotatdas de acordo a seguinte
reacao:

Ci2Hy2011 + 120, = 12C0, + 11H,0

Com base na reacao foi calculada a massa pararprdpall de solucao.
Sendo assim, a massa utilizada foi de 0,1028 gcdelo com os calculos efetuados a
fim de se atingir o valor de DQO desejado.

A solucéo foi entdo preparada com o auxilio de afadovolumétrico, balanca
analitica de alta preciséo e outras vidrarias ceanoomo béqueres, bastdes de vidro,
etc.

4.5.2. Esgoto Sanitario

O esgoto sanitério utilizado foi retirado de umaniestacdo de tratamento,
localizada na Universidade de S&o Paulo (Campus 8ao Carlos, Prédio da
Engenharia Ambiental). Essa miniestacao foi cofddrespecialmente para fins de
pesquisa, que sao desenvolvidas no local. A esruia miniestacdo pode ser
observada na Figura 4.6.

Figura 4.6.Miniestacdo. Destaque para o tanque de armazenaegisgoto, onde foi feita a coleta.
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4.5.3.Vinhaca

A vinhaca utilizada foi retirada da Usina Sao Mdrt, localizada em
Pradopolis — SP. Ela é um efluente gerado da p&mdde etanol, portanto é uma
vinhaga de mosto de caldo.

4 .5.4.Glicerol

O glicerol utilizado foi o efluente gerado na psgdo de biodiesel pela
IndUstria Granol, unidade de biodiesel, localizadm Anéapolis - GO. A
caracterizacdo do glicerol e dos outros trés efasenitados pode ser vista na Tabela
4.4,

Tabela 4.4 Caracterizagéo dos efluentes utilizados.

A Esgoto Esgqtq , :
Caracterizacao Sanitari Sanitario Vinhaga Glicerol
anitario .
DQO (mg/L) 467,64 261,85 10.200 1.108.230
pH 6,71 6,96 3,8 ND
Alcalinidade (mg/L
CaCQ) 150,94 124 0 ND
ST (mg/L) 456 1.971 15.830 ND
SSV (mg/L) 344 1.612 12.065 ND
SF (mg/L) 112 359 3.765 ND
N-Total (mg/L N) 35,15 42 360 0
P-Total(mg/L PGQ) 9,03 4,7 163 0

DQO — Demanda Quimica de Oxigénio; ST — SolidogiEpSV — Sélidos Volateis; SF — Sélidos
Fixos; N — Nitrogénio; P — Fésforo; ND — N&o detaradlo.

4.6. PREPARACAO DAS BATELADAS — FASE ACIDOGENICA

Com os efluentes, o0 meio nutriente e o indculor@@rados, passou-se entao

para o preparo dos ensaios.

A preparacdo de cada frasco Duran de 2L se inicmm uma lavagem
adequada e na separacdo das tampas de borraclaapasy foram adicionados em
sequéncia, 110mL do Inéculo, para uma concentrded@mlidos de aproximadamente
250 mg/L, 990mL dos efluentes, com a DQO aproximael&250 mg/L, e 0 meio

nutriente.

Apbs a preparagdo do volume reacional, com o auwdk uma bureta
eletrbnica, um béquer de 2L, um agitador e um Reafyé digital, foi adicionado
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acido cloridrico ou bicarbonato de célcio para gupH das solucbes completas
ficasse préoximo de 5,5. Observa-se que com osesbeima foram preparados 1,1L
de volume reacional. Isso foi feito pois antes elchbmento dos frascos foi retirada
uma amostra de 100mL desse volume fazendo com qoleime reacional ficasse em

1L, sendo preservadas as relacdes propostas madhivab

Como essa amostra consiste em uma solucdo Inoclfuente — Meio

Nutriente, ela foi analisada como o tempo Oh deearpento.

Para a remocéo do oxigénio e estabelecimento daabase no sistema, foi
fluxionado argbnio na solucdo até completa trocaatteosfera do volume de
“headspace” (Figura 4.7). Os reatores foram ac@ynados em uma camara escura

sem agitacao e mantidos a 25°C + 1°C.

Figura 4.7.Fotos dos frascos sendo fluxionados com gas Argpoissibilitando sua anaerobiose.

4.7. PREPARACAO DAS BATELADAS — FASE METANOGENICA

Como pode ser visto no fluxograma da Figura 4&k, énsaios com o inéculo |
tiveram seu efluente reutilizado para implementag@douma fase metanogénica

complementar.

Para isso, os reatores, apés as 36 horas da fdegé&dca, foram abertos e os
produtos soluveis foram filtrados para a retiradabtbmassa acidogénica. Apds a
filltracdo com membrana de 1y2n, sendo essa uma porosidade ndo muito adequada
para retencdo total das bactérias, os reatores foogamente incubados com o meio

nutriente descrito na Tabela 4.1, inoculados caio lmetanogénico, fluxionados com
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argonio e fechados gerando sistemas com 1L de Spaad” e 1L de meio reacional.

Os reatores foram novamente mantidos sem agitagd@ma camara escura,
a aproximadamente 25°C. Periodicamente, como madaslogénica, foi medida a
pressdo no interior dos frascos e amostras de gk fase liquida eram retiradas
dos sistemas.

4.8. METODOS ANALITICOS

Sobre os métodos analiticos, a composicao do biggdogénio, didxido de
carbono e metano) foi determinada por cromatoggdisosa (GC 2010 Shimadzu —
Figura 4.8) (Steneeson, 2004) usando deteccédo mduteidade térmica e argbnio
como gas de arraste. As temperaturas do injettecide e coluna foram mantidas a
30°C, 200°C e 230°C, respectivamente.

As concentracdes dos &lcoois foram medidas por atagrafia gasosa (GC
2010 Shimadzu — Figura 4.9), equipada com deteletdonizacédo de chama e sistema
automatico de introducdo de amostra para COMBI-P#dadspace” (modelo AOC
5000) e coluna HP-INNOWAX de 30m x 0.25mm x Qu@bde espessura.

Os acidos organicos foram analisados via um comjuBhimadzu de
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLCgurai 4.10) composto por uma
bomba LC-10ADvp, uma valvula solendide FCV-10ALwpn forno CTO-10Avp
(temperatura de trabalho de 62°C), um controladiir-BOAvp, um detector de UV
SPDM10Avp com arranjo de diodo de 205 nm e umangotie troca ibnica Aminex
HPX-87H (0,3 m de comprimento e 7,8 mm de diameatterno). O eluente foi
H,SO, 0,005 M com fluxo de 0,8 mL/min.

Os parametros solidos suspensos volateis (SSV),G8HT e DQO foram
monitorados de acordo com a metodologia estabelenm Standard Methods
(APHA, 1998), sendo que estas analises ja sdozaeal rotineiramente no
Laboratério de Processos Biolégicos (LPB), com atodvlogias bem definidas. As
concentracbes de carboidratos foram determinadas np&todo colorimétrico
(DUBOQIS, 1956).
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Figura 4.8: Cromatografo GC Shimadzu, utilizado na andlise ldedis e &cidos. Destaque para o
local onde as amostras sdo armazenadas.

'“""—-ua_-
Figura 4.9: Cromatégrafo GC-Shimadzu, utilizado na analise idiedgénio e de outros gases.
Destaque para o local onde é efetuada a injecagan

Figura 4.10: Conjunto Shimadzu de cromatografi liquida de afiaiéncia (HPLC).

4.9. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para organizacdo da obtencdo dos resultados duvaeigerimento foram
feitos, em todos os ensaios, planos de amostragemetpcionavam todas as analises
a serem feitas durante o experimento. Sendo a$sirfixado que cada retirada de

amostras liquidas, apés o fechamento do frasc@ deraproximadamente 20mL,
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totalizando ao final do experimento uma retirada géo ultrapassasse muito uma

guantia de 10% do volume reacional, ou seja, 100mL.

As andlises de gas foram feitas periodicamente,@wannilio de uma seringa,
com a retirada do gas do “headspace” pelo topofdssos, visto que a tampa é
constituida por uma regido de borracha para permitpenetracdo da agulha da
seringa. Foi também medida periodicamente a pressanterior dos frascos, para
gue fossem possiveis 0s calculos mais exatos doneotle gas produzido. A Figura
4.11 representa esquematicamente os reatores rena & retirada de gas para as

analises.

Figura 4.11 Esquema do reator em batelada

Além disso, a definicdo inicial da duracdo dos expentos foi proposta de
acordo com o trabalho realizado por FERNANDESal (2010), ja citado na revisdo
da literatura, onde as produc¢des méaximas ocorrerantorno de 15 a 16 horas de
experimento. Essa duracao tinha previsao de apaslamente 24 horas. Obviamente,
caso os dados obtidos se comportassem de formaerdifada, o Plano de
Amostragem seria modificado, visando uma melhoermgio de dados. Levando isso
em consideracao, os ensaios com o inoculo | fotendidos para aproximadamente
36 horas, e 0s ensaios com o indculo Il foram d#&des para 126 horas, levando este
altimo um maior tempo de adaptacdo da biomassa. €amculo metanogénico as

caracteristicas seguiram as mesmas utilizadasopan@culos acidogénicos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor exposicdo dos resultados, eles sen@sempados em cinco
topicos. O primeiro sera referente aos resultadesdbis primeiros ensaios com as
solucbes de sacarose e esgoto sanitario com olanbed segundo tépico € referente
aos demais ensaios feitos com o inéculo | (esgatit&io*, vinhaca e glicerol),
tratando apenas da fase acidogénica desses er@darseiro é referente aos ensaios

com o in6culo Il.

No quarto topico sdo avaliados os resultados obtaton os dois inoculos,

com todos os efluentes utilizados.

Ressalta-se que nos graficos de producdo de géw iatilizadas diretamente
unidades de volume (mL). Isso foi feito, pois toadssensaios foram realizados de
forma similar, com as mesmas condicdes e com apemldmente as mesmas
concentracbes de DQO e SSV, ndo sendo necessktmmnar os resultados com
valores de DQO e SSV, por exemplo, para que fosssiyel obter uma comparacao
entre as potencialidades de cada efluente.

Porém, no quarto topico os resultados mais exmassias producdes de gas
séo relacionados aos valores de DQO e SSV, patsididb uma melhor discusséo

com dados descritos na literatura.

O quinto e ultimo tépico serd dedicado a extensita ho trabalho, com a
utilizacdo do indculo Metanogénico apods os ensdmsfase acidogénica com o

primeiro inéculo.
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5.1. BATELADAS COM INO CULO | — SACAROSE E ESGOTO SANITARIO
— FASE ACIDOGENICA

| Inécule 1| Inbculo 11
Esgoto Esgote Esgoto
[facarose SanitérioSanitéric Vinhaca glicerol Zacarose Sanitério Vimhaga glicerol
(—_\ N f—_\_ /-\_ - _'-\ . N -

| N | B =

VAN VAN VAN /’\ /’\ ? /\ AN AN Acidogénica

S . —-— —-— - -_— —_— - -_— -_— - - _— -_—
Bupl lcats [h_rbl'-[mT m‘-ml ;l-'--:u- Buplicata :‘aj Puplicata h:plll.m I:I:
|
Filtragem & adigio do Indculo Metanogénico -
|
—( = = F
b  m— ase
|m icate Talioets |Dw”,“|: Hetanogénica

Esgoto i
Sonitaric inhaga Glicerol

Figura 5.1: Fluxograma do trabalho com o destaque para a fesmda nc tépico 5.1.

Nas Hguras 5.2 e 5 podese ver o consumo de carboidratos, tantra os
ensaios com a solugcdo dacarose quanto para 0S ensaios coesgoto sanitério.
Notase que o consumo se deu em poucas horas de expierifaproximadamer 24
horas) sendo os carboidratos, segunHAWKES et al (200¢), compostos que
constituenuma fonte preferenciide carbono organico para a producéo de hidrog
via fermentacdo. AsemocOes chegaram a aproximadamente 100% lucéo de

sacarose e 50% para 0 esi sanitarig que possivelmente apresenta tipos
carboidratos mais comple.
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Carboidrat

Figura 5.2. Concentracao de carboidratos dada em termos deose
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Figura 5.3.Concentracao de carboidratos dada em termos decESgnitaris

Sobre a DQO, observ-se que ela ndo variou de forma consideravel, e

houve uma remocéo relevante de matéria organicap pode ser observado

Figura 5.4.0utros autores também observaram baixas remocOesideia organic

em sistemas destinados a producdo de hidrogespecificamente em reatc em
batelada (VAN GINKEL, et i 2005). Essa baixa remoc&e deve ao fato de que ¢
gerados somente os intermediarios da digestdo @naeacidos) e por tanto

matéria organica nao € utilizada para a sinteseatanc

DQO (mg/L)

360 Inéculo |
320 o
O <
280
O N
240 < 8
o «g’/

200 T T T T T T 1

0 6 12 Tem%g (h) 24 30 36

—_o—Esgoto A —@—Esgoto B <O-—Sacarose A O Sacarose B

agua

Figura 5.4.Variacdo da DQO durante os ensaios

A variacdo temporal da producdo de hidrogénio g&tecarbbnico para ca

residudriasta apresentada nas Figuras 5.5, respectivament
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Figura 5.5. Variacao temporal da concentracad-igrogénio
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Figura 5.6. Variacao temporal da concentracdo de Diéxido db@a.

Podese observar que a solugcéo @acarose, como era esperado, obteve
boa producéo de hidrogénio, chegando a uma produédiona de aproximadamer
28 mL.

O esgotosanitario apresentou dois pequenos picos deucdo de hidrogéni
em apenas um ddsascos da duplicata realizada, sendo os valores maximao
chegaram préximos de 3 mL. Constatado esses baflores de producdo

hidrogéniq uma das explicacdes paser a baixajuantidade de carboidra, que néo
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forneceu condicbes adequadas para a producdo gass®utra pode ser alguma

interferéncia nas medi¢des, que indicaram uma gémgue pode nao ter existido.

Sobre a anélise de acidos e alcoois, tem-se gqpedacdes de Etanol, Acido
Acético e n-Butanol se destacaram no comeco doriex@eto com a sacarose. Foi
observada também a producéo de Acidos PropidnRuatieico, por volta de 24 horas

de experimento, coincidindo com o pico de prodwd#gas.

Recorrendo a literatura, WANG, let al(2006) dizem que € comum o
acumulo de Acido Propidnico quando ha a producudtegénio. Além disso, € dito
gue tal acamulo pode ser prejudicial para a coagéa da producdo de hidrogénio e
para o tratamento de aguas residuarias, em ambignéerobios, sendo que ele pode
provocar uma mudanca de pH que mudaria as casitasi da fermentacdo que

estaria ocorrendo.

Outros acidos, como o Valérico, Isovalérico, Cratére Caproico, e alcoois,

como Metanol e Isobutanol, ndo foram detectadaseraatografia gasosa.

Para 0 esgoto sanitario, a producéo de Etanol,0Mimético e n-Butanol n&o
se destacou da forma esperada no inicio do expsoma explicacdo pode ser a
baixa quantidade e qualidade dos carboidratos, mfie forneceram condicdes

adequadas para a producéo desses compostos.

Sobre os Acidos Propionico e Butirico, tem-se qBaitirico ndo apareceu nas
andlises cromatogréficas. Ja o Propidnico comecapagecer por volta de 24 horas
de experimento, que foi onde o sistema comecouahikgar a producédo de gas. A

producéo de Acido Acético também foi observada ag@®4 horas de experimento.

Outros acidos, como o Valérico, Isovalérico, Cratére Caproico, e alcodis,
como Metanol e Isobutanol, também nédo foram dedestaa cromatografia.

Rassalta-se que estes dados de acidos e alcoais @tidos com o uso de
cromatografia gasosa (Cromatografo GC Shimadzuy pldximos experimentos
descritos, a andlise de acidos foi feita por crograffia liquida de alto desempenho
(HPLC), o que dar4d uma maior seguranca sobre atugies dos mais variados
acidos e uma maior discussao dos resultados, cpnesaentacéo de perfis temporais

e tabelas.
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Sobre o crescimento de biomasa Tabela 5.1 mostras valores iniciais
finais, sendo possivel a constatacdo da variacdo de massactborganismos nc
sistemas. Para essassaio ndo foi possivel a realizacdo aealisespor microscopia
Otica.

Tabela 5.1. Valores para a analise de sélidos — Inéculo I.

Sélidos Inicial Final
ST SF SV ST SF SV
Sacarose A 155 10 145 285 35 250
Sacarose B 260 5 255 330 60 270
Esgoto A 285 0 285 325 25 300
Esgoto B 300 5 295 320 15 305

5.2. BATELADAS COM INOCULQI — ESGOTO SANITARIO*, VINHACAE
GLICEROL — FASE ACIDOGENICA

[Frécuio 1] tnéculo 11
Esgoto Esgoto Esgoto
Sacarose SanitériofSanitério Winhaga glicerol Zacarose Zanitério vVinhaga Glicerol
| ] N N ] A ]

Fase

AN N /\ A /'\ /"'\ /'\ /f\ .. }/\\ Acidogénica

Buplicots Buplicata || Buplicata Puplicata Buplicata buollcets Buplicata Buplicata Buplicota

-_— -_— _— _— _— _—
I - Faze

L ) [ Hetanogénica
Bupl icata Buplicata Buplicata o

Ezgoto
Sanitaric Vinhaga Gliceral

Figura 5.7.Fluxograma do trabalho com o destaque para arfasela no tépico 5.

Os resuiados apresentados na Figure mostram que durante as 36 horas
ensaio, em todos os sistemas, houve uma consit degradacao dos carboidrat
Destacando os ensaios com a vinhaca e o glicareltigham uma maior quantida
de carboidratos em sua composicao inicial mg/L e 20mg/L, respectivamente),
temse que as remog¢Oes chegaram a valores em torn@%tlgpdra a vinhaca e 25

para o glicerol.
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Figura 5.8. Concentracéo de carboidratos dada em termos deose

Na Figura 5.9constatase que a concentracdo de matéria organica (m
como DQO) sofreu reducdo meédia de 22,5%, 32% e péfa glicerol, vinhaca
esgoto, respectivamentEssa reducédo incompleta da DQO indica que a m:
organica sofreu oxidagdo parcial, com aclo de compostos organic
intermediarios da degradacianaerdbia, ou seja, os acidagie seracdratados de

forma mais aprofundada posteriorme.
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Figura 5.9. Concentracdo de matéria organica medida cmg/L de DQO

A Figura 5.10mostra quegmbora os valores da DQO inicial dos eflue
fossem similares, a concentracdo de carbono oéotial (COT) foi muito maior er

aguas residuarias como glicerol e vinhaca. O bawar de COT obtido para o0 esgc
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possivelmente esta relacionado a biconcentracdo de compostos biodegradave

mesmao.
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Figura 5.10.Carbono orgénico total (mg/L)

A variacdo temporal da producdo de hidrogénio e ogdéldnico para cac
agua residuaria & apresentada nas Figuras e 5.12 Todos o0s sistem:

apresentaram fase de adaptacao da biorr

A fase de adaptacdo da vinhaca na producdo de gkinim foi de
aproximadamente 12 horas, enquanto ndo houve @odigtectada para os out
efluentes. Para a geracao de gas carbdnicce de adaptacéo foi em torno de 6 he
a 8 horas para todos os efluentes, exceto patiaerol, no qual ndo houve produc
sendo que o tempo de experimento pode ter sido para a adaptacéo da biomas

esse substrato mais comple

10 - Indculo |

Hidrogénio (mL)
D

0@ & % & @ % % . &
0 6 12 24 30 36

18
Tempo (h)
——Glicerol A —@—Glicerol B —¢—Vinhaca A —@—Vinhaca B =¢==Esgoto* A —B—Esgoto* B

Figura 5.11 Producéo de Hidrogénio (mL)
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Pelo perfiltemporal mostrado na Figura 5 é possivel observar que vinhe
A e vinhaca Bobtiveran o melhor resultado na geracao de hidrogénio conmL,@

8,1 mL, respectivamen
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—&—Glicerol A —B—Glicerol B —¢—Vinhaca A ——Vinhaca B ——Esgoto* A —l—Esgoto* B

Figura 5.12 Producédo de Gas Carbdnico (mL)

Pelo perfiltemporal mostrado na Figura 5 é possivel observar que o Esg
A e o Esgoto Bobtiveran maior geracédo dgas carbdnico, com 24,2 mL e 16,
respectivamente. Vinhaca A einhaca B chegaram a valores de 11,2 e 10 mL,

respectivamente.

Em relagdo a anise da producdo de acidos e alsppara 0os ensaiosm o
Glicerol (A e B), as Figura5.13 e 5.14 mostram @gidos e alccis que tiveram uma
maior taxa de aumento em suas concentracdes eeta’5.2 mostra o valores, para
0s mais relevantes 4cidos e alis detectaveis, das concentracdes ini, maximas e
os tempos onde foram constatadas essas concestragd@nas, ou seja, 0 pico

producao.
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Figura 5.13.Producéo de &cidos e de alcoois (mg/Gieerol A
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Figura 5.14. Producdo de &cidos e de alcoois (mg/Qlicerol B

Tabela 5.2. Concentragdes iniciais, maximas e os tempos dos pie producéo ctodos os acidos e
alcoas analisados; Dados para o Glicerol A e Glicern

Glicerol A Glicerol B

Acidos e Alcoois

Cinicial Cmax Tempo Cinicial C mdx Tempo

Malico 0,0 18,5 36h 4,2 13,9 24h
Succinico 11,6 13,7 24h 129 129 Oh
Latico 16,2 17,6 36h 16,4 92,8 24h
Acético 0,0 23,6 36h 8,8 22,3 24h
Propionico 9,6 48,4 36h 9,6 58,3 24h
Isobutirico 10,9 15,2 12h 12,8 12,8 Oh
Butirico 10,9 18,4 36h 10,9 15,0 24h
Isovalérico 11,9 35,3 36h 0,0 11,9 12h
Valérico 11,0 11,9 36h 10,8 19,8 24h
Caproéico 111 11,1 Oh 10,9 20,1 24h
Etanol 22,5 22,5 Oh 18,1 20,6 24h
N-butanol 0,0 24,1 12h 0,0 23,9 12h

Os resultados mostram ¢ mesmo nao tendo um bom rendimento
producdo de gases.gbcerol tem um bonpotencial para a producao de acidos, c
malico, latico, acético, propidnico, butirico e vatérico. Além disso, houve un
consideravel producdo de-butanol. Sendo assim, um possivel reaproveitan
desse efluente pode ser sua utilizagéo para pro de metano ou purificagdo pe

usos industriais.
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Por outro lado, o fato de que apenas um dos fradaatuplicat (Glicerol B)
ter apresentado uma grande producdo, principalnmmigcido latico, pode indic

algum tipo de interferéncia nas analis

As Figuras 5.1f e 5.16, e a Tabela 5rBostram os valores obtidos para
ensaios com esgoto sanitario (Esgoto A e Esgo
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Figura 5.15. Producéo de acidos e de alcoois (mg/Esgoto* A
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Tabela 5.3. Concentraces iniciais, maximas e os tempos dos pie prducéo de todos os acid
e alcods analisados; Dados para o Esgoto* A e Esgot

o . . Esgoto A Esgoto E
Acidos e Alcoois

Cinicial Cméax Tempo Cinicial Cm&  Tempo

Citrico 0,0 11,8 6h 0,0 11,6 12h
Mélico 4.5 5,2 36h 4.1 4,2 6h
Latico 26,5 51,7 6h 22,0 23,5 12h
Formico 4,1 5,0 6h 3,6 3,6 Oh
Propionico 13,3 25,5 6h 10,7 111 24h
Isobutirico 11,6 11,6 36h 11,4 11,4 Oh
Butirico 12,2 15,3 36h 11,5 20,7 12h
Valérico 10,9 35,7 24h 10,0 14,8 24h
Etanol 21,9 21,9 Oh 17,9 19,6 36h

Os lesultados mostram que sgototem um bom potencial para a producac
acidos, sendo que os principais produtos foramcaos citrico, latico, propibnic

butirico e valérico.

As Figuras5.17 e 5.1, e a Tabela 5.4nostram os valores obtidos para

ensaios com Vinhaca A e Vinhage
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Figura 5.17. Producéo de acidos e de alcoois (mg/Mjirhaca #
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Tabela 5.4. Concentrac¢des iniciais, maximas e os tempos dasspie prducdo de todos os
acidos e alccis analisados; Dados para a Vinhaga A e Vinha

o . _ Vinhaca A Vinhaca E
Acidos e Alcoois

Cinicial Cméax Tempo Cinicial Cm&  Tempo

Citrico 11,7 14,3 6h 11,8 12,0 12h
Malico 113,6 130,7 6h 183,2 183,: Oh
Succinico 18,2 22,8 6h 25,4 25,4 Oh
Formico 4,1 6,5 6h 0,0 8,1 12h
Acético 14,8 23,9 24h 8,7 28,1 24h
Propionico 42,7 58,2 24h 43,5 61,5 24h
Isobutirico 11,7 14,8 6h 11,4 15,2 6h
Butirico 13,3 14,7 24h 122 171 24h
Isovalérico 11,9 21,3 24h 16,4 16,4 Oh
Valérico 16,4 23,6 12h 13,6 18,4 24h
Caproéico 22,4 42,6 12h 11,3 35,0 6h
Etanol 0,0 17,8 36h 0,0 18,8 12h
N-butanol 0,0 23,5 6h 0,0 23,5 6h

Os resultados mostram que inhaca, que foi a gran produtora de
hidrogénio juntamente com o efluente controle de sacarosegrittesno topicc
anterior tem uma boa capacidade de producdo de acidodo spre os principal
produtos foram os acidos acéticférmico, propibnico, butirico, isovalérico
caprdco, além dos alccs etanol e n-butanol. Geralmenégidos como propiénic

acético e butirico estao relacionados com a praddedidrogénic

43



Sobre os ados que ndo constam na Tabela, tenbs que no inicio do
ensaios foramobservads altas concentracfes dos acidos latico e malicoad
concentracbes cairam de forma rapida durante o rimmg@o, sendo qu
possivelmente estes podem ter sido consumidosgidenal forma pelc organismos
presentes (Figura 5.). Outra explicacdo pode seud) estes acidos tenham
volatilizado de alguma forma, causando a diminuigdoconcentracdo dura 0s

ensaios.

Por outro lado também é provavel que algum intenfier tenha gerado es:
picos no inicio das analises, uma vez que ess@adag concentcdes iniciais ndo

séo reais quando observamos a DQO medida nessesrps ponto:

. Inoculo |
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S~
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S 400
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< 0 6 12 18 24 30 36
Tempo (h)
—— Milico - Vinhaga B =3¢ Lético - Vinha¢a B —&—Malico - Vinhaga A Latico - Vinhaga A

Figura 5.19. Variacdo temporal da concentracdo de &cidos Mdidatico para a duplicata
realizada cominhaca.

Comparand as producdes de acidos e ais com a literatura, const-se que
FERNANDES et al(2008), em um estudo feito com reatores em batelada
configuracdes similares a utilizada neste trabadbteve producdes consideraveis
acido butirico (7,5Img/L) e valérico (2,73 mg/Lpara experimentos com esg:
sanitario, producbes de acidos acéti25,87 mg/L) propidnico 11,73 mg/L),
butirico (11,09mg/L), isobutirico (27,17 mg/L), isovaléric@,fOmg/L) e caproéico
(10,36 mg/L)para experimentos com vinhaca, e produ¢cdes «dos acético (39,84
mg/L), butirico 28,16mg/L) e isovalérico (12,2 mg/lpara ensaios com glicer:

Em todos os ensaios osincipais produtos foram formados um tempo
meédio de 24 horas de experimento, o que pode ser explipatb fato de que
indculo tem um tempo de adaptacdo, passando mitantemente pela producéo

acidos, alcodis e ga:.
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As diferencas entre os ensaios duplicata A e Bptpara a vinhaca como
também para o esgoto sanitario e para o gliceud,tgoricamente seriam idénticos,
podem ser explicadas tanto por margem de erro étados analiticos, como também

por alguma possivel diferenca nas populacfes marab presentes na biomassa.

Em relacdo a biomassa, a Tabela 5.5 mostra osegalociais e finais da

guantidade de biomassa nos sistemas. Nota-se quescimento foi evidente em
todos os ensaios.

Tabela 5.5. Andlise de soélidos- in6culo |

Sélidos Inicial Final
ST SF SV ST SF SV
Glicerol A 485 65 420 525 50 475
Glicerol B 445 65 380 525 155 370
Vinhaga A 320 47,5 272,5 355 50 305
Vinhaca B 340 77,5 262,5 345 80 265
Esgoto A 510 12,5 497,5 552,5 62,5 490
Esgoto B 470 30 440 500 67,5 432,5

Ressalta-se que as concentracdes inciais ficarama ala pretendida, que era
de 250 mg/L. Isso ocorreu pela dificuldade de $ecem por¢cdes de solidos exatas, ja

que a solugdo de inéculo € muito concentrada e p@deter uma distribuicao
uniforme de biomassa.

Para algumas amostras, foi possivel a realizacdonde microscopia otica
simples, a fim de se identificar quais 0s possiwEFanismos presentes, apds o
término dos ensaios. As Figuras 5.20, 5.21 e Si@@tram respectivamente o0s
ensaios com glicerol, vinhaga e esgoto sanitario.

Em todos os sistemas foi observada a presenceigaimente de bacilos, o
gue pode ser um indicativo da presenca de baci@maitoras de hidrogénio, como
por exemplo, @lostridium spE possivel destacar também a presenca de enddsporos
na amostra do ensaio com o esgoto sanitario, poge ser explicado pelo fato dessa
agua residuaria ser muito “poluida”, fazendo cora gs culturas criem mecanismos

de protecdo. A vinhaca também apresentou indicatiagpresenca de enddsporos.
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Figura 5.20.Microscopia com aumento de 2.000 vezes — Glicetnbeulo |

Figura 5.21. Microscopia com aumento de 2.000 vezes — Vinhdoaeulo |

Figura 5.22: Microscopia com aumento de 2.000 vezes — Esgotith8anr- Indculo |
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5.3.BATELADAS COM INOCULO Il — SACAROSE, ESGOTO SANITARIO*,
VINHACA E GLICEROL - FASE ACIDOGENICA

/’% )

Esgoto Esgoto Esgoto
Sscarose Zanitério Sanitdrlo Winhags Glicerol [Sacarose Sanitdrie Vinhata Glicerol
(—_\ N r—_\_ /-\_ r_—_\ _,-\ /—\ N -

‘ | | Fase

N '/\ N\ '/\ N\ N\ N T Acidogénica

- - - - -
Buplicata [h_rsl[ﬁ rpllim] :wll'-'-a!a Buplicat puglicata p-.pl...-au w:p-llu-r s Duplicata
o
Filtragem & adigZo do Indculo Metanogénico -
|

-_— -_— -— -— - ==
e e e ] Fase
lm .|T T '; ||r-|: Hetanogénica

Ezgoto _ y
Sonitario. inhaga Glicerol

Figura 5.23.Fluxograma do trabalho com o destaque para arasela no topico 5.

Nas Figura$.24 e 5.2 podese ver o consumo de carboidratos, agora pa
ensaios com o indculo I, para todas as aguasu@sas testadas. Os graficos e
divididos em duas figuras para facilitar a visuaj@o. Not-se que 0 consumo se ¢
de forma ma lenta, diferentennte dos ensaios com o indculo I, sendo a fas

adaptacao do imdilo Il ao substrato mais cadenci:

bY

As taxas de consumo chagaram a aproximadamei0% para a acarose,
50% para a mhaca, 100¢ para o glicerol, e 60% para o esganitrio, sendo este

ultimo o maisdeficiente em relacdo a reserva de carboidi
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Figura 5.24.Concentracdo de carboidratos dada em termos dese- Vinhaca e Sacaro
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Figura 5.25.Concentracdo de carboidratos dada em termos dese— Glicerol e Esgoto Sanital

Nas Hguras 5.26 e 5. constatase que a concentracdo de matéria orgé
(medida como RQO) sofreu um reducédo pouco consideravel, chega reducdes
médias de 15% para dicerol, 10% para a vinhaca, 16% paraaaasose e 8% esgc

sanitario.
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Figura 5.26.Concentracdo de matéria organica medida cmg/L de DQO- Glicerol e Vinhaca
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Figura 5.27. Concentracdo de matéria organica medida cmg/L de DQO- Esgoto Sanitario
e Sacaros

A variacdo temporal da producdo de hidrogénio e ogdéibOnico para cac
agua residuaria esta apresentada nas Fi5.28 e 5.29, 5.30 e &, respectivamente.
Pode-seobservar que a fase de adaptacdo da biomassa ssndem tempo muit
maior doque 0s ensaios com o indculo |, o que explica o fEts ensaios com

inoculo Il terem um tempo de duragcdo m:
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Figura 5.28 Producéo de Hidrogénio (mL) — Esgoto Saioté Sacaros
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Figura 5.29. Producéo de Hidrogénio (mL)Glicerol e Vinhag

Podese observar que a solucéo acarose e oligerol obtiveram os maiore
rendimentos pa a producdo de hidrogénio, gando a producbes
aproximadamente 2tL (Sacarose B e Glicerol A). Os ensaios com vinl
chegaram a valores préximos de 12mL, mostrando damlom bom potencial pa

producdo desse gas. Paraesgoto anitario ndo foi observada producéo

Hidrogénio.
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Figura 5.30. Producéo de Dioxido de rbono (mL) —Esgoto Sanitario e Sacar
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Figura 5.31. Producéo de Diéxido de Carbono (mL{icerol e Vinhag

Podese observar que a solucdo acaroseroduziu aproximadamente 44n
esgoto anitario obteve aproximadamente 36nglicerol obteve 43mL evinhacga,
33mL.

Em relacdo a anise da producdo de acidos e alsppara 0s ensaiosm o
glicerol, as Figura 5.2 e 5.33 mostram os acidos e alsoque tiveram uma mai
taxa de aumento esuas concentracdes e a Tabeli mostra 8 valores, para 0s mz
importantesacidos e éalccis detectaveis, das concentracdes iniciais, maxienas
tempos onde foram constatadas essas concentragbésian, ou seja, 0 pico |

producao.
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Figura 5.32. Produgéo de acidos e de alcoois (mg/Qlieerol A
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Figura 5.23. Producéo de acidos e de alcoois (mg/Glieerol B

Tabela 5.6.Concentracfes iniciais, maximas e os tempos das pie prducdo de todos os acido:
alcoas analisados; Dados parGlicerol A e Glicerol B.

Glicerol A Glicerol B

Acidos e Alcoois

Cinicial Cméax Tempo Cinicial Cm&  Tempo

Citrico 12,0 12,0 Oh 12,1 12,4 102h
Malico 6,0 8,3 78h - 7,1 102h
Succinico 7,4 52,7 78h 7,4 9,5 36h
Latico 16,8 19,2 36h 16,7 20,9 102h
Formico 3,7 9,2 126h 3,7 8,8 102h
Acético 8,7 20,8 126h 8,7 16,2 102h
Propionico 24,9 24,9 Oh 9,7 10,5 102h
Isobutirico 12,2 14,1 102h 13,2 135 102h
Butirico 10,9 17,4 78h - 14,9 102h
Isovalérico 12,0 13,5 78h 122 122 Oh

Valérico 10,0 11,4 12h - 10,7 12h
Caproico - 10,9 78h - 11,0 54h
Etanol 14,8 63,6 78h 148 152 78h

Podese observar que o Glicerol A se destacou pelosspieoproducéo c
etanol e acido succinico nos tempos de 78h, que flmée onde se iniciou a produr
de hidrogénio. O fato de que o Glicerolndo obteve essgscos de producéo pot
ser expicado pelo valor dpH, que no Gcerol B, estava proximo de 4, o que é mi
baixo em relacdo apH indicado, que seria g@ximo de 5,5, como ja citado s

Materiais e Métodos.
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Esse baixo valor dpH também pode explicar a baixa ducéo de biogas,
observada nasiguras5.29 e 5.31. A razdo pelo qual o gHegou a valores con
este foi o fato de que corregcdo do pH, que é ajustgmira aproximadamente 5,5
inicio dos ensaios, possivelmente umantia de acido cloridrico maior que

necessaria foi adicionada a esse fra

Outros acidos, como o acético e o butirico merecem destaque, col

producdeselativamente alti, que podenser observadas na Tabela.

Anaogamente, para 0s ensaios com to sanitario, tense as Figura5.34 e

5.35 como também a Tabela .
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Figura 5.24. Producao de acidos e de alcoois (mg/BEsgoto* A

* Ingculo I
70 Esgoto™ B

60
50
40
30
20
10

Acidos e alcoois (mg/L)

0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (h)
—@—Acético —A—Propibnico ——Butirico —¥—Isovalérico —@®—Caprdico
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Tabela 5.7:Concentra¢@es iniciais, maximas e os tempos das pie prducdo de todos os acido:

alcods analisados; Dados pariEsgoto* A e Esgoto* B

Acidos e Alcoois Fsgoto” A FsgotoTE
Cinicial Cméax Tempo Cinicial Cm&  Tempo
Citrico - - Oh - 11,6 78h
Malico 4,3 5,0 78h 4,1 4,8 12h
Succinico 8,5 8,5 Oh 8,1 9,1 36h
Latico 18,3 19,8 12h 19,0 19,0 78h
Acético 22,0 64,6 102h 21,0 56,0 126h
Propionico 18,5 26,7 78h 142 184 126h
Butirico 11,0 15,5 102h 109 19,1 126h
Isovalérico 12,2 24,2 12h 11,8 22,6 36h
Valérico 11,4 12,9 12h 11,0 134 54h
Caproéico 25,1 44,3 126h 27,0 331 126h
Etanol 15,6 15,7 36h 15,6 20,0 36h

Para o esgotoanitario, o acido acéticdoi um dos principais produtc

formadosconfirmando seu destac nas producdes onde esfiuente esta envolvit.

Além disso, obtewse producbes consideraveis dos acidos caproicdricby

valérico, isovalérico e propibénico, sendo que derea maxinos estdo destacados

Tabela 5.7 Em média poc-se observar que os valores das concents desses

acidos foram crescendo juntamente com o aumentpro@ducdo de dioxido ¢

carbono.

Analogamentgpara os ensaios cor vinhaga, tém-sas Figuas 5.36 e 5.37,

como também a Tabela ..
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Figura 5.26. Producéo de acidos e de alcoois (mg/Mirhaca #
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Tabela 5.8. Concentracdes iniciais, maximas e os tempos das gie prducdo de todos os &cido:
alcods analisados; Dados para a Vinhaca A e Vinha

3 | Vinhaca A Vinhaca E
Acidos e Alcoois

Cinicial Cméax Tempo Cinicial Cm&  Tempo

Citrico 68,7 68,7 Oh 306 42,6 36h
Succinico 25,0 25,0 Oh 18,4 21,7 36h
Formico 14,3 14,3 Oh 7,3 15,1 36h
Acético 19,7 83,3 126h 22,1 88,6 102h
Propionico 9,2 65,9 54h 51,7 68,0 78h
Isobutirico 11,7 18,4 36h - 19,9 54h
Butirico 13,6 39,9 126h 195 255 24h
Isovalérico 11,8 13,2 78h - 12,2 102h
Valérico - 13,3 78h 111 14,0 36h
Capréico - 10,9 78h - 16,4 102h
Etanol 16,6 26,3 78h 16,6 23,1 36h
N-butanol 23,5 25,9 102h 235 241 102h

Podese observar que os acidos acético e profo foram produzidos, senc
gue asconcentragfes ( &cido acético acompanharam as producdes 0géas, e o
propionico teve apen um pico de producdo proximo da metade dos ens@s
acidos butirico, caproico e isobutirico também meme um destaque, pois for:
produzidos de forma consideravel. Geralme acidos como propidnico, acéticc
butirico estdo relacionados com a prodi de hidrogénio, como ja citac

anteriormente.
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Novamente, coio observado nos saios anteriores com a vinhano inicio
dos experimentoforamr observadasltas concentracfes dos acidos latico e mé
Essas cocentragdes novamente cairam rapidame(Figura 5.3f) durante o
experimento, sendo que possivelmente estes podi sido consumidos de algu
modopelos organismos presentes. Outra explicacao tarpbémser que estes acic
tenham se volatilizado de alguma forma, causandimenuicdo na concentrao
durante os ensaiofontraria a essa explicagdo, novamente —se considerar a

possivel ocorréncia de fatores interferentes nessses de acidc
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Figura 5.38. Concentracao dos acidos malico e latico |0s ensaios com a Vinhaca e oculo Il

Para a solucdo de sacarose, 0 destaque vai pgreodscdes dos acids
acético, malico e latic e para o etanol, cilgamaximas producdes tamb
coincidiram com as maximeproducdes de hidrogénio. O acido succinico, qu
observado no ensaio comglicerol, que também obteve um 6timo rendim na
producdo de hidrogénio, teve uma producdo considetambém para a sacaro
chagando aos valores maximos con h de ensaio, para a Sacarose A h de
ensaio para Sacarose B. Os d podem ser vistosas Figuras 5.. e 5.40, e na
Tabela 5.9.

Além disso, todos os outros acidos detectaveisrf@acontrados nos ensai
0 que mostra que realmente uma solucdo pura deosacé@ extremamente atrat

para 0s micr@anismos
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Figura 5.29. Producéo de &cidos e de alcoois (mg/Saearose
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Figura 5.40. Producéao de &cidos e de alcoois (mg/Saearose
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Tabela 5.9. Concentracdes iniciais, maximas e os tempos das mie producdo de todos os acidos e
alcoois analisados; Dados para a Sacarose A edSadar

. 3 . Sacarose A Sacarose B
Acidos e Alcoois

Cinicial Cmax Tempo Cinicial Cmax  Tempo

Citrico 0,0 11,7 12h 0,0 12,1 102h
Malico 0,0 15,9 12h 0,0 22,4 78h
Succinico 0,0 29,1 54h 0,0 18,3 78h
Latico 0,0 29,6 126h 0,0 19,4 36h
Formico 0,0 7,0 102h 0,0 9,5 54h
Acético 0,0 38,7 78h 0,0 29,8 102h
Propionico 0,0 10,6 78h 0,0 13,2 102h
Isobutirico 0,0 15,3 36h 0,0 15,6 54h
Butirico 0,0 10,9 12h 0,0 17,5 12h
Isovalérico 0,0 11,9 12h 0,0 11,9 54h
Valérico 0,0 10,0 54h 0,0 10,0 126h
Caproéico 0,0 10,9 12h 0,0 11,9 54h
Etanol 0,0 47,6 102h 0,0 38,9 102h
N-butanol 0,0 23,5 12h 0,0 23,5 12h

Sobre a quantificacdo do crescimento de biomaksae pode ser feita, pois
no inicio do ensaio, o inéculo foi utilizado em doama natural de grdos, como ja
dito anteriormente, sendo que o crescimento sedéetorma dispersa, o que foi
observado com o aumento da turbidez do volumearakiAssim, apenas uma tabela
(Tabela 5.10) pode ser elaborada, com os dadosiside biomassa presente nos
ensaios. Como ja foi explicado no capitulo Materiai Métodos, esse valor é
aproximado, dado a dificuldade de se quantificaiodma mais exata.

Tabela 5.10. Concentragao inicial de biomassa — Inéculo |l

Efluente Biomassa Inicial (mg)
Sacarose A 352.,8
Sacarose B 374,4
Vinhaga A 332,4
Vinhaga B 447 .6
Glicerol A 366,0
Glicerol B 4248
Esgoto A 363,6
Esgoto B 453,6
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Para algumas amostras, foi possivel a realizacaond®e microscopia Otica
simples, a fim de se identificar quais 0s possiwganismos presentes, apos 0
término dos ensaios. As Figuras 5.41, 5.42, 5.8314, mostram respectivamente 0s
ensaios com glicerol, sacarose, vinhaca e esgotithsa. Em todos os sistemas
também foi observada a presenca principalmenteaddob, o que pode ser um
indicativo da presenca de bactérias produtorasidi®dénio E possivel destacar
também a presencga de enddsporos nas amostrassasserom 0 esgoto sanitario e
com a vinhacga, 0 que pode ser explicado novamesite garacteristica dessa agua
residuaria.

Figura 5.41 Microscopia com aumento de Figura 5.42.Microscopia com aumento de
2.000 vezes 2.000 vezes
Glicerol — Inéculo Il Sacarose — In6culo Il

Figura 5.43. Microscopia com aumento de 2.000 vez&&rhacga — In6culo 1l
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Figura 5.44. Microscopia com aumento de 2.000 vezdssgoto Sanitario — Indculo Il

Para os ensaios com a vinhaca e glicerol, tamloérfeifta uma analise de
coloracdo de gram (Figuras 5.45 e 5.46, respecém#s), 0 que mostrou uma
diferenga entre os tipos de bactérias encontradasaa ensaio. No ensaio da
vinhaca, foi possivel observar uma maioria de bastégram negativas, o0 que
caracteriza bem o in6culo utilizado (gréos de Kefiorém alguns bacilos alongados
gram positivos ganharam destaque nas imagenspdéssoindicar que possivelmente
a propria vinhaga contava com algum tipo de mi@oigno, que pode ter
diversificado o meio. Além disso, esses bacilosngpsitivos reforcam a possivel
presenca de bactérias do génelastridium reconhecidas com bactérias produtoras

de hidrogénio.

No ensaio com o glicerol, que foi o que teve oaneendimento de producgéo
de hidrogénio, observa-se apenas a presenca desbgcam negativos. Isso quer
dizer que para esse tipo de substrato, a culturaasgeve mais pura, ndo sofrendo
uma maior interferéncia da agua residuaria. Assima das possibilidades é atribuir
gue a ndo presenca de uma “concorréncia” paracolim@ode ter sido favoravel para

obtencdo de uma grande producao de hidrogénio.
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Figura 5.45. Microscopia com aumento de 2.000 vezes — Vinhageeulo || — Coloragdo de Gram
(Avermelhado- Gram Negativo e Roxo- Gram Poa#t)v

Figura 5.46. Microscopia com aumento de 2.000 vezes — Glicetnbeulo Il — Colorac@o de Gram.
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5.4.Comparacéo entre o Inoculo | e o Indculo 1l —Fase Acidogénic

= 52

Esgoto Esgoto Esgoto
Sacarose] SanitdriofSanitério Vinhaga glicerol Zacarose Zanitério vVinhaga Glicerol
s _ B F _ ) s b s ! f R e LY # W - - \

P

Fase

AN N AN o A l /\ . /"'\ I /'\ AN .. }/\\ Acidogénica

Buplicota] Buplicata | Buglicata Puplicata Buplicata buplicata BPuplicata Buplicata Buplicota

- — Faze

) - ] = | Hetanogénica
Bupl icata Buplicata Buplicata o

Ezgoto
Sanitaric Vinhaga Gliceral

Figura 5.47. Fluxograma do trabalho com o destaque para arasea no tépico 4.

A primeira comparacao serfeita € o tempo de duracéo dos ensaios para
in6culo. O indculo 1, possivelmente tem sua faseadaptacdo ao substrato
rapida, o que pode explicar o fdde que o0 ensaio se estabilize apds aproximadar
36 horas. Ja o imdilo Il pode ter umaase de adaptacdo maior, sendo que o0s er

duraram cerca de 126 hol

Um dos motivos para esta maior duracdo dos ensaiaso indculo Il podt
ser o fato dejue para ele foi utilizado o iculo da forma natural, ergrdos, enquanto
o in6culo | foi trituado e pode ter se ditribuicmelhor no volume reacional d
frascos. Porém, como ja foi explicado, seguindarakgs indicacdes da literatura,
utilizado os gréos de Kefir (Inéculo 1) na suan@ar natural. Uma outra razao fo
fato de queo ajuste depH, feito no iniciodos ensaios, acabou ndo sendo feito
sucesso, 0 que levou a uma nova corre¢do (PH, com aproximadamente horas

de ensaio.

Passando agora para as produc¢des de hidrogén-se que cada indculo te
uma melhor adaptagdo a unpo de substrato, sendo que oculo | se adaptou
melhor a vinhaca, tendo suas maximas produ¢egmgzos com este efluente
inoculo 1l se adaptou melhor alicerol. A solucdo de sacarose, por ser este coim

uma fonte preferencial, acabou gere 6timos resultados para os doisculos.
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Na Figura 5.48 tem-se 0s principais ensaios, orutgr&ram as maximas

producdes para os inéculos | e Il, comparando-gpeaaiicOes de hidrogénio.
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-
E
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@
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3
T
0 OAAAOAOAL— —0 T . . )
0 25 50 75 100 125 150
Tempo (h)
—/x—Glicerol B - Inéculo | —/x—Vinhaga B - Inéculo | /A—Sacarose B - Inéculo |
—{—Glicerol A - Inéculo Il —{=Vinhaga A - Inéculo Il O Sacarose B - Indculo

Figura 5.48. Producéo de Hidrogénio. Comparacéo entre os inéc@) Inéculo | e (J) In6culo II.

Comparando em nameros mais exatos tem-se queasy@roduzidos foram
muito proximos para a solugcéo de sacarose, chegaagooximadamente 28mL para
0 inoculo | e 26,5mL para o in6culo Il. A vinhacanmbém obteve resultados
parecidos, chegando a 8mL para o inoculo | e 11arha p inoculo 1. Ja o glicerol,
gue nao gerou hidrogénio com o inéculo | foi o gpeesentou melhor potencial para
o inéculo I, produzindo cerca de 25ml.

Relacionando agora os dados, tem-se os valoresraugdo especifica
maxima (R € de rendimento (Y), apresentados na Tabela ®4 Yalores de Cx na
Tabela 5.11 sao correspondentes aos ensaios grantivuma maior producéo,
seguindo a logica do grafico da Figura 5.44.
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Tabela 5.11.Valores de producdo especifica maxima.{p rendimento (Y) e quantidade inicial de
biomassa (Cx) — Hidrogénio para os dois inéculos

Hidrogénio — In6culo | Hidrogénio — Inéculo II

CX Pmax Y CX Pmax Y
Efluente

(mg (mL Hy/g (mL Hx/g (mg (mLHxYg (mL HJ/g

SSVL) SSV) DQO) SSVL) SSV) DQO)

Sacarose 255 109 106 374,4 66 90,9
Glicerol 380 - - 332,4 76 56,1
Vinhaca 262,5 30,9 26,9 366 29,5 25,1

CHEN et al. (2006) obtiveram 45 e 52 migDQO, em reatores em batelada
usando sacarose com 300 mg/L de DQO e restos merbs com DQO de 1100
mg/L, respectivamente. O inéculo utilizado pelotees originou-se de um digestor

anaerobio.

Os resultados obtidos por CHEN et al. (2006), s@oparaveis aos alcancados
pela vinhaca neste trabalho. Os rendimentos lignde maiores, possivelmente tem
relagdo com o emprego uma fonte de carbono quénbantomente carboidratos de
facil degradacéao (sacarose) e de uma carga deianat§énica trés vezes superior
(1100 mg/L de DQO), pois as condicbes experimentmsa 0 teste foram
praticamente as mesmas, diferindo apenas pelo lm@&upregado no trabalho de
CHEN et al. (2006), que foi retirado de um digesitamaerébio.

Em relacédo aos acidos tem-se que os dois inocplesentaram uma grande
variedade de producao. Para as aguas residuanesaesgtoto sanitario e o glicerol,
a variedade foi relativamente grande, sendo quipadliferentes foram produzidos
para cada in6culo. Ja para os ensaios com a vinipata os dois indculos, as
producdes dos acidos acético e propidnico forameeiadas, sendo vista uma certa
similaridade entre as producfes para os dois inécuSendo assim, pode-se dizer
que a formacédo de &cidos é tanto dependente dal¢imubstrato quanto do tipo do

in6culo, nesse caso especifico.

Em relacdo as microscopias realizadas, tem-se gtee gs dois indculos a
presenca de bacilos é evidente, sendo também fmrasaefluentes observada a

formacao de enddsporos, para algumas aguas reaglutilizadas. Sendo assim, ndo
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ha como diferenciar, com as técnicas utilizadas{imss especificos de culturas

encontradas em cada um dos inoculos.

5.5. Bateladas In6culo Metanogénico — Esgoto Sanitario¥inhaca e Glicerol —
Fase Metanogénica

%

Esgoto Esgoto Esgoto
Zacarose Sanitério Sanitério Vinhaca glicerol Sacarose Sanitério Vinhaga ESlicerol
i Y - " F Y -~ W F N # ", - " 2 1

Fase

AN AN AN . /A\ . /A\ A -l ‘/\ FaN o AN hoidogénica

= == [ — L == == e ==
Puplicota Buplicata buplicata Bupl icata Buplicata Bugl icata Puplicata Pupl icata Puplicata

Filtragem & adig3o do Indculo Metanogénico

_— —_— _— - -_— -_—
| —_— Faze

Hetanogénica

Pupllicata Buplicata Buplicata

Esgoto Vv
Sonﬂario- inhaca Glicerol

Figura 5.49. Fluxograma do trabalho com o destaque para arasel&a no tdpico 5.5.

Todos os resultados mostrados neste capitulo ser&espeito da fase
metanogénica, sendo que o ponto inicial se deu &@soras do inicio do
experimento, ou seja, apds o fim da etapa acidogégue durou 36 horas. Apenas
uma das duplicatas de cada efluente (frascos AjJemda os produtos da fase
acidogénica foram armazenados, por 12 hora8Q dntes do inicio do experimento

metanogénico.

Assim, passando para as analises pode-se congtetaa concentracdo de
carboidratos, que jA estava baixa devido a fas#ogénica, ndo sofreu maiores
modificagdes, com quedas muito pouco significatii@do praticamente constante,
como mostra a Figura 5.50.
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15 - Inéculo Metanogénico
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Figura 5.5C. Concentracdo de carboidos dada em termos de sacal

A reduc@o de DQO ficou em torno de% para o glicerol14% para a vinhaca
e 22% para o esgosanitéric (Figura 5.51)Essa baixa reducao ja era esperada, s
que ela indica que& matéria organica sofreu oxidag&do parcial, conmadta de
compostos organicos intermediarios da adacdo anaerObia. Essa queda, me
gue ndo muito expressiva, pode indicar o consun® &bids para forracdo de

metanoja que as concentragfes de carboidratos se mamtivirase constant

450 Inédeulo Metanogénico
400
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200 D4 &
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0 + T T T T

48 84 120 156 192
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——Glicerol A —&—Vinhaga A —9—Esgoto A

DQO (mg/L)

Figura 5.51. Variagcéo temporal da DQO.

A variacdo temporal da producdo metano para cada agua resica esta
apresentada nkigure 5.52. Todos osistemas apresentaram fase de adaptagci

biomassaque em média durou cerca de 10 hc
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Em relacdo aessaproducdo de metano, tem-se quenuaEores volumes ¢
metanoproduzidos foram de 41 mL para o Glicerol A 81,8 mL para a inhaca A ,

0 queressalta o potencial des efluentepara a geracao de mete

50 - Inédeulo Metanogénico
40 -
ry
E30 -
o
c
£ 20 -
S
i /
0 - & o= .
48 84 120 156 192
Tempo (h)
—9—Glicerol A —o—Vinhaga A —_o—Esgoto A

Figura 5.52. Gréfico da producéo de metano.

Os valores de producéo especifica maxin,,y € de rendimento (* estdo
apresentados na Tabela . Todas as aguas residuarias apresentpotencial para
producdo de metano, pois conforme se observa naaHi.52, Glicerol A, Vinhaca A

e Esgoto A produziram C,.

Tabela 5.12.Concentragdo de biomassa,)Cproducao especifica maxir
(Pmax) € rendimento para a geracdo de metano.

Metano
Efluente C P Y
(mg (ML CHJ/g (ML CHd/g
SSVL) SSV) DQO)
Glicerol A 505 83,1 114
Vinhaga # 465 65,8 81,4
Esgoto / 610 16,7 39

Sobre a producédo de acidos e alcoceguindo o perfil temporedo glicerol
(Figura 5.53)observi-se, ap0s um pico de cerscimento, aonsumo dos acidc
acético e latico, aque provavelmente assc-se a producaae metano. O acido

propibnico geraddambém foi degradado, poréapresentowelocidade de consun
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menor. Apds a geracao de acido ico houve o aparecimento de um pico de etz
gue possivelmentpode estar associa@ uma quantidade d@omassa acidogénic
remanescente, pois o0 metabolismcClostridium sptambém pode se direcionar p.
a formacéo de solventeLEVIN et al., 2004).

. Glicerol A Inéeculo Metanogénico
= 50
S~
b0
E 40
2
§ 30
T 20 LA .
8
$ 10 — x
Q
< -
48 66 84 102 120 138 156 174 192 210
Tempo (h)
—@— Ldtico —— Acético —— Propidnico —3¥— Butirico Etanol

Figura 5.53. Geracao de acidos e alcoois (glicerol A).

Para a vinhag;, o comportenento foi de certa forma simi, sendo que 0s
acidos acético, propiobnico e butirico foram congloni Alén disso observa-se a
queda da awcentracdo de &cido caproico e uma queda gerataraentracdes dc
demais acidos indicados Figura 5.54 apds aproximadamef@@h de ensaio, o q!

pode indicar que esses acidos foram utilizadosgraducao de metar
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Vinhaca A Inédeulo Metanogénico
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Figura 5.54: Geracéo de acidos e alcoois (Vinhaca A).

Para a vinhaca também foi gerada uma certa qudetide etanol, que po
indicar interferéncia dinéculo acidogénico, dando indicacdo de um possivel rew

método de filtragem utilizado para retencdo da bseacidogénice

Para o esgoto sanitario, obser-se um consumo dos &acidos propion
caproico e butirico (Figura 5.5

100 Esgoto™ A Inéculo Metanogénico
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Figura 5.55. Geragao de acidos e alcoois (Esgoto SaniA)
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6. CONCLUSOES

Com os dados obtidos e avaliados primeiramente -pedanalisar o alto
aproveitamento dos reatores controle, inoculadas @solugéo de sacarose. Assim,
pode-se concluir que um efluente com uma grandetigiaale de acucares, como a
sacarose, tem grande potencial de ser uma boademeatriente para a producdo de
hidrogénio e AGV’s. Isso pode ser comprovado pekmultados obtidos com a
vinhaca, sendo ela o efluente que apresenta a ma#ntidade de carboidratos em

relacdo aos outros efluentes testados.

Para o inéculo I, a vinhaca obteve o maior potérdgaproducdo e para o
inoculo 1l obteve também um bom aproveitamento.rElacao a producéo de &cidos,
a vinhaga produziu acidos como o propidnico, oiemét¢ o butirico, que estdo

relacionados a producao de hidrogénio.

O esgoto sanitario obteve uma grande producao sleaghdnico para os dois

indculos, superando os outros efluentes, e umsfat@tiia producdo de acidos.

J& o glicerol, mesmo ndo tendo um potencial deyp@al de gases para o
in6culo |1, teve um 6timo aproveitamento na produg@a@cidos e alcooiproduzindo
acidos malico, latico, acético, propionico, butirie isovalérico, como também n-
butanol. Para o inéculo Il o glicerol obteve o neellendimento para a producéo de
Hidrogénio em relacdo aos outros efluentes, o aquge pndicar que essa fonte de
substrato é favoravel ao desenvolvimento das @dtpresentes nos gréos de Kefir.

Comparando os resultados de forma geral para gsimiulos, com excecao
do glicerol, que com o in6culo | ndo proporcioncoducao de hidrogénio, para a
vinhaca, sacarose e esgoto sanitario 0s inocwesith comportamentos proximos na
producéo de hidrogénio.

Com relacdo a producdo sequencial de hidrogénietano, a interacdo entre
as fases acidogénica e metanogénica ocorreu emm t@dsistemas, com produtos da
primeira fase sendo utilizados na segunda fasenifaga e o glicerol apresentaram o0s
maiores potenciais de aplicacdo, sendo que o pemiiporal de 4cidos e de alcoois da
a indicacdo que o inéculo acidogénico assumiu uymelpenportante na decomposicao

da molécula de glicerol para a formacédo de outnogpostos. Especialmente, o perfil
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dos acidos acético e butirico indica que estesrpdee sido a principal fonte para a

formacéo de metano.

Pode-se observar também uma producéo de etana@seanfetanogénica, o
que pode ser explicado pela estratégia de filtrap@aoa a retirada da biomassa
acidogénica, que possivelmente ndo foi totalmeritgiepte, sendo que outros

resultados também podem ter sido afetados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Sendo assim, concluindo de forma mais ampla, a tupdade de
desenvolver e atuar em um projeto de pesquisa mropou experiéncias que me
auxiliardo para muitas atividades futuras, sende movos conhecimentos foram
adquiridos ao longo da pesquisa, complementandocoabecimentos obtidos na
graduacdo. Além disso, foi possivel aprender untaalde raciocinio para escrever e
desenvolver um projeto de pesquisa, sendo muieressante o contato direto com

analises e equipamentos de laboratorio.

Outro fator importante é saber que a pesquisazesilipossui a caracteristica
de reverter os resultados para a populagéo, busgrssiveis aplicacdes, bem como

desenvolver futuras pesquisas que auxiliardo @iofigis e pesquisadores da area.
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