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RESUMO

PIFFER, M.A. Sistemas sulfetogénicos-acidogénicos alimentados com vinhaga da cana-
de-agucar: uma avaliacdo da dindmica da reducdo de sulfato e de seus impactos na
producéo de hidrogénio. 2021. 83 f. Monografia (Trabalho de Concluséo de Curso) - Escola

de Engenharia de Séo Carlos, Universidade de Séo Paulo, Sdo Carlos, 2021.

A presenca de sulfato na vinhaca é um dos maiores entraves do setor sucroenergético no que se
refere a recuperacao de energia via digestdo anaerobia. Da literatura, sabe-se que a reducédo de
sulfato durante a metanogénese resulta em uma perda significativa na producdo de CHz,
responsavel por parcela majoritaria no balanco energético global. Nesse contexto, o presente
trabalho buscou explorar a versatilidade dos processos anaerobios para direcionar a acidogénese
para a recuperacdo de bioenergia (H2) e/ou limpeza (remocgdo de sulfato) previamente a
metanogénese. Primeiramente, operou-se um reator de leito estruturado (do inglés, anaerobic
structured-bed reactor, AnSTBR) com espuma de poliuretano (PU) como material suporte, em
condicdes termofilicas (55°C), com vinhaca de cana-de-agtcar como substrato, no qual houve
0 estabelecimento de um sistema sulfetogénico-acidogénico. A elevada concentracdo de sodio
estimulou naturalmente as bactérias redutoras de sulfato (BRS), mantendo altos valores de pH
(> 6,0). Quando o sistema perdeu a condicdo natural de tampao foi possivel restabelecé-la por
meio da dosagem de NaHCOs. Altas concentracfes de &cido butirico e a geracdo de &cido
caproéico indicaram a ocorréncia de processos de alongamento da cadeia, levando a baixos
niveis de producdo de hidrogénio (< 400 NmL-H L™ d%). Verificada a dindmica da reducéo de
sulfato, buscou-se compreender seus impactos na atividade hidrogenogénica. Por meio de um
planejamento experimental utilizando o delineamento do composto central rotacional (DCCR),
analisou-se o efeito da disponibilidade de bicarbonato e sulfato no estabelecimento da
sulfetogénese e na producéo de hidrogénio durante a fermentacéo termofilica (55°C) da vinhaga
em reatores em modo batelada. Foi utilizado como inoculo o lodo do AnSTBR sulfetogénico-
acidogénico operado previamente. Os resultados obtidos indicaram um favorecimento da
producdo de hidrogénio nas menores concentracBes e bicarbonato, enquanto o oposto foi
observado para a reducgéo do sulfato. Identificou-se também que houve inibicdo das BRS devido
ao sodio quando se dosou NaHCO3 e Na2SO4 em excesso.

Palavras chave: biorrefinaria de cana-de-agucar, biogés, digestdo anaerobia, sulfetogénese.






ABSTRACT

PIFFER, M.A. Sulfidogenic-acidogenic systems fed with sugarcane vinasse: an evaluation
of the sulfate reduction dynamics and its impacts on hydrogen production. 2021. 83 f.
Monograph (Course Completion Paper) - School of Engineering of S&o Carlos, University of
Séo Paulo, S&o Carlos, 2021.

The presence of sulfate in vinasse is one of the biggest obstacles in the sugar-energy sector with
regard to energy recovery from anaerobic digestion. The literature shows that sulfate reduction
during methanogenesis results in a significant loss in CHa4 production, responsible for the
majority of the global energy balance. In this context, the present work sought to explore the
versatility of anaerobic processes to direct acidogenesis for bioenergy recovery (H2) and/or
cleaning (sulfate removal) prior to methanogenesis. Firstly, an anaerobic structured-bed reactor
(AnSTBR) was operated with polyurethane foam (PU) as support material, under thermophilic
conditions (55°C), with sugarcane vinasse as substrate, in which a sulfidogenic-acidogenic
system was established. The high sodium concentration naturally stimulated sulfate reducing
bacteria (SRB), maintaining high pH values (>6.0). When the system lost its natural buffer
condition, it was possible to reestablish it by measuring NaHCO3. High concentrations of
butyric acid and the generation of caproic acid indicated the occurrence of chain elongation
processes, leading to low levels of hydrogen production (< 400 NmL-H? Lt dY). After verifying
the dynamics of sulfate reduction, we sought to understand its impacts on hydrogenogenic
activity. Through an experimental design using the central composite rotatable design (CCRD),
the effect of the availability of bicarbonate and sulfate on the establishment of sulfidogenesis
and on the production of hydrogen during thermophilic fermentation (55°C) of vinasse in batch
reactors was analyzed. The sludge of the previously operated sulfideogenic-acidogenic
ANnSTBR was used as inoculum. The results obtained indicated a favoring of hydrogen
production in the lowest concentrations and bicarbonate, while the opposite was observed for
the sulfate reduction. It was also identified that there was inhibition of SRB due to sodium when
excess NaHCO3 and Na>SO4 were dosed.

Keywords: sugarcane biorefinery, biogas, anaerobic digestion, sulfidogenesis.
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1. INTRODUCAO

O advento da industrializagdo foi um marco historico responsavel por alavancar a
economia mundial e impulsionar o desenvolvimento tecnolégico. Entretanto, com o expressivo
aumento da producdo industrial nos mais variados setores, foi também aumentando
preocupacdo com o meio ambiente em decorréncia do agravamento dos impactos ambientais
associados as atividades industriais.

No Brasil, um dos setores mais prosperos nas Ultimas décadas foi o sucroenergético.
Destaque mundial na producao de etanol, o Brasil produz anualmente bilhdes de litros desse
combustivel. Atrelada a producdo de etanol encontra-se a geracdo de uma agua residuaria
considerada como um passivo ambiental gracas a sua composic¢do, a vinhaca.

A destinac¢do final amplamente difundida no pais para a vinhaca, pela praticidade e baixo
custo, a fertirrigacdo, pode ser considerada controversa do ponto de vista ambiental,
ocasionando diversos impactos negativos nas areas de aplicacdo agricola. Como opcdo a
fertirrigacdo ha a digestdo anaerdbia, que além de reduzir a carga organica poluente da vinhaca,
propicia a op¢do da recuperacdo de energia a partir do biogas gerado, tanto na forma de
hidrogénio (H2) como de metano (CHa). Entretanto, vale ressaltar que existem fatores os quais
podem afetar a producédo do biogas, por exemplo, a presenca de sulfato na vinhaca.

Em &guas residuérias ricas em sulfato, é convencional ocorrer competicdo entre os
microorganismos por substratos comuns, favorecendo o desvio de elétrons para a sulfetogénese
e ndao mais para outras rotas metabdlicas, como a acidogénese e a metanogénese.
Consequentemente o rendimento energético global do biogas diminui, principalmente no que
diz respeito ao metano, uma vez que ele representa a maior parte do potencial energético. Logo,
torna-se interessante da perspectiva da engenharia criar tecnologias e processos capazes de
remover o sulfato previamente a produgdo do metano, considerando os efeitos adversos gerados
no processo, seja na atividade da comunidade microbiana, na qualidade do biogas ou ainda no
efeito corrosivo do sulfeto nas estruturas metalicas, tubulagdes e no préprio reator.

Dessa forma, nesta pesquisa foram realizados dois experimentos cujo o intuito foi
promover a sulfetogénese simultaneamente a acidogénese, de modo a reduzir o quanto possivel
a concentracdo de sulfato presente na vinhaga. No primeiro experimento, operou-se de modo
continuo um reator de leito fixo estruturado tendo espuma de poliuretano (PU) como material

suporte em alternativa ao polietileno de baixa densidade (PEBD), comumente utilizado em
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reatores acidogénicos. Investigou-se o comportamento do sistema e as influéncias das
condigdes operacionais, composic¢do da vinhaca e do material suporte empregado no processo.

No segundo experimento, realizado em modo batelada, foi dosado bicarbonato de sodio
(NaHCOg) nos reatores. O NaHCOs é um agente tamponador capaz de manter a alcalinidade
do meio mesmo com a producdo de &cidos organicos na acidogénese, de modo a estabelecer a
sulfetogénese e avaliar os impactos da reducgéo de sulfato na produgéo do Hz. Embora o H»
contribua pouco para o balanco energético global, € importante entender como a sulfetogénese
impacta sua producéo e possibilita maior eficiéncia posteriormente na metanogénese.

Tendo em vista os dados ja postulados na literatura a presente pesquisa inova e é de
grande interesse para 0 setor sucroenergético nacional, tendo em vista o campo frutifero para
aplicacdo da digestdo anaerdbia da vinhaca em escala plena nos proximos anos. As analises
apresentadas buscaram trazer dados de relevancia tecnoldgica e econémica no que concerne a
concomitancia das etapas da sulfetogénese e acidogénese durante o processo de digestdo
anaerobia da vinhaca, mais especificamente, a dindmica e o impacto da reducdo de sulfato sobre

a acidogénese.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou avaliar a concomitancia da sulfetogénese e acidogénese
durante a digestdo anaerobia da cana-de-agucar em reatores biol6gicos e seus ganhos, sobretudo
no que se refere a oportunidade de melhoria no rendimento energético posteriormente na etapa

da metanogénese.

2.2 Objetivos Especificos

De forma especifica, este trabalho buscou:

e Compreender a dindmica da reducdo de sulfato em um sistema sulfetogénico-
acidogénico continuo alimentado com vinhaca de cana-de-aguUcar;

e Sanar parte das lacunas existentes na literatura na influéncia da utilizacdo da espuma de
PU como material suporte em reatores bioldgicos visando a producdo de H e/ou a
reducdo de sulfato;

e Avaliar os efeitos da reducgéo de sulfato sobre a producédo de hidrogénio na fermentacéo
termofilica (55°C) da vinhaga-de-cana de agticar e o efeito das relages DQO/SO4> e
NaHCO3/DQO no estabelecimento da sulfetogénese em sistemas acidogénicos
termofilicos;

e Identificar a situaco limitrofe para a relagdo DQO/SQO4? a partir da qual a sulfetogénese
se desenvolve plenamente;

e Delimitar a condicdo para a relagdo NaHCO3/DQO a partir da qual pH se mantém de

modo a estabelecer a sulfetogénese.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Industria Sucroalcooleira no Brasil

A origem da industria sucroalcooleira no Brasil retoma o inicio da década de 70 e se
enraiza na volatilidade do preco do petréleo em consonancia com a busca ascensional global
para a reducdo da emissdo de gases de efeito estufa (GEESs), elucidadas por Cruz, Guerreiro e
Raiher (2012), permitindo o alavancamento do setor ao atual patamar de significancia na
economia do pais.

Desta forma, pode-se apontar o principio de tudo como sendo o primeiro choque do
petroleo ocorrido em 1973, que provinha da conjuntura internacional e afetava diretamente o
Brasil, uma vez que o pais era extremamente dependente desse insumo. Na época em questao,
0 pais era o principal importador de 6leo no mundo em desenvolvimento (Ribeiro, 2006).

Com esse cenério, 0 mundo se viu diante de um risco de desabastecimento energético.
Segundo Bertelli (2005), a crise internacional elevou os gastos do Brasil com importacdo de
petroleo de US$ 600 milhGes em 1973 para US$ 2,5 bilhdes em 1974. O impacto provocou um
déficit na balanga comercial de US$ 4,7 bilhGes, resultado que influiu fortemente na divida
externa brasileira e na escalada da inflacéo, que saltou de 15,5% em 1973 para 34,5% em 1974.

Diante da situacdo em que o pais estava inserido, foi que diversas entidades
governamentais foram acionadas para buscar uma solucdo ao problema. E assim, em marco de
1974, foi entregue ao Conselho Nacional do Petrdleo - CNP o documento intitulado
Fotossintese, que se tornaria a semente do Programa Nacional do Alcool (Proalcool). O estudo
combinava as preferéncias do Instituto do Actcar e Alcool - IAA pela producéo de alcool direto
em destilarias autbnomas e da Copersucar, pelo aproveitamento da capacidade ociosa das
destilarias anexas as usinas agucareiras.

Como apontado por Bertelli (2005), o alcool que antes era apenas um subproduto do
acucar, surgido como uma solucéo temporaria, passou a ser uma solugdo permanente, quando
muitos ja alertavam sobre limitagdes das reservas de petréleo, fonte de energia ndo renovavel.
N&o obstante a isso as vantagens do alcool se estendiam pelo fato do pais possuir um setor
acucareiro desenvolvido, terras propicias a cultura, clima adequado, muita mé&o-de-obra
disponivel no campo e experiéncia na fabricagdo de alcool industrial. Depois de intensos
estudos e debates, o governo federal instituiu o Proalcool (Decreto n® 76.593, de 14/11/1975),

héa trés décadas, portanto.
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O Proélcool teve como objetivo ndo so reduzir o impacto sobre o balango de pagamentos
causados pela elevagdo dos precos do petréleo, mas também, mitigar as inquietacdes do setor
sucroalcooleiro face a queda do preco do agucar no mercado internacional (Mendonga, 2008).

A contribuicdo do Proalcool para o desenvolvimento do setor sucroenergético no pais
foi notdria, o que possibilitou com que o Brasil se tornasse um dos maiores exportadores de
acucar e etanol. A producgdo de ambos gera biomassa vegetal residual (material lignocelul6sico),
que pode ser reaproveitada para fins energeticos, queimando-se bagaco em sistemas de
cogeracao para obtencdo de eletricidade e vapor. A biomassa da cana representou cerca de 40%
(54,9 milhdes de tep) da matriz energética renovavel do pais (139,1 milhdes de tep) no ano de
2020 - ou 19,1% da reparticdo interna de energia de 2020, a qual também inclui fontes néo
renovaveis (Empresa de Pesquisa Energética - EPE, 2021).

No que se refere a bioeletricidade sucroenergética, sua oferta para o Sistema Integrado
Nacional - SIN, de janeiro/20 até julho/20, foi de 11.339 GWh, representando 79% do total
gerado para o SIN pela biomassa em geral no periodo (14.284 GWh). Calcula-se que essa
energia tenha evitado a emissao de 3,8 milhdes de toneladas de didxido de carbono (CO.) para
a atmosfera, marca que somente seria possivel com o cultivo de 27 milhGes de arvores nativas
ao longo de um periodo de 20 anos (Associacdo Brasileira da Industria de Cana-de-agucar -
UNICA, 2020).

De acordo com o segundo levantamento realizado pela a Companhia Nacional de
Abastecimento - Conab (2021), a estimativa feita para a producéo total de cana-de-agUcar na
safra 2021/22 foi de 592,03 milhdes de toneladas. Por sua vez, a estimativa da producéo de
etanol apresentada para a mesma safra foi de 25,80 bilhdes de litros. Estes numeros reforgam o
destaque do Brasil no setor, configurando-o como o maior produtor de cana-de-acucar do
mundo e o segundo maior produtor de etanol, sendo superado apenas pelos Estados Unidos.

Além da cana-de-agUcar outras matérias-primas podem ser empregadas na producéo do
etanol, como é o caso dos Estados Unidos, que possui sua producdo prevalentemente a partir
do milho. Sdo também matérias-primas o trigo, sorgo sacarino, mandioca e beterraba (Banco
nacional de Desenvolvimento Econémico e Social — BNDES; Centro de Gestdo e Estudos
Estratégicos - CGEE, 2008). Essas fontes sdo conhecidas como matérias-primas de etanol de
primeira geragdo (1G). Mas existem também as matérias-primas de etanol de segunda geracéo
(2G), no caso bagaco e residuos da colheita (palha) que séo fontes de matéria lignocelulésica.
Contudo, o etanol 2G ainda ndo é representativo no mercado devido ao seu alto custo frente ao

contingente produzido de combustivel.
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No que diz respeito a producdo de etanol, qualquer que seja a matéria-prima utilizada,
0 processo de producdo se d& em duas etapas principais: fermentacdo da fonte de acucar e
destilacdo da solucdo alcodlica proveniente da fermentacdo (BNDES; CGEE, 2008; Fuess,
2017). Vale ressaltar que ha especificidades processuais de acordo com cada tipo de matéria-
prima utilizada como pode ser observado na Figura 1.

O caldo dos materiais ricos em actcares (como a cana-de-agUcar, a beterraba e 0 sorgo
sacarino) podem ser levados as dornas de fermentacdo (Figura 1), mediante algumas
adequacdes prévias em sua composicao. Ja para 0 emprego de materiais ricos em amido (como
o milho e a mandioca) e lignocelulose (como o bagaco e a palha de cana-de-aglcar) na
fermentacgdo requer uma etapa de pré-tratamento, normalmente &cido ou enzimatico (Figura 1),
a partir do qual os agUcares redutores tornam-se disponiveis. Considerando o caso brasileiro,
as destilarias podem utilizar tanto o caldo de cana (usinas autbnomas), extraido diretamente da
cana-de-acucar por meio de moendas, como uma mistura do caldo com o melago (usinas
anexas), solucdo residual da producdo de acucar, consequéncia da concentracdo e da
precipitacdo dos acUcares presentes no caldo. O alto valor de mercado do aguUcar exerce
influéncia consideravel na utilizacao do acucar recuperado (ATR) a partir da cana, normalmente
limitando o emprego direto do caldo na producéo do etanol (Wilkie; Riedesel; Owens, 2000;
BNDES; CGEE, 2008; Fuess, 2017).
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Figura 1 - Processos de producdo de etanol considerando diferentes matérias-primas.

Biomassa rica em aglcares Biomassa amilacea Biomassa lignocelulésica
(p.ex. cana-de-aclcar, beterraba (p.ex. milho, mandioca & (p.ex. bagago e palha de cana, restos
agucareira) cereais) vegetais)
A A,
Trituragéo Trituracdo
Y A A
Extracao de acucares por Sacarificacao (hidrélise Pré-tratamento térmico ou
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Y A Y

Solucao de aclcares fermentaveis
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4

Destila¢ao ’ Vinhaca

l
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Fonte: Adaptado de Fuess (2017).

Do ponto de vista ambiental, vale salientar o carater renovavel dessa fonte de energia,
que é uma questdo de muita valia e debatida no mundo contemporaneo frente as utilizacbes
desenfreadas de fontes esgotaveis (ndo renovaveis) de energia. Além de renovavel, o etanol é
considerado uma fonte de energia limpa, tanto pelo sequestro de carbono inerente a plantacao
de sua matéria-prima quanto pela sua combustdo mais limpa devido ao elevado teor de oxigénio
composicional, contribuindo para a reducdo de GEEs. Nas destilarias, o expressivo
aproveitamento da matéria-prima, sobretudo no emprego da cana-de-agUcar, a partir da
producdo de etanol, acucar, vapor e eletricidade é outro aspecto positivo da industria
sucroalcooleira, permitindo tratar as plantas industriais como biorrefinarias, assim como Dias
et al. (2013) e Fuess (2017).

Os principais efeitos do uso do etanol nos centros urbanos foram a eliminacgdo do
chumbo na gasolina e a reducdo das emissdes de mondxido de carbono - CO, como aponta
Bertelli (2005). O consumo de etanol hidratado pelos automoveis flex, combinado a mistura
atual obrigatoria de 27% de etanol anidro na gasolina, reduziu a emissdo de GEEs em mais de
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440 milhdes de toneladas de CO2eq desde mar¢o de 2003 (data do langamento dos veiculos flex
no Brasil), até junho de 2017 (UNICA, 2018).

A utilizagéo do etanol tambeém faz reflexo positivo no que diz respeito a satde publica
como aponta o estudo realizado pelo Laboratorio de Poluicdo Atmosférica Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo - LPAE/FMUSP (2014). O uso do etanol
tem contribuido para uma diminui¢do de aproximadamente 1.400 mortes e 9.000 internacdes
por problemas respiratorios e cardiovasculares oriundos da queima de combustiveis fosseis,
considerando somente as oito principais regides metropolitanas do pais. Essa reducdo no
namero de mortes e internacdes esta associada a uma economia de cerca de R$430 milhdes na
area da saude.

Contudo, assim como salientado por Fuess (2017), a caracterizacdo da producdo de
etanol como “ambientalmente amigavel” também depende, entretanto, do correto
gerenciamento das aguas residuérias e residuos gerados no processo. Fazendo-se uma anélise
de “fim de tubo” pode-se notar que o bagaco e parte da palha resultantes do processamento da
cana-de-acgucar sdo queimados em caldeiras para geracdo de vapor e eletricidade, enquanto a
torta de filtro, resultante de etapas de tratamento do caldo, que apresenta concentracGes
apreciaveis de nutrientes (Nandy; Shastry; Kaul, 2002; Fuess, 2017) ¢ utilizada na adubacéo
dos canaviais. No entanto, com relacdo as aguas residudrias, mais precisamente a vinhaca, a
principal destinacdo ¢ a fertirrigacdo, destinagdo muito controversa do ponto de vista ambiental
devido a carga organica poluidora componente da vinhaca. Todavia justamente por causa da
sua composicao que outras opcoes de destinacdo tém sido estudadas como a digestdo anaerdbia
associada a recuperacao de energia como melhor abordado nas seguintes secdes do presente
trabalho.

3.2 Vinhaca da Cana-de-agucar: Composicdo, Destinacdo e Impactos Ambientais

Considerada a principal agua residuaria oriunda do processo de produgdo do etanol,
subproduto da etapa de destilacdo, a vinhaga possui composi¢do complexa e rica em compostos
organicos e nutrientes, como o sulfato (SO4%). Desta forma, a mesma é considerada como um
efluente industrial de alto potencial poluidor (Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015).

Sdo gerados, em media, 13 litros de vinhaca a cada litro de etanol produzido (BNDES;

CGEE, 2008). Sobre sua composi¢do quimica, de acordo com Freire e Cortez (2000), depende
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das caracteristicas do solo, da variedade de cana-de-acUcar, do periodo de colheita e do processo
industrial empregado para a producéo do etanol. Além das condicdes climéticas, como chuva.

No que diz respeito a destinacdo da vinhaga tem-se como principal via, atualmente, no
Brasil a fertirrigacdo, por ser a forma mais barata e de facil aplicacdo. A fertirrigacdo consiste
na direta aplicacdo do efluente no solo e é considerada extremamente controversa do ponto de
vista ambiental. Na literatura, diversos sdo os impactos ambientais levantados associados a esta
pratica, tais como emissdes de GEEs, salinizacdo do solo, lixiviagdo de metais e sulfato,
contaminacdo de aguas subterréneas, liberacdo de mau odor e proliferacdo de vetores de
doengas. (Cruz; Righetto; Nogueira, 1991; Madrid; Barrientos, 1998; Madejon et al., 2001,
Lyra; Rolim; Silva, 2003; Alves; Lavorenti, 2004; Silva; Griebeler; Borges, 2007; Ribeiro et
al., 2010; Espafia-Gamboa et al., 2011; Carmo et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Fuess; Garcia
2014; Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015).

E de suma relevancia destacar que desde a safra 1979/1980 é proibido, através da
Portaria 323 de 29 de novembro de 1978 do extinto Ministério do Interior, o lancamento direto
ou indireto, da vinhaca em qualquer colecdo hidrica, pelas destilarias de alcool instaladas ou
gue venham a se instalar no pais. Posterior a Portaria 323 houve a Portaria n°® 158, de 03 de
novembro de 1980 que mantém as proibicdes.

Sobre a aplicacdo da vinhaca no solo, fertirrigacdo, a legislacéo brasileira ainda € muito
recente e pouco abrangente e restritiva. A Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo —
CETESB (2015) por meio da Norma Técnica P4.231/2005, estabelece os critérios e
procedimentos para 0 armazenamento, transporte e aplicacdo da vinhaca gerada pela atividade
sucroalcooleira no processamento de cana de agucar.

Todavia, assim como também mencionado por Moraes, Zaiat e Bonomi (2015) essa
norma pode ser considerada superficial, uma vez que a CETESB (2015) prop6e que as doses
de vinhaca podem ser calculadas apenas em funcdo da necessidade da cultura com relacdo ao
potéssio. E neste sentido é que se enraiza o grande problema da fertirrigacdo. Como a vinhaca
é de composicdo complexa e variada, como ja citado neste trabalho, apenas considerar-se o
potéssio como proporcdo limitante no solo pode acarretar diversos impactos. Fuess (2017)
aponta também a importancia outros aspectos como as altas concentra¢des de matéria organica
e sulfato e seu elevado nivel de acidez. Pode-se mencionar ainda a varia¢do na concentracédo de
sodio.

Uma alternativa a fertirrigacéo ¢ a digestdo anaerdbia, tecnologia capaz de evitar esses
problemas, tanto pelo seu potencial de reducdo da carga poluidora do efluente através da

remocao da matéria organica como de recuperacdo energética na forma de biogas (H2 e CHa).
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Todavia, a presenca de sulfato na vinhaca pode ser um entrave para o desempenho global de
recuperacdo de energia da digestdo anaerobia além propiciar a liberacdo de gas sulfeto (H-S).

As elevadas concentragdes de SO+ na vinhaga se devem, principalmente, pela utilizagdo
de acido sulfarico nas industrias sucroalcooleiras na etapa de fermentacdo para o controle da
contaminacg&o bacteriana e da floculagdo do fermento (leveduras), ja que esse € um &cido forte,
de baixo custo e de alto grau de pureza (Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015).

3.3 Digestdo Anaerobia

A digestdo anaerdbia consiste em um processo bioldgico formado por um conjunto
complexo e sequencial de etapas que ocorrem na auséncia de oxigénio. De forma geral, ocorre
a conversao da matéria organica em uma mistura gasosa, denominada biogas, através da acao
metabolica de diversos grupos microbianos distintos. Pelo fato de ser um processo bioldgico
promovido por microrganismos, ela também pode ser tratada como biodigestdo anaerdbia. Os
produtos gasosos gerados sdo primordialmente CH4 e CO> além de Hz, N2 e H2S, o que reforca
0 potencial energético do biogas.

Em suma, na auséncia de sulfato, a bioconversdo da matéria organica se da em quatro
etapas: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Assim como explanado por Harper
e Pohland (1985) representado de forma esquematica na Figura 2, nas etapas de hidrélise e
acidogénese, bactérias hidroliticas e fermentativas convertem compostos de cadeia longa
(carboidratos, lipideos e proteinas) em compostos de cadeia curta facilmente absorvidos atraves
da parede celular, produzindo &cidos organicos, alcoois, CO> e H». J& na acetogénese, bactérias
acetogénicas transformam acidos organicos e alcoois em é&cido acético, H» e CO,. Tais
compostos correspondem aos substratos utilizados pelas arqueias metanogénicas na
metanogénese. As arqueias metanogénicas hidrogenotréficas convertem Hz e CO2 em CHy,
enguanto as metanogénicas acetoclasticas utilizam o acetato. Convencionalmente, a maior parte
da producdo de CHs4 provém das reacOes de transformacdo realizadas pelas arqueias

metanogénicas acetoclasticas.
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Figura 2 - Esquema da sequéncia metabolica e dos grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerobia.
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Fonte: Adaptado de Harper e Pohland (1985).

3.3.1 Producéo de Hidrogénio

Quando submetido a condicBes operacionais controladas o reator pode operar
isoladamente na etapa de acidogénese, onde o foco é a producdo de H.. Caracteristicas
atribuidas a vinhaca como elevadas concentrac@es de carboidratos, DQO e baixo pH (Wilkie;
Riedesel; Owens, 2000) fazem com que a vinhaca seja um bom substrato para a producdo de
hidrogénio por meio de processo de fermentacdo (Lazaro et al., 2014), ao qual por se originar
de um processo biologico pode ser denominado biohidrogénio (bioH>).

Tem-se que 0 Hz representa uma opg¢éo interessante para a geragao de energia, visto que
possui um elevado poder calorifico (aproximadamente 2,75 vezes maior do que o de
hidrocarbonetos) e sua combustdo gera a4gua como unico “residuo” (Chen; Lin, 2001). Por isso,

0 H: é considerado um candidato promissor como uma fonte de energia limpa.
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O H2 pode ser considerado como um vetor de energia (um método de armazenar e
transportar energia) do futuro para a substituicdo dos combustiveis fdsseis, sendo este
produzido a partir de fontes renovaveis de energia (Santos, F.M.; Santos, F.A., 2005).

Como apresentado por Bartels, Pate e Olson (2010), o futuro da economia do hidrogénio
depende da aplicacdo de processos de baixo custo e ambientalmente adequados, sendo que neste
contexto a producdo de H» ganha crescente destaque (Fuess, 2017). Embora historicamente os
custos da producdo de H> a partir de combustiveis fosseis tenham se apresentado mais
vantajosos em comparacdo ao uso de fontes renovaveis em geral (Bartels; Pate; Olson, 2010),
espera-se uma inversao neste cendrio, sobretudo devido a pressdo pela adequacdo ambiental
(Fuess, 2017).

Trabalhos recentes tém explorado o potencial de producdo de hidrogénio a partir da
fermentacao da vinhaca empregando-se diferentes configurac6es de reator. Como é o caso de
Santos et al. (2014) que utilizaram reator de leito fluidizado além de Ferraz Jr. et al. (2014) e
Ferraz Jr., Etchebehere e Zaiat (2015a e 2015b) com reator de leito fixo empacotado.

Todavia, fica evidenciada uma baixa remocdo da matéria organica no processo
acidogénico, fazendo-se necessaria a fase metanogénica para a obtencdo de maior eficiéncia
(Ferraz Jr., 2013). Ferraz Jr. et al. (2016) e Fuess (2017) propdem a adicdo de um reator
metanogénico em sequéncia ao acidogénico como solucdo de engenharia para esse problema.
Os resultados sdo muito satisfatorios, uma vez que a eficiéncia de remocdo da matéria organica
chega atingir 80% e o tempo de detencéo hidraulica (TDH) é reduzido (< 24 h). E dessa forma
é possivel otimizar a producdo de biogas tanto no que diz respeito ao hidrogénio quanto ao
metano.

Quanto ao material suporte utilizado nos reatores operados de modo continuo cujo
enfoque era a producgdo de Ho, trabalhos anteriores comumente empregaram o PEBD (Ferraz
Jr, 2014; Ferraz Jr., Etchebehere; Zaiat, 2015a; Fuess et al. 2016). Mesmo quando testados
outros materiais suportes (Ferraz Jr.; Etchebehere; Zaiat, 2015b) néo foi testada a espuma de

PU, como feito no presente trabalho.

3.4 Reducéo de Sulfato

O tratamento de aguas residudrias ricas em sulfato por meio de sistemas de digestdo
anaerdbia, estimula o processo de sulfetogénse, em que o sulfato é reduzido principalmente a

sulfeto por um grupo especifico de microrganismos denominado como bactérias redutoras de
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sulfato (BRS) (Lens et al., 1998; Vilela; Damianovic; Foresti, 2014). A Figura 3 mostra como
se d& a sulfetogénese.

Figura 3 - Esquema da sequéncia metabolica e dos grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerébia com
simultaneidade da reducéo de sulfato.
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Em geral um pH propicio para o crescimento das BRS estad compreendido na faixa que
varia entre 6 e 8 (Widdel, 1988; Hao et al., 1996), porém elas também podem encontrar-se
ativas em pH mais baixos (Koschorreck, 2008). Estudos anteriores, como o realizado por Fuess,
Zaiat e Nascimento (2019) mostraram o controle do pH via dosagem de NaHCO3z como uma
forma de estabelecer a sulfetogénese na fermentacdo da vinhaca, independentemente da
aplicacdo de baixos tempo de detencdo hidraulica (6h) e elevada carga orgéanica volumétrica
(~100 kg-DQO m=3d?).

Ja sobre o material suporte, em trabalho anteriormente realizado por Silva et al. (2006)
foi apontada a espuma PU como o material suporte mais vantajosos para a imobilizacdo das

BRS no reator, apresentando maior concentracdo especifica desses microrganismos em
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comparagao a outros materiais suporte, no caso, carbono vegetal, PEBD e ceramica a base de

alumina.

3.4.1 Impactos da Reducéo de Sulfato na Digestdo Anaerdbia

De acordo com Kiyuna, Fuess e Zaiat (2017), a atividade metanogénica pode ser
negativamente impactada pela sulfetogénese, onde quanto menor as razdes DQO/SO4%, isto €,
concentrag0es mais altas de sulfato, correspondem a uma menor producéo cumulativa de CHa.
Foi constatado ainda por Kiyuna, Fuess e Zaiat (2017) que para a relacio DQO/SO4? na faixa
de 7,5a 12,0 ocorrera a sulfetogénese. Nao obstante a isso, para tais valores a producdo de CHa
pode sofrer um decréscimo de até 35% no limite inferior da faixa. O desvio do fluxo de elétrons
para a sulfetogénese tende a cessar a partir de valores compreendidos para relagdo DQO/SO4*
entre 25,0 a 30,0.

Portanto, é esperado em sistemas convencionais que as arqueias metanogénicas (AM)
compitam com as BRS por substratos comuns, no caso CO., H: e acetato (Damianovic; Foresti,
2009). Nesse caso, a competicdo sempre favorecerd as BRS, dada a ampla versatilidade
metabdlica do grupo. Operando-se um reator Unico para a digestdo anaerdbia da vinhaga o
rendimento energético global reduz significativamente ndo apenas pela acidificacdo do meio e
pelas condi¢Oes operacionais, mas também pela presenca de sulfato e o estabelecimento da rota
sulfetogénica. Logo, faz-se necessaria a eliminacdo da competicdo entre as AM e as BRS.

Nesse sentindo, a separacdo de fases surge como uma estratégia interessante, isto é,
operando um reator acidogénico em sequéncia com um reator metanogénico, torna-se possivel
aumentar o rendimento energético tanto aprimorando a atividade metanogénica nos reatores de
segunda fase, impedindo o acimulo de acidos organicos, como explorando o potencial
energético de H» (Ferraz Jr. et al., 2016; Fuess et al., 2017). Nédo obstante a isso, tem-se que a
separagdo de fases permite explorar ainda a remocéao prévia do sulfato concomitantemente a

producdo de Ho.

3.4.2 Vantagens da Remocé&o de Sulfato para a Metanogénese

Considerando a separacdo de fases, pode-se projetar de forma estratégica a fase acidogénica

para permitir o estabelecimento de condigGes de redugdo de SO4%, minimizando o carregamento
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de SO4* para a etapa de metanogénese (Reis; Gongalves; Carrondo, 1988; Reis et al., 1991).
Tal estratégia corrobora para desvencilhar-se do impacto reportado por Kiyuna, Fuess e Zaiat
(2017), permitindo uma producdo mais eficiente de CHs j& que ha concomitancia da
metanogénese e da sulfetogénese passa a ser desfavorecida e, potencialmente, eliminada a partir
da completa reducdo do sulfato na etapa fermentativa.

Dessa forma, como o biogéas proveniente da fase metanogénica passa a ser mais puro, sem
a presenca significativa (ou mesmo a auséncia) de H>S, o processo de recuperagao energetica
passa a ser, do ponto de vista econdmico e tecnoldgico, mais vantajoso, ja que a purificacdo do
biogas € um processo complexo e oneroso.

Ademais, outros entraves acarretados pela reducdo de SO+, como a inibicdo celular direta
e a precipitacdo de metais essenciais por sulfeto dissolvido e problemas operacionais devido a
corrosdo de estruturas metalicas (Koschorreck, 2008), podem ser controlados com o emprego
de sistemas sulfetogénicos-acidogénicos antecedendo um reator metanogénico.

Portanto, utilizar a fase acidogénica visando a remocao do sulfato mostra-se como uma
solucdo interessante do ponto de vista da engenharia, ja que estudos realizados previamente
apontam que o H> compreende uma baixa contribui¢do para a producéo de bioenergia a partir
da vinhaca de cana-de-acUcar, relatando-se valores abaixo de 5% de todo o rendimento global
(Ferraz Jr. et al., 2016; Fuess et al., 2017). Sendo assim, uma vez que o CH4 compreende pelo
menos 95% do potencial energético do biogas torna-se interessante garantir uma geracdo mais

eficiente de biogas a partir da metanogénese.
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4. METODOLOGIA

4.1 Caracterizagdo dos Substratos

Foram utilizados no decorrer do estudo dois substratos diferentes, a vinhaga de destilaria
(producdo de etanol combustivel) e a vinhaca de alambique (producdo de cachaga), sendo a
vinhaca de destilaria utilizada para a alimentacdo do reator continuo e vinhaca de alambique
para os reatores em batelada. Vale ressaltar que, de acordo com os produtos pretendidos e,
consequentemente, 0S processos e 0s insumos empregados para a transformacao da cana-de-
acucar, existe uma variabilidade composicional da vinhaca. Justamente essa variabilidade é que

foi explorada nos experimentos, de acordo com as respostas que se buscava obter.

4.1.1 Vinhaca de Destilaria

A vinhaca de destilaria foi coletada na Usina Sdo Martinho, localizada no municipio de
Praddpolis, no estado de Sdo Paulo, Brasil. Um tipo de destilaria anexa, uma vez que, tem entre
seus principais produtos o agucar e o alcool, gerados por meio da fermentacdo do melaco e do
caldo da cana-de-acucar. Apesar de toda a vinhaca de destilaria utilizada nos experimentos do
LPB ser proveniente da mesma usina, a Sdo Martinho, ainda sim, pode identificar-se uma
grande diferenca das caracteristicas entre as coletas. Por isso, foi fundamental a analise da
Tabela 1 que mostra a caracterizacdo das Ultimas oito coletas realizadas.

Esses resultados prévios sdo importantes para o controle das variaveis de entrada nos
reatores bioldgicos de acordo com a singularidade de cada experimento. As coletas e suas
respectivas caracterizacdes apontadas na Tabela 1 compreendem a safra de cana de 2018 e
foram feitas durante a execucdo do presente estudo.

Um dos principais fatores que impacta na variacdo e na qualidade da vinhaca é
direcionamento do uso de agucares redutores totais (ART) na planta industrial. Quando a maior
parte é destinada & producdo de aglcar, ha maior geracdo e melago e, por consequéncia mais
concentrada. Por outro lado, quanto mais ART segue para a producéo de etanol, mais autbnoma
fica a usina, levando a vinhaga menos concentrada.

E tal variacdo ndo se restringe a um Gnico parametro, como pode-se observar na Tabela

1. Atualmente, como a vinhaga ndo possui interesse econdmico de mercado, pouco interessa as
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usinas se ela apresenta altas cargas organicas ou um pH muito acido, por exemplo. J& que ela é
um subproduto tratado como efluente final, a usina se preocupa apenas em dar uma destinacao
para ela.

Destaca-se ainda que foram utilizadas para a alimentacdo do reator continuo as coletas
feitas nos meses de maio/2018, julho/2018 e setembro/2018. Elas serdo nomeadas e descritas
desta secdo em diante como C1, C2 e C3, respectivamente. A referida diferenciacdo entre as
coletas é importante para prever e atentar-se a possiveis mudancas comportamentais no reator

que sao detectadas por meio de uma mudanca no padréo de resposta do efluente do reator.

Tabela 1 - Caracterizacdo da vinhaca da safra de 2018 utilizada no presente estudo.

Periodo de amostragem

Parametro

Mai Jul Set
2018 2018 2018
DQO+? 28098 19920 22123
DQOs? 23663 16203 18720
CH? 2611 2278 3733
HLa? 847 267 755
Gly? 2831 3120 1366
SSvA - - -
pHP 5,78 4,64 5,06
SO, 1592 982 1267
DQO1/S04* 17,65 20,29 17,46
DQOs/S04* 14,86 16,50 14,78
Na? 700 68 650

Notas: 2Concentracdo em mg L; PAdimensional.

Siglas: DQOr: demanda bioquimica de oxigénio total; DQOs: demanda bioquimica de oxigénio soltvel; CHr:
carboidratos totais; HLa: acido latico; Gly: glicerol; SO4%: sulfato; SSV: solidos suspensos volateis; pH: potencial
hidrogenidnico.

Fonte: Elaboragao propria.

4.1.2 Vinhaga de Alambique

Por sua vez, para a alimentagéo dos reatores em batelada utilizou-se vinhacga oriunda da

producdo de cachaca. Ela foi coletada em um alambique situado no municipio de Séo Carlos,
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também no estado de S&o Paulo, Brasil. Optou-se por essa vinhagca uma vez que ela apresentava
valores elevados para a relagio DQO/SQ4%, ou seja, concentragdes minimas de SO4%. Em
caracterizacdo feita previamente a montagem dos reatores a relagdo variou entre 169,70 e
192,57 durante os diferentes testes (corridas) realizados durante o experimento (Tabela 2). O
que mostra a baixa concentracdo de sulfato presente na &gua residuéria, permitindo maior
maleabilidade para obter as condi¢des experimentais desejadas, tendo em vista a variacdo da
relacdo DQO/ SO4Z.

A vinhaca de alambique se assemelha a vinhaca de destilaria proveniente da producéo
de etanol combustivel pois, também possui elevada carga orgénica. Contudo, como na producao
de cachaca ndo se utiliza acido sulfurico em nenhum dos processos produtivos como se é
utilizado na producdo do etanol, as concentracfes de sulfato nessas vinhacas sdo infimas.
Ressalta-se, ainda, que a vinhaca de alambique mantém a mesma complexidade composicional
de vinhagas geradas em usinas, sendo seu uso como substrato base mais adequado do que a

utilizagdo de “vinhagas sintéticas”, cuja composic¢ao destoa consideravelmente do efluente real.

Tabela 2 - Caracterizacdo composicional da vinhaca de alambique previamente a montagem dos reatores em
cada corrida experimental.

Bloco
Parametro .
I I i Validagéo

DQOT? 62767 62420 58640 60890

DQOs? 58733 60940 53600 59620
DQOs/DQOT 0,94 0,98 0,91 0,98
CH+? 4767 4300 5220 5340
HLa? 5555 4050 4122 3804
Gly? 3695 3743 3497 3756
SSv? 1712 1632 1662 1677
pH® 3,57 3,52 3,60 3,47
S0O4%2 305 339 310 355

DQO+/S04* 205,79 184,13 189,16 171,77

DQOs/SO4* 192,57 179,76 172,90 167,94

Notas: 2Concentracdo em mg L; PAdimensional.

Siglas: DQO+: demanda bioquimica de oxigénio total; DQOs: demanda bioquimica de oxigénio soltvel; CHx:
carboidratos totais; HLa: acido latico; Gly: glicerol; SO4%: sulfato; SSV: solidos suspensos volateis; pH: potencial
hidrogeniénico.

Fonte: Elaboragao propria.
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4.2 Reator Continuo: Aparato Experimental, Inoculagdo e Condi¢Ges Operacionais

O sistema experimental foi composto por um reator anaerdbio de leito estruturado (do
inglés, anaerobic structured-bed reactor, AnSTBR) em escala de bancada (volume total de 1,9
L) operado em condicdes acidogénicas. O reator foi confeccionado em acrilico transparente, e
alimentado por uma bomba peristaltica. O leito fixo foi formado por espuma PU. Na Figura 4
sdo apresentados detalhes do aparato experimental utilizado no presente estudo, incluindo
aspectos da montagem do reator e caracteristicas do material usado como suporte.

Figura 4 - Detalhamento do aparato experimental: (a) representacdo esquematica do reator e (b) detalhe do leito
estruturado de espuma de PU. Legenda: 1 - reservatdrio de vinhaga, 2 - bomba peristaltica, 3 - AnSTBR
acidogénico, 4 - selo hidrico, 5 - gasémetro.

(ﬂ) Hp+ 0 _I-I--L 5
!

NaOH

Alcalinizantes

O

Fonte: Elaboracao propria.

Tal experimento foi conduzido em condi¢Ges termofilicas de temperatura (55°C).
Estudos prévios indicaram as condi¢6es termofilicas como as mais adequadas para a producdo
de H> a partir da vinhaca (Ferraz Jr. et al.; 2014; Ferraz Jr.; Etchbehere; Zaiat, 2015a). Além
disso, ha de se salientar que a vinhaca é gerada em alta temperatura, o que favorece o trabalho

em temperaturas elevadas. O reator foi operado utilizando-se vinhaca como Unica fonte de
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carbono, de modo que, nesta etapa, a carga organica volumétrica aplicada (COVa) foi
incrementada (a partir da reducéo do TDH), buscando-se inicialmente definir condi¢Bes 6timas
para producéo de bioenergia, i.e., Hz na fase acidogénica.

O reator acidogénico foi inoculado a partir do processo de fermentacdo natural do
substrato, conforme metodologia previamente utilizada no sistema operado com vinhacga (Fuess
et al., 2016). Com o reator j& em operagdo, ndo se suplementou o substrato com nutrientes.
Utilizou-se apenas alcalinizantes para o ajuste do pH previamente a alimentacdo dos reatores
(hidréxido de sédio e, no caso particular da fase I11b, bicarbonato de sodio, Figura 3).

Estabeleceu-se uma segregacao para 0 monitoramento em cinco fases operacionais (la,
Ib, 11, I1la e 111b) distintas. Essencialmente, foram-se fixadas trés fases preponderantes segundo
o TDH aplicado, i.e, 24 h, 12 h e 6 h respectivamente (I, Il e I11). Posteriormente, na primeira
e terceira fases fixaram-se dois desdobramentos (la e 1b; Illa e I1lb) para as mesmas. A fase la
caracterizou-se pela utilizagdo da vinhaca da coleta C1, enquanto na fase Ib passou-se a utilizar
vinhaca de uma nova coleta, C2. Na fase Il foram usadas duas coletas diferentes, C2 e C3, sendo
a ultima utilizada também nas fases Illa e Illb. A fase Illb diferenciou-se pela adicdo de
NaHCO3 (1g NaHCOs/g DQO) no afluente aumentando o pH.

Detalhes das condigdes operacionais sao apresentados na Tabela 3. O escalonamento da
COVAa teve por objetivo a identificacdo de condi¢BGes operacionais 6timas para producdo de Ho.

Tabela 3 - Condicdes operacionais aplicadas no AnSTBR.

: : —
operF:csi?)nal TDH'(h)  Periodo (d) \(/(:Icr:lr:eatlg;j1 (kg-D%%\./rg'?’.d'l) ’?\Ida:lglaggf
la 24 1-66 Cl 25 Nao
Ib 24 67-105 C2 20 Nao
1 12 106-161 C2eC3 45 Nao
Ila 6 162-179 C3 90 Nao
b 6 180-186 C3 90 Sim

Notas: "Valores teoricos.
Fonte: Elaboragao propria.

4.3 Reatores em Batelada: Montagem e Condic¢des de Incubacéo

Tendo sido possivel verificar o estabelecimento de condi¢bes sulfetogéncias-
acidogéncias no primeiro experimento, analisando a dindmica da reducdo de sulfato e suas
potencialidades, levantou-se a necessidade de compreender quais sdo suas implicacdes na

recuperacao energética. A concomitancia da sulfetogénese e acidogénese viabiliza ndo sé uma
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maior recuperacdo energética do CHs4 em uma eventual separacdo de fases, como também
possibilita continuar produzindo H: no reator acidogénico, incrementando o balango energético
global. Sendo assim, fez-se necessario compreender como a atividade redutora de sulfato
impacta na produgéo de Hz, 0 que motivou um segundo experimento, dessa vez em um sistema
em modo batelada.

Foi utilizado como inéculo o lodo acidogénico obtido ao término da operacdo do
ANnSTBR, a partir da desmontagem do sistema. O teor de sélidos suspensos volateis (SSV)
apresentado no lodo acidogénico foi de 56,79 + 0,70 g L.

Os ensaios foram conduzidos em frascos do tipo Erlenmeyer com tampa de 250 mL de
volume nominal, os quais foram preenchidos com vinhaca de alambique diluida para uma DQO
total (DQOT) de 15 g/L. Os reatores foram inicialmente incubados em condicdes termofilicas
de temperatura (55°C) e velocidade de agitacdo na faixa de 100 rpm. A biomassa acidogénica
foi utilizada na inoculacéo dos reatores, procurando-se fixar uma relagdo A/M inicial de 5,0 g-
DQOr g SSV, a qual simulou a carga organica volumétrica especifica (COVE) 6tima para
producédo de H> em reatores acidogénicos (Anzola-Rojas et al., 2015; Fuess et al., 2016; Hafez
etal., 2010).

Os reatores foram colocados em uma camara com agitacdo (modelo Multitron PRO
Incubator Shaker — Infors HT, Infors AG, Bottmingen-Basel, Sui¢a), sendo a composic¢ao do
biogés foi monitorada por aproximadamente 7 d (168 h). Previamente & incubagdo na camara
de agitacdo, nitrogénio foi fluxionado nos frascos por 5 min para garantir o estabelecimento de
condicdes anaerobias.

As condigOes experimentais avaliadas foram definidas segundo um planejamento
experimental, o qual ocorreu por meio do delineamento do composto central rotacional (DCCR,
ou do inglés, central composite rotatable design - CCRD), assim como proposto por Rodrigues
e lemma (2014). Optou-se pela utilizacdo do DCCR uma vez que, 0 mesmo se torna interessante
frente aos resultados apresentados por possibilitar o calculo dos efeitos durante o experimento
e a anélise da superficie de resposta gerada. Os ensaios consideraram dois fatores, as relacdes
DQO/S04> e NaHCO3/DQO. Por isso, foram considerados 22, mais quatro condi¢des nos niveis
axiais (-1,41, +1,41) e um ponto central, resultando em nove condicdes.

Os valores de referéncia utilizados para as relagdes DQO/SO4%> e NaHCO3/DQO,
discriminados na Tabela 4, foram retirados da literatura. O valor maximo adotado para a relagédo
DQO/S04* foi de 25 (Fuess; Zaiat; Nascimento, 2019) e o minimo de 6,5 (Fuess; Rodrigues;
Garcia, 2017). Ja para a relacdo NaHCO3/DQO o valor maximo adotado foi de 0,5, que é um

valor usualmente aplicado em sistemas metanogénicos (Fuess, 2017). Além disso, estudos no
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contexto da acidogénese termofilica visando a producdo de H> (Fuess et al., 2020) indicam tal
valor como condigdo limite para o controle do pH em reatores continuos. Enquanto o valor
minimo para a relagdo NaHCO3/DQO foi de 0 por convencédo. Tal valor foi colocado como
nivel axial (-1,41; Tabela 4), dada a auséncia de significado fisico/préatico para valores negativos

da relagéo.

Tabela 4 - Valores utilizados para as relagdes DQO/SO4> e NaHCO3/DQO.

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
DQO/SO4* 2,71 6,5 15,75 25 28,80
NaHCO3/DQO 0 0,085 0,3 0,5 0,582

Fonte: Elaboragao propria.

Tendo-se postulado os valores dos niveis para ambos fatores envolvidos, elencou-se

entdo para cada condicdo as combinacdes possiveis desses fatores (Tabela 5).

Tabela 5 — Combinacao dos fatores por condicdo.

Condicdlo  DQO/SO4* NaHCO3/DQO
1 +1 +1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 -1 -1
5 -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 +1,41
8 0 -1,41
9 0 0

Fonte: Elaboragao propria.

Foram realizadas triplicatas genuinas onde a montagem dos reatores foi feita de forma
aleatoria. 1sso possibilitou uma minimizagdo de possiveis erros experimentais. A montagem das

triplicatas esta descrita na Tabela 6. E importante salientar que se buscou a partir desses blocos
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a elaboracédo de dois modelos matematicos que descrevessem a producdo de H: e a reducdo de
S04 (variaveis resposta) por meio de duas superficies de resposta. Realizou-se 0 ajuste dos
modelos quadraticos avaliando a significancia dos efeitos através de andlises de variancia

(ANOVA) com apoio do software Statistica.

Tabela 6 - Ordem aleat6ria proposta para a montagem dos reatores nos diferentes blocos do experimento.

Bloco | Bloco Il Bloco Il
4 1 6
8 4 4
5 6 2
7 5 7
9 9 3
1 7 5
6 2 8
3 8 9
2 3 1

Fonte: Elaboragdo propria.

Ademais, para a obtencdo das concentracdes desejadas de sulfato durante os ensaios foi

dosado sulfato de sédio (Na2SOa) nos reatores.

4.4 Monitoramento e Anélise de Desempenho dos Sistemas

Métodos analiticos comuns ao monitoramento da fase liquida dos reatores continuos e

em batelada incluiram as determinagdes de pH, DQOT, DQOs, CH, HLa, Gly, SSV e SO4*".
Os procedimentos referentes as analises de pH, DQOT, DQOs e SO4% s&o descritos no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (American Public Health
Association - APHA; American Water Works Association - AWWA; Water Environment
Federation - WEF, 2012). Por sua vez, as determinacdes de CH, HLa, Gly e &cidos organicos
volateis (AOV) sdo detalhadas respectivamente em Dubois et al. (1956), Taylor (1996),
Greenhill (2003) e Adorno, Hirasawa e Varesche (2014). Previamente as analises de DQOs,

CH, HLa, e Gly as amostras foram filtradas em membranas de 0,45 um.
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Com rela¢do ao monitoramento da fase gasosa, no sistema continuo a vazao de biogas
foi monitorada a partir do acoplamento de gasometro (modelo MGC-1 V30, Dr.-Ing. Ritter
Apparatebau GMBH & CO. KG, Bochum, Alemanha) diretamente ao headspace do reator,
enquanto que a composicdo foi avaliada, tanto no reator continuo como nos reatores em
batelada, por meio de cromatografia gasosa utilizando-se detector de condutividade térmica
(Pernaet al., 2013).

No sistema em batelada, a producéo de H: foi calculada de acordo com a Eq. (1)-(2),
nas quais 0s termos Cz, NH2, Veoletado, PH2 € Vheadspace SA0, respectivamente, a concentragéo de
H> na fase gasosa (mmol L), o nimero de mols de Hz (mmol), o volume de biogas coletado
para analise composicional (L), a producdo de H> (mmol) e o volume do headspace do reator
(L). Os termos “n” e “n-1” referem-se ao tempo nas quais a analise composicional foi
conduzida. A Eq. (2) descreve a produgéo de H> até o tempo n, i.e., o valor obtido apresenta
carater cumulativo, uma vez que nao foi realizada a despressurizagdo dos reatores. O termo
“CH2,n-1"Veoletadon-1” na Eq. (2) representa a perda de Hz pontual ocorrida na amostragem

realizada no tempo n-1.

Cyan = —Hzn (Eg. 1)

Vcoletado,n

PHZ,n = CHZ,n ’ Vheadspace + CHZ,n—l ) Vcoletado,n—l (Eq 2)

O desempenho dos reatores, continuo e em batelada, foi avaliado a partir das eficiéncias
de conversdo de CH (EC-CH; %), HLa (EC-HLa; %) e Gly (EC-Gly; %), eficiéncias de
remocao de DQOT (ER-DQOT; %) e/ou DQOs (ERDQOs; %) e eficiéncia de reducgéo de sulfato
(ERSO4%; %) para a fase liquida. Além de, no caso do reator continuo, producio volumétrica
de hidrogénio (PVH, NmL-H; Lt d!) e rendimento de hidrogénio (HY, do inglés hydrogen
yield; mmol-Hz g CH e mmol-H, g DQOrapiicada) para a fase gasosa. E nHz (mmol) para os
reatores em batelada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reator Continuo

5.1.1 Desempenho do Sistema na Reducéo de Sulfato

Durante os 186 dias de operacdo do AnSTBR foi possivel analisar de forma comparativa
como se deu a dindmica da reducdo de sulfato em condic¢des controladas que inicialmente
deveriam favorecer naturalmente a acidogénese. De modo a compreender tal dindmica avaliou-
se a ER-S04% em conjunto com o pH efluente, uma vez que, tais variaveis estio intimamente
relacionadas e juntas permitiram um melhor entendimento do comportamento do reator. 1sso
acontece, pois, a ocorréncia ou ndo de atividade redutora de sulfato depende do valor do pH
(superior a 6), o que ficou evidenciado desde o inicio da operacéo.

Figura 5 - Variacdo temporal de pH efluente nas diferentes fases operacionais.
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Figura 6 - Variacdes temporais da concentracdo de SO,% efluente e da ER-SO4? nas diferentes fases
operacionais.
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Fonte: Elaboragao propria.

Da partida do reator ao decorrer de toda a fase la o pH efluente apresentou valores
estritamente entre aproximadamente 6 e 7 (6,56 £ 0,37) com um comportamento decrescente
até estabilizar-se (Figura 5). Valores esses que se diferenciam dos encontrados na literatura
(Ferraz Jr. et al., 2014; Ferraz Jr.; Etchbehere; Zaiat, 2015a; Ferraz Jr.; Etchbehere; Zaiat,
2015b; Fuess et al., 2017; Fuess; Zaiat; Nascimento, 2019), onde tem-se que para sistemas
fermentativos com o emprego de vinhaca o pH efluente é 4cido, ficando entre 5 e 5,5 logo no
inicio da operacao, independente de outros aspectos como a configuracao do reator, temperatura
e material suporte.

Percebeu-se a manutengédo do pH efluente numa faixa superior a 6 quando néo houve a
adicdo de nenhum agente tamponante ao afluente. Comportamento anélogo somente foi antes
encontrado em estudos mediante & dosagem de NaHCOs a vinhaga (Fuess; Zaiat; Nascimento,
2019). Essa faixa de pH efluente sinalizou uma possivel rota metaboélica da sulfetogénese dentro
do reator. Foi possivel confirmar a presenca da sulfetogénese no sistema por meio da analise de
sulfato residual no efluente. Os resultados apontaram no periodo compreendido para a fase la
que a ER-SO4% apresentou elevado nivel de eficiéncia oscilando entre valores de 60% a 80%

(68,2 £ 15,0) sem um padrdo bem definido no espaco temporal (Figura 6).
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Algumas das hipoteses inicialmente levantadas para justificar o estabelecimento da
sulfetogénese consideraram a liberacdo de Hz no inicio do periodo de incubacéo por bactérias
fermentativas durante a acidificacdo da matéria organica prontamente disponivel possivelmente
estimulando a reducdo do sulfato por BRS hidrogenotroficas. Ou ainda a possibilidade da
utilizacdo da espuma PU ter favorecido o crescimento das BRS imobilizadas no material
suporte (Silva et al., 2006). De modo geral, a versatilidade das BRS faz com que elas tenham
vantagem na maioria das competicdes por substrato.

Por meio da Figura 7, foi possivel um melhor entendimento da ligacdo entre o pH
efluente e a ER-SO4>. Nela, pode-se observar de forma clara a ocorréncia da sulfetogénese nas
fases la e Illb, ambas caracterizadas pela presenca de atividade redutora de sulfato, com pelo

menos 40% de eficiéncia, associada a um pH efluente superior a 6.

Figura 7 - Compilado da variagdo temporal do pH efluente e ER-SO4*.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Ja no que se refere a conversao de substratos organicos comuns a vinhaca de cana-de-
acucar, como o HLa e Gly (Tabela 1), destaca-se que ambos apresentaram altas eficiéncias de
conversao, predominantemente acima de 80% para o HLa (Figura 8) e acima de 92% para o
Gly (Figura 9). A metabolizacdo desses substratos preferenciais contribui para a manutencédo

da sulfetogénese na fase la, e se estendeu as demais fases de operagdo. Observou-se ainda que
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nas fases la e Ib, em condicBes sulfetogénicas, as conversdes se apresentaram mais estaveis
temporalmente para ambos os parametros (la: EC-HL=88,4+3,6 e EC-GIY=98,2+0,4; Ib: EC-
HLa =88,1+1,3 e EC-Gly=98,1+1,0 (Figura 8-9).

Figura 8 - VariacGes temporais das concentracdes de HLa efluente e da EC-HLa nas diferentes fases
operacionais.
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Figura 9 - VariacGes temporais das concentragdes de Gly efluente e EC-Gly nas diferentes fases operacionais.
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O bom desempenho da reducdo de sulfato esteve associado ao acimulo dos acidos
organicos acético (HAc) e propidnico (HPr) (Figura 10). Por conseguinte, houve grandes
chances de a concentracdo de HAc durante a fermentacdo natural e da fase la (Figura 10) ter
resultado numa rota metabdlica por parte das BRS de oxidacdo incompleta, onde os substratos

organicos séo transformados em HAc (Zhou; Xing, 2015).

Figura 10 - Variacdo da producdo de AOV ao longo do tempo de operacdo do AnSTBR.
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Fonte: Elaboragéo prdpria.

A oxidacdo incompleta de HLa (Eg. 3; Zhou; Xing, 2015) e Gly (Eq. 4; (Bertolino et al.
2014) pelas BRS despende alcalinidade na forma de bicarbonato ao meio, consequentemente
elevando o valor do pH, que por sua vez, estimula incrementalmente as populagdes produtoras

de propionato (HPr), como ocorrido na fermentacdo natural e na fase la.
2HLa + SO4% — HS + 2HCO3 + H* + 2HAC (Eq. 3)
Gly + 1.25504* — 0,5HAC + 1,5H,CO3 + 0,5HCO3™ + 1,25Hs™ + 0,750H" + H20 (Eq. 4)

Em termos de EC-CH foi possivel observar valores entre 60 e 80% dentro de todo o

periodo de operacdo (Figura 11). Mas é interessante salientar que as maiores eficiéncias foram
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alcancadas nos dias de operacdo compreendidos entre o comeco da fase la e o final da fase Ib,
dias 1 a 105, quando ocorria a sulfetogénese no reator (Figura 11), mesmo sem adi¢do de
NaHCO:s.

Figura 11 - Variagdes temporais da concentracdo de CH efluente e da EC-CH nas diferentes fases operacionais.
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Fonte: Elaboragao propria.

A partir da fase Ib, houve um desfavorecimento gradual da sulfetogénese, o que ficou
evidenciado por uma gueda na eficiéncia da reducéo de sulfato de patamares de 40% até 0% e
também no pH efluente entre 5,0 e 5,3 (Figura 7). Assim como reportado por Hwang et al.
(2009) h& uma inibicéo do crescimento das BRS com a acidificagdo do meio, isto é, pH inferior
a 6.

Sendo assim, vale ressaltar que esse comportamento anémalo referente a sulfetogénse
no decorrer das fases la e 1b se deve exclusivamente a variagdo composicional da vinhaca entres
as coletas C1 e C2, desconsiderando-se qualquer possivel influéncia advinda da utilizacdo da
espuma de PU. Tal hipotese foi primeiramente notada pela diferenca nos valores de pH bruto
entre as coletas (Figura 12). E confirmada apds uma investigacdo detalhada durante a
caracterizagdo da vinhaca onde constatou-se uma elevada concentracdo de sodio (Na) na
primeira coleta. C1 apresentou uma concentracéo de Na equivalente a 700 mg L™, enquanto C2

apresentou um valor substancialmente inferior, 68 mg L.
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Figura 12 - Dispersdo dos valores de pH bruto nas diferentes fases operacionais, (x) dados outliers ¢ (®) valores
médios.
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Fonte: Elaboragao propria.

Convencionalmente a vinhaca da cana-de-agUcar possui concentracdes de sddio
inferiores a 100 mg L™ (Fuess; Rodrigues; Garcia, 2017; Fuess; Garcia; Zaiat, 2018). Logo, as
concentracdes encontradas em C1 possivelmente séo resultado de algum desvio operacional no
processo produtivo na industria. O sodio na vinhaca, aliada a conversdes realizadas pelas BRS
pode ter sido uma fonte interna de NaHCO3, que pode por sua vez ainda ter sido incrementada
pela utilizacdo de NaOH na corre¢do do pH para alimentacdo do reator. Consequentemente
houve um deslocamento do equilibrio na Eq. 5 para a esquerda, neutralizando os ions H+
advindo da etapa de acidogénese da digestdo anaerdbia, mantendo o pH elevado, acima de 6.

Condicéo essa analoga a sistemas que contam com dosagem de NaHCO3 ao substrato.

NaHCOs «> Na* + HCO3 (Eq. 5)

A partir do 87° dia de operacdo do AnSTBR a producgéo de &cidos organicos superou o
efeito tampé&o criado pelas fontes internas de NaHCO3, estabelecendo-se a acidogénese no
reator, que perdurou da fase Ib até o final da fase Illa (179° dia de operacdo). Somente na fase
I11b a atividade sulfetogénica foi retomada e de forma induzida pela dosagem de NaHCO3. O
que caracterizou um Otimo potencial de recuperacdo do sistema para 0 estabelecimento da
atividade redutora de sulfato. O reator respondeu rapidamente a adigdo de NaHCO3 (Figura 7)

0 que fez com que houvesse a retomada da sulfetogénese, caracterizando um 6timo potencial
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de recuperacdo da via metabdlica do sistema. O pH manteve-se novamente acima de 6 de forma
estrita e a ER-SO42" chegou a atingir 60% (Figura 7).

Frente aos resultados representados na Figura 10 notou-se que a producéo do H; esteve
diretamente associada a fermentacdo do tipo butirica (Figura 10) durante toda a operacao do
ANnSTBR. Ademais, as condic¢Oes sulfetogénicas ndo inibiram as populagdes produtoras de
acido butirico (HBu) (Figura 10). Na fase la as concentracdes de HBu chegaram a 8423 + 2214
mg-COD L muito superiores as de HAc que foram de 1789 + 494 mg-COD L. Resultados
esses que indicam o favorecimento de uma via hidrogenotrofica para as BRS, ou seja, tendo o
H2 como substrato (Eg. 6; Zhou; Xing, 2015).

4Ho + SO + H* — HS" + 4H,0 (Eg. 6)

A Eq. 7 representa 0 alongamento da cadeia de acidos carboxilicos via B-oxidacdo
reversa (Cavalcante et al., 2017), com a quebra do HLa e a liberacdo de acetil-CoA a ser
inicialmente incorporado ao HAc. O acumulo de HBu nas fases lla, 1lb e Illa (Figura 10)
favoreceu uma etapa de alongamento da cadeia para produzir acido capréico (HCa) em todas
as condigBes de operacdo, utilizando também a HLa como fonte de acetil-CoA (Eq. 8). A
manutencdo dos valores de pH, sempre acima de 5,0 durante todo o periodo de operacéo (Figura
5), favoreceu uma absorcdo continua de HLa (Eq. 7-8; Matsumoto; Nishimura, 2007,
Cavalcante et al., 2017) que explica os elevados valores de EC-HLa, ou seja, 78,8-90,6%
(Figura 8), como ja indicado anteriormente.

HAc + 2HLa — Hz + 1,5HBU + 2CO; + H20 (Eq. 7)

HLa + HBu — HCa + H,O + CO3 (Eq. 8)

Ha de se destacar ainda sobre os metabdlitos, as elevadas concentracfes de etanol
(EtOH) medidas durante toda a operacéo (Figura 10), sugerindo alguma participacao relevante
das fermentagdes etandlicas. O consumo de EtOH na fase la pode estar associado a atividade
sulfetogénica (Eq. 9; Zhou; Xing, 2015), porque o EtOH é um substrato comum utilizado por
populacdes de BRS (Cunha et al., 2020). Apesar do restabelecimento das condic¢des de reducao
de sulfato na fase Illb, a producdo de EtOH pode estar associada a producédo residual de H>

através da fermentacao tipo acetato-etanol (Eq. 10; Anzola-Rojas; Zaiat; De Wever, 2016). Esta
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via em particular também produz HAc, o que poderia explicar posteriormente as altas
concentracdes de HAc na referida fase.

2EtOH + S04 — HS" + 2H20 +H* + 2HAC (Eq. 9)

Glicose + H,0 — 2H; + 2CO; + EtOH + HAC (Eq. 10)

5.1.2 Desempenho do Sistema na Producdo de Hidrogénio

A producéo continua de biogés foi monitorada primordialmente visando-se quantificar
a geracao de Ho, produto de interesse oriundo das reacOes presentes na acidogénese. Desde o
primeiro dia de operacdo, monitoraram-se 0s valores percentuais da composicdo do biogas
gerado, 0s quais sdo apresentados na Figura 13.

E relevante destacar que as analises da composicdo do biogas indicaram o
estabelecimento de populacdes produtoras de H, em todas as fases. O percentual médio de H»
durante os 186 dias de operacdo foi de aproximadamente 20%, enquanto que, de forma
complementar, o percentual de CO, foi de aproximadamente 80%, uma vez que nao foi
observada producdo de CHas nas condigdes avaliadas. Vale ressaltar também ainda que as
fragcdes de H> e CO2 possam ser um pouco menores que os valores apresentados, uma vez que
ndo foi monitorado o H2S gasoso no reator.

Previamente ao detalhamento da evolugdo (aspectos quantitativos) dos padrdes de Ha,
salienta-se que devido a problemas funcionais do medidor de gas, conseguiu-se obter-se dados
apenas a partir do 80° dia de operagéo, durante a fase Ib.

A PVH (Figura 14) mostrou-se instavel durante o periodo de operacdo. Os picos
observados para essa variavel ocorreram proximo ao 108° e ao 157° dia de operacdo, onde a
PVH chegou a 850 mL H, Lt dia™ e 940 mL H, L dia?, respectivamente. Nesses periodos
houve mudancas de fase no reator com o incremento da COVa por meio da redugdo do TDH,
0 que justificou 0 aumento da producdo de H2. Por sua vez, proximo ao 150° dia, quando se
passou a utilizar a coleta C3 na alimentacgdo do reator houve outro pico da PVH que atingiu 640
mL H, L dia, que pode ter ocorrido pela alteragdo composicional da vinhaga sobretudo quanto
a parametros como DQO, CH e COV. O dltimo pico identificado, de 770 mL H Ldia™?, foi no
inicio da dltima fase operacional que se caracterizou pela adicdo de NaHCOs3, que nédo

necessariamente justifica o aumento descrito na produgéo de H». Pelo fato da fase Illb ter
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ocorrido no final da safra a disponibilidade de vinhaga foi limitada, inviabilizando a avaliagdo
dessa condigdo de operacdo por um periodo maior de tempo para tirar-se outras conclusdes, tais
como avaliar o patamar final da atividade sulfetogénica.

Enquanto isso, o HY (Figura 15) consequente da conversdo de CH, apresentou
comportamento analogo ao do gréafico de PVH. O maior valor obtido foi em torno de 15 mmol
H2 g"CH no 108° dia. Contudo os picos dos dias 150 e 157 apresentaram significativamente
menos expressivos para 0 HY em funcéo de CH, o mesmo pode ter ocorrido pela alteracdo na

composicao da vinhaca na coleta C3, devido a diminuicdo da concentracdo de CH presente na
vinhaca.

Figura 13 - Composicao do biogas (%) durante os dias de operagéo.
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Figura 14 — Producéo volumétrica de hidrogénio (PVH) durante os dias de operacao.
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Figura 15 - Rendimento de hidrogénio (HY) durante os dias de operac&o.
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Tempo de operacao (dias)

Os valores obtidos para PVH e HY foram considerados baixos, principalmente quando

comparados a resultados apontados em outros trabalhos. Ferraz Jr., Etchebehere e Zaiat (2015a)

obtiveram resultados inerentes ao monitoramento de um reator anaerébio de leito empacotado
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(do inglés, anaerobic packed-bed reactor, APBR) com polietileno de baixa densidade - PEBD
como material suporte tendo a vinhaga como substrato operado em condic¢Ges termofilicas,
observando valores médios de PVH=761,7 mL H. L* dia! e HY=1,6 mol H, g CH. Fuess
(2017) também trabalhou com um reator com a mesma configuracéo e condi¢des de operacao,
onde obteve os valores médios de PVH=789 mL H; L'dia e HY=1,5 mol H. g CH.

No entanto, é importante destacar-se que os valores de pico de PVH e HY obtiveram
valores préximos aos valores médios reportados tanto por Ferraz Jr., Etchebehere e Zaiat
(2015a) como por Fuess (2017).

Logo, tem-se que, em termos de producdo de H», o emprego de espuma PU ndo se
mostrou t&o vantajoso frente a outros materiais, como por exemplo, o PEBD, considerado uma

das melhores op¢des atualmente quando se busca unicamente obter uma maior producao de Ha.

5.1.3 Outras Variaveis da Fase Liquida

Ademais, sobre a DQO da vinhaca, notou-se que ela obteve valores totais muito
variaveis, perceptiveis principalmente com a mudanca das coletas da vinhaca utilizadas na
alimentacéo do reator. Por volta do 30° dia de operacdo a DQO+ apresentou cerca de 35000 mg
L, quando se utilizava a coleta C1, enquanto proximo ao 100° dia chegou a cerca de 15000 mg
L (Figura 16-17). No caso da DQOs o comportamento dos resultados apresentou um
comportamento semelhante.

Tanto a ER-DQOT como a ER-DQOs atingiram valores médios de no maximo 25% e
12%, respectivamente, nas diferentes fases operacionais (Figura 16-17). Tais valores eram
esperados, uma vez que, no processo acidogénico essa remocao é baixa, sendo necesséria a pos-
conversdo na fase metanogénica para obtencdo de maior eficiéncia de remocdo de matéria

organica, como apontado por Ferraz Jr. (2013).
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Figura 16 - Variacdo temporal da concentracdo da DQOr efluente e da ER-DQOr.
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Figura 17 - Variagéo temporal da concentracdo da DQOs efluente e da ER-DQOs,
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Fonte: Elaboracao propria.

Por fim, também se monitorou os teores de sélidos efluentes, mais especificamente

SSV, o qual reflete a fragdo organica sélido presente no meio.
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Figura 18 — Variacdo temporal da concentracdo de SSV nas diferentes fases operacionais.
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Fonte: Elaboragao propria.

A dispersédo de dados de SSV apresentou comportamento uniforme em todas as fases, e
todas as cinco médias ficaram entre 1000 e 1500 mg L (Figura 18).

5.2 Reatores em Batelada

Em decorréncia dos resultados observados no primeiro experimento e sucesso do
estabelecimento de um sistema sulfetogénicos-acidogeénico, i.e., com potencialidade tanto para
reducdo de sulfato como para producdo de Hz, buscando primordialmente, compreender a
dindmica da reducdo de sulfato, percebeu-se entdo que era necessario compreender também
suas implicagdes na recuperacdo de energia, 0 que motivou um novo experimento, dessa vez
em reatores em batelada. O foco nesse segundo experimento, portanto, foi compreender os
impactos da reducéo de sulfato na atividade hidrogenogénica e, consequentemente, no balango

energético global na digestdo anaerdbia da vinhacga de cana-de-agucar.

5.2.1 Efeito das Relagdes DQO/SO4% e NaHCO3/DQO na Producio de Hidrogénio

Realizadas todos os blocos para os diferentes ensaios em batelada do experimento,
aplicou-se 0 DCCR a fim de avaliar o efeito das varidveis DQO/SOs> e NaHCO3/DQO na
producéo de H». Foi utilizada a superficie de resposta, obtida a partir do ajuste de uma equacao
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quadrética usando a ANOVA para estabelecer os fatores significativos, e assim, avaliar a regido
Otima para a producdo de H- a partir da vinhaga de cana-de-agucar em sistemas sulfetogénicos-
acidogénicos.

As variaveis independentes foram estudadas em cinco niveis codificados (-1,41; -1; O;
+1; +1,41). O nivel de confianca adotado para o teste foi de 95%, isto é, foram considerados
como fatores significantes apenas os fatores em que p-valor < a.

Na Figura 19 estdo explicitados os valores médios dos pontos maximos de producéo de
hidrogénio dos trés blocos do experimento. Os ensaios que obtiveram os melhores desempenhos
foram o E2, com uma elevada concentracdo de sulfato, e 0 E8 que ndo teve a adicdo de
bicarbonato de sédio.

Em E2 pode-se concluir que o reator funcionou como um sistema
sulfetogénico-acidogénico de forma eficiente, ja que houve reducdo de sulfato (Figura 22) e
uma produgdo de H> com baixo impacto. Enquanto em E8 o sistema foi plenamente
acidogénico, pois ndo houve reducéo de sulfato (Figura 22).

Figura 19 - Valores médios de nH; encontrados durante as trés corridas do experimento para cada ensaio
realizado.
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Fonte: Elaboragdo propria.

Por sua vez, os ensaios E3, E4 e E5, os quais possuiam as concentracées mais elevadas

de SO4> foram os que obtiveram menor producdo de H,. Sendo assim, percebeu-se que a
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sulfetogénese impactou na producdo de H> nos sistemas sulfetogénicos-acidogénicos, com
excecdo do E2.

O efeito das relagies DQO/SO4> e NaHCO3/DQO sobre a produgdo de H; esteve de
acordo com a Figura 21. O modelo matematico que o descreve foi estabelecido de acordo com
a variacdo da resposta em funcéo das varidveis independentes codificadas e esté descrito na Eq.
11. Os termos X1 e Xz sdo as relagdes DQOT/SO4> e NaHCOs/DQOr, respectivamente,

representadas pelos valores codificados descritos na Tabela 5.

PH, (mmol) = 0,79 + 1,11x1 — 0,75x2 (Eq. 11)

O Teste de Pareto aplicado para o efeito das variaveis independentes esta representado
na Figura 20.

Figura 20 - Teste de Pareto para o efeito das variaveis independentes, DQO/SO4* e NaHCO3/DQO, na producéo
de hidrogénio.

X2 7.747782

X1 -5,24978

p=.05
Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Fonte: Elaboracdo prépria no software Statistica.

Enquanto isso, a adequacdo do modelo foi determinada por analise de variancia
(ANOVA) conforme apresentado nas Tabelas 7 e 8. As linhas destacadas em vermelho denotam

os fatores considerados significantes (p-valor < 0,05).
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Tabela 7 - ANOVA para o efeito das relagdes DQO/SO,* e NaHCO3/DQO na produgcéo de hidrogénio (F e p-

valor).
ooy o Rl viorer  pa
X1 7,41092 1 7,410918 59,50911 0,000000
X2 3,38381 1 3,383814 27,17177 0,000024
Erro 2,98882 24 0,124534
Total 13,78355 26

Fonte: Elaboragéo propria.



Tabela 8 - ANOVA para o efeito das relagdes DQO/SO4* e NaHCO3/DQO na producio de hidrogénio (coeficientes).
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ErTo -95% +95% Erro padrdo -95% +95%
Efeito ~ t(21) p-valor limite de limite de  Coeficiente do limite de limite de
padrédo . . o . .
confianca  confianga coeficiente  confianga  confianca
Média 0,795160 0,067644 11,75514 0,000000 0,65555  0,934769 0,795160 0,067644 0,655550 0,934769
X1 1,113750  0,143751  7,74778 0,000000 0,81706 1,410437 0,556875 0,071875 0,408531 0,705218
-0,525454  -0,228891

xi?2  -0,754345 0,143691 -5,24978 0,000022 -1,05091 -0,457781  -0,377172 0,071845

Fonte: Elaboragdo propria.
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A superficie de resposta (Figura 21) apresenta o nivel maximo resultante das interacdes
das variaveis independentes na variavel de resposta, producao de H.. Observou-se a partir das
zonas vermelho escuras das figuras que, quanto maior a relagdo DQO/SQO4%, i.e., menor a

concentragéo de sulfato, e menor a relacdo NaHCO3/DQO, maior a producdo de Hz nos reatores.

Figura 21 - Superficie de resposta da interagdo entre as relages DQO/SO4* e NaHCO3/DQO na producio de
hidrogénio: (a) em uma dimens&o, (b) em trés dimensdes.
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Fonte: Elaboragdo propria no software Statistica.

O modelo obtido foi ainda validado utilizando-se ainda uma rodada adicional de
experimentos (VH.) aplicando a maior razdo DQO/SO4* (28,8; valor codificado = +1,41) e a
menor razdo NaHCO3/DQO (0; valor codificado = —1,41), a partir da qual obteve-se um PH>
experimental de 1,67 + 0,08 mmol, ou seja, correspondendo a 49,0% do valor previsto pelo
modelo (Eg. 11; 3,41 mmol).

5.2.2 Efeito das Relagdes DQO/SOs* e NaHCO3/DQO na Redugéo de Sulfato

Analogamente ao realizado para a producédo de H», aplicou-se 0 DCCR, dessa vez para
avaliar o efeito das variaveis DQO/SOs* e NaHCO3/DQO na reducgdo de SOs*. Visando
encontrar a regido 6tima para a redugdo de SO4> também foi utilizada a superficie de resposta,
de modo a complementar o entendimento de sistemas sulfetogénicos-acidogénicos obtidos.
Consideraram-se as mesmas variaveis independentes e 0 mesmo nivel de confianca para 0s
fatores, 95%.
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De acordo com a Figura 22 pode-se notar que a maioria dos ensaios obteve valores
satisfatorios no que se refere a ER-SO4%, superando 90% em E1, E2, E3, E6, E7 e E9. Jd em
E5 a ER- SO4% chegou a atingir, em uma das corridas, o valor maximo de cerca de 50%. Apesar
do pH do reator (Figura 23) ter ficado na faixa entre 6 e 8, propicia para a atividade
sulfetogénica, a ER-SO4? apresentou valores médios. Uma hipdtese para tal ocorrido, foi a
elevada concentragdo SO4% no ensaio, ja que 0 mesmo representava a condicio axial -1,41, de
maior quantidade de sulfato (ou menor razio DQO/SO4%).

Como ja mencionado anteriormente no item 5.2.1 em E8 ndo houve reducdo de sulfato
(Figura 22). Nesse caso, o reator funcionou de forma estritamente acidogénica e o pH foi um
limitante para a reducdo de SO4>. A néo adi¢io de NaHCOj3 associada & producéo de acidos
organicos oriundos da acidogénese, mantiveram o pH abaixo de 5 (Figura 23) em todas as

corridas em E8, desfavorecendo a sulfetogénese.

Figura 22 - Variacéo dos valores de ER-SO,* para cada ensaio nas diferentes corridas realizadas.
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Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 23 - Variagéo dos valores de pH para cada ensaio nas diferentes corridas realizadas.
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Fonte: Elaboragao propria.

O efeito linear e quadratico das relagdes DQO/SO4> e NaHCO3/DQO foram observados

quanto ao consumo de SO4% de acordo com a Figura 25. O modelo matematico que o descreve

foi estabelecido d

codificadas e esta

e acordo com a variacdo da resposta em funcao das variaveis independentes

descrito na Eq. 12. Os termos X1 € X2 &0 as relagdes DQOT/S04> e NaHCOs/

DQOr, respectivamente, representadas pelos valores codificados descritos na Tabela 5.

S0.2 consumido

(mmol) = 1,15 — 1,51x1 + 0,72x1% + 0,54x2 — 0,41x2° (Eq. 12)

O Teste de Pareto aplicado para o efeito das variaveis independentes esta representado na

Figura 24.
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Figura 24 - Teste de Pareto para o efeito das variaveis independentes, DQO/SO,* e NaHCO3/DQO, na reducio

de sulfato.
X2 4,294753
X12 3,443638
x2° 1,98315
p=.05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Fonte: Elaboragdo propria no software Statistica.

E a adequacdo do modelo foi determinada por anélise de variancia (ANOVA) conforme
apresentado nas Tabelas 9 e 10. As linhas destacadas em vermelho denotam os fatores

considerados significantes.

Tabela 9 - ANOVA para o efeito das relages DQO/SO4* e NaHCO3/DQO na reducdo de sulfato (F e p-valor).

el Cand QO viger  ponlr
X1 13,63859 1 13,63859 144,3630 0,000000
X1 1,12034 1 1,12034 11,8586 0,002317
X2 1,74257 1 1,74257 18,4449 0,000294
X2 0,37156 1 0,37156 3,9329 0,059971
Erro 2,07843 22 0,09447

Total 21,35193 26

Fonte: Elaboracao propria.



Tabela 10 - ANOVA para o efeito das relagdes DQO/SO.* e NaHCO3/DQO na reducdo de sulfato (coeficientes).
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Erro -95% +95% Erro padréo -95% +95%

Efeito < t(21) p-valor limite de limite de  Coeficiente do limite de limite de
padréo . . o . .

confianca  confianca coeficiente  confianga  confianca
Média  1,15232 0,177581 6,4890 0,000002  0,78404 1,52060 1,152316 0,177581 0,784036 1,520596
X1 -1,51051  0,125718 -12,0151 0,000000 -1,77124  -1,24979  -0,755257 0,062859  -0,885618 -0,624896
X12 0,71992  0,209058  3,4436 0,002317  0,28636 1,15348 0,359960 0,104529 0,143180  0,576741
X2 0,53976  0,125680 4,2948 0,000294  0,27912 0,80041 0,269882 0,062840 0,139560  0,400204
X2 -0,41455 0,209035 -1,9832 0,059971 -0,84806 0,01896 -0,207274 0,104517  -0,424030  0,009482

Fonte: Elaborag&o propria.
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O nivel 6timo resultante das interagdes das variaveis independentes na variavel de
resposta, reducdo de SO4> esta representado na superficie de resposta (Figura 25), nas zonas
vermelho escuras. Percebeu-se que guanto maior a relacdo NaHCO3/DQO e menor a relagédo
DQO/S04%, mais eficiente serd a redugio de SO4% presente no meio.

Figura 25 - Superficie de resposta da interacéo entre as relages DQO/SO4* e NaHCO3/DQO na redugéo de

sulfato: (a) em uma dimensao, (b) em trés dimensdes.
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Fonte: Elaboragdo propria no software Statistica.

O ensaio de validagdo, VSO4*, foi realizado utilizando o maior valor da relacio
NaHCO3/DQO (0,582; valor codificado = +1,41) e 0 menor para a relagio DQO/SO.> (2,71;
valor codificado = —1,41). Todavia, diferentemente do esperado, ndo houve reducéo de sulfato
em nenhuma das corridas do ensaio (Figura 22). Analisando-se a Figura 23 pode-se perceber
gue o pH se manteve acima de 6 nas trés corridas. Vale destacar que essa é uma faixa de pH
que deveria favorecer a sulfetogénese.

Foi levantada a hip6tese de inibicdo da sulfetogénese pela presenca de s6dio em excesso,
ja que esse ensaio contou com as maiores concentragfes de NaxSO4 e NaHCO3 (concentracéo
de sodio estimada em 5,34 g L. Para verificar tal hipotese foram realizadas mais duas corridas,
uma na condic&o E5 e outra na condicio VSO, substituindo-se, todavia, o Na;SO4 por sulfato
de amonio, i.e., (NH4)2SO4. Tal estratégia objetivou eliminar a interferéncia de concentracdes
elevadas de sodio. As eficiéncias de remocdo de sulfato atingiram valores proximos a 50% nos
dois casos, sendo equivalentes ao previamente observado em E5 (Figura 22). O padrdo
observado indica que houve de fato a inibicdo do consumo do sulfato pela presenca acentuada

de sodio no primeiro ensaio de validagdo (dosagem de Na,SO4). Contudo, a equivaléncia entre
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os valores de ER-SO4% nos ensaios E5 (independentemente da fonte de sulfato) e VSOs*
(usando-se (NH4)2SOg4) indica que a reducdo completa de sulfato ocorreria apenas em um tempo
de incubacédo superior ao avaliado nos ensaios.

No entanto, a resposta do DCCR né&o foi prejudicada por eventos de inibicdo derivados
do sodio, de modo que o modelo (Eqg. 12) foi validado satisfatoriamente, conforme evidenciado
pela comparacdo do SO4> consumido experimental (3,16 + 0,09 mmol) com o valor previsto

pelo modelo (4,66 mmol), ou seja, uma correspondéncia de 67,8%.

5.2.3 Conversdo de Substratos Organicos

Durante a operacdo dos reatores em batelada também foram monitoradas outras
varidveis da fase liquida que complementaram as analises. No que se refere a DQOs houve
constancia de eficiéncia de remocao, majoritariamente na faixa de 10% a 20% (Figura 26), que
é um valor esperado haja visto que, na acidogénese a remoc¢do de DQO ndo atinge valores
elevados, principalmente quando comparados & metanogénese, fase da digestao anaerdbia onde

ocorre a maior parte da remoc¢édo da DQO.

Figura 26 - Variagdo dos valores de ER-DQOs para cada ensaio nas diferentes corridas realizadas.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Em termos de EC-CH, a mesma apresentou-se superior a 80% em todos 0s ensaios, com
excecdo aos ensaios E8 e VH: (Figura 27). Ha de se salientar que para ambos os ensaios o pH
foi inferior a 6 (Figura 23) e ndo houve remogéo de SO4* em nenhum deles (Figura 22). Logo,
ocorreu maior consumo de carboidratos nos sistemas sulfetogénicos-acidogénicos do que nos
exclusivamente acidogénicos, possivelmente pela diversidade da biomassa e a concomitancia
de diferentes rotas metabdlicas nesses sistemas.

Ja a EC-HLa variou consideravelmente entre os ensaios. Em alguns casos atingindo
100% de eficiéncia, como em E2 e E4 (Figura 28) e em outros sendo nula ou muito baixa, como
nos ensaios E8 e VH> (Figura 28). O HLa é um substrato preferencial na metabolizacdo da
biomassa acidogénica, ndo era esperado que a eficiéncia de consumo do mesmo atingisse esses
valores, e sim, que a EC-HLa se assemelhasse a EC-Gly, com comportamento constante e
atingindo altos niveis de consumo, superiores a 90% para todos os ensaios (Figura 29).
Possivelmente, o baixo pH observado nos referidos ensaios limitou o consumo de HLa,
conforme previamente reportado para um reator acidogénico continuo alimentado com vinhaca,
i.e., 0 acimulo de HLa em pH < 5,0 (Fuess; Zaiat; Oller, 2019).

Figura 27 - Variacdo dos valores de EC-CH para cada ensaio nas diferentes corridas realizadas.
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Fonte: Elaboragdo propria.



Figura 28 - Variacdo dos valores de EC-HLa para cada ensaio nas diferentes corridas realizadas.
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Fonte: Elaboragdo propria.

Figura 29 - Variag8o dos valores de EC-Gly para cada ensaio nas diferentes corridas realizadas.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados elencados no dado trabalho foi possivel concluir que, houve o
estabelecimento de um sistema sulfetogénico-acidogénico no AnSTBR, possibilitando a
reducdo de sulfato durante parte consideravel da operacdo mesmo frente a producéo de acidos
organicos pela biomassa. A efetividade da sulfetogénese esteve intimamente correlacionada
com a composicdo da vinhaga, em especial, no caso do presente estudo, as elevadas
concentracOes de sodio observadas. Houve, assim, um efeito tamp&o no sistema, estimulando o
crescimento das BRS num pH superior a 6, por meio de um mecanismo que se assemelha ao
“estoque de NaHCO3”.

No que se refere a producdo de Ho, ela se apresentou relativamente baixa comparada a
sistemas exclusivamente acidogéncios alimentados com vinhaca da cana-de-agUcar. Ademais,
sobre a utilizacdo da espuma de PU como material suporte para a imobilizacdo da biomassa,
ndo houveram resultados expressivos que correlacionassem a utilizagdo a um favorecimento do
crescimento das BRS e a um incremento na producao de Ho.

Visando compreender os impactos da sulfetogénese na acidogénese, de acordo com as
superficies de resposta obtidas a producdo de H: serd mais eficiente quanto menor for a relagéo
NaHCO3/DQO e maior a relagio DQO/SO4* e a reducio de SO42 é otimizada quanto maior a
relagio NaHCO3/DQO e menor a relagio DQO/SO4%.

Por conseguinte, observou-se que a sulfetogénese impactou negativamente na producao
de hidrogénio na maior parte dos ensaios executados, por influéncia do pH como um limitante,
jaque o mesmo se manteve estritamente acima de 6, salvaguardado nos ensaios onde ndo houve
a adicdo do agente tamponante, NaHCOs. Portanto, o valor de 0,085 (-1) para a relagdo
NaHCO3/DQO foi o valor minimo para manter o pH e, consequentemente, a sulfetogénese.

Ja para a relagdo DQO/SOs* o valor axial negativo de 2,71 (-1,41) foi o mais
desvantajoso para a reducdo de sulfato, sendo que para esse valor a ER-SO4% foi cerca de 50%,
pois, possivelmente a concentragdo de sulfato estava em excesso. Logo, a relagdo DQO/SO4*
ndo apresentou um valor limitrofe para o estabelecimento da sulfetogénese dentro da faixa de
valores testados (0 a 0,582), estando a mesma garantida quando a relagdo NaHCO3/DQO néo

for nula.
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