UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE SAO CARLOS

ENGENHARIA AMBIENTAL

FERNANDA ABRANTES NASCIMBENI

Avaliacédo da producéo biologica de hidrogénio em
reator em batelada sob condicao termofila

Sao Carlos, SP

2013



AUTORIZO A REPRODUGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO,
POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS
DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

N244a

Nascimbeni, Fernanda Abrantes

Avaliacdo da producédo bioldgica de hidrogénio em
reator em batelada sob condicdo termdéfila / Fernanda
Abrantes Nascimbeni; orientadora Maria Bernadete
Amadncio Varesche. Sdo Carlos, 2013.

Monografia (Graduacdo em Engenharia Ambiental) --
Escola de Engenharia de S&o Carlos da Universidade de
Sdo Paulo, 2013.

1. hidrogénio. 2. fermentacdo. 3. sacarose. 4.
bacilos gram-positivos. I. Titulo.




Fernanda Abrantes Nascimbeni

Avaliacdo da producéo bioldgica de hidrogénio em
reator em batelada sob condicéo termoéfila

Monografia apresentada a Escola de
Engenharia de S&o Carlos da Universidade
de S8o Paulo, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Engenharia
Ambiental.

Orientadora: Prof. Dra. Maria Bernadete Amancio Varesche

Séo Carlos, SP

2013



FOLHA DE APROVACAO

Candidato(a): Fernanda Abrantes Nascimbeni

Monografia defendida e aprovada em: 08/02/2013 pela Comisdo Julgadora:

Maria Bernadete Amancio Varesche Silva

@ J\C.f. \r\«-(.: \x e

Sandra Imaculada Maintinglﬁar}

A 7 o -
Carolina Zampol Lazaro = ™

)

\

55 .

~. O“' J ’
rof. D¥\M:m>ﬁ% Zaiat
Coordenador da Disciplina 180 91- Trabalho de Graduagao




AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, que acreditaram em mim até nos momentos que nem eu

mesma acreditei.

A professora Dra. Maria Bernadete Amancio Varesche, pela

oportunidade e orientac&o no trabalho.

A Carol Zampol, pela orientacdo e auxilio durante todas as fases do

trabalho.

Ao pessoal do LPB: Janja, Isabel, Sandra, Tiago, Dago e todos os outros

gue sempre se mostraram dispostos a ajudar quando precisei.

A Universidade de S&o Paulo, por propiciar todas as experiéncias

vivenciadas na graduacao.

Aos “Persores”, pela amizade, incentivo e ajuda em todos os periodos
da faculdade. Em especial ao Guto e ao Marco, pelas sugestdes e auxilios

durante este trabalho.

Meus sinceros agradecimentos.






S \EZES EU ACHO QUE O MOICIO
MAIS &8N0 DE GUE EXSTEM FORMAS
OE WA WTELIGENTE FORA DA TERRA
£ QUE NENHUMA DELAS TENTOU
/ ENTRAR EM CONTATO CONQSCO.



RESUMO

Nascimbeni, F. A. - Avaliacdo da producéo biologica de hidrogénio em
reator em batelada sob condi¢cdo termdfila. — Monografia (Trabalho de
Graduacdao) - Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Séo
Paulo. Sao Carlos, 2013.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a producédo de
hidrogénio por consércio microbiano enriquecido em reatores anaerobios
em batelada & 55°C utilizando sacarose como substrato.

Para a obtencdo e enriquecimento do consorcio de bactérias
anaerobias produtoras de hidrogénio realizou-se tratamento térmico de
in6culo proveniente de lodo de reator UASB utilizado no tratamento de
aguas residuéarias de abatedouro de aves. Tal in6culo foi utilizado em
ensaios de avaliacdo da producdo de H,, realizados em triplicata, em
meio de cultivo Del Nery (1987) modificado com adi¢cdo de sacarose como
substrato em diferentes concentracfes (0,6; 1,2; 2,1 e 5,5 g/L) e pH inicial
ajustado a 5,5.

Observou-se ocorréncia de selecdo da comunidade microbiana,
composta por bacilos gram-positivos, durante o enriquecimento da
biomassa.

Em todos os reatores foi observada producéao de H,. O rendimento
méaximo de producdo (1,68 mol H, / mol sacarose) foi observado no
ensaio com 2,1 g/L de sacarose, com 21% de conversdo teorica de
sacarose a hidrogénio. Sob tal condicéo foi observada a menor producao
de acido acético (21,80 mg/L) e a maior producéo de etanol (74,29 mg/L).

De acordo com andlises de DGGE, é possivel concluir que a
concentragdo de substrato influenciou na selecdo da comunidade
microbiana. O ensaio com menor rendimento de producédo de H, (0,6 g/L
de sacarose iniciais), apresentou maior diversidade microbiana, ou seja,

menor purificacdo da comunidade microbiana.

Palavras-chave: hidrogénio, fermentacéo, sacarose, bacilos gram-

positivos.






ABSTRACT

Nascimbeni, F. A. - Evaluation of biological hydrogen production in batch
reactor under thermophilic condition — Monograph (Bachelor Thesis) -

School of Engineering of Sdo Carlos, University of Sdo Paulo, 2013.

This study aimed to evaluate the hydrogen production by enriched
microbial consortium in anaerobic batch reactors at 55°C using sucrose as
substrate.

To obtain a consortium of anaerobic hydrogen producing bacteria,
thermal treatment was done with the inoculum from a UASB reactor used
in wastewater treatment of poultry slaughterhouse. This inoculum was
used in tests assessing the production of H, performed in triplicate in Del
Nery (1987) culture medium modified by the addition of sucrose as
substrate at different concentrations (0,6; 1,2; 2,1 and 5,5 g/L) and initial
pH adjusted to 5,5.

The microbial consortium consisted predominantly by gram-positive
bacilli.

For all sucrose concentrations it was observed H2 production. The
highest hydrogen yield was 1,68 mol H,/mol sucrose for the assay with 2,1
g sucrose /L. It represents 21% of theoretical yield. This same assay
showed the lowest production of acetic acid (21,80 mg/L) and the highest
production of ethanol (74,29 mg/L).

According to DGGE analysis, it is possible to conclude that
substrate concentration influenced the microbial population’s selection.
The assay with a lower yield of H, (0,6 g sucrose/L) showed higher

microbial diversity, that is, less purification of microbial community.

Keywords: hydrogen, fermentation, sucrose, gram-positive bacilli.
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1 INTRODUCAO

A revolugdo industrial marcou significativamente o inicio de um
processo de modificagbes da humanidade para com a economia, a
tecnologia e o meio ambiente. Tal revolugdo representou o grande
aumento na utilizacdo de combustiveis fosseis como fonte de energia.
Primeiramente, o carvdo vegetal em maquinas a vapor e, posteriormente,
a utilizacdo de derivados de petréleo.

A partir da grande crise do petroleo, que ocorreu na década de 70,
passou-se a buscar alternativas energéticas a fim de suprir a utilizacdo do
petréleo e, neste cenario, o hidrogénio surgiu como uma possivel nova
fonte de energia. Atualmente, sabe-se que 80% da demanda global de
energia provém de combustiveis fosseis que, além de ndo serem
renovaveis, sdo uma grande ameaca para o equilibrio do planeta por
serem muito poluentes (BBC, 2012). Em tal cenario, o hidrogénio destaca-
se como um combustivel alternativo devido a sua eficiéncia elevada de
conversao, reciclabilidade e de natureza néo poluente.

O hidrogénio pode ser produzido a partir de combustiveis fosseis,
agua e biomassa. A estabilidade de processos bioldgicos de producado de
hidrogénio dependem de fatores como pH, alcalinidade, temperatura,
carga organica, concentragdo de compostos téxicos ou inibidores e tempo
de detencéo hidraulica (FUJISHIMA et al., 2000). Para que o processo de
bioproducéo de hidrogénio seja estavel, faz-se necessario, muitas vezes,

o controle dos parametros operacionais.



Os processos de producdo biolégica de hidrogénio podem ser
classificados em trés categorias principais: biofotélise da agua utilizando
algas e cianobactérias; fotodecomposicdo de compostos organicos por
bactérias fotossintéticas (fotofermentacdo) e producédo fermentativa de
hidrogénio a partir de residuos organicos (HALLENBECK & GHOSH,
2009).

Dentre os processos bioldgicos, a fermentacdo é indicada como a
melhor opcéo para a producdo do gas hidrogénio. Isto porque € possivel
produzir hidrogénio constantemente em biorreator a partir de substratos
organicos, com velocidade alta de producdo e sem necessidade de
fornecimento de luz, como nédo ocorre no processo fototréfico de producao
de H,. Além disso, existe a possibilidade de utilizacdo de substratos
simples, tais como acucares puros (glicose e sacarose), e também aguas
residuarias, como, por exemplo, melaco de cana-de-acucar
(NICODEMOS et al., 2008).

Também deve ser considerado que, em processos bioldgicos
fermentativos, ha a producdo de acidos organicos concomitantemente
com hidrogénio, o que também torna interessante 0s processos de
tratamento de efluentes, pois, além da possivel utilizacdo do hidrogénio
gerado, subprodutos, como &cidos graxos volateis (AGVs), também
podem ser aproveitados. Assim, € possivel agregar valor ao tratamento
através de seus subprodutos, intensificando o interesse econdmico pelo

processo, além de benéfico ao meio-ambiente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a produgdo de hidrogénio utilizando concentracdes

diferentes de sacarose, em condig&o termofila.

2.2 Objetivos Especificos
I. Obter consorcio de bactérias anaerdbias termofilas
produtoras de hidrogénio a partir de lodo granulado mesdfilo;
[I.  Avaliar a producdo de hidrogénio utilizando concentragdes
diferentes de sacarose;
lll.  Avaliar a geracéo de acidos organicos e alcoois;

IV. Caracterizar a diversidade morfoldgica microbiana.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Hidrogénio

O hidrogénio, elemento composto por um préton e um elétron, é o
mais leve e abundante no universo, perfazendo cerca de trés quartos de
toda a matéria. E encontrado em combinacdes com outros elementos, isto
porque é um elemento de grande instabilidade e, consequentemente,
bastante reativo. No estado livre s6 pode ser encontrado na atmosfera em
pequenas quantidades (MMA, 2012).

O hidrogénio possui elevado calor de combustdo comparado a
outros combustiveis: enquanto a queima do metano e do etanol liberam
50 e 26,5 kJ/g, respectivamente, a queima do hidrogénio libera 121 kJ/g,
tendo como subproduto um mol de &gua, conforme Reacdo 1

(BARTACEK et al., 2007).
1, @)
H, + EO < H,0 AH = —242 kj/mol

O fato do hidrogénio produzir apenas agua quando € queimado
como combustivel ou convertido a eletricidade, faz com que seja
considerado um combustivel ndo poluente (WANG & WAN, 2009).

Das & Veziroglu (2001) citam que, entre suas aplicacdes, o
hidrogénio tem sido utilizado como reagente nos processos de
hidrogenacéo, para remoc¢ao quimica de oxigénio e para evitar processos
de oxidacdo e corrosdao de materiais. Atualmente, tem-se observado
também o aumento consideravel dos estudos sobre o potencial do

hidrogénio como carreador de energia (LEITE et al, 2008).



3.2 Producdo biologica de hidrogénio

Segundo Vijayaraghavan e Soom (2004), 96% da geracdo de
hidrogénio no mundo provém de processos de producéo de hidrogénio a
partir de combustiveis fosseis. Estes processos de producdo séo 0s
seguintes: (a) reforma do gas natural; (b) craqgueamento térmico do gas
natural; (c) oxidacdo parcial de hidrocarbonetos; e (d) gaseificacdo do
carvao. A partir da agua, a obtencao de hidrogénio ocorre, principalmente,
por eletrélise, fotdlise, processos termoquimicos, decomposicdo termal
direta e producdo biolégica. A partir da decomposicdo da biomassa
também é possivel produzir hidrogénio pela gaseificacdo ou pirdlise com
emissdo de mistura dos seguintes gases: Hy, CH4, CO, COze N, (DAS &
VEZIROGLU, 2001).

Certos microrganismos, 0s quais possuem a enzima hidrogenase,
tem a capacidade de produzir hidrogénio por meio da combinacdo de

prétons (H) e elétrons () (Reacéo 2).
2Ht +2e~ © H, (2)

A hidrogenase associa-se ao sistema de transporte de elétrons e
torna-se inativa na presenca de oxigénio, caracteristica que pode dificultar
0 processo de enriquecimento e purificacdo desta enzima, a fim de ser
utilizada em processos de producéo de hidrogénio (VIGNAIS & BILLOUD,
2007).

A producdo biolégica de hidrogénio ¢é realizada pelos
microorganismos por meio de duas vias principais: fermentacdo e
fotossintese. Processos fotossintéticos incluem a biofotolise de agua por

meio da aplicacio de algas e cianobactérias, enquanto a



fotodecomposicdo de compostos organicos ocorre pela acao de bactérias
fototréficas anoxigénicas. A producao fermentativa de hidrogénio a partir
de compostos organicos ocorre a partir da aplicacdo de bactérias
fermentativas (NANDI & SENGUPTA, 1998). Destaca-se também a
possibilidade de obtencdo desse gas por meio da aplicacdo de sistema
hibrido em reator em condicédo fermentativa e fototréfica, separadamente
(DAS & VERIROGLU, 2001).

Dentre as formas de obtencao bioldgica de hidrogénio, a producao
fermentativa é tecnicamente simples, utilizando matérias-primas
renovaveis, como carboidratos, constituintes das aguas residuarias (HAN
& SHIN, 2004). A utilizacdo de matérias-primas renovaveis independe da
disponibilidade de combustiveis fésseis, que contribuem para o aumento
da concentracdo de gases do efeito estufa decorrentes da sua
combustao.

A etapa fermentativa da digestdo anaerébia de residuos organicos
€ 0 processo chave na producéo de hidrogénio. Isto porque é nesta etapa
gue microrganismos acidogénicos decompdem carboidratos, tais como
glicose e sacarose, em H,, CO, e AGVs.

Kim & Kim (2012) analisaram diversas fontes de carbono (tais
como sacarose, xilose, glicose, amido, entre outras) em reator em
batelada (250 mL) com pH inicial ajustado a 6,8 e bloqueio da queda
abaixo de 5,5 através da adicdo de NaOH 1 N. A partir da analise de
acidos organicos, os autores verificaram que as fontes de carbono podem
regular vias metabdlicas, resultando em quantidades diferentes de

producédo de acido organico e, consequentemente, diferentes rendimentos



de H,. O ensaio com 3 g DQO/L de xilose resultou no menor rendimento
de producéo de H; (1,77 mol Hz/mol hexose), na maior producao de acido
latico (554 mg DQOI/L) e na segunda menor producédo de acido butirico
(780 mg DQOI/L). O ensaio com 3 g DQO/L de sacarose resultou no maior
rendimento de producdo de H, (3,17 mol H,/mol hexose), na maior
producao de acido acético (1.279 mg DQOI/L), na terceira menor producéo
de &cido butirico (822 mg DQOI/L) e nao foi detectada producdo de acido

latico.

A conversdo da sacarose a hidrogénio e acido acético pode ser
observada na Reacédo 3 e a conversdo da sacarose a hidrogénio e acido

butirico pode ser observada na Reacéo 4.

Cy2H,,0,1 + 5H,0 - 4CH;COOH + 4CO, + 8H, ©)

Cy,H,,04; + 5H,0 - 2CH;CH,CH,COOH + 4CO, + 4H, (4)

Acido acético e acido butirico sdo os principais produtos finais da
fermentagcdo, com rendimento maximo de hidrogénio de 8 e 4 mol de
H./mol de sacarose, respectivamente. Na prética, entretanto, outros
produtos sdo identificados, tais como acido propidnico, acido isobutirico e
acido caproico (DAS & VEZIROGLU, 2001).

Além disso, a fermentacdo da sacarose pode assumir a rota de
producdo de etanol, conforme a Reacgéo 5, na qual ndo ocorre produgéo
de hidrogénio, e a rota de producdo de etanol e hidrogénio
concomitantemente, apresentada na Reacdo 6, com rendimento maximo
de producéo de 4 mol H,/mol sacarose (ZHU et al., 2009; RODRIGUES,

2011).



C;,H,,04; + H,0 — 4CH;CH,OH + 4CO, (5)

Cy,H,,011 + 3H,0 - 2CH;CH,0H + 2CH;COOH + 4CO, + 4H, (6)

Uma série de fatores podem afetar a producao bioldgica, tais como

tipo de substrato, origem do inéculo, pH e temperatura.

3.3 Substratos utilizados na producéao de hidrogénio

Segundo Hallenbeck (2004), a geragéao de hidrogénio por meio do
processo fermentativo pode ocorrer a partir da utilizacdo de diversos
substratos, com culturas mistas ou puras.

A glicose é o substrato mais utilizado, seguido pela sacarose
(FERNANDES, 2008). Esta situacao justifica-se devido a tais carboidratos
serem substratos facilmente degradaveis, o que facilita o entendimento do
processo. Apesar disso, vem crescendo a quantidade de pesquisas com
substratos mais complexos, tal como agua residuéria.

A sacarose (Ci2H22017), utilizada como substrato no presente
estudo, € um glicidio formado por uma molécula de glicose e uma de
frutose. Esta substancia encontra-se em abundancia na cana-de-acucar,

frutas e beterraba. A estrutura molecular da sacarose, bem como sua

constituicdo, pode ser observada na Figura 3.1.

CH,OH

(0}
F OH unidade de glicose
HO

OH

(0}
HOCH, - O~_
[ unidade de frutose

CH,OH

HO
(sacarose)

Figura 3.1 - Estrutura Molecular da Sacarose


http://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%ADcido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Frutose
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Tal acucar pode ser facilmente encontrado em aguas residuarias
de diversas industrias, principalmente do ramo alimenticio e de bebidas,
além da possibilidade de ser encontrada em esgoto domeéstico
(MAINTINGUER et al., 2008), o que também justifica a escolha de tal

glicidio como substrato.

3.4 Microrganismos termofilicos utilizados para producdo de
hidrogénio

Diversas fontes de inéculo podem ser utilizadas para producéo de
hidrogénio. Desde culturas puras até culturas mistas, que podem ser
encontradas, por exemplo, em diversos lodos de sistemas de tratamento
anaerobio de efluentes.

Os microrganismos relacionados a producdo biologica de
hidrogénio sdo classificados em quatro grupos: anaerébios estritos,
anaerobios facultativos, aerobios e fototroficos (FANG et al.,, 2006).
Dentre as bactérias fermentativas podem-se citar as espécies Clostridium,
anaerobios estritos, e Entherobacter e Bacillus, que sdo microrganismos
facultativos (MADIGAN et al., 2004).

Na utilizacdo de inbéculos com diversos microrganismos, como
lodos de sistemas de tratamento de efluentes, é necessario realizar pré-
tratamentos a fim de inibir a atividade de microrganismos metanogénicos,
que consomem o hidrogénio no processo de producédo de metano (KIM et
al., 2006).

Dentre o0s métodos utilizados para suprimir a atividade

metanogénica, destaca-se o tratamento térmico descrito por Kim et al.
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(2006). Contudo, Kraemer & Bagley (2007) afirmaram que o tratamento
térmico pode prejudicar a producdo de hidrogénio. Isto porque tal
tratamento ird selecionar somente os microrganismos formadores de
endosporos. Entretanto, alguns microrganismos que nhao possuem
capacidade de esporular, tais como Enterobacter e Citrobacter, também
sao capazes de produzir hidrogénio.

Espécies de Clostridium sdo as mais citadas na bibliografia como
produtoras anaerdbias de hidrogénio. Tais espécies sdo Gram-positivas e
acidofilicas (desenvolvem-se melhor em pH acido, com valor préximo a 4)
(FANG et al., 2006).

Microorganismos termofilicos, tais como o0s do género
Thermoanaerobacterium e Caloramator, também sé&o identificados como
produtores de hidrogénio (LIU et al., 2003; SHIN & YOUN, 2005; HNIMAN
et al., 2010).

Bactérias acidogénicas, como Clostridium e Bacillus, possuem
capacidade de formar endésporos a fim de se protegerem de condicdes
desfavoraveis, tais como condi¢cdes extremas de acidez, alcalinidade,
temperaturas e dessecacao (auséncia de umidade no meio) (MADIGAN et

al., 2004).

3.5 Influéncia do pH na producéao biologica de hidrogénio

O controle do pH é extremamente importante, uma vez que
influencia diretamente a velocidade de producéo de hidrogénio e a acao
de microrganismos hidrogenotroficos (consumidores de hidrogénio)

(FANG & LIU, 2002).
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Lay et al. (1999) constataram que valor de pH abaixo de 4,7 inibiu a
atividade da hidrogenase, essencial para o processo de producédo de
hidrogénio. Segundo MU et al. (2007), valor de pH 5,5 otimiza a produgéo

de hidrogénio.

3.6 Influéncia da temperatura na producéao bioldgica de hidrogénio

A temperatura esta diretamente associada com a atividade
microbiana e com a solubilidade do hidrogénio na fase aquosa. Segundo
a Lei de Henry, temperaturas elevadas reduzem a solubilidade de gases
na fase aquosa e, consequentemente, sua interagdo com 0s
microrganismos presentes no processo, o que desfavorece o consumo do
gas para geracdo de outros produtos do processo fermentativo.
Hallenbeck (2005) afirma que rendimentos mais elevados sao obtidos em
processo fermentativo em condi¢cdo termofila quando comparado com
aguele de condicdo mesdfila.

Além disso, o estudo de producédo de hidrogénio em temperaturas
elevadas é importante, ja que diversas aguas residuarias, potenciais
fontes de producdo de hidrogénio, sdo lancadas nestas temperaturas,
como, por exemplo, a vinhaca de cana-de-aclUcar, que € emitida dos
aparelhos de destilacdo de 85 a 90°C (ROSSETTO, 1987).

Segundo Levin et al. (2006) e Yokoyama et al. (2007), para
Clostridium thermocellum e Clostridium cellulosi, a temperatura 6tima de
producéo foi a 60°C. Contudo, Mu et al. (2007) observaram 34,6°C como

temperatura 6tima para a producdo de hidrogénio para cultura mista em
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reator em batelada (5L), com in6culo proveniente de reator anaerébio de

fluxo ascendente utilizado para tratamento de agua residuaria de citrato.

3.7 Producdo biolégica de H, em reatores alimentados com
sacarose

Khanal et al. (2004) pesquisaram producao bioldgica de hidrogénio
a partir de sacarose e amido (ambos com 150 g/L) em valores iniciais
diferentes de pH. Os autores realizaram os experimentos em reatores em
batelada de 250 mL, sob condigdo anaerébia, a 37+1°C, 180 rpm de
agitacao e indculo proveniente de composteira. Os melhores resultados
obtidos com a utilizacdo do substrato sacarose ocorreram em pH 4,5, com
producdo acumulada de hidrogénio de 350 mL e rendimento de producéo
de hidrogénio de 214 mL de H,/g DQO.

Os autores (Op. cit) verificaram a producdo de diversos
subprodutos, tais como acido acético, propidnico e butirico. Os niveis de
acido propidnico detectados foram consistentemente mais elevados que
0s niveis de acido acético e acido butirico. A partir dos subprodutos
presentes, os autores (Op. cit.) inferiram que existiam no consorcio
microbiano outras espécies de Clostridium, além de Clostridium butiricum,
tais como Clostridium articum, Clostridium novyi e Clostridium
propionicum. O produto principal do metabolismo de Clostridium butiricum
€ 0 acido butirico, cuja concentracao ndo foi elevada. Desse modo,
provavelmente outras espécies de Clostridium fizeram parte do consorcio

microbiano. Tal fato refor¢a a perspectiva de utilizacdo de culturas mistas
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como fontes mais viaveis na producao bioldgica de hidrogénio a partir de
fermentacdo (KHANAL et al., 2004).

Fan et al. (2004) utilizaram sacarose como substrato (2, 3,4,5e 6
g/L) e in6culo proveniente de estrume de gado para producéo biolégica de
hidrogénio. Os ensaios foram montados em frascos de 100 mL em
batelada, a 36+1°C, sob 150 rpm de agitacdo. Foi realizado choque
térmico como tratamento do indculo. Os resultados experimentais
demonstraram que a concentracdo de substrato e pH 6timo para os
compostos geradores de gas de hidrogénio foram de 4,0+0,5 g/L de
sacarose e 5,4+0,2, respectivamente. Os autores concluiram que 0s
microrganismos foram similares a espécies de Clostridium.

Os autores citados anteriormente obtiveram 90 mL de H/g
sacarose como rendimento maximo de hidrogénio no ensaio com pH de
5,440,2 , e 4+0,5 g/L de sacarose. Além disso, ndo ocorreu deteccédo de
metanogénese em todo o estudo.

Van Ginkel et al. (2005) avaliaram o potencial de producéo
biolégica de hidrogénio a partir de aguas residuarias de diferentes
indUstrias alimenticias. Os autores verificaram 60% de H, no biogas a
partir de todas as aguas residuarias e nao foi detectado gas metano. Os
ensaios foram realizados a partir de aguas residuarias de quatro
diferentes processos alimenticios: uma industria de processamento de
maca, uma de processamento de batata e duas industrias de confeitaria.

Os autores (Op. cit.) obtiveram maior rendimento de producéao de
gas hidrogénio (0,17 = 0.01 L Hy/ g DQO) com a utilizacdo de agua

residuaria de industria de confeitaria, que possuia 0,6 g/L DQO e pH 6,3.
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O segundo maior indice de producéao (0,14=* 0.01 L H,/ g DQO) ocorreu

com a utilizacdo de agua residuaria de industria de processamento de
batata, que possuia 21 g/L de DQO e pH 6,4. Os autores observaram,
para dguas residudrias reais, remocdes de 6 a 7% de DQO, indices mais
baixos de remocdo de matéria organica em relacdo a utilizacdo de
compostos puros, como glicose e sacarose. Nesses Ultimos casos, sdo
removidos de 9 a 17% de DQO (VAN GINKEL et al., 2001; LOGAN et al.,
2002). Provavelmente, o ocorrido deveu-se aos componentes de aguas
residuarias possuirem pesos moleculares mais elevados do que o0s
acucares simples, além do fato de que a natureza das particulas dos
componentes presentes nas aguas residuarias ser mais complexa.

Hawkes et al. (2008) usaram 10 g/L de racdo de trigo como
substrato em biorreator (10 L), inoculado com lodo de sistema de
tratamento de esgoto. A racdo de trigo € um coproduto da industria de
farinha de trigo utilizado para alimentacdo animal. Os reatores foram
mantidos em pH 5,5, a 35°C. A operacao ocorreu de modo semi-continuo,
com tempo de detencdo hidraulica de 15 horas. Sob tais condicdes, os
autores obtiveram producéo de 56 m3 H,/ton de peso seco de racdo de
trigo. Os autores concluiram que o biohidrogénio produzido a partir de 1,2
milhdes de toneladas por ano de racdo de trigo que sao geradas no Reino
Unido seria mais do que duas vezes 0 necessario de combustivel para o
transporte utilizado pela indastria de farinha do mesmo pais.

Wang & Wan (2008) avaliaram a bioproducdo de hidrogénio em
reatores em batelada, utilizando glicose (0 a 300 g/L) como substrato, a

35°C e pH inicial 7,0. O potencial de producdo de hidrogénio e a
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velocidade de producao do referido gas aumentaram com a concentragao
crescente de substrato de 0 a 25 g/L. O potencial maximo de producao de
H, foi de 426,8 mL e taxa maxima de producédo de 15,1 mL/h, ambos
obtidos com 25 g/L de glicose. Contudo, o rendimento maximo de
hidrogénio (384,3 mL Hy/g glicose) e a eficiéncia maxima de degradacao
do substrato (97,6%) ocorreram no ensaio realizado com 2 g/L de
substrato.

Maintinguer et al. (2008 e 2011) realizaram estudos para obtencao
e caracterizacao filogenética de consoércio microbiano utilizado em reator
anaerobio em batelada (2L) aplicado a producdo de hidrogénio. Tais
pesquisas foram realizadas nas seguintes condicfes: pH inicial ajustado a
5,5 , temperatura controlada em 37°C e 100% do headspace com gas
hélio, a fim de garantir condicdo anaerdbia. O indculo utilizado foi
proveniente de lodo granulado de reator UASB de tratamento de aguas
residudrias de suinocultura, que recebeu tratamento térmico a fim de
obter consorcio de bactérias produtoras de hidrogénio.

Os estudos foram realizados utilizando sacarose (630 mg/L , 1185
mg/L , 1816 mg/L e 4128 mg/L) (Maintinguer et al., 2008) e xilose (630
mg/L, 1341 mg/L, 1848 mg/L e 3588 mg/L) (Maintinguer et al., 2011)
como substratos. Em todos os ensaios ocorreu producéo de hidrogénio,
com os seguintes rendimentos: 15% (1,2 mol H,/mol sacarose), 20% (1,6
mol H,/mol sacarose), 15% (1,2 mol H,/mol sacarose), 4% (0,3 mol Hy/mol
sacarose), 3% (0,2 mol H,/mol xilose), 8% (0,5 mol Hy/mol xilose), 10%
(0,6 mol Hy/mol xilose) e 14% (0,8 mol H,/mol xilose), respectivamente.

Em todos os reatores foram detectados etanol, acido acético e acido
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butirico. Em nenhum dos ensaios foi detectado metano. A morfologia
predominante foi de bacilos Gram-positivos e formadores de endésporos.
Por meio de analise molecular foram verificadas bactérias semelhantes a
Clostridium, Burkolderia, Klebsiella e bactérias néo cultivadas.

Kim & Kim (2012) avaliaram a producdo de hidrogénio com
diferentes fontes de carbono (sacarose, xilose, glicose, amido, entre
outras), sob condicdo termofila (60 °C) e anaerdbia, com pH inicial
ajustado a 6,8, utilizando in6culo proveniente de reator anaeroébio utilizado
no tratamento de residuos de processamento de tofu. O rendimento de
producdo de hidrogénio obtido no ensaio realizado com sacarose em que
o pH nao foi controlado foi de 2,44 mol Hy/mol hexose, com 93,4% de
remocao do substrato.

Assim, a necessidade de buscar novas fontes de energia e
alternativas de tratamento para aguas residuarias em temperaturas
elevadas justifica o presente estudo, que objetiva a avaliagdo da producao

bioldgica de hidrogénio em reator em batelada sob condicao termofila.
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4  MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado de acordo com o fluxograma
experimental apresentado na Figura 4.1.

Os ensaios de bioprodugdo do gas hidrogénio, bem como o
enriquecimento do consorcio microbiano, foram realizados em reatores de
batelada com headspace preenchido com N, (100%) para garantir
condicdo anaeroObia, e mantidos em incubadora sob condi¢do termofilica
(55°C).

Todos os ensaios foram realizados em frascos lacrados com
volume total de 2,3 L, sendo 1,1 L de volume reacional e 1,2 L de
headspace. Utilizou-se sacarose em diferentes concentra¢cdes como fonte
de carbono, meio de cultivo descrito por Del Nery (1987) modificado
(conforme item 4.2) e pH ajustado a 5,5 com solucéo de acido sulfarico
(H2SO4) (2 M). Destaca-se que todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
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Figura 4.1 - Fluxograma experimental
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4.1 Ino6culo

O inoculo utilizado foi lodo granulado de reator anaerébio de fluxo
ascendente e manta de lodo (UASB) utilizado no tratamento de agua
residuaria de abatedouro de aves cedido pela Avicola Dacar Industrial
S.A., localizada em Tieté - SP.

Primeiramente, 400 mL do lodo foi fragmentado através de
maceramento a fim de romper os granulos e, posteriormente, foi
submetido ao tratamento térmico conforme descrito por Kim et al. (2006).
Esse procedimento foi realizado com a finalidade de selecionar as
bactérias formadoras de enddsporos, tais como aquelas dos géneros
Clostridium e Bacillus, descritas na literatura como produtoras de
hidrogénio, além de eliminar as arquéias metanogénicas, consumidoras

do referido gas.

4.2 Meio de Cultivo

O meio de cultura utilizado foi o descrito por Del Nery (1987)
(Tabela 4.1), composto pelas solucbes A, B, C, D; preparadas
separadamente e armazenadas em frascos sob refrigeracdo. Além destas
solucbes, foram adicionadas ureia, peptona e solucbes de vitaminas
(WIDDEL & PFENNING, 1984), preparadas individualmente em condigcéo
de assepsia, nas concentracdes apresentadas naTabela 4.2.

O pH inicial do meio foi ajustado a 5,5 (FANG & LIU, 2002; MU et
al., 2007). Utilizou-se solucdo de acido sulfurico (2 M) para o ajuste do

pH.
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O meio de cultivo foi filtrado em membrana 0,22 um, em sistema de
filtracdo Millipore®, previamente esterilizado com a finalidade de manter
condicdo asséptica. Seguidamente, foi fluxionado gas N, (100%) durante
20 minutos na solugdo e no headspace a fim de garantir condicao

anaerobia do sistema.

Tabela 4.1 - Composicao do substrato sintético

Composto Concentragao
Solucéo A:

NiSO,4.6H,0 (0,5 g/L)

FeS0,4.7H,0 (2,5 g/L) 2 mL/L

FeCls.6H,0 (0,25 g/L)
CoCl,.2H,0 (0,04 g/L)

Solucéo B:
2 mL/L
CaCl,.6H,0 (2,06 g/L)
Solucéo C:
2 mL/L
SeO, (0,144 g/L)
Solucéo D:
KH,PO, (5,36 g/L
2PO4 ( g/L) 2 mL/L

K,HPO4 (1,30 g/L)

Na;HPO,4.H,0O (2,76 g/L)

Ureia 40 mg/L
Fonte: Del Nery (1987)




23

Tabela 4.2 - Compostos adicionados ao meio de cultivo

Composto Concentracao

Peptona * 1g/L

Solucéo de Vitamina 1: **

o 1 mL/L
Vitamina B12 (40 mg/L)

Solucéo de Vitaminas 2: **
acido p-aminobenzéico (40 mg/L) 1 mL/L
biotina (10 mg/L)

*Fonte: Maintinguer et al. (2008)
**Fonte: Widdel & Pfennig (1984)

4.3 Enriquecimento do consdrcio microbiano

ApGs o tratamento térmico do indculo, descrito no item 4.1, o lodo
granulado foi enriquecido em frascos Duran® lacrados, com headspace
preenchido com gas N, (100%), com meio de cultivo descrito no item 4.2,
acrescido de 2 g/L de sacarose e pH inicial ajustado a 5,5. Os reatores
foram mantidos em incubadoras sob condi¢éo termofilica (55°C) ao longo
de oito semanas. Durante este periodo, realizou-se repique da biomassa
repetidas vezes. Para realizacdo do repique, a biomassa foi centrifugada
por 5 minutos a 11.000 rpm e 4°C, em condigdo asséptica, a fim de

concentra-la e, por fim, adicionar novo meio de cultivo.

4.4 Ensaios de producédo de hidrogénio e acidos organicos

Apés a obtencdo e enriquecimento do consoércio microbiano,
utilizou-se 0 mesmo como indculo para os ensaios de avaliacdo da
producdo de gas hidrogénio e acidos organicos em reatores em batelada
com meio de cultura descrito no item 4.2, acrescido de sacarose (0,6; 1,2;

2,1e5,5q¢glL).
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Todos os ensaios foram realizados em triplicada, em frascos com
volume total de 2,3 L, sendo 1,1 L de volume reacional e 1,2 L de
headspace. Além disso, o pH inicial foi ajustado a 5,5 em todos os
ensaios.

Anteriormente a realizagcdo dos ensaios fixou-se que a retirada de
amostras liquidas, logo apés o fechamento de cada frasco, seria de 100
mL e as retiradas continuas de amostras ndo ultrapassariam 10% do
volume reacional, a fim de ndo alterar as condi¢cdes experimentais.

Durante a realizacdo dos ensaios, a composicdo do biogas foi
analisada periodicamente por meio da retirada de amostras gasosas de
250 pL do headspace com auxilio de seringa com trava. A Figura 4.2
apresenta desenho esquematico dos reatores utilizados e a amostragem

do biogas.

Seringa

Biogas
(Headspace)

Volume reacional

Figura 4.2 - Modelo esquemaético do reator em batelada e retirada de amostra
gasosa

4.5 Andlises cromatograficas
A composi¢do do biogas foi analisada por meio da retirada de

amostras (250 pL) do headspace dos reatores em todos os ensaios de
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producdo de hidrogénio. A analise foi realizada em cromatografo gasoso
(GC 2010, Shimadzu®), equipado com detector de condutividade térmica
(TCD — Thermal Conductivity Detector) e coluna CarboxenTM 1010 PLOT
(30 m x 0,53 mm, Supelco), com argbnio como gas de arraste (grau
cromatografico). A temperatura do injetor foi 220°C, a do detector 230°C e
130°C a temperatura da coluna, com aquecimento de 46°C min™ até
135°C.

As determinacfes de alcoois e acidos organicos foram realizadas
em cromatografo gasoso (GC 2010, Shimadzu®) com coluna HP-
INNOWAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), e detector de ionizacdo de
chama (FID) utilizando hidrogénio como gas de arraste, ar sintético e

nitrogénio como gases auxiliares.

4.6 Avaliacdo do consumo de substrato
Para avaliacdo do consumo de substrato ao longo do experimento,
a concentracdo da sacarose foi determinada pelo método colorimétrico

descrito por Dubois et al. (1956), adaptado por Herbert et al. (1971).

4.7 Andlises Microbioldgicas
Ao final dos ensaios, foram realizadas analises microscépicas e

moleculares da biomassa dos reatores, conforme apresentados a seguir.

4.7.1. Analises microscopicas
A partir de amostras de biomassa coletadas dos reatores foram
realizadas analises de microscopia Optica de luz comum utilizando o

microscopio Olympus BX-60, acoplado a camera para captura de imagens
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(Evolution QE, Media Cybernetics Inc., USA), e software Image Pro-Plus
4.5.

Além disso, também foi utilizada coloracdo diferencial de Gram
para a caracterizacdo do consorcio microbiano, conforme procedimento
padrdo, nas quais células Gram-positivas colorem-se de azul e células

Gram-negativas colorem-se em vermelho (DMS, 1991).

4.7.2. DGGE

Para a andlise de eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), foram utilizadas
amostras de biomassa dos ensaios de producdo de hidrogénio com
concentracfes diferentes de substrato, as quais foram coletadas ao
término dos experimentos. A extracdo de DNA foi realizada segundo
protocolo de Griffiths et al. (2000) modificado, descrito por Maintinguer et
al. (2008).

Para esta analise, foi realizada amplificacdo dos fragmentos do
RNAr 16S utilizando-se iniciadores especificos para o Dominio Bacteria:
968 FGC (5-AACGCGAAGAACCTTAC-3’) (NIELSEN et al.,1999) e 1392
R (5-AACGGGCGGTGTGTAC-3’) (FANG et al., 2002) com GC clamp (5’-
CGC CCG CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGGG - 3)).

O gel foi preparado com gradiente desnaturante nas concentracdes
de 45 % e 65 %. O sistema utilizado foi DGGE D CodeTM — Universal
Mutation Detection System (Bio-Rad, Inc., Hercules, Califérnia). As

condicbes de eletroforese foram as seguintes: temperatura constante de
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60°C, 75 V por 16 horas. O gel foi corado com solugédo TAE 1X contendo
1 g.mL™ de brometo de etideo por 10 minutos. O aparelho utilizado para
leitura do padrdo de bandas do gel foi transiluminador UV (Stratagene —
Eagle Eye TM Ill), sob exposicdo a luz UV (254nm), acoplado ao
computador com o software Eaglesight (Stratagene — versdo 3.22).
Dendrograma foi construido usando software Bionumerics versao 2.5,

com coeficiente de Jaccard.

4.8. Ajuste dos dados experimentais

Fez-se uso do software Origin® 6.1 (Origin Lab Corporation),
utilizando o algoritimo de Levenberg-Marquadt através da ferramenta
'‘Non-linear Curve Fit', para ajustar os pontos obtidos experimentalmente
de producdo cumulativa de hidrogénio com a equacdo do modelo de
Gompertz modificada (5) (ZWIETERING et al., 1990). Tal modelo é
considerado adequado para descrever a producao de biogas em ensaios

realizados em batelada.

H(t) = P.exp {—exp [% A=t + 1]} (%)

Sendo:

P = potencial de produgé&o de hidrogénio (mmol);

Rm = taxa maxima de producéo de hidrogénio (mmol/h);
A = periodo da fase lag (h);

e =2,718281828.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo e enriquecimento do consdrcio microbiano

Na Figura 5.1 estdo representados o0s reatores em batelada
utilizados na etapa de obtencdo e enriquecimento do consorcio

microbiano produtor de gas hidrogénio.

Figura 5.1 - Reatores anaerdbios para obtencao e enriquecimento do consorcio
microbiano produtor de H,: etapas AaD

A duracao da purificacdo e enriquecimento da biomassa, conforme

os frascos apresentados na Figura 5.1, encontra-se na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Tempo de enriquecimento apds o tratamento do inéculo

Frasco Tempo de enriquecimento
(Figura 5.1) (semanas)
A 0

B 2
C 5
D 7
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5.2 Ensaios de producao de hidrogénio

Os ensaios de producdo de hidrogénio foram realizados com
diferentes concentracbes de sacarose (0,6; 1,2; 2,1 e 55 g/L), em
temperatura termdfila (55°C) e condicdo anaerobia. Os resultados de
consumo de substrato, producdo acumulada de hidrogénio, potencial de
producdo de hidrogénio, rendimento de producdo de hidrogénio e
producdo de acidos organicos e alcoois, relativos a todos os ensaios,
serdo apresentados neste item.

Em todos os ensaios realizados foi observada geracdo do gas
hidrogénio, acido acético, etanol e ndo foi observada geracédo de metano.

Utilizou-se o modelo de Gompertz modificado para realizar o ajuste
dos dados experimentais de producdo de hidrogénio (Figura 5.2).
Considerou-se que o ajuste realizado com este modelo foi apropriado,
pois os valores do coeficiente de determinacdo (R2) obtidos foram

superiores a 0,9 para todos 0s ensaios.
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Figura 5.2 - Producao acumulada de hidrogénio ajustados ao modelo modificado de Gompertz nos ensaios com (A) 0,6 g/L; (B) 1,2 g/L ; (C) 2,1 g/L e (D) 5,5 g/L de
sacarose



32

A partir do modelo de Gompertz modificado, extrairam-se o0s
seguintes parametros: potencial de producdo de hidrogénio (mmol), taxa
méaxima de producdo de hidrogénio (mmol/h) e duragdo da fase lag (h),
apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Pardmetros obtidos por meio do modelo de Gompertz modificado

Sacarose (g/L)

Parametros
(A) (B) (©€) (D)

Concentracéo de inicial 0,6 1,2 2,1 55
sacarose (g/L) final 0,01 0,2 1,6 4,9
*Potencial de

producéo de H, (mmol) 1,06 2,00 2,92 3,44
dzaﬁi‘_mé‘;'”(";gil'}’g;’d“‘?ao 0,32 0,09 0,16 0,22
*fase lag (h) 2,36 2,29 1,60 0,97
*R2? 0,93 0,91 0,96 0,98

Observou-se que o potencial de producdo de H, foi de 1,06; 2,00;
292 e 3,44 mmol para 0,6; 1,2; 2,1 e 55 ¢g/L de sacarose,
respectivamente. A relacéo entre o potencial de producéao de hidrogénio e
a concentracao inicial de substrato nos ensaios pode ser observada na

Figura 5.3.
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Figura 5.3 — Relacéo entre potencial de producéo de hidrogénio (P) e concentragéo
inicial de sacarose

Através do modelo de Gompertz modificado também se obteve a
taxa maxima de producao de hidrogénio (Tabela 5.2). Esta taxa variou de
0,09 a 0,32 mmol/h nos ensaios com 1,2 e 0,6 g/L de sacarose,
respectivamente. Destaca-se que os valores de taxa maxima de producao
também néo seguiram a tendéncia do potencial de producéo de biogas e
de producdo acumulada de hidrogénio, tampouco a tendéncia observada
no rendimento de producao de H,.

Além destes, obteve-se um terceiro parametro através do modelo
de Gompertz modificado: a duracdo da fase lag (apresentada naTabela
5.2). A relacao entre a duracéo desta fase de adaptacdo e a concentracéo

inicial de sacarose pode ser observada na Figura 5.4.
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Figura 5.4 — Relagéo entre duracéo da fase lag e concentracéo inicial de sacarose

Os demais resultados dos ensaios realizados,

5,00 6,00

referentes ao

consumo de substrato, producédo acumulada de hidrogénio, producdo de

acidos organicos e alcoois, sao apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Resultados obtidos nos ensaios de produc¢éo de hidrogénio

Sacarose (g/L)

Parametros
(A) (B) ©) (D)

Concentracéo de inicial 0,6 1,2 2,1 55
sacarose (g/L) final 0,01 0,2 1,6 4,9
Tempo de duracgéo do ensaio (h) 94,0 93,7 1111 109,3
Producdo acumulada

de H, (umoliL) 968,99 1.679,78 2.456,49 2.992,30
Acido acético (mg/L) 128,08 49,17 21,80 22,09
Etanol (mg/L) 63,28 68,92 74,29 67,25

E possivel observar que a producéo acumulada de hidrogénio, bem

como o potencial de produgdo do mesmo gas, aumentou conforme o
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aumento da concentracdo de substrato. Contudo, esta tendéncia néo foi
observada na eficiéncia de conversao teérica de sacarose a hidrogénio e
no rendimento de producdo de H,, cujos maiores indices foram
observados no ensaio com 2,1 g/L de sacarose (21% e 1,68 mol H,/mol
sacarose, respectivamente).

Destaca-se que, também neste ensaio, com 2,1 g/L de sacarose,
verificou-se a menor producédo de acido acético (21,80 mg/L) e a maior
producdo de etanol (74,29 mg/L). Este resultado foi diferente do
esperado, ja que a rota com maior conversao de sacarose a hidrogénio é
a com producao de acido acético, conforme apresentado na Reacéo 3.

A razdo entre o potencial de producdo de hidrogénio e a
guantidade de sacarose consumida expressa o0 rendimento de producao
de hidrogénio (mol Hy/mol sacarose). Tal parametro € importante na
avaliacdo da viabilidade econdmica de processos, jA que 0 mesmo
representa a producdo do gas por quantidade de substrato consumido.

Os resultados de rendimento obtidos dos ensaios realizados, em
mol Hy/mol sacarose e a eficiéncia de conversao tedrica, em porcentagem

estdo apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Rendimento de conversado de sacarose a hidrogénio e eficiéncia de
conversdo tedrica

Eficiéncia de

Ensaio Rendimento de converséao conversao
(mol H, /mol sacarose) (%)
0,6 g/L de sacarose 0,48 5,94
1,2 g/L de sacarose 0,60 7,55
2,1 g/L de sacarose 1,68 20,95

5,5 g/L de sacarose 1,49 18,66
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A relacdo entre o rendimento de producdo de hidrogénio e a
concentracdo inicial de sacarose nos ensaios pode ser observada na

Figura 5.5.
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Figura 5.5 — Relagao entre o rendimento de produc¢éo de hidrogénio e
concentragdo inicial de sacarose

O rendimento teodrico méaximo de conversdo de sacarose a
hidrogénio (equacéo 2, item 3.2.) é de 8 mol Hy/mol sacarose. Os valores
dos rendimentos obtidos experimentalmente nos ensaios da presente
pesquisa foram de até 21% da eficiéncia tedrica.

Notou-se que o rendimento de producdo de hidrogénio ndo seguiu
a tendéncia de crescimento de acordo com o aumento da concentracao
de substrato. Contudo, observou-se indice de rendimento similar entre os
ensaios com as menores concentragdes de substrato; ou seja, 0,475 mol
H,/mol sacarose para o ensaio com 0,6 g/L de sacarose e 0,604 mol

H,/mol sacarose para o ensaio com 1,2 g/L de sacarose.
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Observou-se, para as maiores concentracdes de substrato (2,1 g/L
e 5,5 g/L), rendimento de producdo de hidrogénio de 1,676 mol H,/mol
sacarose e 1,492 mol H,/mol sacarose, respectivamente. Assim, 0
rendimento maximo ocorreu no ensaio com 2,1 g/L de sacarose. Nesta
mesma condicado, verificou-se maior eficiéncia de conversao teorica (21%)
e menor producdo de acido acético (21,80 mg/L). A partir de tais
resultados, foi possivel inferir que, em tal ensaio, a rota de producao de
hidrogénio predominou em relacdo a rota de producédo de acido acético.
Além disso, o rendimento de producdo foi diretamente associado a
minima producao de acidos organicos.

Outros autores também obtiveram rendimento maximo de producéo
de hidrogénio em ensaios realizados com concentragdes préximas a do
presente estudo. Wang & Wan (2008) obtiveram 384,3 mL H,/g glicose de
rendimento maximo em ensaio realizado com 2 g/L de glicose a 35°C. E
Kim & Kim (2012) obtiveram 2,44 mol Hy/mol sacarose como rendimento
maximo em ensaio realizado com 3 g DQO/L de sacarose a 60+1°C.

Em ensaios realizados em condicdo mesofila, com outros
parametros similares aos utilizados no presente estudo (pH inicial
ajustado a 5,5, meio de cultivo Del Nery (1987) modificado, condi¢cédo
anaeroébia, inéculo proveniente de lodo de reator anaerdbio tratado
termicamente), Maintinguer et al. (2008) obtiveram o melhor rendimento
de producéo de 1,6 mol Hy/mol sacarose (20% da eficiéncia de conversao
tedrica) em reator com 1.184 mg/L de sacarose. O melhor indice de
rendimento dos autores é bastante préximo ao melhor indice de

rendimento da presente pesquisa. Contudo, no presente estudo, tal indice
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ocorreu no ensaio com 2,1 g/L de sacarose como substrato. Destaca-se
gue os ensaios realizados por Maintinguer et al. (2008) foram a 37°C e os
ensaios realizados na presente pesquisa foram a 55°C. Assim, a
temperatura mais elevada do presente estudo nao foi favoravel a
producdo de hidrogénio, como era esperado, jA& que Maintinguer et al.
(2008) obtiveram rendimento de producdo de H, proximo ao da presente
pesquisa em menor temperatura e com menor concentragdo de substrato.

Destaca-se a utilizacdo de in6culo mesdfilo na presente pesquisa

para realizacdo de ensaios em condi¢des termdfilas.

Notou-se que nos ensaios com menor concentracao de substrato, a
duracéo da fase lag foi maior, seguindo a tendéncia inversa do potencial
de producéo de hidrogénio e da producédo acumulada do referido gas.

A partir de tais dados, observou-se que a comunidade microbiana
necessitou de mais tempo para adaptar-se e iniciar a producdo nos
ensaios com 0,6 e 1,2 g/L de sacarose.

Deve-se levar em consideracao que o enriquecimento da biomassa
foi realizado com 2 g/L de sacarose. Portanto, € possivel inferir que a
maior duracdo da fase lag ocorreu devido a menor concentracdo de
sacarose e a possivel dificuldade da biomassa para se adaptar a menores
concentracdes de substrato.

O consumo total da sacarose, em porcentagem, em cada um dos

ensaios realizados, é apresentado na Tabela 5.5.



39

Tabela 5.5 - Consumo de sacarose

Consumo de

Ensaio sacarose
(%)
0,6 g/L de sacarose 98
1,2 g/L de sacarose 80
2,1 g/L de sacarose 23
5,5 g/L de sacarose 12

Notou-se que o consumo foi maior nos ensaios com as menores
concentracbes de sacarose, atingindo quase a totalidade (98%) de
remocdo do glicidio no ensaio com 0,6 g/L de sacarose e 80% de
remocao no ensaio com 1,2 g/L de sacarose. Nos ensaios com 2,1 e 5,5
g/L de sacarose observou-se reduzido consumo. Apesar de tal fato, no
ensaio com 2,1 g/L de sacarose observou-se maior rendimento de
producado de hidrogénio (1,68 mol H,/mol sacarose) e maior eficiéncia de
conversao tedrica de sacarose a hidrogénio (21%).

Wang & Wan (2008) constataram 97,6% de eficiéncia maxima de
remocao de substrato em ensaio realizado com 2 g/L de glicose em
condicdo mesofila (35°C), e Kim & Kim (2012) obtiveram 93,4% de
remocao de sacarose em ensaio realizado com 3 g DQO/L em condi¢éo
termdfila (60+1° C).

N&o foi avaliada a concentracdo de microrganismos nos ensaios e,
portanto, a razao entre concentracdo de substrato e concentracdo de
microrganismos (S/M) nao foi calculada. Contudo, foi possivel inferir que
esta relacao foi maior nos ensaios com maior concentracdo de substrato.
Isto porque quanto maior a relacdo S/M, maior é a probabilidade de haver

mais substrato do que capacidade dos microrganismos presentes de
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consumi-lo, diminuindo assim o indice de consumo (TCHOBANOGLOUS
et al., 2003).

A seguir, na Figura 5.6, sdo apresentadas a producdo acumulada
de géas hidrogénio e a concentracdo de substrato ao longo do tempo para

cada um dos ensaios realizados.
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Notou-se que, quanto menor a concentracdo de sacarose, mais
rapidamente ocorreu a estabilizacdo da producdo acumulada do gas
hidrogénio. Isso possivelmente se deve a baixa concentracdo de
substrato, o qual foi consumido mais rapidamente, estabilizando a
producéo de biogas.

Além disso, observou-se que ndo ocorreu inibicdo da producéo de
H, com o aumento da concentracdo de substrato, ja que a producéo de
hidrogénio fez-se aumentar com o0 aumento da disponibilidade de
substrato.

Em todos os ensaios realizados ocorreu producdo de etanol e
acido acético (Tabela 5.3). Para o ensaio com menor concentracdo de
sacarose (0,6 g/L), observou-se a maior producdo de acido acético
(128,08 mg/L), seguido pelo ensaio com 1,2 g/L de sacarose (49,17
mg/L). No ensaio com 2,1 g¢g/L de sacarose observou-se a menor
concentracdo de 4cido acético (21,80 mg/L).

No ensaio com 0,6 g/L de sacarose, que resultou na maxima
producdo de acido acético (128,08 mg/L), observou-se a maior remocao
de sacarose (98%) e o menor rendimento de producédo de H, (0,48 mol
H./mol sacarose). No ensaio com 2,1 g/L de sacarose observou-se o
maior indice de rendimento de producdo de H, (1,68 mol Hy/mol
sacarose) e a menor producéo de acido acético (21,80 mg/L) . A partir de
tais resultados, foi possivel inferir que no ensaio com 0,6 g/L de sacarose
a rota de producédo de acidos organicos foi predominante em relacdo a
rota de producéo de hidrogénio, e que no ensaio com 2,1 g/L de sacarose

ocorreu o inverso.
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Em relacdo a producdo de etanol, os valores obtidos foram
semelhantes, ou seja; 63,28 a 74,29 mg/L. Observou-se valor maximo no
ensaio com 2,1 g/L de sacarose (74,29 mg/L). Alguns autores, como
Wang et al. (2008), estudaram a inibicdo da produgcéo de hidrogénio
causada por acidos organicos e etanol. Tais autores observaram
diminuicado do rendimento e do potencial de producéo de hidrogénio, bem
como a eficiéncia de degradacao do substrato com o aumento de etanol,
acido acético, acido butirico e acido propiénico em ensaios realizados a
35°C com glicose como substrato. Foi observado que o efeito inibitério
causado pelo etanol foi menor do que o causado pelos acidos organicos.
Tal possibilidade estd de acordo com os resultados encontrados no
presente estudo; ou seja, no ensaio (2,1 g/L sacarose) com maior
rendimento de producdo de hidrogénio (1,68 mol Hy/mol sacarose) e
eficiéncia de conversao tedrica (21%), foi observado menor indice de
producdo de &cido acético (21,80 mg/L) e maior indice de producéo de
etanol (74,29 mg/L).

Contudo, faz-se necessario destacar que a inibicdo observada por
Wang et al. (2008) ocorreu para concentracdes mais elevadas (de 0,6 a
18 g/L de acido acético e de 0,46 a 13,8 g/L de etanol) do que no referido
estudo, cujos valores foram de 109,96 mg/L de &cido acético e 74,29
mg/L de etanol.

Maintinguer et al. (2008) obtiveram producédo de &cido acético,
acido butirico e etanol, além de pequenas concentracbes de acidos
propidnico, isobutirico e isovalérico em ensaios especificos em condi¢céo

mesodfila. Para o presente trabalho obteve-se apenas producédo de acido
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acético e etanol. Portanto, provavelmente, ndo ocorreu a rota de
degradacédo envolvendo éacido butirico (reacdo 3 apresentada no item
3.2).

Khanal et al. (2004) realizaram ensaios com 150 g/L de sacarose e
observaram producdo de acidos acético, butirico e propidnico, sendo o
altimo em maiores quantidades. Os autores concluiram que no consorcio
microbiano, provavelmente, diversas espécies de Clostridium, tais como,
Clostridium articum, Clostridium novyi e Clostridium propionicum, além do
Clostridium butiricum, foram capazes de produzir diferentes acidos
organicos. Considerando que o presente estudo apresentou apenas acido
acético, pode-se sugerir que a comunidade microbiana foi bastante
selecionada e, possivelmente, sem ampla diversidade de espécies, tal
como no estudo de Khanal et al. (2004).

O resumo dos resultados obtidos por outros autores em ensaios

com caracteristicas semelhantes sdo apresentados na Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 - Producao de hidrogénio por microrganismos em consércios

microbianos

In6culo Substrato Concentragao Temperatura Rendimento Referéncia
de substrato
Iod(? . sacarose 2.1g/L 55°C 1,68 mol H2/mol Presente
anaerobio sacarose estudo
lodo . 0 . Wang &
anaerébio glicose 2,09g/L 35°C 384,3 mL H2/g glicose Wan (2008)
lodo . sacarose 1,2g/L 37°C 1,6 mol Hy/mol sacarose Maintiguer
anaerobio : : 2 (2008)
lodo . o . Maintiguer
anaerébio xilose 3,6 g/L 37°C 0,8 mol Hy/mol xilose (2011)
lodo de
sistema de racao de 0 3 x : Hawkes et
tratamento igo 10,0 g/L 35°C 56 m3 H,, t rac&o de trigo al. (2008)
de esgotos
estrume de 0 Fan et al.
gado sacarose 4,0+£0,5¢g/L 36£1C 90 mL de H,/g sacarose (2004)
composteira  sacarose 150,0 g/L 37+1°C 214 mL de H,/g DQO Kh?zngcl)z\;t al.
lodo 0 Kim & Kim
anaerébio sacarose 3,0 g DQO/L 60£1°C 2,44 mol H2/mol hexose (2012)

Conforme apresentado na Tabela 5.6, o rendimento méaximo de

producdo obtido na presente pesquisa foi similar a pesquisas de outros

autores, tal como Kim & Kim (2012), que obteve 2,44 mol H,/mol hexose

em ensaio com 3,0 g DQO/L de sacarose a 60 + 1°C, e Maintinguer

(2008), que obteve 1,6 mol Hy/mol sacarose em ensaio com 1,2 g/L de

sacarose a 37°C.

Destaca-se também que outros autores obtiveram rendimento

méaximo de producdo de géas hidrogénio utilizando concentracdes de

substrato iniciais préximas a utilizada na presente pesquisa, tal como

Wang & Wan (2008) e Kim & Kim (2012), que obtiveram rendimento
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maximo no ensaio com 2,0 g/L de glicose e 3,0 g DQOIL,

respectivamente.

5.3.  Analises Microbioldgicas
Em todos os reatores foi observado predominio de bacilos (Figura

5.7).

Figura 5.7 - Microscopia 6ptica de luz comum de bacilos

Observou-se também predominio de bactérias gram-positivas. Tal
resultado foi bastante satisfatério, ja que bactérias produtoras de
hidrogénio, tais como as do género Clostridium, sdo bacilos gram-
positivos.

Amostras de biomassa dos ensaios de producdo de hidrogénio
foram retiradas para analise da estrutura da comunidade microbiana por
meio da técnica de DGGE. A partir da analise comparativa do padrdo de

bandas obteve-se o dendrograma apresentado na Figura 5.8.



47

)
mil
sl
0
=i
sl
=00

&

— H
Figura 5.8 - Dendograma para os ensaios com 0,6; 1,2; 2,1 e 5,5 g/L de sacarose
(i=inbculo)

A partir do dendograma apresentado acima, foi possivel inferir que
a concentracdo de substrato foi fator importante na selecdo das
populagbes, uma vez que a amostra com menor concentracdo de
sacarose foi mais similar ao inéculo (42%) do que com as outras amostras
(33%). As amostras com maior concentracdo de substrato (2,1 e 5,5 g/L)
foram mais similares entre si (86%).

Devido a similaridade entre o ensaio com 0,6 g/L de sacarose
iniciais e o inéculo ter sido elevada, sugere-se que este ensaio, o qual
apresentou menor rendimento de producdo de hidrogénio, apresentou
maior diversidade microbiana, ou seja, neste ensaio ocorreu a menor

purificacdo da comunidade microbiana.

5.5
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6. CONCLUSOES

Concluiu-se que o in6culo mesofilo proveniente de reator UASB
utilizado para tratamento de agua residuéria de avicola, as condi¢cfes de
cultivo e o tratamento utilizados foram adequados para selecionar a
comunidade microbiana de interesse.

Além disso, ndo foi detectada producdo de CH,; nos ensaios
realizados, o que corrobora a néo ocorréncia do processo de
metanogénese e reforca a selecdo microbiana em prol da comunidade
produtora de H,.

Observou-se que as concentracdes de substrato utilizadas néo
causaram inibicdo do processo de producao de biogas, ja que o potencial
de producao de hidrogénio, bem como a producédo acumulada do referido
gas, aumentaram com o aumento da concentracéo de sacarose.

Em todos os ensaios foram detectados acido acético e etanol, o
que indica, provavelmente, que ndo ocorreu a rota de degradacdo
envolvendo &cido butirico.

A duracao da fase lag foi maior nos ensaios com 0,6 e 1,2 g/L de
sacarose. Considerando que o enriguecimento da biomassa foi realizado
com 2 g/L de sacarose, concluiu-se que a comunidade microbiana
necessitou de mais tempo para se adaptar e iniciar a producdo de
hidrogénio nos ensaios com menor concentracdo de substrato. Observou-
se maximo rendimento de producgédo de H,, maior eficiéncia de converséo
tedrica e menor producdo de acido acético no ensaio com 2,1 g/L de

sacarose.
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Destaca-se que os rendimentos de conversédo a sacarose obtidos
experimentalmente, de até 21% da eficiéncia teorica, foram proximos ao
encontrado na bibliografia em ensaios com condi¢cfes similares.

A concentracdo de substrato foi fator importante na selecdo das
populacdes, conforme resultado obtido na analise de DGGE. O ensaio
com 0,6 g/L de sacarose iniciais apresentou maior diversidade

microbiana, ou seja, menor purificacdo da comunidade microbiana.
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