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RESUMO

O aumento global da utilizagdo de combustiveis tem por consequéncia maior
demanda energética, seja ela renovavel ou ndo. Posto que nossa matriz energética
ainda é baseada em combustiveis fosseis, isso significa que ha um aumento no
impacto ambiental causado pela queima de fontes derivadas de petroleo e carvao.
Neste contexto, destaca-se hidrogénio, um gas que pode desempenhar papel
significativo na redugdo das emissdes de gases de efeito estufa (GEE) e producdo
energética limpa, pois a sintese de hidrogénio pode ser realizada a partir de residuos
organicos aplicando o processo de digestdo anaerobia. Em nivel nacional, dois
residuos se destacam nesse contexto: glicerol e vinhoto. O primeiro é o principal
subproduto da industria do biodiesel, o segundo ¢ o principal residuo da industria
sucroalcooleira. Assim, essa pesquisa se focou em estabelecer os melhores pardmetros
influéncia no processo de producdo de hidrogénio utilizando vinhoto e glicerol em
reatores de modo de operagdo de batelada.

Concluiu-se que a produgdo de hidrogénio somente utilizando vinhoto tem seus
melhores resultados usando pH 6,0 ¢ pH 6,5, sendo que o primeiro estudo obteve
maior producdo total acumulada (7.585 mL Hz) e o segundo obteve maior taxa de
producdo (0,88 mmol H,.gSSV-'.h'). Os estudos com mistura dos substratos
mostram que a producdo de H» pode ser ainda mais eficiente em compara¢do com
vinhoto bruto, sendo que a melhor razdo de mistura foi com 80% de DQO decorrente
do glicerol € 20% de vinhoto em que houve produgéo total acumulada de 10.070 mL

H; e 0,85 mmol H, gSSV-L.h'l.

Palavras-chave:

hidrogénio, co-digestdo, glicerol, vinhoto, digestdo anaerdbia, energias sustentaveis.



ABSTRACT

The fuel use increase in a global scale have caused rising energy demand, whether it's
renewable or not. Since our energy matrix is still based on fossil fuels, it also means
an increase in the environmental impact caused by burning sources derived from oil
and coal. In this context, hydrogen is highlighted, as a gas that could play a significant
role in the reduction of greenhouse gas (GHG) emissions and clean energy production,
since hydrogen synthesis can be performed from organic waste using the anaerobic
digestion process. At the national level, two residues stand out: glycerol and
sugarcane vinasse. The first is the main by-product of the biodiesel industry, the
second is the main residue of the sugar and ethanol industry. Thus, this research
focused on establishing the best influence parameters in the hydrogen production
process using vinasse and glycerol in batch mode operation reactors.

It was concluded that the production of hydrogen only using vinasse had better results
using pH 6.0 and pH 6.5, and the first study obtained higher accumulated total
production (7,585 mL H») and the second obtained a higher specific production rate
(0.88 mmol H,.gSSV-!.h'"). The studies with mixture of the substrates shown that H»
production can be even more efficient in comparison with crude vinasse, and the best
mixing ratio was with 80% of COD due to glycerol and 20% to vinhoto, in which
there was total accumulated production 10.070 mL H; and 0.85 mmol H».gSSV-'.h-!.

Keywords:

Hydrogen, co-digestion, glycerol, vinasse, anaerobic digestion, sustainable energies.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda energética provoca um aumento da utilizagdo de combustiveis,
sejam eles renovaveis ou ndo. No ambito dos combustiveis fosseis isto ndo s6 coloca uma
grande pressdo sobre o consumo das reservas, mas também resulta no aumento dos niveis de
poluicdo em todo o mundo.

A combustido de combustiveis fosseis acrescenta cerca de 6 Gigatoneladas de carbono
por ano na forma de didxido de carbono a atmosfera (IPCC, 2006). Esses fatores tém instigado
acentuado interesse no desenvolvimento de alternativas energéticas limpas e renovaveis
(AYAS e ESEN, 2016). Neste ponto, a geracdo crescente de gases de efeito estufa (GEE),
preocupagdes sobre o esgotamento dos combustiveis fosseis, e a polui¢do ambiental fazem do
hidrogénio uma fonte de energia alternativa.

Nesse contexto, ¢ necessario desenvolver alternativas renovaveis para o uso de
combustiveis fosseis, sendo o hidrogénio (Hz), um gés combustivel importante e promissor,
uma vez que pode desempenhar papel significativo na redug@o das emissdes de GEE e produgao
energética (Wang et al, 2016). O tnico residuo da combustdo de H> ¢ agua e, portanto, ¢
considerado uma fonte de energia limpa. Possui rendimento energético 2,75 vezes maior do que
a de combustiveis de derivados de petroleo, e poder calorifico inferior de 122 kJ/ga 25°C e 1
atm (KADPAN e KARGILF, 2006).

O tamanho do mercado mundial de producdo de H> foi estimado em 53 milhoes de
toneladas métricas em 2010, o que corresponde a um valor estimado em 82,6 bilhdes dolares.
Mais importante, o volume de producdo de H> global estd previsto para crescer a uma taxa
composta anual de 5,6% durante 2011-2016 (MARKETS AND MARKETS, 2011).

O H:z ndo ocorre na forma pura; ou seja, sua producao ¢ industrial. Isso acontece a partir
de fontes fosseis através de reforma de gas natural ou metano e como um subproduto de alguns
processos industriais. A producdo a partir de combustiveis fosseis tem como consequéncia a
produgdo de gases de efeito estufa, CO», ndo existem beneficios ambientais nesta forma de
producdo (Jong, 2009). O H; atualmente produzido ¢ utilizado principalmente no refino de
petréleo, tratamento de metais e fabricagdo de fertilizantes, e possui grande potencial como
combustivel automotivo (MARKETS AND MARKETS, 2011) e (LIPMAN, 2011).

No momento, a sintese de hidrogénio a partir de biomassa e residuos através de rotas
bioldgicas tem interesse emergente devido a sua natureza sustentdvel. Entre os principais

métodos de produgdo de hidrogénio, os processos biologicos tém a vantagem de serem
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duplamente sustentaveis, pois eles podem utilizar residuos organicos para a produgdo de Ho,
gerando energia limpa.

No entanto, atualmente, ndo ¢ considerado econdmico produzir hidrogénio
comercialmente devido ao elevado custo das matérias-primas e a crise alimentar
(WANG et al, 2016). Assim, a digestdo anaerobia tem recebido interesse em escala global, pois
pode converter residuos organicos sejam solidos ou liquidos, em hidrogénio (HAN, et al, 2016).

Os processos microbiologicos anaerobios t€ém demonstrado um importante papel na
produgdo de H2, pois eles demandam pouca energia para a realizagdo de processos onde os
produtos finais sejam nao apenas o Ha, mas também outros compostos quimicos que possam
ser aproveitados como fonte de energia ou que possuam valor agregado como matéria prima
para outros processos. Como exemplo, podem-se citar metano, etanol, 1,3-propanodiol, n-
butanol, 2,3-butanodiol e 4cidos orgénicos, entre outros.

No Brasil, o glicerol e o vinhoto, destacam-se como possiveis substratos para produgdo
de Hz. O primeiro ¢ um subproduto da produgdo de biodiesel e o segundo, um residuo da
producgdo de etanol. Ambos podem ser utilizados na formagao de produtos com maior valor
agregado, com reducdo de seu potencial poluidor.

Interessante, também ¢, considerar a mistura dos subprodutos e residuos, visto que o
glicerol possui maior DQO, enquanto o vinhoto, possui maior concentracdo de magnésio, ferro
e potassio. O efluente resultante teoricamente seria mais equilibrado o que favoreceria a
degradagdo dos substratos e também a producdo de H> por rota bioldgica. Porém, a co-digestao
de ambos pode nao ser viavel devido a logistica necessaria para a mistura.

Considerando o potencial energético e ambiental do gas hidrogénio, ¢ importante o
estudo dos parametros de influéncia no processo de produgdo deste gas por via biologica.
Também ¢ de suma importancia o estudo das rotas metabolicas e formagao dos produtos durante

o processo de fermentagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Produzir hidrogénio com a degradagdo de glicerol e vinhoto, através de processo

microbioldgico anaerdbio, utilizando culturas mistas.

2.2 Objetivos Especificos
. Relacionar a producdo de hidrogénio com a produgdo de coprodutos oriundos do
processo de digestdo anaerobia.
. Identificar os microrganismos presentes na cultura mista apos a fermentacao.
o Avaliar a cinética de producao de hidrogénio.
. Avaliar a possibilidade de utilizar o método da méxima tangente como andlise da taxa
maxima de producdo de hidrogénio.

. Estabelecer os melhores parametros para a realizagdo da fermentagao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O objetivo deste capitulo é apresentar conceitos e fundamentos tedricos que irdo
embasar a metodologia e a discuss@o dos resultados obtidos através dos experimentos, assim

como a argumentacao final da dissertagao.

3.1. Producio de H: via processos bioldgicos

Processos biologicos de produgdo de hidrogénio ndo apenas trazem beneficios para o
meio ambiente, como sdo inesgotaveis. Além disso, podem utilizar residuos como substrato
para produgdo do gas. Assim, eles podem ser uma alternativa para os problemas de residuos e
de geracdo de energia. Ja existem diversos estudos no ambito da produgdo biologica de
hidrogénio, os quais, se concentram principalmente em biofotolise direta e indireta realizado
por cianobactérias e algas verdes, por bactérias fotofermentativas e por bactérias fermentativas.
No entanto, cada um dos processos tem as suas proprias vantagens e desvantagens
(MARTINEZ-PEREZ et al., 2007).

Os principais problemas da biofotolise e foto fermentagdo sdo relacionados a
dependéncia de luz e ao seu baixo rendimento e baixa taxa de producdo de hidrogénio para
aplicagOes praticas. Entre outros processos, a digestdo anaerobia parece ser mais promissora. O
processo ndo requer energia luminosa, exige condi¢des de controle moderadas e tem menor
demanda energética. (CHONG, M. et al., 2012)

Esse processo pode usar residuos, como os de destilacdo, os quais possuem alta carga
organica, que serve como substrato para producdo de hidrogénio. O rendimento de H» ¢ a taxa
de producdo de H> sdo mais atrativos nos processos anaerobios em comparagdo com 0s outros
processos (DAS et al., 2008).

Uma vantagem da produgdo de H: por via bioldgica esta relacionada a capacidade dos
microrganismos de selecionarem o seu substrato, mesmo quando este se encontra em uma
mistura de outros compostos. Deste modo, minimiza-se a necessidade de purificagdo do
substrato fundamental ao processo, aumentando o espectro de matérias-primas que podem ser
utilizadas e uma menor necessidade de tratamentos quimicos (DRAPCHO et. al., 2008). Além
disso, o emprego de temperatura e pressdo de operagdo similar as ambientais consiste em uma
vantagem relevante do processo microbioldgico, tornando-se um processo com balango

energético favoravel (DAS e VEZIROGLU, 2008).
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Com relagdo a produgdo fermentativa de H» € possivel elencar outras vantagens como a
baixa demanda por nutrientes, grande variedade de fontes de carbono que podem ser utilizadas,
producdo de coprodutos de alto valor agregado, tais como, o acido butirico e acético, e metano

conforme pode ser visto na Figura 1 (WANG e WAN, 2009).

Figura 1: Rota de degradacdo de matéria organica via digestdo anaerobia

Polimeros Complexos
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Hidrogénio Acetogénese Acetato  Reducan Sulfaw
Dioxade de Carbono

Metanogénese
Hidrogenotripica

Metanogénese
Acetoclastica

Redugio Metan
Sulfata & Redugio

Didxido de carbono Sulfato

Sulfito de Hidrogénio
Digxido de carbono

Fonte: Salomon (2007)

Por outro lado, existem desvantagens deste processo, como rendimentos relativamente
baixos de H> comparando com reforma de biogas e outros processos de produgdo. A produgio
fermentativa de H» ¢ dependente de uma série de parametros operacionais e condicoes fisico-
quimicas que influenciam no processo, como exemplo pode ser citados o tipo de substrato, tipo
de reator, a presenca e a concentracdo de nutrientes, além do pH e temperatura (PANDEY,

2011).

3.2.Rota metabélica de producio de H:
Uma variedade de microrganismos pode ser utilizada na fermentagdo visando a
obtencdo de hidrogénio. Os principais sdo bactérias anaerobias estritas e facultativas, que

muitas vezes podem estar em consorcios bacterianos.
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A fermentacdo € um processo metabdlico que ocorre sob condi¢cdes anaerdbias para
regenerar o ATP da célula. Além disso, sob condi¢des anaerobias, o ciclo de acido tricarboxilico

¢ bloqueado. Do mesmo modo, o hidrogénio age como produto final para manter o potencial

redox da célula (PANDEY, 2011).

Os carboidratos, principalmente glicose, correspondem as fontes de carbono
preferenciais para o processo de fermentacdo que originam predominantemente acido acético e
butirico concomitantemente com o gas hidrogénio. A fermentagdo da glicose produz piruvato
pela via glicolitica para regenerar ATP; subsequentemente, o piruvato pode ser envolvido em

duas reacdes bioquimicas diferentes que levam a formagdo de hidrogénio mostrada na Figura 2

(HALLENBECK, 2005).

Figura 2: Rota metabolica de produgéo de hidrogénio

Pantose

1 % Glicose
Gliceraldeido-3-fosfato lﬂ, MADH .L".'Eﬂ’ H,

Lactato €=——— Piruvato

co, NAD" NADH PFOR

“"--.__‘_
Formiato
H -— co,

Fl

3 H.ase
2Fd (med) —— 2H,

Acetato €—————Acetil C0A =———— Etanol

ATP  ADP l NADH  NAD®
Acetil-CoA ——3» Acetona

NAD" i
NADH

beta-hidroxibutiril CoA

ATP  ADP l NADH NAD'
Butirato €—=es— Butiril COa =3 Butanol

Fonte: adaptado de Pandey (2011)

Em microrganismos anaerdbios obrigatorios, como clostridium e bactérias termofilicas,

2H.asa
lNFOF! 2ZHy

Producdo de H.
dependente de
hidrogenase

piruvato ¢ oxidado a acetil-CoA pela enzima piruvato:ferredoxinaoxirredutase (UYEDA e
RABINOWITZ, 1971). Acetil-CoA ¢, subsequentemente convertida a acetil-fosfato com a
geracdo de ATP e acetato. A oxidacdo do piruvato para acetil-CoA requer a reducdo de

ferredoxina (Fd).
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A Fd reduzida ¢ entdo oxidada por [FeFe]-hidrogenase e catalisa formacdo de Hz. A
equacdo geral ¢ mostrada nas equagoes (1) e (2).
Piruvato + CoA + 2Fd (ox) — AcetylCoA + 2Fd (red) + CO, (1)
2H? + Fd (red) » H, + Fd (ox) ()

Quatro mols de hidrogénio por mol de glicose se formam quando o piruvato ¢ oxidado
para acetato como o Unico produto final metabolico (BENEMANN, 1996). No entanto, apenas
dois mols de hidrogénio por mol de glicose sdo produzidos quando o piruvato ¢ oxidado para
butirato.

A reacdo bioquimica geral, com acido acético e acido butirico como produtos finais do

metabolismo, ¢ mostrada nas equagoes (3) e (4), respectivamente.

CoHy g + 2H,0 - 2CH;COOH + 2C0, + 4H, 3)
CoHy, P —» CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, )

O segundo tipo de reagdo bioquimica envolvida na producdo de hidrogénio ocorre em
algumas bactérias anaerobias facultativas, como Escherichia coli. Nesta via, o piruvato ¢
oxidado a acetil-CoA e formiato. A reacdo ¢ catalisada pela enzima piruvato formiato liase. (5)

(KNAPPE e SAWERS, 1990).

Piruvato + CoA — acetil-CoA + formato %)

Subsequentemente, o formato ¢ clivado por ferrodoxina hidrogénio liase (FHL) para

produzir diéxido de carbono e hidrogénio (6).

HCOOH — CO»+H> (6)

Na fermentagdo do acido lactico, o piruvato ¢ oxidado a lactato diretamente. O
hidrogénio nao ¢ produzido quando o etanol, acido lactico, ou acido propidnico sdo produtos
finais da via metabdlica. Além disso, alguns anaerdbios facultativos, tais como bactérias
entéricas, podem realizar a respiragdo anaerdbia em vez de fermentagdo usando nitrato ou

fumarato como aceptores finais (MATHEWS e WANG, 2009).



18
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Respiragdo aerdbia pode prejudicar a producdo de hidrogénio. Portanto, para a
realizacdo de estudos sobre a producdo de hidrogénio, o meio deve ser desprovido desses
receptores de elétrons.

Os acidos organicos produzidos durante a fermentacdo podem ser utilizados como um

substrato para a fotofermentacdo ou produgdo de metano (MATHEWS e WANG, 2009).

3.3.Ajuste Cinético Aplicados a Producio de hidrogénio

Durante o processo fermentativo de produgdao de H» as concentra¢des de substratos, o
crescimento das bactérias produtoras de H> e alguns metabolitos soliiveis mudam regularmente.
Deste modo, alguns modelos cinéticos t€m sido propostos para descrever tais mudangas. Em
revisdo literaria, WAN e WANG (2009) sinalizam que o modelo modificado de Gompertz ¢é
usado com frequéncia para descrever o progresso da produgdo de H> em bateladas

Porém, um ajuste cinético proposto para avaliar a de producdo de Hz que pode se
utilizado ¢ o método da maxima tangente, que ¢ adaptado daquele proposto por BEAL e
MONTEGGIA (2009) para o calculo da atividade metanogénica especifica (AME).

O teste de AME pode ser entendido como a capacidade maxima de produgdo de CH4
por um consorcio de microrganismos. Portanto, o teste de AME pode servir como um parametro
de controle da eficiéncia do consorcio microbiano presente em um reator. Como o teste indica
a capacidade de formacdo de CHa4, o valor de AME pode ser usado para se determinar a carga
organica que pode ser aplicada em reatores anaerobios contendo determinada massa de lodo.
Os ensaios de AME s3o muito importantes para entender o comportamento da cultura mista
quanto a uma fonte facilmente degradavel de matéria organica. Mesmo explorando a producao
de metano, esse teste serve para entender se a cultura mista utilizada tem um bom potencial de
producdo de biogas (BEAL e MONTEGGIA, 2009).

Sendo o teste de AME um método bem embasado, analogamente, ele pode ser
extrapolado para a producdo de hidrogénio com os mesmos beneficios, desde que os
microrganismos metanogénicos sejam inibidos. A AHE ainda ¢ um método pouco conhecido
para avalia¢do da producao de hidrogénio, porém poderia ser melhor difundido, visto que € um
método simples, ¢ possui uma boa reprodutibilidade, podendo facilitar a quantificagdo da taxa
de hidrogénio produzida, assim como a capacidade de producdo de uma cultura de lodo

especifica. (TREVISAN, 2010).
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3.4. Substratos

Ao longo dos tltimos anos, a demanda e a producdo de biodiesel aumentou de forma
vertiginosa, sendo o Brasil um dos maiores produtores em ambito mundial. Com relagdo ao
etanol, o Brasil tem se destacado desde a década de 1970 em funcdo do programa Proalcool a
partir da cana de agucar. Os dois produtos geram subprodutos e residuos com alto potencial de
impacto ao meio ambiente: o glicerol, e o vinhoto, respectivamente. Deste modo, ¢ importante
que sejam pesquisadas formas para associar esses dois substratos em processos fermentativos
ao que tange a produ¢do de H (FRANCO, 2012).

Para resolver esse problema, a producdo de hidrogénio utilizando residuos como
substrato ¢ uma abordagem de baixo custo e promissora, pois desta forma, o processo poderia
ter melhor relagdo custo-beneficio quando comparado com outros processos quimicos €
eletroliticos. O uso de matérias primas de menor custo na producao de hidrogénio, podem tornar

os processos de produ¢do mais competitivos em relagdo aos processos convencionais, no futuro

(DAS e VEZIROGLU, 2001).

3.4.1. Glicerol

A partir da Lei n® 11.097, de 13 de Janeiro de 2005 (BRASIL, 2005), foi estabelecido
que o 6leo diesel vendido no Pais deveria conter um percentual de 5% de biodiesel até o ano de
2013. Esta data foi antecipada pela Resolugdo n® 06/2009 do Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE) (BRASIL, 2009) e o percentual de 5% passou a ser obrigatorio desde 1° de
janeiro de 2010. Pela lei Lei 3.834 de 2015 (BRASIL, 2016), em marco de 2017 entra em vigor
o B8, que estabelece até 8% na mistura de diesel, em marco de 2018 o B9 ¢ em margo de 2019
o B10.

Glicerol ¢ o principal subproduto da industria do biodiesel, e sua geragdo tem crescido,
de acordo com o crescimento da producdo de biodiesel. Ele é formado através da
transesterificagdo de Oleos vegetais na propor¢do de 100 kg de glicerol por tonelada de
biodiesel, sendo que sua concentracdo pode chegar a 1.000 gDQO/L.

Com o aumento gradual da producdo de biodiesel, e consequentemente de glicerol, seu
valor de mercado ficou menor. Apesar de este subproduto ser utilizado nas industrias
farmacé€uticas, cosméticas e alimenticias, o glicerol deve ser processado para que seja
purificado (PACHAURI e HE, 2006).

Entretanto, alguns microrganismos podem utilizar glicerol bruto como uma fonte de
carbono, que pode ser convertida a acidos organicos e produtos volateis como hidrogénio e gas

carbonico (JONES e WOODS, 1986) e (BIEBL et al. 1999). Sendo um produto com menor
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valor de mercado, € possivel pensar em utiliza-lo para a producdo de H> em substitui¢ao a fontes
de carbono mais usuais. Essa substituicdo, inclusive, pode ajudar a reduzir os custos da
producdo do hidrogénio por via biologica, que ainda sdo elevados. Uma vantagem do uso do
glicerol em relacdo aos aglicares mais comuns, como a glicose e a xilose, refere-se ao fato de
proporcionar custo de operagao quase 40% menor. (YAZDANI; GONZALEZ, 2007).

Com base na literatura (Van Ginkel, S.W. e Logan, B. 2005 ¢ PRAKASHAM et al,
2009), referencia-se que existe uma gama de concentra¢des de DQO utilizadas para a produgdo
de hidrogénio, porém para culturas mistas concentragdes mais usuais estdo na faixa de 2a 4
gDQO.L".

Van Ginkel e Logan (2005) mostraram que valores menores de carga organica
produzem valores maiores de hidrogénio. R.S. Prakashama (2009) em um estudo utilizando
glicose e xilose, mostrou que com 5,5 g de glicose, alcangou-se a produ¢do maxima de

hidrogénio, 1500 mL de Ha.

3.4.2. Vinhoto

O vinhoto ¢ o principal residuo das destilarias de alcool, o qual tem sido ha longo tempo
uma constante preocupacdo ambiental devido ao seu potencial poluidor. A composi¢do do
vinhoto depende de diversos fatores, sendo que os mais importantes sdo a natureza e a
composi¢do da matéria-prima e o tipo de condugdo do aparelho de destilagdo.

Dentre os efluentes liquidos produzidos pelo setor sucroalcooleiro, o vinhoto € o que
possui o maior potencial poluidor, cujos valores de demanda bioquimica e quimica de oxigénio
(DBO e DQO) estdo entre 20 € 35 g.L!.

Figura 3: Producdo Brasileira de Etanol
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E importante ressaltar que para cada litro de 4lcool produzido sdo gerados em média, 12
litros de vinhoto (ZOLIN et al., 2011). Esse fato € preocupante, visto que a producao de etanol
vem crescendo continuamente (Figura 3) e em 2015 houve producao recorde de etanol, 30
bilhoes de litros de etanol (EPE, 2016).

Atualmente no Brasil, a principal destinagdo do vinhoto ¢ a fertirrigagdo das plantacoes
de cana-de-agtlicar, pois ¢ rico em potéssio, sendo que o residuo ¢ adicionado na agua de
irrigacdo, fornecendo nutrientes ao solo (PAULINO et al., 2011).

Todavia, devido ao elevado teor de nutrientes deste residuo, as agéncias ambientais
estdo limitando a quantidade de vinhoto aplicada ao solo, o que motiva novas pesquisas para a
destinacdo do vinhoto. Além disso, a grande desvantagem do uso do vinhoto como fertilizante
reside nos elevados custos de transporte para levar este residuo as plantacdes (SALOMON e
LORA, 2009).

Devido a capacidade limitada de absorcao de nutrientes do solo e a crescente produgdo
de vinhoto, devem-se avaliar alternativas para a destinag@o e tratamento desse residuo. Neste
ambito, a digestdo anaerobia visando a produc¢do de hidrogénio pode ter um papel significativo
no tratamento do vinhoto e na produgao de energia.

Nesse contexto, deve-se estudar os melhores parametros e qual ¢ o potencial de
producdo de hidrogénio utilizando vinhoto. FERNANDES et al. (2010), utilizando vinhoto com
DQO de 250 mg/L, 2,5 g SSV/L de cultura mista, obtiveram rendimento maximo de H> 579
mL H»/g DQO em uma concentragio de efluente baixa (0,25g DQO.L™).

Este processo reduz a carga orgénica, que estd associada ao potencial poluente deste
residuo, e reduz o odor que também ¢ um problema nas regides onde se localizam as usinas
além de produzir um gas combustivel. Porém, mesmo com uma boa produgdo, o processo de

biodigestdo ndo reduz um dos principais problemas, que ¢ o alto teor de potassio.

3.5. Tipo de inéculo

Os processos que utilizam culturas mistas sdo mais simples de operar e controlar,
podendo inclusive ser capazes de metabolizar um maior espectro de substratos, demonstrando,
em geral, um maior rendimento na producdo de H», quando comparado as culturas puras.
Culturas mistas sdo benéficas aos processos visto que possuem desempenhos robustos e
conversao eficiente de uma grande variedade de materiais e residuos orgénicos ndo estéreis com

a ajuda de diversos grupos de bactérias (LI et al., 2012).
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De um ponto de vista de engenharia, a sele¢@o de culturas mistas ¢ considerada favoravel
para a aplicacdo em larga escala. Isto ocorre devido ao fato de que o controle e a operagdo do
processo sao facilitado quando ndo ¢é exigida esterilizacdo do meio (VALDEZ-VAZQUEZ et
al., 2005).

Segundo Vazquez (2011), culturas puras de microrganismos tem menos atividades
hidroliticas necessarias para degradar residuos complexos para a produgdo de hidrogénio. A
degradagdo da matéria organica em ambientes anaerobios por consoércios microbianos envolve
a cooperacdo de diferentes espécies existentes no sistema e atividade metabdlica sinérgica, que
geram um fermentagao estavel e auto regulatoria.

Culturas mistas usadas como indculos para a produgéo de hidrogénio podem ser obtidas
a partir de varias fontes, tais como farelo de soja fermentado ou lodo de digestores anaerobios
de esgotos municipais ou de residuos organicos.

No entanto, MAINTINGUER et al. (2008) destacam a necessidade de um pré-
tratamento do indculo, a fim de se eliminar arqueas metanogénicas hidrogenotroficas, visto que
estas utilizam o H> em seu metabolismo. Além dessas, também outros microrganismos
hidrogenotréficos, como as bactérias redutoras de enxofre devem ser eliminadas.

O pré-tratamento térmico, por exemplo, juntamente com o controle de pH tém sido
aplicados para a selecdo de bactérias capazes de produzirem esporos, como as do género
Clostridium, o que favorece a produg¢do de Hz, uma vez que estas bactérias sdo tolerantes a
condicdes ambientais adversas e a temperaturas elevadas (MAINTIGUER et al., 2008).

A identificagdo da prevaléncia microbiana ou as associagdes de microrganismos em um
determinado indculo podem ser determinadas a partir de métodos de analise microbioldgica.
Nesse sentido, as técnicas mais utilizadas atualmente sio PCR/16S RNAr e PCR-DGGE.
Assim, em geral, culturas mistas sdo mais adequadas para a producdo de bio-hidrogénio de
matérias primas renovaveis, como biomassa e residuos organicos, que possuem composi¢oes

quimicas mais complexas.

3.5.1. Inativacdo do lodo
Na produgdo biologica de Hz o tratamento do indculo é importante para inativar os
microrganismos hidrogenotréficos, dando preferéncia as bactérias produtoras (acidogénicas),
formadoras de esporos. Os métodos mais comuns de inativacdo de microrganismos sdo: choque
térmico, tratamento quimico, aeracdo, calor seco seguido de dessecacdo e choque térmico

(ROSSI et al, 2012).
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Segundo MORAN et al (2008), apesar de alguns tratamentos de indculo resultarem em
baixos rendimentos, esses, ainda sdo maiores do rendimento onde a biomassa ndo foi tratada.
Logo, essa ¢ uma etapa muito importante na producao de hidrogénio via culturas mistas, pois
aumenta o rendimento na taxa de produgdo do gas.

ROSSI et al. (2011) realizaram um comparativo com cinco métodos fisico-quimicos
para pré-tratamento de indculos na produgdo de H» a partir de glicerol: choque térmico,
tratamentos acido e basico, calor seco seguido de dessecacdo, e congelamento seguido de
descongelamento. Os resultados apontaram uma maior produgdo de H> quando empregados os
métodos de calor seco seguido de dessecagdo e de choque térmico, o que estd de acordo com

os resultados obtido nos estudos de DA COSTA (2010).

3.6. Fatores que influenciam a produc¢io de Hz por via bioldgica

3.6.1. pH

O pH ¢ conhecido por ser um dos principais fatores ambientais que afetam as vias
metabolicas e o rendimento de hidrogénio. Todas as enzimas sdo ativas apenas em um
determinado intervalo especifico de pH e t€ém uma atividade maxima a um pH especifico.

Assim, o pH também afeta a atividade da enzima hidrogenase, chave no processo de
producdo (DABROCK et al., 1992). Estudos tém demonstrado que em altas concentragdes de
acidos dissociados, devido a uma alta forga i6nica no meio, a producdo de hidrogénio muda de
fase acetogénica para solventogénica (KHANAL et al., 2004).

No entanto o mesmo tipo de inibicdo ocorre em baixo pH quando acidos apolares ndo
dissociados presentes no meio penetram na parede celular. Além disso, em operagdes em que
sdo usadas culturas mistas ou o lodo ¢ utilizado como indculo, o controle de pH ¢ um fator
critico para suprimir a atividade de bactérias/arqueas metanogénicas, consumidoras de
hidrogénio.(CAO e ZHAO, 2009).

Varios estudos demonstram que o pH do meio entre 5 e 6 ¢ considerado adequado para
se obter um rendimento mais elevado de hidrogénio (CAO e ZHAO, 2009). A utilizagdo do pH
fora da faixa ideal influencia negativamente a producao, suprimindo os rendimentos (KUMAR

e DAS, 2000).

3.6.2. Temperatura
A temperatura ¢ outro fator importante na producdo de H> e estd relacionada, por
exemplo, & velocidade das reacdes bioquimicas na fermentacao anaerdbia e, consequentemente,

a dissolugdo dos reagentes no meio de cultivo.
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Para efluentes que contenham matéria organica de simples biodegradagdo, o efeito da
temperatura ndo ¢ tdo expressivo, porém, quando o efluente conta em sua composi¢do, com
matéria orgénica particulada ou compostos organicos complexos, os efeitos da temperatura na
hidrolise e na acidogénese passam a ser uma preocupagao.

Fermentacdo para a producdo de hidrogénio pode ser realizada a diferentes
temperaturas: mesofilica (25-40 °C), termofilica (40-65°C), extremo termofilica (65-80 C) ou
hipertermofilicas (> 80 °C). A andlise da literatura revela que a maioria dos estudos (quase
73%) na escala de laboratorio foram realizados aplicando microrganismos mesofilos (Li e Fang,
2007). Estes estudos mostram que a temperatura tem um efeito significativo sobre a produgio
de hidrogénio, pois afeta a taxa maxima de crescimento especifico do microrganismo, bem
como a taxa de conversdo do substrato, durante a producao de hidrogénio.

LEE et al. (2006) estudaram o potencial da producao de hidrogénio utilizando culturas
mistas em temperaturas variando entre 15°C e 35°C. Eles observaram que o rendimento de
hidrogénio e taxa maxima de produ¢do aumenta com relacdo a temperatura. Em 35 °C, foram
obtidas a taxa maxima de produc@o de hidrogénio e maior rendimento de hidrogénio, sendo
0,574 mol Ho.L'.d"! e 1,70 mol Ha/mol de glicose, respectivamente.

Mesmo havendo uma maior producdo de hidrogénio em temperaturas termofilicas, do
ponto de vista econdmico, essas condi¢des podem nao ser vidveis devido a utilizag¢do intensiva

de energia necessarias para manter as altas temperaturas.

3.6.3. Pressdo parcial do hidrogénio

As rotas metabdlicas de producdo de hidrogénio sdo muito sensiveis a pressdo parcial
do gés. O acumulo de hidrogénio no headspace do reator aumentara a pressdo parcial de
hidrogénio no sistema. De acordo com o principio de Le Chatelier, devido a concentragdo de
hidrogénio, a reag@o sera inibida diretamente.

Assim, uma pressdo parcial mais elevada de hidrogénio no sistema ird influenciar
negativamente o processo, reduzindo a produgdo. Concomitantemente, nesse caso, vias
metabolicas também podem se deslocar para a formacdo de produtos finais mais reduzidos,
como lactato, etanol, acetona e butanol. Logo pode-se inferir que a pressdo parcial de
hidrogénio é um fator importante no caso da producao continua deste gas (GRADY, etal. 2011).

Deste modo, ¢ importante remover o excesso de hidrogénio do sistema para manter a
sua produgdo. Diferentes estratégias de remogdo ou separagdo de gas hidrogénio tem sido
desenvolvidas para evitar os efeitos negativos da acumulacido de hidrogénio na fase gasosa e

liquida (ANGENENT et al. 2012).
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MIZUNO et al. (2000) em seu trabalho, conseguiu aumentar a produgdo de hidrogénio
em 68% pela aspersdo de nitrogénio gasoso no reator. Estratégias para reduzir a pressao parcial
sd0 a aspersdo com gases inertes como o nitrogénio e o argonio, a aplicacdo de pressao negativa

no sistema de retirada de gases ou até a recirculacdo do efluente no reator.

3.6.4. Acidos organicos volateis (AOV)

Na produgdo de hidrogénio via digestdo anaerdbia, os produtos finais do metabolismo
sdo conhecidos por afetar o rendimento de hidrogénio, principalmente, etanol, acido acético,
acido butirico e acido propidnico, que sdo os metabdlitos dominantes produzidos (LEE et al.,
2002). No entanto, com o aumento da concentragdo dos metabolitos também aumenta a forga
ionica do meio, o que provoca a lise celular.

Foi demonstrado, que em concentragdes mais elevadas de acido, protons podem permear
a membrana celular das bactérias produtoras de hidrogénio e perturbar o equilibrio fisiologico
da célula, comprometendo significativamente o crescimento e a producdo de hidrogénio
(JONES e WOODS, 1986).

Para determinar o efeito inibitorio de AOV sobre a producdo de hidrogénio, LEE et al.
(2002) adicionaram metabolitos soluveis ao meio. Foi verificado que com a adicdo de etanol,
acido acético, acido propidnico e acido butirico na gama de 0 a 300 mmol/L. Foi evidenciado
que a taxa de producdo de hidrogénio, reduziu significativamente com o aumento da

concentracao de AOV.
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia ¢ apresentada e dividida pelo tipo de experimento realizado durante as
fases experimentais de produc¢do de hidrogénio: com glicerol vinhoto e misto (mistura de
glicerol e vinhoto). Também neste topico é descrita a metodologia geral, que compreende todos

0s experimentos.

4.1. Metodologia Geral
Neste topico, sdo apresentadas as metodologias que foram utilizadas em todos os tipos

de experimentos deste projeto, como o tipo de analise de experimento e o tipo de cultura mista.

4.1.1. Tipo de Lodo

O lodo utilizado neste projeto foi obtido de um reator anaerobio (UASB) de uma
industria de concentrado de proteina de soja; logo, ¢ uma cultura mista de microrganismos
granulares, com idade de lodo adequada para o uso nos testes, assim como realizado por
SARAVAN et al (2016). Para que o lodo fosse conservado, ele foi armazenado a 4 °C em
bombonas dentro de um refrigerador industrial, como feito por (ZAHEDI, 2016).

4.1.2. Inativacdo do Lodo

A inativa¢do do lodo foi realizada por tratamento térmico. Previamente a utilizacdo do
lodo nos reatores, ocorreu o tratamento térmico da biomassa, na qual o lodo granular foi
submetido a desidratacdo em banho a 60 °C até secagem aparente, ou seja, retirada da maior
parte da agua restando apenas a umidade residual.

Figura 4: Imagem da capsula apos desidratagéo

O autor (2016)
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Ap0s esse processo, a biomassa foi colocada em uma estufa a 105° C por 30 minutos
para ser retirada a umidade residual. Depois deste processo, o lodo seco foi armazenado e

utilizado.

4.1.3. Analise de solidos suspensos volateis (SSV)

O teste de solidos suspensos volateis (SSV) € necessario para determinar a quantidade
de microrganismos no inoculo inicial. Nesse teste, uma amostra liquida de peso conhecido ¢
passada através de uma membrana, para reter os so6lidos contidos na amostra, ap6s os solidos
sdo submetidos a desidratacdo e carbonizacdo, para que com a diferenga de peso entre etapas,
possa ser descoberta a concentragdo de solidos suspensos volateis em uma amostra.

Para tal, segue-se o seguinte protocolo: coloca-se a capsula em uma mufla a 550°C por
aproximadamente 90 minutos; retira-se ¢ dispde no dessecador; apos, coloca-se na capsula um
filtro de fibra de vidro com tamanho do poro igual a 1,2pm, deixar 1 hora no dessecador. Ap0s,
deve-se pesar o conjunto capsula + filtro, denominado de P1. Ap6s a pesagem (P1), posicionar
a membrana com a superficie rugosa para baixo, sobre o suporte de um aparato de filtragdo a
vacuo. Para evitar a quebra do filtro adicionar agua destilada sobre a mesma; aplicar vacuo ao
sistema de filtragdo; com auxilio de um Bécker coletar a amostra para analise mantendo sob
constante agitacdo (STANDARD METHODS, 2012).

No caso de amostras semi-solidas, como por exemplo, lodo ativado, podera ser utilizado
uma pipeta de descarga rapida para a transferéncia da amostra. Transfere-se um volume de
amostra conhecido sobre o filtro e filtra-se a amostra a vacuo até que toda a fragdo liquida tenha
passado para o kitassato. Apos, Colocar o conjunto na estufa e manter a 103° - 105°C até peso
constante, normalmente, ap6s 4 horas. Deve-se entdo transferir o conjunto para dessecador, e
aplicar vacuo e aguardar resfriamento até temperatura ambiente (aproximadamente 45
minutos), entdo pesa-se o conjunto, denominado P2. Apds, o conjunto ¢ colocado em uma mufla
a 550°C durante duas horas, retira-se o conjunto da mufla e transfere-se para o dessecador, até
a amostra ter resfriado a temperatura ambiente (aproximadamente 4 horas), e pesa-se a capsula,
denominado de P3. (STANDARD METHODS, 2012).

Para entdo calcular a quantidade de solidos suspenso volateis em uma amostra liquida

utiliza-se a equagéo 7.

(P2— Pl )X 1000000
volumeda amostra (7)

ST=
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4.1.4. Unidade Experimental

Os experimentos foram realizados em um fermentador de bancada da marca New
BrunswickBioFlo/CelliGen 115 Fermentor (Figura 5) com capacidade para 7,5 L, sendo que o
volume utilizado para a fase liquida foi 5 L para que o restante fosse para o headspace. Por
padrio, em todos os testes houve leitura de pH ¢ ORP (potencial de oxirredugdo), controle de
temperatura e frequéncia de agitacdo. A temperatura e a agitagdo foram ajustadas em 37 °C e

80 rpm, respectivamente, para todos os experimentos.

Figura 5: Imagem do reator

O autor (2016)

4.1.5. Analises Cromatograficas

Para determinar a composic¢do do biogas formado foi utilizado um cromatografo a gas
(Dani Master GC), dotado de detector de condutividade térmica (TCD) e coluna capilar
Carboxen TM 1006 PLOT. As condigdes de operacdo do cromatografo foram as seguintes:
temperatura do injetor, 100°C; temperatura do detector, 230°C; temperatura da coluna, 40°C.
Para realizar o arraste do biogas, utilizou se gas nitrogénio em um fluxo de 6 mL.min"'. O
volume de amostra injetada foi de 0,25 pL.

A analise de subprodutos em fase liquida foi realizada por cromatografia gasosa
considerando a formacdo dos seguintes acidos volateis: acético, propidnico, isobutirico,
butirico, isovalérico, valérico e latico. O cromatografo utilizado foi um Shimadzu GC 2010 plus

com coluna FID DANI DN-FFAP 11448.
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As condicdes de operacao do cromatdgrafo foram as seguintes: temperatura do injetor,
200°C; temperatura do detector, 250°C; temperatura da coluna, 100°C. Para realizar o arraste
do biogas utilizou se gés nitrogénio em um fluxo de 3 mL.min"!'. O volume de amostra injetada

foi de 0,25 pL.

4.1.6. Medicdo do volume de gas gerado

Para a medicdo do volume de gas gerado, foi utilizada uma adaptagdo da lei de Boyle-
Mariotte. O gés produzido no reator foi conduzido até um reservatério de agua por uma
tubulagdo. No reservatorio a agua foi alcalinizada a pH 12, utilizando hidréxido de sddio
6 mols.L! para que todo o dioxido de carbono (CO.) fosse solubilizado e que s6 fosse possivel
quantificar a producdo de hidrogénio.

O volume de gas produzido dentro do reator, entdo, passava pela coluna de agua, ia ao
headspace, e desloca a mesma quantidade de agua para dentro de uma proveta graduada, onde

era feita a verificacdo do volume. Esse sistema ¢ representado na Figura 6.

Figura 6: Ilustracao do sistema de medicao de gas.

Reservatorio

-

Fonte: O autor (2016)

4.1.7. Ensaios de atividade metanogénica especifica (AME)

Os ensaios de AME foram realizados utilizando metodologia adaptada de
MONTEGGIA (1991). E importante salientar que, nessa etapa, os microrganismos nio
passaram por qualquer processo de inativacdo. O teste AME seguiu as etapas: Primeiramente

ocorreu a determinagdo de solidos suspensos volateis (SSV) do lodo antes de iniciar os testes.
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Ap6s, ocorreu ajuste da concentracdo de SSV a fim de obter-se uma faixa de
concentragao entre 2,0 e 4,0 gSSV/L. Apds, ocorreu a adi¢do de solug@o nutriente nos reatores,
substituicdo do ar atmosférico contido no headspace do reator por nitrogénio utilizando
stripping. O consorcio microbiano foi ambientado as condigdes do experimento por um periodo
de 24h.

Ap6s efetuada a aclimatizacdo, ocorreu a alimentacdo dos reatores com o substrato
(acetato de sodio 10%) através do septo de borracha, obtendo-se uma concentragao de DQO de
2 g/L, e dando-se inicio ao teste. Imediatamente apods a adicdo de substrato e periodicamente
até o fim do experimento, houve coleta de amostras do biogas gerado.

Para calcular a atividade metanogénica utilizou- se 0 método da maior tangente (BEAL,
2004). Para isso, modela-se a curva de producdo de metano, aplicando uma fung¢@o polinomial
mais adequada. A partir da derivada desta fungdo obtém-se os valores dos pontos tangentes a
curva polinomial obtida e o maior valor da tangente foi utilizado. Este valor foi dividido pela
concentragdo de SVT contida no digestor. O célculo da atividade metanogénica pode ser

equacionado pela seguinte equacgao:

AME= Ame = —omet (®)

AtXSSV

Onde:

AME: atividade metanogénica especifica (mL CHs/mg SSV/h),
APmet.: producdo acumulada de CH4 (mL),

At : intervalo de tempo (h),

SSV: so6lidos volateis totais (mg/L)

4.1.8. Ensaios de atividade hidrogénica especifica (AHE)

A metodologia de célculo da AHE foi adaptada daquela proposta por BEAL e
MONTEGGIA (2009) para o célculo da AME, e utilizada nos estudos de TREVISAN (2010).
A metodologia utiliza 0 método da méaxima tangente, e sequéncia de atividades ¢ seguinte:
analise da composicdo do gas gerado via cromatografia gasosa; constru¢do da curva que
representa a composi¢ao percentual de hidrogénio em funcdo do tempo; modelagem da curva
obtida; calculo do volume produzido de Ha; construgdo do grafico de produgdo acumulada de
H; em funcdo do tempo; modelagem da curva obtida através de polindmios; derivagdo da
equacdo que melhor representou a curva obtida, no periodo de tempo do teste; calculo das

inclinagdes das tangentes da curva utilizando adequagdo derivada obtida no item anterior;
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identificacdo do maior volume de H: produzido por hora, correspondente ao maior valor da
inclinacdo das tangentes obtidas; determinagdo da AHE, expressa em mLH2/gSVT, através da
razdo entre o valor encontrado no item anterior ¢ a concentragdo de biomassa inserida no

digestor.

4.1.9. Isolamento e identificacdo dos microrganismos em placas de Petri

O isolamento dos microrganismos produtores de hidrogénio foi feito por estriamento
direto em placa de Petri contendo meio de cultivo PYG sélido, conforme Tabela 1. O meio de
cultivo foi esterilizado em autoclave (121°C, 1 atm por 15 min). Apds o estriamento, as placas
de Petri foram colocadas em jarras de anaerobiose e¢ incubadas a 37°C em estufa até a

observagdo do aparecimento das coldnias.

Tabela 1: Meio de cultivo PYG (Peptona, extrato de levedura, glicose para isolamento dos

microrganismos.
Composto Concentracio (g/L)
Glicose 10
Extrato de Carne 5
Extrato de Levedura 5
Peptona de carne 5
Agar (meio sélido) 15

4.1.10. Isolamento em roll-tube

Para o isolamento dos anaerobios estritos, também foi realizada a técnica de roll-tube
(Hungate e Macy, 1973). Um volume de 3,0 mL do meio PYG foi distribuido em frascos de
vidro de 20 mL sob fluxo de gas Na. Os frascos contendo o meio de cultura foram esterilizados
em autoclave (1 atm por 15 min). Antes da inoculagdo, os frascos foram colocados em banho-
maria (100°C), até a liquefagdo do meio liquido.

Quando a temperatura do meio atingiu 45°C, foi realizada a inoculagdo com 0,1 mL da
amostra. Apos a inoculagdo, os frascos foram submersos em recipiente com gelo e mantidos
em movimento giratdrio até que o meio solidificar. Os frascos foram incubados invertidos em

estufa a 37°C até o aparecimento de colonias ou bolhas.



32
4 MATERIAIS E METODOS

4.1.10.1. Extracio de acidos nucleicos

O material genético dos microrganismos isolados foi extraido com o Kit de extragdo
Ilustra TM bactéria genomic Prep Mini-Spin (GE Healthcare), seguindo o protocolo do
fabricante. Apos a extragao, foi realizada a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) utilizando o
kit Phusion High-FidelityTM PCR (Finnzymes) utilizando primers universais 16S-F e 16S-R,
para o Dominio Bacteria 16S rRNA: "16S-F 5' — CCTGGCTCAGGACGAACGCTGG-3' e
"16S-R 5'- CTG CGCTCGCTTTACGCCAAT-3. Apo6s o término das reagdes, foi realizada
eletroforese com gel de agarose (0,5%) com GelRed para visualizagdo do amplificado.

Figura 7: Visualizagdo do genoma amplificado microrganismos isolados.

Fonte: O autor (2016)

Os produtos do PCR foram purificados e seguiram para o sequenciamento genético e as
sequéncias nucleotidicas obtidas foram alinhadas e identificadas (Blasf) a nivel de género e

espécie através do GenBank.

4.2. Ensaios Experimentais

Neste item ¢ apresentada a metodologia especifica para os testes com diferentes
substratos
4.2.1. Producgao de H: a partir de Glicose

Com base na literatura, utilizaram-se 25 g de glicose PA em 5 L de reator. Diluiu-se a
glicose em uma solugdo com 5 L de agua, e foram adicionados 10g/L de lodo seco inativado.
A temperatura foi controlada em 37°C e frequéncia em 80 RPM, enquanto foram monitorados
pH e a producao de hidrogénio. A atividade hidrogénica (AH) foi calculada segundo o método

da maxima tangente.
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4.2.2. Produgdo de H; a partir de Glicerol

Foram utilizados 10 g de glicerol bruto por litro de reator e o volume foi completado
com uma solucdo de nutrientes para suplementar as necessidades dos microrganismos,
conforme Tabela 3. Esta concentracdo foi estabelecida com base na literatura, visto que a
melhor faixa de concentragdo para produgdo de hidrogénio utilizando glicerol abrange valores
de 2 a30 g/L. Apds testes preliminares foi estabelecido o valor de 10 g/L de glicerol bruto,

juntamente com 5g/L. de biomassa. As caracteristicas do glicerol bruto estdo evidenciadas na

Tabela 4. A atividade hidrogénica (AH) foi calculada segundo o método da maxima tangente.

4.2.2.1. Solucdes de Nutrientes

Como o glicerol possui alta carga orgénica, porém ¢ deficiente em alguns macro e
micronutrientes, o meio foi suplementado por solu¢cdo de nutrientes, sendo que para os testes
de AHE e AME, essas solugdes foram distintas. Nas Tabelas 2 e 3 estdo especificadas as

concentracoes baseada em

das substancias para cada

(TREVISAM, 2010).

solucdo nutriente utilizada,

Tabela 2: Solugdo de nutrientes para o teste de AME

Reagente KH:PO4+ K:HPOs NH4Cl Na:S.7H20 Extrato de Levedura
Concentracio 1,5 g/L 1,5g/L 0,5 g/L 0,05 g/L 0,2 g/L
Fonte: BEAL (2004)
Tabela 3: solug@o de nutrientes para o teste de AHE
Nutrientes Concentracio (mg/L)
MgCl2.¢H20 40
CaClL.2H20 1.000
NH4Cl 50
ZnCI2 2,5
MnSO04.4H20 3,8
Na:MoO4.2H20 10
CuSos. sH20 5
KCl 130
MgClL.cH20 40
NaH2P042H20 2.550
NiClL..¢H20 2,5
Kl 12,5
NaCl 1.000
FeS04.7H20 1
CoClcH20 2,5

Fonte: TREVISAN (2010)
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4.2.3. Produgdo de H; a partir de vinhoto

Em todos os experimentos foram utilizados 5 L de vinhoto obtido de uma industria
sucroalcoleira, com temperatura controlada de 37°C, e foi adicionado 10 g/L de SSV. Os
experimentos foram realizados em pH 4,5, 5,5, 6,0 e 6,5. Nestes casos, foram avaliados a
produgdo de hidrogénio, o tempo de fase lag ¢ produgdo de acidos gerados no processo. A

atividade hidrogénica (AH) foi calculada segundo o método da maxima tangente.

4.2.4. Producdo de Hz a partir de mistura de substrato

Os experimentos ocorreram no reator New Brunswick™ BioFlo®/CelliGen® 115,
conforme descrito no item 4.1.3 com todos os passos de pré tratamento conduzidos segundo o
item 4.1.2. O volume util utilizado foi de 5 litros, e foi adicionado 10 g/L de biomassa. Nao foi
encontrada em literatura nenhum estudo sobre a mistura de glicerol e vinhoto, entdo houve
mistura fracionada de ambos para avaliar a concentragdo final do substrato, conforme Tabela 4.

A atividade hidrogénica (AH) foi calculada segundo o método da maxima tangente.

Tabela 4: Parametros de glicerol e vinhoto utilizados.

Parametros

Glicerol Vinhoto
Célcio Total (mg L) 112,5 316,3
Demanda Quimica de Oxigénio (mg O> L") 868.840 21.480
Ferro Total (mg L") 0,868 4,926
Magnésio Total (mg L) 2.946 430,4
NTK (mg L) 66,41 394,7
Fosforo (mg L) - 58,8
pH 5,51 4,10
Potéassio (mg L) 7,12 2.713,8
Sodio (mg L) 24.854 26.883
Solidos Suspenso Volateis (mg L) 2.901 2.431
Solidos Suspensos Fixos (mg L) 222 1.006

Para essa etapa, os testes foram realizados fixando a carga organica volumétrica, o pH
e a quantidade de biomassa, logo a relagdo A/M no inicio do experimento. A razdo entre
glicerol, vinhoto e agua foi variada, e ¢ apresentada na Tabela 5. O pH foi fixado em 6,0 para
todos experimentos, assim como a quantidade de microrganismos que foi fixada em 10 g.L"!
de SSV. A carga organica volumétrica foi fixada em 20 kg DQO.m™ pois segundo HAN et al
(2016), altas concentragdes de DQO tem demonstrado maior produg@o de hidrogénio, porém se

muito altas, podem levar a inibi¢ao da producdo.
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Tabela 5: Composi¢ao inicial do meio nos quatro experimentos

Razao Vinhoto /Glicerol 80%/20%  60%/40%  40%/60%  20%/80%
Solidos Suspenso Volateis (g.L™!) 10,00 10,00 10,00 10,00
DQO Vinhoto (g O/ L) 20.48 20.48 20.48 20.48
DQO Glicerol (g O/ L) 868.84 868.84 868.84 868.84
Concentracao DQO 20,00 20,00 20,00 20,00
(kg DQO.m?3)

Volume V (mL) 3.905,9 2.929.,4 1.952,9 976,5
Volume G (mL) 23,0 46,1 69,05 92,05
Volume H20 (mL) 1.071 2.024 2.978 3.931

Obs: vinhoto (V) e glicerol (G)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para cada substrato sdo discutidos a seguir. A glicose foi utilizada uma
vez como substrato padrdo para avaliar a atividade hidrogénica da biomassa e comparar com

os resultados posteriores.

5.1. Experimento com glicose

O experimento com glicose foi desenvolvido conforme o item 4.2.1. e produziu 10.290
mL de gas hidrogénio ao longo de 30 horas de experimento. Na Figura 9a, pode-se observar o
comportamento da produgdo de H> ao longo do periodo de ensaio. O calculo da atividade
hidrogénica (AH) ocorreu conforme item 4.1.7. da metodologia, e possibilitou obter a taxa
maxima de hidrogénio e a AH, as quais respectivamente resultaram em 1.011,36 mLH»/h e 0,80
mmol H2/gSSV.h .

Pode-se notar na Figura 8a, que foram necessarias 5 horas para o inicio da producéo, o
que se deve, possivelmente, ao fato dos microrganismos necessitarem deste periodo para eclodir
do estado de esporo. Ja o periodo de produgdo ocorreu aproximadamente em torno de 9 horas
de experimento até 27 horas, compreendendo 16 horas. A produgdo de hidrogénio foi concluida
em 36 horas e 30 minutos. Posto que a fase exponencial teve fim as 27 horas, o restante do
tempo de experimento foi apenas para confirmar se realmente ndo haveria mais produgao.

No mesmo grafico, ¢ visto que o ponto em que existe a maior taxa de producdo de
hidrogénio (maior ponto da derivada — H»’), converge ao mesmo ponto de maior atividade na
fase exponencial, em torno de 18 horas de experimento e pH 4,38.

Pode-se notar na Figura 8b, a relacdo direta entre a reducdo do pH e a taxa de produgdo
de hidrogénio, quando ha a maior formagao de acidos organicos volateis, ocorre a maior
producdo de hidrogénio. Também pode-se perceber que ndo houve alteracdo do pH até as 8
horas de experimento, o que pode indicar que a produgdo de acidos e a de H» ndo foi
significativa.

Esse comportamento de aumento de pH indica uma redug@o da concentragdo de 4cidos,
ou seja, sdo transformados possivelmente em H» pela rota acetogénica. Os experimentos
realizados com glicose, indicam que a cultura mista de bactérias ¢ capaz de produzir apenas
hidrogénio e gés carbdnico, sem a produgdo de metano, apds o tratamento térmico, sendo entao

adequada para os testes com glicerol e vinhoto.
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Figura 8: (a) Produ¢ao acumulada de hidrogénio e taxa de producdo (H2’) ao longo do tempo.

(b) Taxa de produgdo de hidrogénio e pH em fung¢do do tempo
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5.2.Experimentos com Glicerol

O experimento com glicerol foi desenvolvido conforme o item 4.2.2. A producdo

acumulada de gas hidrogénio no experimento com glicerol bruto resultou em 18.360 mL, como

pode ser visto na Figura 10. Pode-se identificar que a curva de produgdo tem comportamento

similar ao diduxico, ou seja, ha um segundo incremento de produgéo.

Pode-se argumentar que a degradagdo do glicerol por digestio anaerobia gera

subprodutos que também podem ser utilizados como substrato para a producdo de hidrogénio.

Nota-se que o menor valor de pH foi obtido no mesmo tempo da primeira fase de produgao, em

pH 4,56 e 15 horas de experimento, e que a segunda curva ocorre quando o pH volta a diminuir,

conforme Figura 9. Analisando o perfil da producdo de hidrogénio em relagdo a produgdo de

acido butirico e acético, é possivel inferir que uma vez que o glicerol ¢ praticamente todo

consumido e metabolizado, os microrganismos podem utilizar o acido butirico sozinho ou com

outro subproduto em conjunto como um substrato secundario, produzindo acido acético.
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Figura 9: Produ¢do de hidrogénio ¢ pH em fung¢do do tempo
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O calculo da atividade hidrogénica foi realizado segundo método da maxima tangente,
e a AH obtida neste experimento foi 2,58 mmol H2/gSSV.h, ocorrida ao final da segunda fase
de produgdo. Tal comportamento pode ser notado na Figura 10.

Nesse caso, a concentracao inicial de glicerol ndo foi um fator limite para a quantidade
de  hidrogénio produzida e ndo houve inibigdo no processo  estudado.
A relagdo A/M inicial desse estudo foi igual a 1,06 gDQO/gSSV.

Isso também demonstra que o acido butirico pode ser consumido para a produgdo de
hidrogénio na rota acidogénica. A AH e o rendimento encontrados no experimento, corresponde
a 2,58 mmol H2/gSSV.h, ¢ 2,5 mmolH»/mol de glicerol.

Figura 10: Produgéo de hidrogénio e taxa de produg@o em fungdo do tempo.
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Pode-se comparar esses resultados com os experimentos de TREVISAN (2010), que
obteve AH de 0,42 mmolH2/gSSV.h utilizando um respirometro de bancada.
SEIFERT et al (2009) obteve rendimento maximo de 0,41 mol Ho/mol glicerol com reatores
em escala de bancada com 600 mL de volume, sendo que também foi aplicado tratamento

térmico para inativar as arqueas metanogénicas.

5.3. Experimentos com vinhoto
Nesse item sdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos, comparando como o0s

diferentes valores de pH alteram a produgdo de hidrogénio.

5.3.1. Produc¢do de H» utilizando vinhoto com pH inicial de 4,5

Existem alguns aspectos a serem notados quanto a produ¢@o de hidrogénio realizando a
digestdo anaerobia do vinhoto como substrato. Devem-se destacar a redugdo do tempo
necessario para o inicio da producdo, que foi de 20 horas, o aumento do pH para o inicio da
producdo de hidrogénio e o maior tempo até a estabilizacdo e parada de produgdo de gas, como
pode ser visto na Figura 11a.
Figura 11: (a) Produgdo de hidrogénio ¢ comportamento do pH em fun¢do do tempo. (b)

Producdo de H2 e taxa de produgdo ao longo do tempo.
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A producio total acumulada alcancada neste experimento foi 6.585 mL, em 310 horas,
e a atividade hidrogénica resultou em 0,095 mmol H2/gSSV.h. Como esperado, a maior taxa
de producdo foi observada durante a fase exponencial conforme Figura 11a. Pode-se notar que
as curvas de producdo de hidrogénio e de pH tem comportamentos semelhantes. Uma possivel
explicagdo para esse comportamento ¢ que o vinhoto, em sua forma bruta, contém écidos
organicos e seu consumo no inicio do experimento explicaria a producdo do gas e o aumento
do pH.

Pode-se notar que existe consumo relativamente a producdo de acido butirico e
propiodnico e producdo de 4cido acético no inicio do experimento. Porém, apos 75 horas todo o
acido acético ¢ consumido sem haver nova producio, o que pode justificar reducdo da producdo
de hidrogénio, como isto na Figura 12. No tempo da maior atividade hidrogénica também
houve maior taxa de produgdo de acido acético, o que mostra a clara relagdo entre os dois
fatores.

Figura 12: Produgdo de Acidos organicos volateis ao longo do tempo.

Tempo (h)

5.3.2. Produgdo de H»utilizando vinhoto com pH inicial de 5,5

No experimento com pH inicial em 5,5 pode-se notar uma pequena redug@o no tempo
de inicio de produgado, para 18 horas, porém a producao de hidrogénio foi maior, de 7.335 mL
¢ mais constante. Também pode-se notar que o tempo para o término da produgdo de gas foi
drasticamente reduzido, quando comparado com o experimento com pH inicial em pH 4,5, de
310 horas para 100 horas. Todos esses aspectos podem ser vistos na Figura 13a.

Quanto ao comportamento do pH ao longo do tempo, observa-se na Figura 13a, que
mesmo o pH inicial sendo maior que no experimento pH 4,5, ha um aumento do valor deste

parametro ao longo da fase exponencial.
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Figura 13: (a) Produ¢@o de hidrogénio e comportamento do pH ao longo do tempo.

(b) Producdo de H2 e taxa de produgdo ao longo do tempo. Colocar grafico completo
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A atividade hidrogénica resultou em 0,55 mmol H2/gSSV.h, 5,8 vezes maior que a
atividade registrada no experimento com pH inicial em 4,5. Assim como esperado a maior taxa
de produgdo foi observada durante a fase de produgdo conforme Figura 13b.

E possivel notar na Figura 14 que neste experimento o comportamento da curva de pH
e producdo de acidos orgéinicos ¢ muito similar at¢ 50 horas. Um comportamento similar
também foi observado em relagdo a producao de hidrogénio.

Quando ha aumento da producdo de acidos, ha aumento na producdo de hidrogénio,
conforme Figuras 13a e 14. Também ¢ possivel notar que ao final do experimento ocorreu um
aumento na produgdo de acidos, porém a produgdo de hidrogénio comegou a cessar, o que pode
evidenciar talvez a pressdo parcial de hidrogénio pode estar em valor elevado suficiente para
inibir a produ¢@o de H»>. Também pode-se notar que apds 70 horas, ndo ha mais producao

significativa de hidrogénio
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Figura 14: Produgdo de Acidos organicos volateis ao longo do tempo
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5.3.3. Producdo de H» utilizando vinhoto com pH inicial de 6,0

No experimento com pH inicial em 6, pode-se notar uma sensivel redug@o do tempo de
inicio de producdo, para 16 horas, com producdo de hidrogénio superior comparando ao
resultado do experimento com pH inicial 5,5. A produgdo acumulada total neste experimento

foi 7.585 mL. A curva de producdo de hidrogé€nio pode ser vista na Figura 15a.

Figura 15: (a) Produgéo de hidrogénio e comportamento do pH ao longo do tempo. (b) Produgéo

de H> e taxa de producdo ao longo do tempo.
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O comportamento do pH durante o experimento oscilou, provavelmente pela hidrdlise
de compostos do vinhoto, porém pode-se notar a reducdo do valor do pH durante o inicio da
produgio de hidrogénio. E interessante notar que o menor valor de pH é obtido em tempo
similar ao de maiores produgdes s, de 28,5 horas. O comportamento do pH pode ser visto na
Figura 15a.

A atividade hidrogénica resultou em 0,65 mmol H2/gSSV.h, valor 18,2% superior ao
experimento com pH inicial 5,5, isso devido a uma maior taxa de producdo durante a fase
exponencial de produgdo de gas, conforme pode ser observado na Figura 15b.

Na Figura 16, pode-se verificar a influéncia da produgao e consumo de acidos no inicio
do experimento no comportamento do pH e produgdo de hidrogénio. Pode-se notar que quando
ha aumento na producdo de H> também ha uma dréstica reducdo de acido acético e producdo de

acido butirico, o que evidencia a rota metabdlica utilizada.

Figura 16: Producdo de 4cidos organicos volateis ao longo do tempo.
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5.3.4. Producdo de H» utilizando vinhoto com pH inicial pH 6,5

No experimento com pH inicial em 6,5 pode-se notar uma grande redugo do tempo de
inicio da produgdo, comparando com os experimentos anteriores. Neste caso, essa etapa durou
10 horas, como pode ser visto na Figura 17a, porém a producdo acumulada de hidrogénio total
foi um pouco menor que com pH inicial 6,0, totalizando 7.355 mL.

Pode-se notar que o ganho volumétrico apds o término da fase de produgéo foi pequeno,
e o tempo necessario para que houvesse o término da produgdo de géas foi maior que nos

experimentos com pH inicial 5,5, e 6,0.
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O comportamento do pH durante o experimento foi diferente em relacdo a todos os
outros experimentos conduzidos com vinhoto, visto que houve reducdo do pH desde a
inocula¢do da biomassa.

Como pode ser observado na Figura 17a, a redugdo do pH ocorre até que seu menor
valor seja alcangado, fato que coincide com a maior taxa de producdo de hidrogénio em 12
horas. E interessante que apos esse valor, ha aumento de pH até o final da fase exponencial e
apods, tem novamente comportamento decrescente.

A atividade hidrogénica resultou em 0,88 mmol H2/gSSV.h, valor 35,4% maior do que
o observado no experimento com pH inicial de 6,0, conforme pode ser observado na Figura 17b.
Esse valor também ¢ 9,26 vezes maior do que a AH obtida no experimento com pH 4,5.

Nesse experimento o comportamento inicial do pH e da producao de acidos sdo muito
similares, ambos tém reducdo quando had o inicio da fase exponencial de produgdo de

hidrogénio.

Figura 17: (a) Producéo de hidrogénio e comportamento do pH ao longo do tempo. (b) Produgéo

de H> e taxa de producdo ao longo do tempo.
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Mais interessante € notar que neste estudo, diferentemente do experimento com pH 6,0,
ambos acidos acéticos e butirico tem reducdo de sua concentragdo em conjunto, o que pode
explicar a maior atividade de hidrogénio (AHE) em relagdo ao experimento anterior, o que

pode ser visto na Figura 18.

Figura 18: Produgio de Acidos organicos volateis ao longo do tempo.
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5.3.5. Balango de DQO
O balanco de DQO representa a quantidade de H> produzido por uma quantidade de
matéria organica incorporada pelos microrganismos. A Tabela 6 mostra a relacdo do balango

de DQO para todos os experimentos realizados.

Tabela 6: Balango de DQO

pH 4,5 5,5 6,0 6,5
DQO inicial (mg O»/L) 23.249 19.373 22.035 18.136
Eficiéncia de remog¢io de DQO (%) 9 10 5 12
Produ¢do de H, (mL) 6.585 7.335 7.585 6.765
DQO Removida (mg O2/L) 2.096,22 1.937,30 1.101,75 2.179,95
Conversdo (mL H>/ mg DQO) 3,14 3,79 6,88 3,10

E possivel notar que o experimento com maior produgio acumulada de Ha, pH 6,0,
também possui a melhor relag@o entre produgdo de gas e consumo de DQO, porém ndo possui
a maior taxa de produgdo. Também deve-se notar que a baixa ¢ de DQO ¢ esperada, visto que
os processos de producdo de hidrogénio tem como caracteristica a transformacao de produtos,

removendo geralmente de 10% a 20% da carga organica.
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5.3.6. Analise comparativa de produgdo de H> em diferentes concentragdes de pH inicial

No caso dos experimentos com vinhoto, a Tabela 7 resume os resultados dos testes
apresentados. Nela, pode-se observar que os melhores resultados foram obtidos nos
experimentos com pH 6,0 e 6,5. Cabe ressaltar que no experimento com pH 6,0 houve uma
produgdo total maior de que os outros experimentos, enquanto no experimento com pH 6,5,

houve maior taxa de producao de hidrogénio, maior AHE e menor tempo de producao de H».

Tabela 7: Resumo dos experimentos

pH4,5 pH55 pH60 pHG6,S

Lag fase (h) 20 18 16 10
Tempo de experimento (h 310 190 165 160
AHE (mmol H2/gSSV.h) 0,095 0,55 0,65 0,88
Producao total (mL Hy) 6.585 7.335 7.585 6.765
Duracao da fase exponencial (h) 73,31 29,4 21,79 30,6

Volume de H: produzido na fase  3.655 5.310 6.105 5.825
exponencial (mL)

Percentagem de H> produzido na fase 55% 72% 80% 86%
exponencial (%)
Conversao (mL Hz/ mg DQO) 3,14 3,79 6,88 3,10

Na Tabela 7, pode-se notar que no experimento de pH inicial igual a 4,5 a produ¢do de
hidrogénio comeca em pH 4,6 - no mesmo tempo que ocorre aumento de producdo de acido
acético, o que indica a rota metabdlica mais utilizada (equacdo 3). Ocorre reducdo de
concentragdo de acido butirico ao longo do tempo, o que pode ser um indicio de consumo para
outras reagoes.

Ap6s 100 horas de experimento, ocorre reducdo drastica de producdo de acido acético,
e redu¢do de hidrogénio. Apos, a producgio de H» continua a menores taxas, provavelmente em
vista da rota metabdlica utilizada ser a do acido butirico (equagdo 4)

Em pH 5,5, no inicio da producdo de H», ha uma leve reducdo do pH até 5,4, seguido
de aumento, até pH 6,0 a0 mesmo tempo em que a taxa de produgdo de hidrogénio reduz e entra
em uma fase quase estacionaria. Também ¢ interessante notar em 20 horas, no tempo em que
ocorreu a maior AHE, também ocorre o pico de produgdo de acido acético e butirico. Apods, a
concentragdo de ambos acidos decresce, assim como a concentracdo de pH. Existe um ultimo

pico de produgdo de acidos, porém ndo ¢ acompanhado pela producdo de hidrogénio.
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No experimento de pH 6,0, logo no inicio, ha um leve aumento de pH (6,3), porém
quando ocorre o inicio de producao de hidrogénio, o pH comeca a diminuir até alcangar seu
menor valor 6,2 no mesmo tempo em que ocorre a taxa maxima de producdo de hidrogénio, e
aumento na concentragdo de acido butirico e redugdo do acido acético.

Quando a produgdo de hidrogénio comega a entrar em fase estacionaria, ocorre o pico
de concentragdo de acido butirico e de pH (6,6) e ap6s, ambos comecam a reduzir.

Logo no inicio do experimento de pH 6,5, ocorre redugdo de pH e acidos organicos até
seus menores valores (pH 5,9, e acidos chegando a zero). Quando ha o inicio de produgéo de
hidrogénio, os valores de acidos e pH comecam a aumentar, sendo que o pH tem seu maior
valor no inicio da fase quase estacionaria de producao de hidrogénio. Nota-se que ambos, acido
acético e butirico, aumentam suas concentragdes ao mesmo tempo, o que possivelmente
significa que existe producdo de hidrogénio com as duas vias metabdlicas ao mesmo tempo, o
que poderia explicar a maior taxa de producdo de hidrogénio desse experimento em relagdo aos
outros. Ao final dos experimentos a concentragdo de acidos comecga a aumentar, porém sem
producdo de hidrogénio, isso pode ser relacionado com a pressdo parcial de hidrogénio no
reator, ou inibi¢do dos microrganismos devido a produg¢do de acidos.

Os resultados se mostram positivos ao que tange a produg¢do de hidrogénio, pois ndo foi
necessario nenhum tipo de suplementacdo de nutrientes. Porém, os resultados encontrados
foram menores do que os apresentados por Fernandes (2010) que obteve 3,08 mmol Hy/
(gSSV.h).

Esse resultado, provavelmente, ¢ superior ao encontrado nesse projeto, pois que foi
utilizado uma cultura mista ja enriquecida e adaptada de uma fase anterior enquanto neste

estudo foi necessario maior tempo para que os microrganismos saissem da fase de esporos.

5.4. Experimentos com mistura de substrato (Vinhoto e Glicerol)
Nesse item serdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos nos quais foram
avaliadas diversas relagdes Vinhoto/Glicerol como substrato. Pode-se notar a clara diferenga

entre as diferentes razdes, e como elas afetam a produgao de hidrogénio.

5.4.1. Producdo de hidrogénio
Os resultados dos testes realizados sdo mostrados na Figura 19, onde cada relacao
vinhoto/glicerol em relagdo a contribui¢do orgénica ¢ evidenciado no titulo de cada grafico. Os

resultados para cada experimento sdo resumidos na Tabela 8.
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Tabela 8: Resumo dos experimentos.

80%V —20%G  60%V —40%G  40%V — 60%G

20%V — 80%G

Fase Lag (h) 10,13 5 11,4 4,28
Tempo de Experimento (h) 37,87 48,72 60,6 36
AHE (mmol H2/gSSV.h) 1,17 0,77 0,59 0,85
Produgdo Total (mL H>) 8.750 7.380 8.960 10.070
Tempo necessario para obter
producdo total (h) 37 46 63 36
Volume de H> produzido na
fase exponencial (mL) 7.915 6.800 7.900 9.425
P t de Hz produzid

ercentagem de H> produzido 90% 92% 88% 949,

na fase exponencial (%)

A melhor produgéo total de H> ocorreu utilizando a razdo 20%V/80%G, na qual, houve

menor fase /ag, o que se significa que nesse teste o inicio da produgdo foi mais rapido.

Como pode ser visto na Figura 19, em todos os graficos ocorre reducdo do pH enquanto

ha aumento na produgdo cumulativa de H,. O comportamento da curva de pH, provavelmente

seja devido a producdo de acidos organicos, que ocorre durante a rota de producdo de

hidrogénio.

Figura 19: Produc¢do de hidrogénio e comportamento de pH. (A) Relaciao 80% Vinhoto
/ 20% Glicerol. (B) 60% Relacdo Vinhoto / 40% Glicerol. (C) 40% Vinhoto / 60% Glicerol.
(D) 20% Relagdo Vinhoto / 80% Glicerol.

V20%/G80% 5 V40%/G60% b
11000,00 11.000 6,50
o b 6,40
10000,00 - 10.000 L 6,30
. - 6,20 e
9000,00 9.000 1 g— 610
- JL - .
] 8000,00 6,00 :E‘ 8.000 - 590
= 7000,00 1 5,80 < 7000 ey
£ 6000,00 2 6.000
d b 5,60 i
E L. ] & 2]
= 5000,00 a I L sa0 ——H2 -E 5.000 ——H2
H , - 5,30
& “0m0n A | cag —APH i EN| —k—pH
= 3000,00 * T 3000 \\ ‘n‘.' - 5,10
2000,00 e 2.000 \'f* 490
1000,00 I r 480 1.000 j - 470
0,00 4,60 o | 450
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo {h) Tempo (h)
Producdo de H2 x pH & Produgad de H2 x pH d
11.000 6,5 11.000 59
10.000 6,3 10.000 - 58
= 9.000 6.1 = 9.000 T
£ gooo 5g E 8000 h:L T = =
o 7.000 < 8 7000 1 - 5.6
8 6000 — 5‘5 & 6000 4 55
2 5000 L BN og ——H2 g 5000 584 —e—H2
§ 4000 : G ao00 i | =x
£ 2o X 51 —m—pH 3 3000 i —=—ph
& 2.000 48 & 2000 [
1.000 | = 1 a7 1.000 = uy 1
0 a5 0 50
D 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 55 60 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (h) Tempo (h)




49
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Também ¢é importante ressaltar que a maior produgao total de H» foi 10.070 mL, valor
maior do que encontrado em estudos anteriores utilizando apenas vinhoto ou glicerol, como
unico substrato. Por exemplo, no teste com maior producao utilizando apenas vinhoto ocorreu
uma produgdo de 6.105 mL de Hz, o que significa que com a adi¢@o de glicerol, foi obtido um
resultado 65% maior, além de reducdo no tempo de experimento em 120 Horas.

Como o pH, relacdo A:M inicial, temperatura e concentracao organica foram os mesmos
no inicio de todos os experimentos, o grau de liberdade principal ¢ a razdo entre vinhoto e
glicerol, e consequentemente a razdo C:N:P. Assim, ¢ possivel inferir que a mistura dos
substratos e suas caracteristicas resultantes sdo responsaveis pelas variagdes de producdo de
hidrogénio.

Na Tabela 9 estdo os resultados da mistura do vinhoto e glicerol, em todas as razdes
estudadas. O experimento com a razdo V20%/G80% resultou em um meio mais balanceado

para o crescimento microbiano.

Tabela 9: Substrato resultante da relagdo vinhoto/glicerol/agua em 5 litros de reator.

V80%/G20 V60%/G40 V40%/G60 V20%/G80

% % % %
Célcio Total (mg Ca L) 247.6 186,4 125,1 63,8
DQO (mg O, L) 20.000 20.000 20.000 20.000
Ferro Total (mg Fe L) 3,8 2.9 1,9 1,0
Magnésio Total (mg Mg L") 336,3 2522 168,2 84,1
NTK (mg L) 308,6 2319 155,1 78,3
Fosforo (mg L) 459 34,5 23,0 11,5
DQO/NTK/P 64,8/6,7/1 86,2/6,7/1 128,9/6,7/1 255,4/6,81/1
C:N:P 163,4/6,7/1,0 217,4/6,7/1,0 26,1/6,7/1,0 652,2/6,8/1,0
Potassio (mg K L) 2.120 1.590 1.060 530
Sodio (mg Na L) 21.115 15.979 10.843 5.708
Solidos Suspensos Volateis 1.912,39 1.450,99 989,58 528,18
(mgL™)
(SnolgdLoj)S“Spe“S" Fixos 786,9 591,4 396,0 200,6

Ainda que a melhor razio ente C:N:P para a producao de biogés seja bem estabelecida
como 400:7:1, o mesmo nao pode ser aplicado para a produgdo de Ha. Nos estudos de Lin e
Lay (2005), uma maior producdo de hidrogénio foi encontrada a medida que a relagdo C:N e
C:P aumentaram, sendo que a melhor relagdo C:N:P encontrada foi de 100/0,5/0,1. Da mesma
forma, a maior relacdo C:N:P, foi encontrada no substrato misto com relagdo V20%/G80%, o

qual permitiu maior produgdo de hidrogénio .
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5.4.2. Taxa de producado de hidrogénio

A produgdo acumulada de hidrogénio (H2) e a taxa de produgdo de H> (H’) sdo
mostradas na Figura 20. A maior atividade hidrogénica foi 1,17 mmol Ho/ gSSV.h, a qual foi
medida no experimento com relacdo vinhoto/glicerol 80%V/20%G.

A maior taxa foi encontrada no experimento de razdo 80%V/20%G, visto que o vinhoto
possui em sua composi¢do acidos organicos, o que pode explicar uma fase de crescimento
rapido apos o inicio da aclimata¢do dos microrganismos.

O teste com relagao 20%V/80%G obteve a segunda maior AH, e o menor tempo de
inicio de producdo o que pode ser relacionado ao fato de que o glicerol ndo purificado pode ter

alguns nutrientes de rapida absor¢do na sua composigao.

Figura 20: Produgdo de hidrogénio e taxa de produgao de hidrogénio. (A) Relagdo 80%
Vinhoto / 20% Glicerol. (B) 60% Relacdo Vinhoto / 40% Glicerol. (C) 40% Vinhoto / 60%
Glicerol. (D) 20% Relag@o Vinhoto / 80% Glicerol.
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Esse fato explicaria por que mesmo obtendo maior producdo acumulada de hidrogénio
e menor tempo de inicio da produgdo, comparando com outros testes, esse ndo obteve a maior
AH. A AH obtida para a co-digestdo ¢ maior que a encontrada nos estudos anteriores com
vinhoto puro. Nesses estudos a melhor AH foi 0,88 mmol Hy/ gSSV.h, com menor produgio

total de H».
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Outro ponto interessante ¢ a interacdo entre o comportamento da curva de pH e a taxa
de produgdo de H> nas figuras 19 e 20. Na Tabela 10, pode se ver a interagdo entre os dois
parametros nos quatro experimentos. De acordo com os resultados € possivel ver uma tendéncia
para uma maior taxa de produgdo de hidrogénio proxima ao pH 5. Essa informacdo pode se
importante para estudos em reatores continuos. Essa maior taxa em pH igual a 5 quando ha co-
digestao de vinhoto e glicerol destoa dos resultados encontrados apenas para vinhoto, enquanto
os melhores resultados em 6 € 6,5.

Tabela 10: Maior taxa de producdo de hidrogénio x pH
V80%/G20% V60%/G40% V40%/G60% V20%/G80%

pH 5,27 4,83 5,69 5
Maior taxa de produgdo
de Ha (mL.h") 1.484,8 973,9 953,4 1.079,5
AH (mmol H2/gSSV.h) 1,17 0,77 0,59 0,85

5.4.3. Analise de Acidos Organicos Volateis

Na Figura 21, pode-se notar que em todos os experimentos existe a redugdo de pH e
acidos organicos volateis a0 mesmo tempo em que hd a maior produgao e de hidrogénio e taxa
de producdo de hidrogénio.

Figura 21: Producio de Acidos organicos. (a) Relagdo 80% Vinhoto / 20% Glicerol. (b)
60% Relacdo Vinhoto / 40% Glicerol. (c) 40% Vinhoto / 60% Glicerol. (d) 20% Relacdo
Vinhoto / 80% Glicerol.
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Na Figura 21d, cujo experimento obteve a melhor produ¢do de hidrogénio, ¢ possivel
notar que o comportamento do pH ¢ de redugdo desde o inicio do teste, que culmina com o
comportamento de aumento de concentracdo dos acidos ligados a producdo de H> A maior
reducdo de acido acético na Figura 21d, relaciona-se com um maior consumo desse acido
devido a rota metabolica utilizada pelos microrganismos.

O experimento com maior porcentagem de DQO advinda do glicerol provavelmente
obteve maior produgdo total de hidrogénio, pois possui maior disponibilidade de carbono no

meio.

5.4.4. Balango de DQO

Na Tabela 11, sdo apresentados os dados referentes ao balanco de producdo de
hidrogénio nos quatro experimentos realizados.

E possivel notar que o experimento de relagio G20%/V80%, o qual teve maior produgio
acumulada de Ha, também obteve melhor relacdo entre producdo de gas e remog¢ao de DQO no

efluente, provavelmente por ter maior disponibilidade de carbono.

Tabela 11: Balango de DQO

%G/%V 80/20 60/40 40/60 20/80
Eficiéncia de remoc¢ao de DQO (%) 17 13 12 21
Produgdo de H2 (mL) 10.700 8.960 7.830 8.750
DQO Removida (mg O2/L) 2.859,74 3.027,18 2.152,08 3.358,53
Balango (mL H2/ mg DQO) 3,74 2,96 3,64 2,61

5.4.5. Analise global

A Tabela 12 resume os resultados dos testes apresentados. Nela, pode-se observar que
os melhores resultados foram obtidos nos experimentos de razdo glicerol/vinhoto 20/80 e 80/20,
posto que no primeiro ocorreu a melhor AH, e no segundo a maior producao total de hidrogénio.

Cabe ressaltar que no experimento com relacao 80%G/V20%, houve menor tempo para
o inicio da producdo de H>, menor tempo total de experimento, maior percentagem de H»
produzido na fase exponencial, e melhor conversdo de DQO para hidrogénio em relacdo aos
demais experimentos. Pode-se afirmar que essa razao ¢ a melhor para utilizacdo em reatores em
batelada, porém em estudos com reatores continuos serd interessante testar a relagdo
20%G/V80%, devido a maior AH obtida. E curioso notar também que em todos os

experimentos a duracdo da fase exponencial foi em torno de 25 minutos.
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Tabela 12: Resumo dos experimentos

%G/%V 80/20 60/40 40/60 20/80
Lag fase (h) 5,98 11,7 5,1 10,1
Tempo de experimento (h) 36 63,2 48,7 160
AH (mmol H2/gSSV.h) 0,85 0,59 0,77 1,17
Producao total (mL H>) 10.700 8.960 7.830 8.750
%G/%V 80/20 60/40 40/60 20/80
Duracao da fase exponencial (h) 25,2 25,0 24,85 249

Volume de H; produzido na fase 10.525 7.800 7.240 5.825
exponencial (mL)

Percentagem de H» produzido na fase  98,3% 87,1% 92,4% 86%
exponencial (%)

Conversdo (mL Hz/ mg DQO) 3,74 2,96 3,64 2,61

Analisando os experimentos globalmente, pdde-se notar em todos, redugdo do valor
inicial de pH quando ha inicio de produg¢éo de hidrogénio. No momento em que a produgéo de
H> cessa, o pH estabiliza ¢ em todos os experimentos o pH final ¢ torno de 5,0.

Em todos os experimentos a AH tem seu maior valor no meio da fase exponencial de
producdo de hidrogénio. Porém ¢ interessante notar que quanto maior a razao de glicerol em
relagdo ao vinhoto do experimento, nota-se mais um comportamento de duplo pico na curva de
AH. Ou seja, quanto mais glicerol na mistura, maior o tempo com alta taxa de produgdo de
hidrogénio o que poderia explicar por que o experimento de razao V20%/G80% tem maior
producdo total de hidrogénio.

Singularmente, no experimento com razdo V80%/G20%, existe redugao do valor de pH
logo no inicio de experimento, e aumento na concentracdo de acido butirico. Durante a
producdo de Hz, ha maior concentracdo de acido butirico, o que demonstra a principal rota
utilizada para a produg@o de hidrogénio. Nesse mesmo tempo o acido acético foi consumido,
podendo ter sido utilizado para outras rea¢cdes ou mesmo na acetogénese, o que poderia reduzir
a producdo total de H2.

No experimento de razdo V60%/G40% existe redug@o do pH no inicio do experimento,
com um leve consumo de acido butirico e producdo de acido acético. No tempo em que houve
a maior AH, também foi o que ocorreu produgado de acido acético e butirico, sendo que houve
um pequeno acumulo de acido butirico no fim do experimento, o que pode levar a crer que
mesmo havendo a produg¢@o de 4cido, a produgdo de hidrogénio pode ter sido inibida por causa

da pressao parcial do gés no reator.
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No experimento de razao V40%/G60% o pH, assim como os 4cidos organicos volateis,
permanecem estaveis até o inicio da producdo de hidrogénio, quando hd aumento da produgdo
de acido acético, que mostra a rota metabolica principal. J4 no experimento de razdo
V20%/G80%, o pH inicia o experimento com comportamento de redu¢do, enquanto os acidos
organicos tém comportamento de aumento de concentragdo, que culmina em um grande
aumento de producdo de 4cido butirico no mesmo tempo em que ocorre a maior AH. O acido
butirico possui um pico de concentragdo em torno de 17 minutos, quando a producdo de Hz ja
esta com taxas de produgdo reduzidas. O que pode significar que mesmo havendo producdo de
acido butirico o H> pode nao ser produzido devido a pressao parcial de Hz no reator.

E interessante notar o efeito positivo da co-digestio de dois substratos diferentes na
producdo de hidrogénio. Pode-se supor que a mistura dos substratos cria um meio mais
balanceado, auxiliando na producdo de hidrogénio, visto que os resultados obtidos com a co-
digestdo foram melhores em todos os aspectos que os experimentos realizados com substratos
separados.

Ainda que a producdo total de hidrogénio tenha sido a melhor, a AH encontrada foi
menor que a apresentada por Fernandes (2010) que obteve 3,08 mmol Haz/ (gSSV.h), utilizando
glicerol como substrato. Mesmo que os resultados de Fernandes (2010) tenham sido melhores,
os resultados encontrados nessa pesquisa foram interessantes, visto que a autora precisou
suplementar o meio com uma solu¢do de nutrientes, e utilizou menores concentracdes de

glicerol.

5.5. Analises Microbiologicas

A partir das amostras de consorcios microbianos foram isoladas nove amostras de
microrganismos (Tabela 13). Destas, oito foram identificados por sequenciamento genético
sendo que em todas havia pelo menos 88% de similaridade de dna. Todos os microrganismos
identificados sdo anaerdbios facultativos, ndo sendo possivel isolar e identificar anaerdbios

estritos, como as espécies de Clostridium, que sdao descritos na literatura como produtores de

hidrogénio.
Tabela 13: Analise dos microrganismos presentes ao fim do experimento.
Amostra Amostra | Identificacio Acesso Microrganismo
(data)
03.08.2014 1 97% NR 074540.1 Bacillus cereus
24.09.2014 2 93% NR_074540.1 Bacillus cereus
24.09.2014 3 98% NR 074540.1 Bacillus cereus
24.09.2014 4 94% NR 074540.1 Bacillus cereus
24.09.2014 5 98% NR 074540.1 Bacillus cereus
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Amostra Amostra | Identificacio Acesso Microrganismo
(data)
24.09.2014 6 Nao amplificou | - | = e
03.08.2014 7 93% NR 074540.1 Bacillus cereus
03.08.2014 8 88% NR 074540.1 Bacillus cereus
03.08.2014 9 98% NR 074540.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus ¢ uma bactéria anaerobia facultativa, Gram-positiva, de 3 a 4 pm, que
forma esporos. Foi primeiramente isolada em 1969, em um caso fatal de pneumonia. Esse
organismo ¢ mesofilico, com crescimento preferencial entre 20°C e 40°C.

Amplamente distribuido na natureza, ¢ encontrado comumente no solo, como um
organismo saprofita, na microflora de insetos, rizosfera de algumas plantas e pode ser
encontrado em reatores de tratamento de efluentes. Ghoshal, et al (2011) utilizaram o
microrganismo para o tratamento de merctrio em efluentes residenciais. Zhao, et al (2012),
estudaram o uso de Bacillus cereus para a remoc¢do de cromo hexavalente em efluentes de
curtumes.

Quanto ao uso de Bacillus na producdo de hidrogénio, existem diversas pesquisas sobre
o assunto, como nos trabalhos de Kalia et al (1994), que estudaram a produ¢do de hidrogénio
utilizando grdos de trigo como substrato, juntamente com Bacillus licheniformis. Shin et al
(2004), utilizaram Bacillus thuringiensis, para produzir Hz, usando glicerol como substrato.

Por outro lado, existem poucos estudos que pesquisam a utilizacdo de Bacillus Cereus
para a producdo de hidrogénio, nenhum se refere ao vinhoto e/ou glicerol como substrato. O
unico estudo encontrado, relacionando a producdo de Hz e o microrganismo foi realizado por
Patel, et al (2011), que utilizaram glicose para a producdo de hidrogénio conseguindo
rendimentos de 2 mol H> por mol de glicose. Assim, esse resultado ¢ de extrema importancia,
visto que ndo foi encontrado em literatura nenhum estudo que identificou o microrganismo
B. cereus como produtor de hidrogénio utilizando vinhoto ou glicerol. Mais estudos devem ser

realizados para comprovar a eficiéncia de producdo desse microrganismo.
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6. CONCLUSOES

Os presentes resultados demonstram que € possivel realizar a producdo de hidrogénio
utilizando residuos e subprodutos com alto potencial poluidor como substrato. Mais importante,
esse estudo mostra os beneficios de tratar anaerobiamente residuos com alto potencial poluidor
tais como glicerol e vinhoto: pode-se gerar energia de baixo custo a0 mesmo tempo que se
mitiga um impacto ambiental. Em todos os experimentos, houve um rendimento superior
comparagdo a alguns outros estudos da literatura.

Pode-se concluir que a producdo de hidrogénio somente utilizando vinhoto ¢ viavel, e
tem seus melhores resultados utilizando pH 6,0 e pH 6,5. Em pH 6,0 foi obtido 7.585 mL de
producdo total de hidrogénio, 16 horas de fase lag e AH de 0,65 mmol H»/gSSV.h. Utilizando
pH 6,5 foi obtido 7.355 mL de produgao total de hidrogénio, 10 horas de fase lag e AH de
0,88 mmol Ho/gSSV.h.

A co-digestdo dos dois substratos misturados teve resultados muito melhores que
quando estes foram utilizando de forma individual, isso se deve ao maior balango de nutrientes
resultante no substrato. A melhor razéo de mistura foi com 80% de DQO decorrente do glicerol
e 20% de vinhoto, nela houve maior produ¢@o de hidrogénio (10,7 litros), menor tempo para o
inicio da produgédo de H» (6 horas), menor tempo total de experimento (36 horas), AH de 0,85
mmol H2/gSSV.h, e melhor conversdo de DQO para hidrogénio (3,74 mL H2/mg DQO) em
relacdo aos demais experimentos. Também concluiu-se que o ajuste da maxima tangente pode
ser utilizado como uma ferramenta de analise da taxa maxima de produgdo de hidrogénio, sendo
um método simples e de fécil reprodutibilidade.

A identificacdo B. cereus ¢ de extrema importancia, visto que ndo foi encontrado em
literatura nenhum estudo que identificou o microrganismo B. cereus como produtor de
hidrogénio utilizando vinhoto ou glicerol. Mais estudos devem ser realizados para comprovar

a eficiéncia de produ¢ao desse microrganismo.
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7. RECOMENDACOES

Embora os resultados alcancados até aqui sejam auspiciosos, nao ha um fechamento das
oportunidades para aumentar o conhecimento nessa area visando maior colaboracdo para o
estado da arte. Assim, entende-se que pode-se deixar recomendadas as seguintes sugestdes de
estudo:

e Continuar o estudo area microbioldgica na digestdo anaerdbia visando producdo de
hidrogénio, pois o Bacillus Cereus foi o principal microrganismo identificado € o mesmo carece
de informagdes nessa area de estudo.

eOutro ponto interessante a ser estudado seria a variacdo da carga organica a ser
adicionada em estudos com co-digestdao de substratos.

e Também sera muito importante que as pesquisas futuras foquem em reatores continuos,
assim, pode-se dar mais um passo na direcdo de obter producdo de hidrogénio via

microbioldgica, em escalas piloto com maior eficiéncia.
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