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PRODUCAO DE BIOHIDROGENIO EM REATOR ANAEROBIO OPERADO EM
BATELADAS SEQUENCIAIS COM BIOMASSA IMOBILIZADA (AnSBBR) A
PARTIR DE AGUA RESIDUARIA DE CERVEJARIA

Resumo

A producéo biologica de hidrogénio (bioH2) por meio de fermentacdo anaerébia de
fontes de carbono residuais € uma forma interessante de aliar a adequacgéo
ambiental de efluentes agroindustriais a geracdo de produto de valor agregado.
Aguas residuarias que possuam fontes de carbono fermentesciveis apresentam
alto potencial para a produgéo de bioHz2, o que é possivel com diferentes indculos
e reatores biologicos. E o caso da agua residuaria de cervejaria, gerada em
grandes quantidades no Brasil e no mundo e para a qual poucos estudos foram
realizados até o momento. Neste contexto, o presente trabalho avaliou a
producdo de biohidrogénio em reator anaerébio operado em bateladas
sequenciais com biomassa imobilizada, AnSBBR, a partir de 4gua residuaria de
cervejaria, empregando dois inéculos: cultura mista proveniente da fermentacéo
natural de meio sintético a base de sacarose e cultura pura de Klebsiella
pneumoniae, suportados em argila expandida. Foram avaliados os efeitos da
concentracdo afluente (2,8 a 7,2 gart L), da carga organica volumétrica aplicada
(2,6 a 12,6 garT (L dia)?') e do tempo de ciclo (12 h e 24 h) em ensaios com
duracdo entre 9 e 16 ciclos. O indculo obtido por fermentacdo natural apresentou
potencial para producéo de bioH2 em ensaios preliminares (frascos agitados, 0,5
L) mas na avaliacdo em reator a producao foi baixa, instavel e breve (periodo
inferior a 7 dias). Ja o indculo puro, K. pneumoniae apresentou boa adaptacéo ao
residuo e atividade durante todo o periodo avaliado. O aumento da carga
organica volumétrica aplicada (COVc) até 12,6 gart (L dia)* e a reducdo do tempo
ciclo de 24 h para 12 h tiveram um efeito positivo sobre a producdo e nestas
condi¢cBes foram obtidos os melhores valores para os parametros de avaliacao:
produtividade volumétrica de H2 média de 0,9 Lw2 (L dia)?, vazdo molar de H:
maxima de 10,8 mmolx2 h, rendimento de H2 médio de 3,9 molt2 Kgart?, com
teor de Hz no biogas entre 18 e 42% e eficiéncia média de remocdo de ART e de
DQO de 89% e 23%, respectivamente, com predominio das rotas metabdlicas
acética e butirica. Estes resultados indicam uma producdo promissora de Hz a
partir de 4gua residuaria de cervejaria empregando K. pneumoniae como inéculo
em reator AnSBBR, contribuindo para o desenvolvimento da tecnologia do bioH2
ao propor um novo indculo para o aproveitamento do potencial de uso desta agua
residuaria.

Palavras-chave: biohidrogénio; inoculos; Klebsiella pneumoniae; fermentacao
natural; agua residuaria de cervejaria.
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BIOHYDROGEN PRODUCTION IN ANAEROBIC SEQUENCING BATCH
BIOFILM REACTOR (AnSBBR) FROM BREWERY WASTEWATER

Abstract

The biological production of hydrogen (bioHz2) through anaerobic fermentation of
residual carbon sources is an interesting way to combine the environmental
adequation of agro-industrial wastewaters to the generation of value-added
products. Wastewaters with fermentable carbon sources have high potential to
produce bioHz, being possible using different inoculum and biological reactors. It is
the case found in brewery wastewater, generated in large amount at Brazil and
around the world, and there are only few studies about it. In this context, this work
studied the production of bioH2 by an anaerobic reactor operated in sequencing
batch with immobilized biomass, AnSBBR, from brewery wastewater, using two
inocula: mixed culture from the natural fermentation of synthetic wastewater based
on sucrose and pure culture of Klebsiella pneumoniae, immobilized in expanded
clay. Were evaluated the effects of influent concentration (2,8 a 7,2 grrs L?),
volumetric organic load (2,6 a 12,6 gtrs (L day)!) and cycle time (12 h e 24 h), in
assays taking from 9 to 16 cycles. The inocula gotten through natural
fermentation showed potential to produce bioHz in preliminary experiments
(shaken bottles, 0,5 L) but, in the tests on the reactor the production was low,
instable and brief (less than 7 days). The pure inocula K. pneumoniae showed a
good adaptability to the residue, in activity through the whole experiment. The
raise in the volumetric organic load (VOLc) up to 12,6 grrs (L day)?! and the
reduction of the cycle from 24 h to 12 h had a positive effect in the production and,
under those conditions, the best values for the evaluation parameters ahead were
obtained: volumetric productivity average of 0,9 Ln2 (L day)?, molar flow rate up to
10,8 mmolx2 h't, molar yield average de 3,9 molnz Kgtrs?, with H2 content in
biogas between 18 and 42% and TRS and COD removal efficiency of 89% and
23%, respectively, with a predominance of acetic and butyric pathways. Those
results indicate a promising production of Hz from brewery wastewater using K.
pneumoniae as inocula in AnSBBR reactor, contributing to the development of the
bioH2 technology by the proposal of a new inocula to achieve a higher use of this
wastewater potential.

Keywords: biohydrogen; inocula; Klebsiella pneumoniae; natural fermentation;
brewery wastewater.
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1. INTRODUCAO

Uma das razfes para o interesse pela producédo de H2 é seu alto valor
agregado, uma vez que é insumo para diversos processos nas industrias quimica,
petroquimica, alimenticia, dentre outras. O Hz também possui potencial promissor
para 0 uso no setor energético, sendo que rendimentos elevados sao observados
nas ceélulas a combustivel para a geracdo de energia elétrica, o que é
ambientalmente interessante, pois o produto resultante deste processo é apenas
a agua. Rotas termoquimicas sdo 0s processos mais comuns para producao de
H2, entretanto, s&o altamente endotérmicos e dependentes do aprimoramento de
catalisadores. Sendo assim, a producdo biolégica de H2 (biohidrogénio) por
fermentacdo anaerdbia se apresenta como uma via interessante pois acontece
em condi¢des de temperatura e pressao similares a ambiente além de permitir o
uso de aguas residuarias como substrato para a fermentacéo.

Estudos de producao de biohidrogénio (bioH2) por fermentacdo abordam,
em geral, aspectos como origem do inéculo, métodos de inativacdo de bactérias
metanogénicas, configuracbes de reator anaerobio e condi¢cdes como relacdo
C/N, alcalinidade, pH, tempo de detencao hidraulico, temperatura, dentre outros.
Dentre as fontes de in6culos avaliadas destacam-se as culturas mistas, como
lodos anaerobios pré tratados ou culturas geradas por fermentacdo natural ou
culturas puras anaerobias estritas ou facultativas, com a possibilidade de serem
isoladas de fontes ja adaptadas ao residuo que se deseja tratar. Uma diversidade
de efluentes liquidos tem sido avaliados como substratos como por exemplo
aguas residuéarias de industrias de laticinios, citrica, de biodiesel (glicerol), de
celulose, sucroalcoleira, de fecularia, dentre outras.

No ambito dos efluentes liquidos gerados em grandes quantidades e com
potencial para producéo de Hz, a agua residuaria de cervejaria se apresenta como
importante objeto de pesquisa por varios motivos: € gerada em grande quantidade
no Brasil e no mundo, uma vez que para cada litro de cerveja produzida sao
gastos entre 4,5 e 10 litros de &gua; possui alta carga organica requerendo
processos de tratamento para adequacgédo ambiental antes do despejo em corpos
hidricos; € rica em acUcares remanescentes do processo de fabricacdo de

cervejas, o que significa substrato fermentescivel para a atividade microbiana.
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Além disso, deve-se considerar o fato de que h& poucos trabalhos na literatura
que utilizam esse efluente para a produgdo de Hz, os quais apresentam, em sua
maioria, resultados de experimentos em frascos de pequeno volume, avaliados
por um curto periodo de tempo, utilizando inéculos provenientes de biodigestores
e sem controle dos parametros operacionais ao longo da reacdo, o0 que s6 é
possivel quando se utiliza reatores anaerébios.

Tendo em vista este cenario, nota-se a necessidade de estudos mais
aprofundados sobre o potencial da agua residuéaria de cervejaria como substrato
para a producdo de Hz, avaliando também a estabilidade operacional e a
reprodutibilidade do processo ao longo do tempo, além da proposicao de inéculos

diversificados.

1.1 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo a producdo biolégica de
hidrogénio em reator anaerdbio operado em bateladas sequenciais com
biomassa imobilizada (AnSBBR) utilizando dois tipos de inéculo, de
fermentacao natural de meio sintético e cultura pura de Klebsiella pneumoniae,

empregando como substrato agua residuaria de cervejaria.

1.2 Objetivos especificos

- Avaliacao de in6culo gerado por fermentacado natural de meio sintético a base
de sacarose;

- Avaliacdo de um ind6culo isolado previamente, cepa pura de Klebsiella
pneumoniae, na forma de biofilme (suportado);

- Avaliacdo dos materiais suporte para fixacdo de microrganismos para uso em
reatores operados em bateladas sequenciais: argila expandida e midias
biol6gicas ceramica e plastica;

- Avaliacdo do efeito da concentracdo afluente, da carga organica volumétrica
aplicada e do tempo de ciclo sobre a producéao de bioHz;

- Avaliacdo das rotas metabodlicas predominantes para o inoculo Klebsiella
pneumoniae por meio da caracterizacdo dos acidos organicos volateis e

alcoois.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hidrogénio (H2): producéo e uso

No campo das técnicas de producdo de Hz, comumente sdo empregados
0s processos de reforma ou oxidacdo do gas natural, com cerca de 90% de CHa,
e do biogas, com composicdo variavel de CHs4, dependendo do processo de
purificacdo. Cada uma destas matérias primas apresenta restricbes tais como a
dependéncia de combustiveis fésseis (gas natural) ou a necessidade de remocéo
do H2S (corrosivo) do biogas, mas séo a fonte de CH4 em processos de reforma
quimica para obtencéo de H2. Normalmente as rea¢cbes ocorrem em temperaturas
entre 600 e 1000 °C com uso de catalisadores (ALVES et al., 2013). As principais
rotas quimicas de producao de hidrogénio sao as seguintes:

- Reforma a vapor do metano: CH,+ H,0 « CO + 3H, (Eq. 1)
- Oxidacéao parcial do metano: CH, + 1;’2 0, « CO + 2H, (Eq. 2)
- Reforma a seco do metano: CH,+ C0O, = 2€0 +2H, (Eq. 3)

- Reforma autotérmica do metano:

De acordo com as particularidades da matéria prima, especialmente no
caso do biogas, cuja presenca de H2S € um dos principais problemas, cada
método poderd ser indicado. Outros processos de obtencdo quimica do Hz sdo
utilizados como o tratamento da biomassa em condi¢des supercriticas, pirélise ou
gaseificacdo, gaseificacdo do carvao, reforma do bioetanol e eletrélise da agua.
No entanto a reforma quimica do gas natural corresponde a cerca de 48% dos
processos (METCALF & EDDY, 2016; LORA & VENTURINI, 2012).

Ja a producéo bioldgica de H: refere-se a processos que utilizam matérias
primas renovaveis e processos bioquimicos (metabdlicos) para geracdo de Ho,
como a biofotélise da agua por microalgas fotossintetizantes, fotofermentacédo de

substratos por microrganismos fotoheterotréficos (dependentes de luz) e



fermentacdo anaerébia ndo dependente de Iluz, desempenhada por
microrganismos heterotroficos.

Na producgéo biologica de Hz (biohidrogénio, bioHz2), uma grande vantagem
€ que o processo pode ser direcionado para producdo seletiva de H2 e o COg,
podendo-se inibir a producdo de CH4 por exemplo. Isso € um diferencial em
relacdo as rotas termoquimicas que, por sua vez, dependendo do substrato
empregado (gas natural, biogas, etanol, glicerol, etc) e tipo de reacdo envolvida
(reforma a vapor, reforma a seco, reforma oxidativa parcial, reforma autotérmica,
etc) podem levar a obtencdo de H2 e CO (gas de sintese) em diferentes razdes
exigindo etapas posteriores para: i) conversao do CO em CO:2 (reacao de Shift); ii)
separacdo do CO ou do CO:2 convertido por Shift; iii) enriquecimento do produto
em H2 obtendo elevada pureza (> 99,9%, ou seja, H2 > 3.0) (ALVES et al., 2013).

No ambito da purificacdo de gases, as tecnologias PSA - Pressure Swing
Adsorption e de membranas seletivas, podem ser escolhidas individualmente ou
combinadas, dependendo do grau de pureza requerido para o Hz (SUN et al.,
2015; AUGELLETTI; CONTI; ANNESINI, 2017). Vale destacar que estas técnicas
de purificacdo e/ou de tratamento do hidrogénio estdo disponiveis no mercado a
muitos anos, e portanto, sdo consideradas consolidadas.

O H:z purificado é utilizado como insumo para processos da industria
petroquimica (hidrodesalquilacéo, hidrodessulfurizacdo e hidrocraqueamento), de
alimentos (hidrogenacdo de o6leos), quimica (producdo de metanol e &cido
cloridrico) e em outros processos como agente redutor de minérios metalicos e
cooler de geradores em usinas. Além disso, uma forte atencdo é dada ao seu uso
em células a combustivel (CaC) que sao dispositivos eletroquimicos de alta
eficiéncia que convertem energia quimica diretamente em energia elétrica, onde o
combustivel, que pode ser hidrogénio ou hidrocarbonetos, é oxidado
eletroquimicamente no anodo gerando apenas vapor de agua (se combustivel Hz)
e/ou CO:2 (se hidrocarbonetos séo utilizados) e o oxidante, Oz, é reduzido no
catodo. Neste sentido, muitas pesquisas tém focado no desenvolvimento de
células a combustivel com membrana trocadora de protons para viabilizar a
geracédo de energia limpa (ALVES et al., 2013).

Se o fator custo for considerado, levando-se em conta que as

tecnologias que envolvem a obtencédo de H2 de elevada pureza séo caras e
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exigem elevados investimentos, uma alternativa interessante para o uso do
bioH2 seria em misturas de hidrometano, ou hythane, que consiste na mistura
de bioHz (CO2 + Hz) com o biogas (CHa4 + COz2), levando a um produto gasoso
com poder calorifico superior ao do biogas. O uso de misturas de hidrometano
estimula a producéo biologica de H2 e de CH4 de forma sequencial (em dois
estagios) com integracdo dos reatores anaerObios acidogénico e
metanogénico.

Tal alternativa potencializa a geracdo de energia térmica a partir deste
combustivel gasoso pelo aumento do percentual de biogas rico em Hz, a
medida que haja disponibilidade do mesmo. Esta alternativa pode ser
viabilizada pois ndo exige elevados investimentos adicionais e nao requer
medidas mais rigorosas com relacao a seguranca, além daquelas ja praticaveis
pelo uso de combustiveis gasosos tradicionais (como o gas natural ou GLP),
uma vez que o teor de Hz no hythane normalmente ndo s&o elevados (O-
THONG et al.,, 2016) mas geram ganhos energéticos em relacdo ao uso de
CHs-CO2 (ZHONG; STEVENS; HANSEN, 2015; RAFIEENIA et al., 2016; FU et
al., 2017).

2.2  Producdo biologica de hidrogénio: biohidrogénio (bioHz)

Uma das formas de producdo biolégica de Hz envolve o emprego de
inoculos mistos oriundos de reatores metanogénicos conhecidos como lodo
anaerobio, o qual requer pré tratamentos para inativacdo de bactérias
metanogénicas e enriguecimento de microrganismos produtores de Hz, além de
estratégias de producdo que condicionem a manutencdo do processo na fase
acidogénica, onde ha acumulo de CO2 e H2, sem que ocorra seu consumo para
geracdo de CHa. Deste modo, se faz pertinente a compreensdo da digestao
anaerébia em suas quatro fases, passando pela geracdo de Hz e se encerrando
no seu consumo para geragcdo de CHa. Essas fases podem ser descritas como a
seguir: (METCALF; EDDY, 2016)

- Hidrdlise: etapa basica, em que a complexidade do residuo é reduzida
envolvendo conversao de solidos suspensos em solUveis para posterior hidrolise
a moléculas simples que sejam fermentesciveis (monossacarideos, aminoacidos,
acidos graxos de cadeia curta). E efetivada por enzimas hidroliticas extracelulares
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de microrganismos anaeroébios e celulases extracelulares de algumas espécies de
bactérias;

- Acidogénese: também pode ser denominada fermentacéo e é a etapa em
que os substratos fermentesciveis sdo metabolizados por bactérias acidogénicas
gerando acetato, butirato, propianato (dos acidos acético, butirico e propibnico);

- Acetogénese: nesta etapa 0s substratos da fermentacédo sdo oriundos da
acidogénese (propionato e butirato) e os produtos sdo acetato, H2 e CO2; a
producdo de &cidos (propidnico e acético) leva a acidificagdo do meio. Na
presenca de CO2 e H2, um terceiro processo da acetogénese pode se
desenvolver: a homoacetogénese, ou seja, a reducédo de CO:2 para acido acético
pelo Hz; mas no caso de reator metanogénico € baixa esta probabilidade pois as
populacfes das bactérias metanogénicas sdo muitos superiores as das bactérias
acetogénicas consumidoras de Hz;

- Metanogénese: pode ocorrer por duas rotas predominantes, a
acetotrdfica e a hidrogenotréfica, na presenca de microrganismos metanogénicos,
compreendidos no grupo Archea (Arquea). Na primeira rota, acetato € convertido
a CH4 e CO:2 e na segunda Hz é consumido reagindo com COz2, para formar CHa.

Nas etapas de acidogénese e acetogénese, muitas rotas metabdlicas
podem ser adotadas para gerar os produtos caracteristicos e isso depende
fortemente da composicdo do residuo em termos de carboidratos, lipideos e
proteinas, o que pode ser observado na Figura 2.1 através de rotas
predominantes (seta continua) e secundarias (tracejado), para um residuo de
baixa complexidade.

A visdo geral sobre o processo de digestdo anaerdbia € necessaria mesmo
quando o bioprocesso de interesse € a obtencdo de H2 pois ao observar as quatro
fases ficam evidentes as etapas que antecedem a formac&do de CHa4 nas quais
ocorre a producéo de Hz (hidrogenogénese); isso explica que este mesmo tipo de
processo possa ser aplicado a producédo de biohidrogénio, desde que a etapa de
consumo de H2 (producéo de CHa4) seja evitada.



Residuo
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Figura 2.1 :Rotas da digestdo anaerébia (Adaptado de METCALF & EDDY,
2016).

Além dos in6culos obtidos de lodos anaerdbios, em que 0s processos de
producdo de bioHz sdo voltados para o favorecimento do acumulo de Hz e a
inibicdo da produgédo de CHa, outros tipos de inoculos podem ser empregados
envolvendo conhecimentos préprios dos processos fermentativos, de forma
desvinculada da digestdo anaerdbia. Neste sentido, sdo apresentados a seguir 0s
aspectos proprios da fermentacdo anaerobia voltada para a producédo de bioHz,

envolvendo diferentes microrganismos produtores.

2.2.1 In6culos produtores de hidrogénio

Tanto consorcios microbianos (indculos mistos) quanto microrganismos
obtidos por isolamento tém sido aplicados a producéo de bioHz:

Bactérias isoladas: diversas espécies de microrganismos capazes de

produzir H2 por meio da dark fermentation, divididos em anaerobios estritos
(representados principalmente pelo género Clostridium), anaerébios
facultativos (como Enterobacter e Klebsiella) e com menor frequéncia aerdbios
(como Bacillus), tem sido relatados na literatura (LEE; SHOW,; SU, 2011;
(SHOW et al., 2012).



Considerando-se que a operacdo de reatore € mais simples em
condicbes mesofilas, muitos trabalhos dedicam-se a isolar bactérias de lodo
aclimatado de biodigestor anaerdbio operado por longos periodos, 0 que tem
sido relatado como boa estratégia para obtencéo de bactérias produtoras de Hz
(BADIEI et al.,, 2012), sendo a maior producdo atribuida a presenca de
Clostridium butyricum. Estratégias interessantes podem ser o isolamento a
partir de ambientes tipicamente anaerdbios, como no trabalho de POLETO et
al. (2016) em que bactérias isoladas de diferentes sistemas de tratamento
foram hébeis para a producdo de Hz, e no trabalho de MAINTINGUER et al.
(2017) em que bactérias do género Enterobacter sp. isoladas de lodo
anaerobio do tratamento de ARC foi habil a produzir H2 em condi¢cdes
mesofilas, empregando diferentes fontes de carbono.

Devido a facilidade de crescimento e isolamento de microrganismos
anaerobios facultativos a partir do meio ambiente, os géneros Enterobacter e
Klebsiella vem sendo empregados visando encontrar representantes capazes
de tornar a producéo de Hz descentralizada, mais acessivel e expressiva (LEE
et al, 2014). Tratando especificamente da utilizacao de isolados ambientais de
Klebsiella pneumoniae na producdo de bioH2 alguns estudos merecem
destaque (Tabela 2.1). Nota-se nos estudos publicados empregando Klebsiella
pneumoniae como indculo o predominio de agua residuaria sintética como
susbtrato, ou seja meios sintéticos a base de glicose, fontes de proteinas,
micronutrientes e elementos traco enquanto glicerol oriundo da producao de
biodiesel é empregado como agua residuaria real. Ao mesmo tempo, 0s
trabalhos empregando ARC como substrato empregam, em sua maioria,
in6culos mistos provenientes de lodo anaerdbio pré tratado. Isto sugere que o
uso de Klebsiella pneumoniae para producdo de bioH2 com ARC é uma

estratégia nova.



Tabela 2. 1. CondicGes experimentais e principais resultados para trabalhos de producdo de biohidrogénio utilizando Klebsiella

metabolizar diferentes fontes

de carbono.

e de carne; bateladas de 12 h
em frascos de 1L, T entre 26 e
45°C e pHentre 4,0 e 9,0

molgic* e 482 mL w2 (L h)?, a
37°C e pH 6,0

pneumoniae.
Cepa Objetivos do estudo CondicOes experimentais Observacgdes/ Resultados Referéncia
_ Como  substrato  glicerol, _ _
Testar uma cepa comercial de K. pneumoniae foi apta a
_ _ . extrato de levedura e _ _ _
K. pneumoniae DSM K. pneumoniae na producao _ _ metabolizar glicerol e produzir H,  (LIU; FANG,
_ _ _ micronutrientes; batelada de _ ]
2026 (comercial) de bioH> usando glicerol com rendimento de até 0,53 mol  2007)
_ o 24h a 37°C em frascos de 100
residual do biodiesel. molgic e 118 mmol Lsyshrrato
mL e fermentador de 5L.
Meio sintético contendo _
_ . _ Dentre as cepas isoladas K.
K. pneumoniae Isolar bactérias produtoras de glicerol, extrato de levedura e _ _ o
_ _ _ _ _ pneumoniae produziu biogds COSTA, et
BLbO1l isolada de H. e avaliaro uso do glicerol micronutrientes; frascos de 60 .
_ . _com 45 % de H: e degradacédo al. 2011
reator UASB residual como substrato. mL, a 39°C, duragdo nao _ )
) do glicerol de até 98 %
informada.
Meios sintéticos com
K. pneumoniae ECU- Isolar e caracterizar cepas diferentes fontes de carbono K. pneumoniae foi capaz de
15 isolada de planta produtoras de Hj; avaliar as (glicose, xilose, celobiose) utilizar os diversos sacarideos
de tratamento de melhores condi¢cdes de cultivo além de  micronutrientes, testados e a maxima producdo (NIU et al.,
esgoto (T, pH) e a capacidade de peptona, extratos de levedura ocorreu para glicose (2,1 molyz 2010)




Tabela 2.1: Continuacao

Cepa

Objetivos do estudo

Condicdes experimentais

Observacgbes/ Resultados

Referéncia

K. pneumoniae ECU-
15 (NIU et al., 2010)

K. pneumoniae ECU-
15 isolada
anteriormente (NIU et
al., 2010)

Aplicar o método de andlise de
fluxo metabdlico para prever
0s mecanismos de producdo
de Hx e as melhores
condi¢cbes experimentais para

K. pneumoniae ECU-15

Avaliar o efeito da composicao
de meio de cultivo (macro e
micronutrientes)  sobre a
expressdo e atividade de
hidrogenases pela K.

pneumoniae ECU-15

Meio sintético com
concentracdo de glicose entre
5 e 30 g L% bateladas em
frasco de 1 L, com pH de 5 a

75eTde26a37°C

Meio sintético a base de
glicose, extrato de levedura e
micronutrientes; bateladas de
12h em frascos de 1L, T entre
30 e 40°C

A andlise de fluxo metabdlico
revelou que o fluxo de producéo
de H: é resultado da interagcéo
de diferentes  hidrogenases
funcionais e que a concentracao
de glicose e pH tem influéncia
direta sobre os fluxos de
consumo de glicose e produgéo
de H; (6timo: 5g L glicose e pH
6)

Producédo de H, de até 5368 mL
L'* nas melhores condicdes de

pH, temperatura e nutrientes o

que tem relacdo com as
condicdes  favoraveis para
expressdo e atividade das

hidrogenases

(NIU et al.,

2011)

(XIAO et al.,

2013)
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Inéculos mistos: uma fonte bastante usual € o lodo proveniente de

biodigestores anaerobios de tratamento de diversos tipos de residuos como os
de abatedouro de aves, residuos da suinocultura, dentre outros (Tabela 2.2).
Estes indculos apresentam a vantagem de estarem aclimatados as condi¢des
anaerodbias, entretanto, requerem 0 uso de pré-tratamentos para inibicdo de
bactérias produtoras de CHa4 (arqueas metanogénicas). Os autores que fazem
uso deste tipo de inéculo empregam pré tratamento do mesmo, que
normalmente é feito por choque térmico, uso de acidos ou de agentes quimicos
como o cloroférmio com a finalidade de inativacdo de arqueas metanogénicas,
que consomem Hz (AMORIM et al., 2009; PENTEADO et al., 2013). No caso do
choque térmico, os rendimentos de Hz podem ser reduzidos devido a
ineficiéncia da inibicdo de bactérias homoacetogénicas, consumidoras de Ho.

Fermentacdo natural: outra fonte de in6culo utilizada em diversos

estudos € a fermentacao natural ou autofermentacéo de residuos, um modo de
multiplicar microrganismos do ambiente por meio da exposi¢cdo e contaminacao
de substratos, sejam &guas residuarias sintéticas ou reais . Diversos trabalhos
que relatam o emprego de fermentacéo natural de residuo sintético ou de 4gua
residudria, como por exemplo o soro de queijo, sdo tidos como exemplos de

sucesso (Tabela 2.2).
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residuarias e inoculos.

Pré

In6culo Substrato Resultados/Observacdes Referéncia
tratamento

Sintético (sacarose ~

Lodo de reator UASB do . ( , .)’ Houve produgéo H, em todos os
P Fecularia, Inddstria . : (LUCAS et al,

tratamento de efluente de Térmico . efluentes; produgéo 2X maior com

de produtos citricos, 2015)
abatedouro de aves o sacarose.

laticinios

o Sintético - Glicerina

Lodo ~de reator UASB do L.Térmico Pura 1,19 molH, mol glicerina™ versus ~ (LOVATO et al.,
tratamento de  efluente de 2.Sem o o o

Sintético-  Glicerina 0,119molH; mol glicerina 2015)
abatedouro de aves tratamento -

Bruta (biodiesel)
Lodo de reator UASB , d'o Sintético- C?Ilgo?e Decréscimo da produ~gao ao (TAPIA-VENEGAS
tratamento de efluente de industria Sem com substituicdo aumentar concentracao de et al., 2015)
de tabaco gradativa por Glicerol glicerol v

Diversos: Houve producdo de H, para o (SINBUATHONG,;

L ASB L. . . s
odo de reator UAS do térmico, pH, Sintético —Glicose e substrato sintético mas para ARC SOMJIT;

tratamento de efluente de industria
cervejeira

Lodo de lagoa anaerdbia do
tratamento de efluente contendo
Oleo de palma

congelamento
e cloroférmio

Térmico

ARC

Efluente contendo
6leo de palma

houve apenas CH,, apesar dos
pré tratamentos.

Realizado a aclimatacdo do
indculo ao substrato. Produziu Hz

LEUNGPRASERT,
2015)
(BADIEI et al,
2012)

na: ndo se aplica. Fonte: ARANTES et al., 2017.

Tabela 2.2: CondicGes experimentais e principais resultados para trabalhos de producédo de biohidrogénio para diversas aguas
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Tabela 2.2: Continuacéo

Pré

In6culo Substrato Resultados/Observacoes Referéncia
tratamento
Térmi .
- . . ,e. 1c0, Melhor producédo de H; para o
Amostras de indculos mistos provenientes &cido, s . L L
. . Sintético - glicose indculo de cervejaria, (BOBOESCU, I.Z.
de industria cervejeira e de reator ultrassom e 1 . . .
o S (3,79 LY previamente enriquecido com et al., 2014)
metanogénico combinagéo .
glicose.
destes.
Par in6culos 1A e 1B -
1- Lodo granular deUASB do tratamento de ,aa. os | pcu 08 © L
1A e 1B - térmico maior Yo, trat. acido
AR de abatedouro de aves (A) e AR de térmico e resultou em producdo de H
atividade de suinos (B) L. Sintético - ) , P ¢ 2 (PENTEADO et
acido mais estavel.
sacarose A FN levou a valores de Y al., 2013)
2- Fermentagcdo Natural (FN) de ARS- o . "2
2-na similares aos obtidos com lodo.
sacarose
O microrganimos identificado,
Isolados de lodo de.est-agao de tr,atamento o Glicerol residual ( Ba-C|-IIus amyloliquefaciens, (POLETO et al,
de efluentes de refinaria de petréleo e da Térmico - exibiu altos valores de Yu2
A biodiesel) . . 2016)
agroindustria utilizando glicerol cru como
fonte de Carbono
Isolados Enterobacter sp
: . f H i
Enterobacter sp isolados de lodo de UASB *na Meio  complexo doera:‘r:nggddlgoézsrbiio i/:riz?jzg (MAINTINGUER et
do tratamento de ARC PYG al., 2017)

com Yy, de 0.8 mol Hz mol?
glucose

*na: ndo se aplica. Fonte: ARANTES et al., 2017.



Tabela 2.2: Conclusdo

. Pré . A
Inéculo © Substrato Resultados/Observacoes Referéncia
tratamento
Agua  residusria Utilizou reator de tubos
Fermentacdo Natural (FN) de ARS- *na si?wtética . mdaltiplos; melhor producdo de  (GOMES et al,
sacarose H, foi 1,87 mmol H, ht 2015)
sacarose
Avaliou a influéncia da razéo
A residuari N r r A H
Fermentagio Natural (FN) de ARS - gua  residuaria  C/N sobre a producdo de Hz 6 A pojas
Sacarose *na sintética - obtendo o valor de 137 como etal., 2015)
sacarose ideal (10,3 mmol H; h't) v’
Avaliou a influéncia da razéo
de recirculagdo sobre a
Fermentacio Natural (FN) de ARS - Agua residudria producdo de He Em R=06 & o\ ree | ya.
*na sintética - produgéo foi favorecida
sacarose ZAIAT, 2012)
sacarose alcancando 4,22 mol Hz mol
sacarose !
A comunidade  microbiana
apresentou Klebsiella e
.. .. I idium, n PERNA L.,
Fermentag&o Natural de soro de queijo *na Soro de queijo Clostridium,  dentre outros - ( ° a

microrganismos e a producao
de H; chegou a 1.1 mol H, mol
lactose™

2013)

*na: ndo se aplica. Fonte: ARANTES et al., 2017.
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2.2.2 Rotas metabdlicas e rea¢gdes envolvidas na producéo de bioH2

A) Aspectos gerais

De acordo com LEE e colaboradores (2011) pode-se dizer que a produgéo
de H:z por fermentacdo anaerobia € devida a capacidade de muitos microrganismos
de reduzir protons (H*) a hidrogénio molecular (H2) por meio de suas enzimas
hidrogenases, num processo que envolve reducdo/oxidacao de transportadores de
elétrons de modo a manter a neutralidade elétrica do meio e suprir 0 processo com
ATP, bem como reducdo e oxidacdo das coenzimas NAD e NADH, conforme

apresentado nas Equacdes 5a 7.

hid
2Fd* + 2HY — 27 2Rt + H, (Eq. 5)
NADH + H* + 2Fd?* — 2H* + NAD* + 2Fd* (Eq. 6)
C.H,;0, +2NAD* — 2CH;COOH + 2NADH + 2H* (Eq. 7)
Em que:

Fd: Ferrodoxina Oxidoredutase
NAD*/NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, forma oxidada/ forma reduzida

Este processo é o predominante no caso de bactérias anaerdbias
obrigatérias do género Clostridium, especialmente por expressarem coenzimas
especificas como a Ferrodoxina oxirredutase. No entanto, para bactérias
anaerodbias facultativas da familia Enterobacteriaceae, carentes destas coenzimas
especificas mas capazes de metabolizar piruvato a acetil- CoA e acido férmico,

este Ultimo é degradado a H2 e CO2 (Equacdes 8 e 9).

CH,COCOOH + H CoA — CHsCOCoA+ HCOOH (Eq. 8)
Hidrogenolicse
HCoOH —I2™“ o, + H, (Eq. 9)
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Mesmo neste tipo de processo um equilibrio entre as concentragfes de
NADH/NAD* deve ser mantido; em funcdo disso, as enterobactérias costumam
utilizar piruvato e seus derivados como receptores de elétrons e hidrogénio, o que
leva a formacdo de &lcoois e &cidos, os quais estdo relacionados a rotas de
producdo de H: (Acidos acético e butirico, Eq. 10 e 11), de consumo de H:
produzindo acido propidénico (Eg. 12) ou ainda de competicdo por glicose
diminuindo os rendimentos de Hz e produzido acido latico, propidnico e etanol (Eq
13, 14, 15) ( ANTONOPOULOU et al., 2010; FERNANDES et al., 2013; GOMES et
al., 2015; ANZOLA-ROJAS et al., 2015)

Via do Acetato CoH,0, + 2H,0 — 2CH,COOH + 2C0, + 4H, (Eq. 10)
Via do Butirato ~ CsHy205 = CH3CH;CH,COOH + 200, + 2H, (Eq. 11)
Consumo de Hz2 CyH»,0; + 2H, — 2CH3CH,CO0H + 2H,0 (Eq. 12)
Consumo de  C.H;.0, — 2CH,CHOHCOOH (Eq. 13)
glicose
CoH,0, — CHiCH,COOH + 2C0, (Eq. 14)
CGHJ_:GE - ZC:HEGH + ECG: (Eq 15)

Como néo é possivel que o processo aconteca seguindo exclusivamente uma
via metabdlica, ao mesmo tempo em que as duas vias (do acetato e do butirato)
levam a producdo de bioH2, a relagéo acetato/butirato pode ser correlacionada ao
rendimento de Hz, juntamente com a quantificacdo de alcoois e com os niveis de
expressdo de enzimas hidrogenases (SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO,

2014). Neste caso, processos favoraveis a producédo de Hz devem apresentar alta
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relacdo acetato/butirato (ou baixa relacdo butirato/acetato) e menor presenca de
alcoois

O etanol, geralmente associado a menores rendimentos de H2 por
competicdo pela glicose (Eq. 15) pode também ser gerado por uma rota
fermentativa etandlica favoravel a producdo de H:z que produz também &cido
acético (Eg. 16); mas para gue isto ocorra deve haver alta relacdo acetato/butirato,
na presenca de etanol, com boa producado de Hz, ou seja, ndo se deve estabelecer
a relacao direta entre producédo de etanol e producédo de Hz mas ele também néo
deve ser associdado exclusivamente a prejuizos na producéo de Ho.
CeH.0, + H,0 = 2H, + 2€0, + C,H.OH + CH,COOH (EqQ. 16)

Também é possivel favorecer as reacfes de producédo de H2 nos processos
biolégicos por meio da manipulacdo das condicbes experimentais no reator
bioldgico (MANSSOURI et al., 2013);(SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO,
2014); (LOVATO et al., 2015). As principais estratégias adotadas para este fim na
operacéao dos reatores sdo descritas na secao 2.2.4 referente a “biorreatores para a

producédo de Bio- H2".

B) Aspectos especificos para Klebsiella pneumoniae

Abordando especificamente os fluxos metabdlicos de K. pneumoniae para
a producao de biohidrogénio, autores tem detalhado rotas e metabdlitos solUveis
que estdo presentes quando esta bactéria utiliza glicose como substrato
(LEONHARTSBERGER; KORSA; BOCK, 2002; CHEN et al., 2009; NIU et al.,
2010; NIU et al., 2011; XIAO et al., 2013) ou ainda glicerol (COSTA et al., 2011).

Duas rotas principais de producdo de Hz podem ser seguidas por essa
enterobactéria: a rota de oxidacdo do NADH (2NADH «+ Hz + 2NAD*) e a rota do
formato operada pelo complexo formato hidrogénio liase ou ‘formate hydrogen
lyase”, FHL. Na Figura 2.2, a por¢cdo destacada expressa a via do formato em
gue o aumento da concentracao de formato (na degragao de glicose a piruvato e
formato) ativa o regulador FhlA, responsavel pela expressao de enzimas que
irdo compor o complexo FHL, que degrada o formato em Hz e COz; isso se da na

auséncia de nitrato e sob pH acido.
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Sob o ponto de vista das diversas rea¢des metabdlicas que estdo no
envolvidas no complexo sistema de metabolismo da glicose por K. pneumoniae
para geragcao de Hz e COz2, Niu e colaboradores (2011) propuseram 30 reacdes
que envolvem tanto geracdo como consumo de H2 ou ainda competicdo por
reagentes; destas destaca-se aqui as reagdes da Tabela 2.3. O conhecimento
das reacbGes envolvidas no processo permitiu o ajuste das condicbes
experimentais visando a reducdo de reacdes desfavoraveis; como exemplo
pode-se citar o efeito positivo do aumento da temperatura (de 34 a 37°C) sobre
a diminuicdo da reacao de consumo de NADH para geragéo de etanol, de modo

a manter os niveis de NADH cuja oxidacéo leva a Ho.

co, glucose

pyruvate

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

HCOO + H* formate —=| FhlA :
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

co,

Figura 2.2: Degradacdo do formato para geracdo de H2 e CO2 por K.
pneumoniae. Fonte: LEONHARTSBERGER; KORSA; BOCK (2002).
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Tabela 2. 3: Reagbes metabdlicas e enzimas relacionadas com a producédo de

H2 por K. pneumoniae

Descricao Reacao Enzima
Metabolismo Piruvato formato liase
. PYR + COA — ACCOA + HCOOH , .
do Piruvato na Formato hidrogénio
HCOOH — H; + CO»
geracao de H2 liase

' Lactato desidrogenase
Metabolismo  pyR + NADH «» NAD* + Ac. latico

do piruvato 2 PYR - AC + 2CO;
com consumo AC + NADH — NAD* + 2,3 Butanodiol
de NADH ACCOA + 2NADH—COA + 2NAD* + Etanol

Acetolactato sintase
Butanodiol
desidrogenase

Alcool desidrogenase

PYR, piruvato; COA, Coenzima A; ACCOA, acetil coenzima A; NADH/NAD*,
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo, reduzida/oxidada; AC, acetoina ((NIU et al.,
2011)).

Na Tabela 2.3 pode-se observar o papel das desidrogenases na
diminuicdo dos rendimentos de H: (lactato, butanodiol e alcool desidrogenases),
mas além destas as proprias hidrogenases podem ser bidirecionais no processo,
ou seja, atuar tanto na producao como no consumo de Hz. Para contornar este
tipo de problema propde-se a manipulacdo genética de microrganismos como

forma de barrar a expresséo destas enzimas (NIU et al., 2011).

2.2.3 Substratos para a producao biolégica de hidrogénio

Diversos substratos tém sido testados no Brasil e no mundo em pesquisas

visando a obtencdo de bioH2 a partir de efluentes agroindustriais com elevada

carga organica. A vantagem de utilizar residuos como substrato € aliar a

adequacao ambiental ao seu aproveitamento como matéria prima para obtencéo de

produto de valor agregado. De um modo geral, a caracteristica central para que

aguas residuarias sejam adequadas para a producédo de bioH2 € a presenca de

carboidratos fermentesciveis. No caso de carboidratos de cadeia longa, como o

amido, a etapa inicial da biodigestdo, a hidrolise, € responsavel por tornar

19



disponiveis os carboidratos em suas formas fermentesciveis. Uma caracteristica
comum de aguas residuarias agroindustriais € a elevada carga organica (elevada
DQO) e em alguns casos, elevado teor de sélidos; ja as caracteristicas tais como
pH, alcalinidade, teores de nitrogénio e fosforo sdo muito variaveis de acordo com
o tipo de efluente.

Diferentes aguas residuarias tem sido avaliadas como substrato para a
producéo de Hz como vinhaca (FERNANDES, et al., 2010; SYDNEY et al., 2014),
efluente contendo 6leo de palma (BADIEI et al., 2012), destilaria (WICHER et al.,
2013), soro de queijo (PERNA et al., 2013), manipueira, laticineos e inddstria citrica
(LUCAS et al., 2015), efluente da producédo do biodiesel (FERNANDES, BRUNA
SOARES et al.,, 2010; LOVATO et al., 2015; TAPIA-VENEGAS et al.,, 2015;
POLETO et al., 2016), aléem de diversos trabalhos baseados em aguas residuarias
sintéticas, com caracteristicas controladas (MANSSOURI et al., 2013; ANZOLA-
ROJAS et al., 2015; GOMES et al., 2015).

No caso do efluente de cervejaria, matéria-prima empregada neste estudo,
sera apresentado na secdo 2.4. uma descricdo da composi¢cado e caracteristicas
fisico-quimicas tipicas, além do perfil de acglcares, que tornam esse residuo um

bom substrato para a producao de bioH-.

2.2.4 Biorreatores para a producao de bioH:z

Um reator biolégico, também denominado biorreator, deve propiciar condicbes
favoraveis para que o bioprocesso desejado ocorra num certo intervalo de tempo.
Basicamente deve proporcionar homogeneidade do meio reacional (por mistura ou
recirculacdo), manutencdo da biomassa no reator (aderida ou em suspensao),
controle das condi¢cdes fisico-quimicas para que a reacdo principal ocorra
(temperatura, pH, etc), além de aspectos construtivos como sistema para
alimentacdo e descarga do reator, pontos de amostragem de meio reacional e de
produtos (liquidos ou gasosos), dentre outros requisitos.

Tais necessidades podem ser proporcionadas por diferentes configuracdes de
reatores como: reatores anaerébios com mistura por recirculacdo de fase liquida
em que o meio reacional recircula diversas vezes, durante o tempo de detencéo
hidraulico (TDH) estabelecido para a reacéo, e este movimento é responsavel pela

mistura e homogeneidade da fase liquida; reatores anaerobios com mistura por
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agitacdo mecéanica em que a mistura € promovida por meio de impelidores de fluxo
radial, o que pode ser considerado operacionalmente mais simples do que o de
recirculacdo. A operacdo dos reatores pode se dar por modo continuo ou por
bateladas; o reator AnSBBR (Anaerobic Sequencing Batch Biofim Reactor) refere-
se a operacao por bateladas sequenciais e biomassa imobilizada.

Diferentes tipos de reatores tém sido testados para a producéo de bioH::
PENTEADO et al. (2013) e e ANZOLA-ROJAS et al. (2015) empregaram reator de
leito fixo e fluxo ascendente para fermentacdo de &gua residuaria sintética;
MANSSOURI et al. (2013) e LOVATO et al. (2015) avaliaram um reator AnSBBR
utiizando como substrato agua residuaria sintética e glicerina residual,
respectivamente; GOMES et al. (2015) utilizaram reator de tubos multiplos e fluxo
continuo para agua residudria sintética; AROOJ et al. (2008) utilizaram reator de
tanque agitado no modo continuo visando degradacdo do amido, mesmo
configuracdo empregada por TAPIA-VENEGAS et al. (2015) que utilizaram glicerol

residual como substrato.

2.2.5 Suportes paraimobilizag&do de biomassa nos biorreatores

Um dos suportes comumente empregados para imobilizacdo da biomassa
em ratores acidogénicos é o polietileno de baixa densidade, tanto para indculos
provenientes de fermentacdo natural como lodo anaerébio (FONTES LIMA &
ZAIAT, 2012; MANSSOURI et al., 2013; FERRAZ JUNIOR, ETCHEBEHERE &
ZAIAT, 2015; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; LOVATO et al., 2015, dentre outros);
este suporte é relatado como favoravel para proliferacdo de bactérias
acidogénicas em detrimento de arqueas metanogénicas, além de ter boa
disponibilidade e baixo custo.

A argila expandida também foi avaliada como suporte para producéo
biol6gica de Hz por alguns autores: BARROS et al. (2010) avaliaram argila
expandida e poliestireno para adesdo de microrganismos de lodo anaerdbio e
obteve melhor proliferacdo de biomassa em argila expandida, suporte no qual
ocorreu maior producédo de polissacarideos extracelulares considerados chaves
para a adesdo celular; FERRAZ JUNIOR, ETCHEBEHERE & ZAIAT (2015)
avaliaram argila expandida, carvdo vegetal, ceramica porosa e polietiieno e

obtiveram bons resultados para a produgédo de Hz com inéculo de fermentacao
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natural e de lodo anaerébio; no entanto foi escolhido polietiieno devido a
guestBes de entupimento da saida e rebaixamento do leito em reatores do tipo
APBR; FERNANDES et al. (2013) avaliaram argila expandida, carvao vegetal e
polietileno e concluiram que o tipo de suporte ndo afetou a producéo de Hz, ja
que os indicadores de producdo obtidos foram semelhantes para os trés
suportes; o potencial de uso da argila expandida como suporte também foi
apontado por AMORIM et al. (2009) que empregou lodo anaerébio como indculo
em reator AFBR e observaram que este suporte foi adequado por facilitar o movi
mento do leito devido a sua densidade proxima a da agua, além de propicicar a
adeséao da biomassa e a producéo de bioH2.

Estes estudos somados as caracteristicas da argila expandida como o
fato de ser inerte em solu¢gBes aquosas inclusive acidas, ser estavel a altas
temperaturas permitindo sua esterilizacdo por calor de necessario, ter area
superficial e porosidade, mesmo baixa, propiciando adesdo microbiana, possuir
baixo custo e boa disponibilidade, a tornam um suporte com bom potencial para

uso na producdo bioldgica de Ho.

2.2.6 Efeito de parametros diversos sobre a producéo de bioH:2

- Temperatura e pH: A temperatura de trabalho na fermentacgéo visando a

producdo de bioH2 depende do tipo de in6culo, que pode ser adaptado a
condicBes mesofilicas (30-39 °C), termofilicas (50-64 °C) e hipertermofilicas (>
65 °C) (LEE; SHOW; SU, 2011); uma vez que as fontes onde se coletam
in6culos mistos para uso direto ou para isolamento estdo, em sua maioria, em
condicbes ambiente de temperatura, a condicdo mesofilica prevalece nos
trabalhos de producéo de bioH2. Contudo alguns estudos abordam também o
uso de microrganismos termofilicos, sendo que os mais recentes enfatizam os
aspectos moleculares/proteémicos destas bactérias (ROY et al., 2015; WANG et
al., 2016).

Com relagdo ao pH, uma vez que a produgcdo de H: esta associada a
formacado de acidos organicos, subentende-se que um reator acidogénico pode
ser considerado com condi¢cdes favoraveis a producdo deste gas. A partir de
certos valores de pH acido, algumas enzimas podem ser inativadas e as rotas

metabdlicas do bioprocesso podem ser alterados, além de outros fatores que
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podem desfavorecer a atividade enziméatica, como a necessidade de
manutencdo da neutralidade da célula, a custa de energia (ATP). Comumente
sao utilizados valores de pH entre 5,0 e 6,0, que aliam uma condicdo para
atividade de hidrogenases com a inibicdo de bactérias consumidoras de Hz;
além disso nesta faixa de pH é encontrada maior variedade de microrganismos
engquanto nos extremos de pH ocorre selecdo de espécies (CHOI; AHN, 2015).
Para o in6culo de Klebsiella pneumoniae os efeitos da temperatura e o pH sobre
os fluxos metabdlicos de producdo e consumo de H2 tem sido estudados visando
otimizacao da producgéo de Hz (segéo 2.2.2).

- Pressao parcial de H»z: a concentracdo de H2 tem sido apontada como

uma variavel importante na otimizacdo da producdo de Hz uma vez que sob
elevadas concentracdes de H2 no meio fermentativo as vias metabdlicas podem
ser direciondas para solvatogénese, onde sdo gerados metabdlitos como acido
lactico, etanol, butanol e acetona, com diminuicdo da geracdo de Hz (SA;
CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014).

Para avaliar o efeito deste parametro sobre a producdo de bioH>
diferentes estudos tem sido relatadas: ESQUIVEL-ELIZONDO et al., (2014)
demonstraram que a remocao de Hz por diferentes meios em reator com agua
residudria sintética (glicose) e inoculo de biodigestor de rejeitos vegetais pré
tratado, levou ao aumento da producdo de Hz, o que os autores atribuem ao
deslocamento de equilibrio no sentido da producdo de H2 e a inibicdo de
bactérias homoacetogénicas por meio da remocdo de CO2 (KISIELEWSKA;
DEBOWSKI; ZIELINSKI, 2015) empregaram pressdo reduzida no reator de
modo a remover H2 do meio, em ensaios cujo substrato foi efluente sintético de
laticinios e inéculo lodo de UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) pré
tratado; os autores observaram que a remocdo do Hz contribui para a producéo
volumétrica deste gas por duas hipoteses, o aumento da eficiéncia da
transferéncia de massa do H: da fase liquida para a fase gasosa e o
desfavorecimento da acao de bactérias homoacetogénicas, consumidoras de Ho.

Podem ser encontrados na literatura outras estratégias de remoc¢ao do Hz
do meio fermentativo como por exemplo a estratégia descrita por (BECKERS et
al.,, 2015) em que o uso de uma alta velocidade de agitacdo (440 rpm)

combinado com o arraste por gas Nz levou a um aumento de cerca de 2 vezes
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na producdo de Hz, o que os autores atribuiram ao aumento da transferéncia
liquido-géas e a remocéao do fracdo gasosa, respectivamente.

- Relacdes nutricionais: estudos apontam que a relacdo C/N do residuo

gue se deseja utilizar como substrato pode ser manipulada de modo a favorecer
a producdo de Hz. ANZOLA-ROJAS et al. (2015), utilizaram in6culo de
autofermentacdo e residuo sintético em reator com recirculacdo de fase e
manipularam as fontes de carbono (sacarose) e nitrogénio (ureia) de modo a
abranger a faixa de 40 a 190 C/N (m/m), obtendo a relagdo C/N de 137 como
ideal para uma producdo otimizada de bioH2; para indculo proveniente de
biodigestor, fermentando residuo de laticinios em ensaios em frascos de 2L,
pesquisadores encontraram a razdo C/N de 21 como melhor condicdo para
favorecer a producdo de bioH2, que alcangou 450 mLh2 goo! (GOMEZ-
ROMERO et al.,, 2014); j& para culturas puras (Clostridium acetobutylicum e
Ethanoigenens harbinense) em ensaios de 100 mL em frascos de vidro, com
substrato sintético encontrou-se como melhor proporcéo a relacdo C/N igual a 4
(BAO et al., 2016)).

Além da relacdo C/N, a composicdo do residuo em termos de
micronutrientes pode ser um diferencial para o rendimento do processo: Fésforo
participa do tamponamento e da formacédo de ATP das enzimas; Fe?* influencia
na atividade das hidrogenases e no transporte de elétrons na oxidacdo de
piruvato a acetil CoA e Hz; Mg?*, Na* e Zn?* sdo cofatores de enzimas (SINHA;
PANDEY, 2011). Nota-se certas relacbes nutricionais, envolvendo macro e
micronutrientes podem ser estratégias para otimizacdo da producédo de H2 e
devem ser estudadas para cada in6culo e substrato, uma vez que a
concentracdo 6tima de cada nutriente varia em funcdo das condicbes
operacionais.

- Alcalinidade: A alcalinidade de 4gua residuéria reflete sua capacidade de
tamponamento, ou seja, de neutralizar 4cidos produzidos durante o bioprocesso
de modo a evitar oscilacbes de pH (reducdo) que possam prejudicar o
metabolismo dos microrganismos. Alguns anions presentes nas aguas
residuarias como HCOs, COs*, H2POs , HPOs#* e OH exercem um
tamponamento natural, mas esse parametro deve ser ajustado caso este

tamponamento natural seja insuficiente para manter os niveis de acidez no

24



reator dentro das faixas desejaveis. Na producéo de bioH:z este é um parametro
importante sendo que a diminuicdo da alcalinidade do meio durante o
bioprocesso € indicativo da geracdo de acidos organicos, ja que os ions H*
gerados consomem estes anions alcalinos.

Autores relatam a variagdo e o controle da alcalinidade durante o
processo de diferentes formas: ZHU et al. (2010), monitoraram a atividade de um
reator de agitacdo mecanica por 50 dias e correlacionaram a producao de biogas
(contendo CO2) com a alcalinidade a HCO3s onde com uma maior producéo de
CO2 apés 15 dias de reacdo, a alcalinidade se manteve em niveis maiores que
0s iniciais e o rendimento de Hz também aumentou; ndo foi utilizado nenhum
controle externo do tamponamento. Em trabalho diferente, realizando controle de
pH em 4,9 por adicdo de NaOH ou NaHCOs, os autores verificaram que o NaOH
tem efeito negativo sobre a producdo de H2, comparado ao efeito do
bicarbonato; o motivo para tal efeito ndo é claro e os autores atribuem
simplesmente & melhor capacidade tamponante do HCOs™ (LUO et al., 2010). E
usual a adicdo de NaHCO3s a agua residuaria e o monitoramento da eficiéncia
do tamponamento por meio da determinacdo do pH e da alcalinidade ao longo
do tempo (PERNA et al., 2013; LOVATO et al., 2015).

Dos parametros apontados acima, as condi¢cdes de pH e temperatura nas
reacoes seguem uma tendéncia e nao requerem estudos em todos os casos de
producdo de bioH2: se in6culos mesofilicos séo utilizados, temperaturas de
trabalho entre 30 e 39°C sdo usuais e se termofilicos, temperaturas entre 50 e
64°C; valores de pH entre 5,0 e 6,0 no inicio da reacdo e sua manutencdo acima
de 4,0 durante a operacdo sdo usualmente associados a bons resultados de
producdo de H2. J& para os demais parametros percebe-se que estudos sao

necessarios para cada tipo de substrato e de inéculo.

2.3 Aguaresiduéria de cervejaria: geracéo, tratamento e aproveitamento

convencionais

De acordo com estatisticas da ‘Food and Agriculture Organization’ (FAO,
2017) a fabricacdo de cerveja nos 10 paises que constituem 0s maiores
produtores mundiais de cerveja de cevada alcancou em 2014 o volume de 119

milhdes de quilolitros, sendo que o Brasil contribuiu com mais de 10% deste
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valor (14 milhdes de quilolitros). Cerca de 95% da composicdo de cerveja é dgua
e para o provimento deste insumo grande parte das fabricas estéo instaladas em
areas que possuem pocos artesianos com amplos lencois freaticos ou rios; no
entanto, isto ndo minimiza a preocupag¢ao com 0s recursos hidricos j4 que sao
gastos, em média, 4,5 L de 4gua para cada litro de cerveja produzida sendo que
esta proporcéo pode chegar até 10 L para 1 L (SIMATE et al., 2011; CHEN, H. et
al., 2015).

A agua residuaria de cervejaria € resultado das diversas etapas da
producdo que geram efluentes contendo residuos das matérias primas como
sélidos, acucares, leveduras, etc aléem de residuos de operacdes da fabricacdo
como a filtracdo, descarga dos equipamentos, lavagem de vasilhames e
higienizacdo de dornas, cubas, tubulacdes, pisos, etc (Figura 2.3). Como
resultado destas etapas de processamento tem-se grande quantidade de
efluente liquido com elevada carga orgéanica e teor de solidos em suspenséo,
que ir4 requerer tratamento para adequacdo antes do despejo nos corpos
hidricos. Na secdo 2.4 é apresentada a composi¢do fisico-quimica deste

efluente industrial, descrita por autores que estudaram seu tratamento.

Dornas de Agua de Lavagem de Lavagem de
pressao -A producdo -B vasilhames -C utilitarios -D

. Tratamento
Pré tratamento — anaerobio:
fisico e quimico Cervejaria CH,eH,
Tratamento
aerdbio
(a) (b)

Figura 2.3: Setores responsaveis pela geracdo agua residuaria em uma

cervejaria (a) e proporcao em que cada um contribiu (b). ARANTES et al., 2017.
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Como formas de tratamento destes efluentes nas instalagdes industriais
cervejeiras normalmente observa-se processos basicos aplicados aos efluentes
liquidos industriais:

- Pré tratamento: pode ser fisico (cominuicdo, filtracdo, flotacdo ou
sedimentacdo), quimico (ajuste de pH através do proprio CO2 gerado na
fermentacdo ou uso de acidos e bases empregados na desinfeccédo, adsorcéo,
etc) e biologico (considerado pré tratamento pelo curto tempo de residéncia)
(SIMATE et al., 2011).

- Tratamento aerébio: sistemas de tratamento onde microrganismos
aerobios degradam os nutrientes em processo mais rapido e mais eficiente que
0 anaerébio (METCALF & EDDY, 2016). Trés opc¢les de tratamento aerdbio séo
mais comuns: lodos ativados aerobios, onde consércios microbianos (bactérias,
fungos, protozoarios e outros microrganismos aerobios) em suspensao fazem a
biodigestéo; biofilmes, onde os microrganismos crescem aderidos a um suporte
e ainda filtros biologicos, onde o material suporte é fixo e a biodigestdo ocorre no
escoamento do efluente (SIMATE et al., 2011). Como desvantagens pode-se
citar de modo geral dificuldades de aplicacdo dos métodos aerobios devido a
variabilidade fisico-quimica do efluente (em termos de DQO, pH e demais
nutrientes) (AGLER et al., 2010) e no caso particular de lodos ativados a
proliferacdo de microrganismos gerando excesso de lodo que devera ser tratado
periodicamente, gerando custos consideraveis.

- Tratamento anaerdbio: a degradacdo da matéria organica se da em
sistemas anaerodbios (lagoas ou reatores) com as vantagens de dispensarem o
uso de aeradores, apresentarem baixos consumo de energia e geragédo de lodo
(CHEN, H. et al., 2015); entretanto sdo processos lentos e muitas vezes
incapazes de reduzir carga organica de maneira isolada, sendo necessario um
processo aerobio posterior (METCALF & EDDY, 2016). Os sistemas mais
comuns nas industrias cervejeiras sdo: reatores verticais do tipo UASB nos
quais o lodo anaerébio encontra-se na forma granulada (1-4 mm) e o afluente é
bombeado de baixo para cima; reator de leito fluidizado, onde a agua residuaria
segue fluxo ascendente e entra em contato com a biomassa.

O tratamento biolégico de residuos apresenta como fator interessante

para a industria de qualquer natureza, incluindo a cervejeira, a possibilidade de
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aliar o tratamento e adequacao de seus efluentes liquidos com o aproveitamento
destes para a geracao de recursos, como por exemplo a geracdo de energia
quimica que pode ser utilizada na prépria industria. Trata-se da geracao de
combustivel gasoso, o biogéas, resultado do processo de digestdo anaerdbia que
numa producéo tipica pode gerar cerca de 0,75 a 1,12 m3 de gas por kg de
soélidos volateis processados. Tipicamente o gas contém de 55 a 70% de CHa,
30 a 40% de CO2 e pequenas quantidades de H2S, N2, Hz, vapor d’agua e outros
gases (METCALF & EDDY, 2016); como alguns destes gases pode causar
danos no sistema de combustdo, € necessario a purificacdo para que o biogas
possa ser usado como combustivel em motores de combustéo interna, turbinas
a gas, microturbinas ou células a combustivel. Ja para a queima em caldeiras,
em geral, ndo é necessario a purificacdo (METCALF & EDDY, 2016).

Outra possibilidade de aproveitamento do lodo geado no sistema de
digestdo anaerobia na geracédo de energia € o uso de solidos em processos de
incineracdo. Constituido de lodo primario, excesso de lodo secundario e
biosolidos estabilizados este material pode ser usado como fonte de energia nos
processos de incineracdo, com poder calorifico tipico entre 12000 e 25000 kJ kg
! de sodlidos totais, de acordo com a origem do material.

No caso de tratamento de agua para reuso na inddstria cervejeira, outros
sistemas entram em cena como membranas filtrantes, adsorventes, métodos
eletroquimicos, etc. Dentro do contexto do uso de residuo de cervejaria,
especificamente, para a geracdo de biogas por meio de digestdo anaerdbia,
encontra-se na literatura trabalhos de longa data bem como estudos recentes

(secéo 2.5).

2.4 Composicao e caracteristicas fisico-quimicas de aguas residuarias

de cervejaria

As principais caracteristicas fisico-quimicas de ARC relatadas na literatura
sao apresentadas na Tabela 2.4. Pode-se notar uma ampla faixa de variacéo de
alguns parametros: a DQO por exemplo varia de 2.000 a 32.500 mgO2 L e
varia linearmente com a concentracdo de solidos, ou seja, em razdo de maior
presenca de solidos a DQO é maior. Uma razdo para a grande diferenca entre

0S minimos e 0s maximos para DQO, Nitrogénio, Fosforo € a diluicdo do
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efluente, ou seja, o volume de agua de lavagem utilizado. De modo geral, os
parametros registrados para a ARC, apresentados na Tabela 2.4, indicam a
necessidade de processos de tratamento bem como o potencial para o
tratamento biol6gico especialmente devido a elevada carga de Carbono e
Nitrogénio.

Aléem das informacOes apresentada na Tabela 2.4 para os principais
parametros (DQO, P, N, solidos, pH, dentre outros) € necessario considerar pelo
menos mais dois pardmetros desta 4gua residuaria, importantes para a
producdo bioldgica de H2: a composicao dos agucares presentes na ARC e de
metais e elementos traco, o que € abordado a seguir.

AcUcares presentes na agua residuaria de cervejaria:

Tratando especificamente dos aclUcares presentes ARC e considerando-se
que ela contém as aguas de lavagem dos tanques, dornas, tubulagdes do processo
€ natural que a composicao seja similar a do mosto e do fermentado, porém muito
diluida. Sabendo-se que a principal matéria prima da industria cervejeira € o malte,
que fornece os acucares para a fermentacdo deve-se examinar sua composicao e
processamento como forma de compreender a composicdo de acgucares na ARC.
O malte, composto basicamente de amido, tanto na forma de amilose como na de
amilopectina e requer na industria cervejeira a etapa conhecida como mosturacao,
onde pela agdo de enzimas a e B- amilases, além de dextrinases, o amido é
convertido em glicose, maltose (e isomaltose), maltotriose (fermentesciveis) e
dextrinas, oligossacarideos com mais de 3 moléculas de glicose possuindo tanto

ligacdes 1-4 como 1-6 (ndo fermentesciveis) (Figura 2.4).
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Tabela 2. 4: Caracteristicas fisico-quimicas de agua residuaria de cervejaria.

DQO N Total* N-NH4** P-Total* P-POs** ST * STV* DBO*  DBO/ C/IN  C/P pH Alcalinidade
Referéncia total* DQO (CaCOs3) *
2.000 - 2.900- 1.200 —
SIMATE et al. , 2011 6,000 25 -80 10 - 50 2 000 3600 0:2-06 3-12
8.000 - 5-11 500- 380- 5,2-
CHEN, H. et al.,2015 80-280 20-90 5-35 0.50- 0,77 62.5 200 190-350
14.000 1.300 1100 6,2
0,5
SINBUATHON et &+ 559 g0 2350 0,40 667 12 63
al, 2015
BOBOESCU, etal, ero -6 58
2014 :
SHAO etal,, 2008 22290 354 450 144-216 1400- 32~
o 32.500 4800 3.9
ENITAN, etal., 2.000 21.6 21.25 2.449 1.877 6,9 3.173
2015
3.000 200- 45—
GOLUB et al, 2014 50-100 2-10 ’
6.000 600 11,0
SHI et al., 2010 2.400 90 9.4 3.2 620

* Unidade de concentragdo: mg L™ ; ST = sélidos totais; STV = sélidos totais volateis; DQO =.Demanda quimica de oxigénio; DBO =
demanda biolégica de oxigénio (ARANTES et al., 2017)
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A proporc¢do entre os agucares produtos da acdo enzimatica bem como a
concentracdo de cada um deles varia de acordo com o processo, dependendo
de pH, temperatura e tempo de mosturacdo, mas é usual obter neste processo
entre 8-10% de glicose, 50-56% de maltose, 12-28% de maltotriose sendo o
restante dextrinas (ESTRACANHOLLI, S., 2012).

(A)
CH,0H
O,
H
OH H
H OH
Amilose :
R — amilase
a- amilase CH,0H
0
H /4 H
< OH H
HO OH
H OH
Glicose
P

OH

Maltotriose

5CH,0H

(B)

Amilopectina Isomaltose

5CH,
—o0,
H H
4 1
1 OH H J
Mg \—o—
1
OH
H OH
X H
SCH,OH CH,0H a- amilase u
LY E o
H /N H H /% oH H OH |
‘NOH H ) \ou u =S
HO o/ H —
a B 3 2
H OH H OH
Maltose
CH 0K
| | mx on CH ou SCH,
N h —o0,
A e - —]
CH,0H CH,0H SCH;0H O“ E u 7/1, ! ou
0 0, 0, poJ 0” E OH E )
u /4 H H \H u on OH H /'y
AL o OH H ) \OH H
\_o—/
3 3 |3 e E H OH
i ou H OH H OH

Dextrina

Maltotriose

Figura 2.4: Formas de amido presentes no malte, Amilose (A) e Amilopectina (B)
e produtos da agédo enzimatica de a e 3- amilases apds mosturacédo. (Adaptado
de COX, 2004).

O monitoramento do perfil de aclUcares disponiveis ap0s a mosturagéo e

ap6s o consumo dos mesmos na fermentacdo pode ser feito por analise

31



cromatografica - CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) ou por
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho ( ESTRACANHOLLI, S.,
2012)

Metais e elementos traco na aqua residuaria de cervejaria:

Diversas sédo as fontes dos metais que podem estar presentes na ARC,
passando pela composicdo mineral da agua de producdo, dos insumos
principais, aditivos e até mesmo dos agentes saneantes empregados na limpeza
das instalacbes. No caso da agua de producdo, além dos requisitos de
potabilidade (microbioldgicos e fisico-quimicos) padrdes de qualidade referentes
a composicdo mineral também s&o necessarios ja que 0s metais presentes e
suas concentra¢cfes tém influéncia direta sobre a atividade enzimética envolvida
em alguns processos bem como nas caracteristicas sensoriais do produto final
(dulcor, amargor, adstringéncia, etc). Dentre 0os metais presentes na agua de
producédo e relacionados diretamente a qualidade do produto final monitora-se
principalmente os seguintes (ROSA & AFONSO, 2015):

e Célcio - elemento que atua na estabilidade e paladar da cerveja bem
como na protecdo da amilase quanto a desativagdo térmica durante a
sacarificacdo (hidrélise) do amido contido no malte. Além disso favorece a
coagulacéo proteica durante a fervura do mosto e precipitacdo de oxalatos, na
forma de CaC204) 0 que previne a turvagdo da bebida; concentracdes entre 50 e
150 ppm séo consideradas ideais.

e Magnésio — elemento essencial no processo de fermentacéo relacionado
a atividade de certas enzimas das leveduras. Porém em concentracfes
superiores a 30 ppm acarreta sabor amargo e adstringente a cerveja.

eZinco — atua na ativacdo da fermentacao ja que esta envolvido com a
sintese proteica favorecendo o crescimento de leveduras; no entanto acima de
0,6 ppm passa a ter acao inibidora sobre a fermentacéo.

e Sodio — contribui para caracteristicas sensoriais da cerveja, realcando
corpo e dulgor em concentracdes entre 10 e 150 ppm; no entanto acima de 200
ppm pode acarretar em sabores desagradaveis.

Outra forma de insercdo de metais no processo de producéo de cerveja é
por meio dos insumos como malte e lupulo; o malte por exemplo apresenta em

sua constituicdo elevados teores relativos de P e K, seguidos de Mg, Ca e Na
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(composicéo da farinha de malte (USDA, 2017; TBCA, 2017) (Tabela 2.5), de
modo que estes metais podem ser encontrados na cerveja (POHL, 2008; LEAO

et al., 2018) e consequentemente nas aguas residuarias de cervejaria.

Tabela 2. 5: Composicdo do malte com relagdo aos principais elementos

quimicos.

Concentragdes em ppm

Elemento USDA* TCBA*
Ca 3,7 2,7
Fe 0,47 0,24
Mg 9,7 6,7

30,3 24,8

22,4 33,1
Na 11 0,35
Zn 0,21 -
Mn - 0,13

*USDA: United States Department of Agriculture (USDA, 2017)
#TBCA: Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — USP (TBCA, 2017)

Além dos minerais tipicos da constituicdo desta e de outras matérias
primas, existe a preocupacdo de que metais pesados usados na agricultura
(herbicidas, agrotoxicos, bactericidas) possam ser encontrados no produto final
e consequentemente, na ARCs. Em um trabalho de monitoramento das fontes
de metais pesados na cerveja durante seu processamento, PASSAGHE et al.
(2015), investigaram a presenca de metais na agua, malte, cereais, lUpulo,
leveduras em diferentes etapas (trituracdo, aquecimento, resfriamento,
fermentacdo, maturacao, filtracdo) para os metais Cr, Cd, Zn, Cu, Fe, As, Ni e
Pb. Amostras das fra¢gOes liquidas (brewing waters) foram analisadas em cada
etapa por Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma (ICP-MS) e os
resultados indicaram que apenas para Cu e Zn as concentracgoes identificadas
na cerveja sdo determinadas pelas matéria primas (malte e lipulo); ja outros
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metais téxicos (Cr, Cd, As, Fe, Cu, Ni e Pb), se presentes nas matérias primas
distribuem-se nos residuos sdlidos e liquidos durante o processamento da

cerveja, nado oferecendo riscos ao consumidor.

2.5 Producdo de biogas a partir de aguas residuarias de cervejaria

A biodigestdo anaerdbia com producdo de biogas é um processo bem
caracterizado quanto a aplicagdo voltada ao tratamento de efluentes
agroindustriais, com boa disponibilidade de artigos, livros, etc no tema (
NIGAM; PANDEY, 2009; MATA-ALVAREZ et al., 2014; AJEEJ et al., 2015;
ADEKUNLE; OKOLIE, 2015; ZHEN et al., 2017). No caso de ARC a digestao
anaerobia (D.A.) tem sido aplicada em escala industrial tendo como base
trabalhos de pesquisa descritos na literatura de longa data, de modo que os
estudos atuais tratam da otimizacdo deste processo sob diferentes enfoques.
Trabalhos publicados nos ultimos anos utilizando D.A. no tratamento de ARC
sdo apresentados na Tabela 2.6. Em todos os casos 0 indculo utilizado foi
biomassa anaerdbia condicionada em biodigestores metanogénicos.

E possivel notar por meio destes trabalhos uma alta eficiéncia de
remocao de DQO, entre 78 e 98% nos reatores utilizados, sejam eles comuns
como os UASB ou de configuracdes diferentes como CSAD ou de membrana
(AnMBR). Foram relatados teores de CH4 entre 59-69%, composicao teorica
tipica deste bioprocesso, e rendimentos de até 0,53 L biogas g DQO™Y). Uma
vez que o processo de producdo de CHas para ARC € bem caracterizado,
estudos que buscam a influéncia de variaveis especificas tém sido conduzidos
como os efeitos de particularidades do inéculo, da presenca de sanitizantes, da
presenca de cianeto, dentre outros. Uma vez que cada tipo de inéculo e de
reator tem uma condicdo favoravel de producédo distinta, estudos especificos
sd0 necessarios para cada sistema a fim de determinar as condi¢des 6timas de

producédo do biogas.
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Tabela 2. 6: Pesquisas recentes sobre producéo de CH4 a partir de agua residuaria de cervejaria.

Reator Caracteristicas do Objetivo do trabalho CondicOes de Resultados obtidos Refer.
efluente (mg L) operacgao
Reator tipo DQO 2.005; ST Compreender a 3712 °C; pH entre 6,5 ERpgo de 79 % e biogas com ENITAN
UASB escala 4.520; Proteina composi¢cdo microbiolégica e 7,2; Tempo de 66-69 % de CHa4 Presenca de et al.,
industrial total 134,40; PO,> de um UASB e a biocinética retencdo entre 8 e 12 Methanosaeta sp., 2014
(1700 m3) P 21,25; SO de degradacado dos h; alimentacdo Methanosarcina sp., familia
178,25; Alcal. substratos da ARC usando intermitente Ethanobacteriales e
(CaCo0s3) 2.880 um modelo cinético Methanobacterium formicicum
Reator tipo DQO 2.005; ST Desenvolver um modelo 26-32°C; pH 6,9; ERpoo de 79 % , biogas com ENITAN
UASB escala 2.449; PO,*P aplicAvel a um reator UASB Tempo de retencéo 65,9% de CHg4, 30,7% CO2e 3,4 et al.,
industrial 21.25, SO a fim de elevar a entre 8e13hh % N, vazdo de até 291.34 L 2015
(1700 m3) 178,25; recuperacdo de energia CHs; h' e de 0,32 L CH4 gt
Alcalinidade com relagdo a degradacao DQO alimentado. O modelo
(CaCO0s3) 3.172 de substratos e ao efeito desenvolvido (MMGM) previu a
do decaimento enddgeno producdo de CH., a diferentes
da velocidade de producédo temperaturas e cargas
de CH4 organicas
Biorreator DQO 10.200 + Estudar a aplicagdo de um 35 °C; pH 6,8-7,3, ERpgo de 98% com 0,53 L CHEN et
anaerébio de 2.300; N total 180 AnMBR para o tratamento fluxo de operagdo da biogas gDQO™. Composicdo do al., 2015
Membrana +100; POs*P 26+ de ARC em termos de membrana 8 L m?h?'l biogas de 59% CH4,31% CO2,

(ANMBR) (15
L)

19; ST 1720 + 42;
Alcalinidade
(CaC0Os3) 270 £ 80

remocao de DQO,
producao de biogas,
crescimento de biomassa,
consume de alcalinidade e
estabilidade da membrana
filtrante

alimentagdo continua
de: carga organica de
2,0, 5,0, 7,5 and 10,0
gDQO (L dia)? por 12,
25, 15 and 68 dias

10% N.. Uma limpeza quimica
para recuperacdo da membrana
€ necessario para a estabilidade
da operacao

Legenda: ERbqo, eficiéncia de remocdo de DQO; ST, sdlidos totais; PO4*P , fésforo inorganico; N total , nitrogénio total; STV,
sélidos totais volateis. Fonte: ARANTES et al., 2017.
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Tabela 2.6: Continuacao

Reator Caracteristicas do Objetivo do trabalho Condicdes de Resultados obtidos Referéncia
efluente (mg L) operacao
g:]%zs}?gio 22-43 °C; pH 5,3 A fracdo de solidos da ';é;llaER et al,
. Estudar se a DA de altataxa - 7,8; operacdo AR também deve ser
continuament i . . ~
o aaitado é um sistema de tratamento dos reatores em tratada com digestdo
(s AD)g o DQO 36.000 - vantajoso para ARC com alto pararelo, em 4 anaerbbia para aumentar
110.000; STV teor de solidos (lixo primario) fases que a geracdo de CHs e
Reator ~ . . . A
anaerébio 40.000; ST sem acumulagdo excessiva variaram de 15 a reduzir a carga organica
operado  em 53.500 — 151.800 de ST a longo prazo, usando 50 dias cada, com para sistemas de poés-
P um CSAD e um ASBR, em diferentes teores tratamento. O ASBR teve
bateladas . oA
sequenciais(A paralelo de STV, ST e maior eficiéncia do que o
SBR) DQO. reator CSAD
DQO 2324; NT Comparar diferentes tipo de 35+5°C; pH 6,8 - Lodo ativado teve maior XU etal., 2013

Reator
anaerébio do
tipo  ‘biogas
lift’ (BLR)

26; POs*P 9; SS
565

lodo anaerdbio para avaliar
condicbes de  operacao,
caracteristicas do lodo e
modelos cinéticos visando a
cinética de crescimento de
microrganismos e de
remocao de substratos

7,2; 2 reatores de
883,1 m3,
alimentados com
DQO entre 2.100-
2400 mg L%,
operados por 30
semanas. Inéculo:
lodo granular
anaerébio e lodo
ativado residual

eficiéncia de remocéao de
carga organica do que
lodo granular. Eficiéncia
de remocédo de DQO de
90% e Méax producéo de
biogas 370 m3 h!

Legenda: ERbqo, eficiéncia de remocéo de DQO; ST, sélidos totais; PO4*P , fésforo inorganico; N total , nitrogénio total; STV,
solidos totais volateis. Fonte: ARANTES et al., 2017.
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Tabela 2.6: Conclusdo

Reator Caracteristicas do Objetivo do trabalho Condicdes de Resultados obtidos Referéncia
efluente (mg L) operacao
Avaliar o efeito toxico de dois . .
. . nitizante T A €
sanitizantes utilizados na 35 °C; pH 7,2 — S’)xisc?) ”;?a?) ir:%?:ulo 2
indastria cervejeira sobre a 7,7; DQO 4.000 re'udicz 2 producio de
Reator UASB DQO 4.000; produgéo de CHs na DA: um mg L TRH 24 h: EHJ e ge 508 o
- escala outros contendo ésteres de acido diferentes 4ap . g~ RODRIGUEZ:
. ~ . ~ ! e o Tipo B néo ’
laboratorial componentes ndao graxo (Tipo A) e outro concentracdes de apresentou  interferéncia et al, 2013
(3L) descritos contendo alcool etoxilado sanitizantes. Lodo a'f)é 1000 ma LL A
(Tipo B); avaliar também a granular como redu é.o da r(?du éc; de
biodegradabilidade destes indculo CH ?oi de 60‘?)/0 ¢
aditivos * '
Ensaios Cianeto aumenta a fase
: . . I m nao ini
Avaliar 0 efeito da padronizados ar?)du Zz d:o CIHIbeeri
concentracdo de cianeto (biomassa e AR) P ¢ )
. . ARC. Processos
Frascos de sobre a atividade de com [cianeto] Abi6ticos <30
vidro (1 L) DQO 360; outros bactérias chave e da entre 1 and 85 (ESDONSAVEIS ola
equipadas componentes ndao comunidade de arqueas mg L1; 60 dias de de prada % de ciani:to gool\éAK et al.,
com sensores descritos sobre a producédo de CH4 e incubacéo; Regmo a(é de DQO de;
de pressao as caracteristicas Ensaios com ¢ .
o, 78,4% com cianeto (5 mg
moleculares dos in6culo natural e L1) similar & observada
microrganismos esterilizado

(efeitos abioticos)

para 0 ensaio controle
(68,9 %)

Legenda: ERbqo, eficiéncia de remocéo de DQO; ST, sélidos totais; PO4*P , fésforo inorganico; N total , nitrogénio total; STV,
solidos totais volateis. Fonte: ARANTES et al., 2017.
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2.6 Producédo de biohidrogénio a partir de agua residuéria de cervejaria e

in6culos mistos

Efluente liquido gerado em grandes quantidades e com potencial para
producdo de Hz, a ARC se apresenta como importante objeto de pesquisa por
sua elevada DQO, presenca de agucares e necessidade de tratamento, dentre
outros fatores. Apesar disto, embora o conhecimento referente a producédo de
CHa4 por digestdo anaerobia deste residuo seja avancado, para a producdo
biolégica de H2 poucos estudos sdo disponiveis e o0s que podem ser
encontrados na literatura tem como ponto comum a pequena escala, baixa
variedade de inéculo (comum lodo anaerdbio pré tratado) e na maioria das
vezes curto tempo de avaliacdo. As condi¢cdes empregadas em tais estudos
séo descritas resumidamente na Tabela 2.7.

Destes trabalhos vale a pena destacar as observacdes descritas por
SINBUATHONG, SOMJIT e LEUNGPRASERT (2015) que avaliaram a
possibilidade de producdo de H: utilizando como substrato ARC e substrato
ideal (meio de cultivo formulado com glicose, extrato de carne, extrato de
levedura e digestao péptica de tecido animal) e obtiveram producdo de H2 em
substrato sintético a base de glicose, mas ndo na presenca da AR.

Um dos possiveis motivos para este resultado foi a ineficiéncia do
tratamento aplicado ao inéculo em inativar metanogénese ja que o de teor de
H2 produzido para o substrato sintético, sempre inferior a 40%, teve sua queda
coincidente com a producéo de CHa4, indicando rotas metabodlicas de consumo
de Hz por bactérias metanogénicas. Os autores apontaram como um dos
possiveis motivos a escassez de nutrientes, como o fésforo por exemplo,
implicando em baixa relagéo C/P.

Nos resultados apresentados por GOLUB e colaboradores (2014) que
testaram o0 uso de lodo granulado de reator metanogénico, inativado
termicamente, para a producdo de H2 utilizando como substrato ARC os
resultados apresentados tratam de apenas 7 horas de avaliagédo, periodo para
o qual foi observado composicédo de biogas com 55-65% de H2 remocéo de
DQO de 40%. Este trabalho mostrou a potencialidade de producdo de H2 a

partir deste substrato e deste tipo de in6culo.
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Tabela 2. 7: Producéo biolégica de H2 utilizando agua residuéria de cervejaria

Pre
Referéncia In6culo tratamento do Reator Condigbes 'tl)'_e Or,HZ N0 Rendimento
o iogas
indculo
20% de indculo;
mistura entre AR e
Liquor de reator Térmico, pH, meio sintético com ~ .
SINBUATHONG et UASB de indstria agente Garrafas de glicose; 35 °C, pH 4 0 ARC nao foi adequada para a
al, 2015 " o 120 mL . producdo de H:
cervejeira quimico a 7, 50 dias, com
alimentacéo dos
reatores
8-10 g L de inbculo, 022 L H; L' de Aagua
Lodo de reator Garrafas de AR sem residuaria na fermentacéo e 7-
GOLUB et al, 2014  metanogénico de Térmico 1L suplementagcdo, pH 55-65% 9 mol H; mol? glicose quando
industria cervejeira 45 — 55, 35 °C, 8 combinado fermentagcdo e
horas método bioeletroquimico
AR sem filtracéo,
suplementado com 149,6 mL H, g* DQO e vazéo
SHI et al., 2010 b(ng de reator Térmico g&”ﬁfﬁs de micronutrientes, pH i':?(;)rmado volumétrica maxima de 53,6
4,6e8;T25 3¢ mL Hzh?
45 °C
Lodo granular de AR sem
RAJHI et al.. 2016 um reator UASB N30 realizou Garrafas de suplementacdo, 30 0 N&o houve produgdo de H:

de tratamento de
ARC

12L

°C, pH 7,1, 30 dias,
0,1g L* deindculo

mas somente de CHg,

Legenda: T, temperatura. Adapatado de ARANTES et al., 2017.
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Em trabalho empregarando metodologia de superficie de resposta para
otimizar a producéo de Hz por digestdo anaerdbia de ARC (SHI et al., 2010) foi
adicionada uma mistura contendo 13 tipos de sais visando uma adequacédo de
micronutrientes; o tempo de avaliacdo ndo foi informado, bem como o método
de medida de volume de biogas produzido. O principal objetivo do deste
trabalho foi avaliar a influéncia de pH, temperatura e concentracdo de agua
residudria sobre o rendimento (Yn2 — mL de Hz2 g de DQO) e sobre a taxa
maxima de produgdo de Hz (Rméax - mL de H2 h). A condigdo 6tima de
producédo de Hz (pH 5,95, temperatura de 35,9°C e carga organica de 6,05 g L
1) estimada a partir do modelo foi validada por meio de ensaio de verificagéo e
houve boa concordancia entre os valores previstos pelo modelo obtido e os
resultados experimentais.

De um modo geral, os resultados obtidos por SHI et al. (2010) oferecem
informacBes comuns, haja visto que: consércios microbianos de reatores UASB
trabalham em condi¢cdes mesofilicas, o que torna previsivel que as bactérias
produtoras de Hz destes indculos tendem a agir do mesmo modo; valores de
pHs &cidos favorecem as reacdes de producdo de H2 enquanto valores acima
de 6,0 favorecem metanogénese; a composicao de ARC (em termos de DQO)
varia muito de um residuo para outro, da mesma cervejaria ou de unidades
diferentes (Tabela 2.4), de modo que o fator de diluicdo 6timo depende do tipo
de residuo e da sua procedéncia. Assim como nos outros estudos citados, 0s
resultados obtidos por SHI et al. (2010) mostram o potencial de produc¢éo de H2
para o inéculo testado e para a AR, embora tenha sido feita a complementacao
do residuo com outros nutrientes.

Em ensaios de pequena escala e batelada de 120 horas, BOBOESCU
et al. (2014), avaliaram o uso de in6culo de estacdo de tratamento de esgoto
municipal para producdo de H: utilizando ARC. Os autores observaram que
este bioprocesso € viavel para a producdo de H2 em condi¢cBes especificas de
pH e temperatura (26°C e pH 6,65) e também com adicdo de glicose ao
efluente; no entanto, tal suplementacé&o torna o resultado previsivel pois glicose
€ substrato ideal para producéo de Ho.

De um modo geral os trabalhos de pesquisa publicados mostram que

existe viabilidade e potencial para utilizacdo de ARC para fins de producéo de
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biohidrogénio, no entanto, para aplicagbes em escala industrial sdo requeridos
estudos deste bioprocesso em maior escala utilizando diferentes configuracdes
de reatores, avaliacdo deste processo periodos de tempo mais prolongados a
fim de obter informacdes sobre volume e pureza do H2, eficiéncia na reducao
da carga organica no tratamento do residuo e estabilidade do processo ao

longo do tempo.

2.7 Biohidrogénio a partir de ARC usando como indculo Klebsiella

pneumoniae

Dentro do contexto da potencialidade da ARC para a producdo de
biohidrogénio e da baixa diversidade de inéculos estudados para este fim, em
estudo anterior ao presente trabalho pesquisadores realizaram o isolamento
caracterizacdo de enterobactérias e testes de producdo de biohidrogénio
empregando ARC (ESTEVAM et al.,, 2018). A cepa que apresentou melhor
performance para producdo de bioH2 em ensaios preliminares (frascos agitados
de 0,5 L), caracterizada como Klebsiella pneumoniae, foi avaliada em ensaios de
producdo de H2 em reator agitado mecanicamente nas seguintes condigdes:
bateladas de 72h, in6culo em suspenséo, agitacdo de 20 rpm, 3,5 L de volume
reacional e 2 L de headspace, agua residuaria com pH ajustado para 5,5 e [ART]
entre 3,0 e 4,0 g L1, com incubacéo a 35°C.

Os resultados obtidos demonstraram que:

- K. pneumoniae exibiu habilidade para metabolizar os acUcares presentes
na ARC sob rotas metabdlicas de producéo de Hz e COz;

- Os melhores resultados foram obtids sob anaerobiose parcial, o que é
coerente com o fato de tratar-se de uma bactéria anaerodbia facultativa e simplifica
0 processo dispensando o uso de fluxo de N2 para garantia de anaerobiose;

- Houve producdo de biogas com composicdo de H2 entre 30-40%,
rendimento de H2 (Yw2) entre 0,80 — 1, 67 mol H2 mol! de glicose, valores
comparaveis aos obtidos por outros autores com culturas puras, para substratos
diferentes de ARC;

- O inéculo manteve-se ativo durante as 72h de bateladas, mesmo em pH
acidificado entre 3,0 e 4,0, produzindo H2 enquanto havia acgucares (ART)

disponiveis;
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- Os parametros de producdo de Hz com relagdo ao tempo (vazdo de
biogas, fluxo molar de Hz) foram baixos, comparados a literatura, devido ao uso
de tempo prolongado de batelada, de 72h, ja que em reatores e indculos mistos é
usual tempos de ciclo de poucas horas;

- As melhores producgdes de bioHz ocorreram em torno de 30h de reagao,
tempo em que ocorreu predominio dos metabdlitos sollveis acido acético e
butirico, indicando ocorréncia de rotas metabdlicas favoraveis a producéo de Ha.

Com tais caracteristicas, o uso de inoculo puro de Klebsiella pneumoniae
para o susbtrato ARC mostrou-se oportuno. No entanto, ainda séo necessarios
estudos para otimizacdo do tempo de ciclo, imobilizacdo do in6culo em suporte e
avaliacdo da estabilidade ao longo do tempo.

A habilidade do in6culo em metabolizar os aclcares da ARC demonstra
uma caracteristica bioquimica interessante das enterobactérias que sao capazes
de metabolizar uma variedade de substratos, com algumas especificades que
permitem inclusive a diferenciacéo entre elas. Klebsiella pneumoniae € capaz de
fermentar uma variedade de acUcares: glicose, maltose, glicerol, lactose,
sacarose, trealose, xilose, manose, celobiose, manitol, sorbitol, arabinose, dentre
outros.

Especificamente para a producdo de biohidrogénio empregando K.
pneumoniae séo relatados na literatura o uso de glicerol (LIU & FANG, 2007),
(COSTA et al.,, 2011) dos monossacarideos glicose (NIU et al., 2010; NIU et al.,
2011; XIAO et al., 2013), frutose e D-xilose e dissacarideos sacarose, maltose e
lactose e de hidrolisados de hastes de milho e celulose (NIU et al., 2010); destes
trabalhos s6 ndo houve producdo de hidrogénio para o hidrolisado de celulose
enquanto as melhores produtividades de H: foram identificadas para glicose,
frutose e sacarose, nesta ordem. Estes resultados d&o ciéncia de que a maior
parte dos acUcares presentes ha AR podem ser fermentados para a producéo
biologica de H: (glicose e maltose) e ddo indicios de que maltotriose e até mesmo

dextrinas possam ser fermentadas.

2.8 Consideragdes finais da revisdo bibliografica

ApOs realizar a revisdo da literatura atualizada sobre o tema “producao de

bioH2 a partir de fermentacao de residuos agroindustriais” pode-se dizer que:
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- O uso de diversos residuos e aguas residuarias como substrato para a
producado de biohidrogénio por fermentacao € tema de estudos atuais com muitas
publicacbes em revistas cientificas especificas; o tema €é de interesse
internacional ao permitir aliar a producdo de hidrogénio a reducdo de carga
organica de efluentes, que sao utilizados como substrato para o bioprocesso;

- O uso de residuo de cervejaria como fonte de substrato para a producéo
de bioH2 tem referéncia escassa na literatura sendo que os trabalhos discutidos
nesta revisao foram conduzidos em pequena escala (menor que 1L), com
in6culos em suspensao e nao foram realizados ensaios em reatores de qualquer
tipo. Tais trabalhos nédo avaliam a reprodutibilidade e estabilidade da producao ao
longo do tempo, mas descrevem resultados de ensaios de curta duracéo (horas a
dias). Em nenhum dos trabalhos consultados foi verificado o uso de fermentagéo
natural ou cultura pura de Klebsiella pneumoniae como fonte de in6culo;

- Ha maior disponibilidade de publicacbes onde se fez uso de inoculos
oriundos de reator metanogénico UASB, submetidos a pré tratamentos para
enriquecimento de microrganismos produtores de Hz;

- O efeito das varidveis normalmente estudadas neste tipo de bioprocesso
sobre diferentes indculos e substratos pode ser muito distinto, de modo que se faz
necessario o estudo de algumas destas variaveis cada vez que se trabalha com
substrato ou in6culo diferente, bem como diferentes configuragbes experimentais
(uso de reator versus uso de frascos).

Neste contexto, o0 presente trabalho poderd contribuir para o
desenvolvimento da tecnologia do biohidrogenio ao avaliar uma agua residuaria
industrial pouco estudada até o momento e inOculos diferentes daqueles ja
descritos na literatura, em ensaios em reator do tipo AnSBBR.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aguaresiduaria de cervejaria

Seis lotes de &gua residuaria foram coletados em uma microcervejaria
localizada na regido Oeste do Parana entre 2016 e 2017, sendo o volume
coletado de cada lote de aproximadamente 120 — 140 litros. O ponto de coleta da
agua residuaria foi a saida do tanque de filtracdo, ap0s a etapam de filtracdo do
mosto. Cada lote foi homogeneizado, fracionado e armazenado a -20°C no
mesmo dia da coleta até o0 momento da utilizacdo. A caracterizacdo da agua
residudria foi realizada de acordo com a Tabela 3.1, cujas metodologias sao

descritas na secao 3.6.

Tabela 3.1: Caracterizacao fisico-quimica dos lotes de ARC coletados.

Parametro Frequéncia Método Referéncia
pH Todos os lotes Potenciométrico
DQO Todos os lotes Espectrofotométrico
PO4*-P Todos os lotes Espectrofotométrico
APHA, 2012
ST, STF, STV Todos os lotes Gravimétrico
Alcalinidade Titulométrico
Todos os lotes o
(CaCOs3) /condutimétrico
Nitrogénio total Cinco lotes Kjeldahl AOAC, 2012
ART Todos os lotes Espectrofotométrico MILLER, 1959

Acidos  organicos
volateis e Trés lotes Cromatografia Gasosa *

solventes

Elementos traco e _
_ Dois lotes ICP-OES *
metais

DQO: demanda quimica de oxigénio; PO,*~P: fésforo inorganico; ST, STV, STF: sélidos
totais, totais volateis e totais fixos; ART: acucares redutores totais.
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3.2 Ensaios preliminares em batelada

Foram conduzidos ensaios preliminares em pequena escala (frascos Schott
de 500 mL) para avaliar o potencial de producdo de Hz com inoculo de
fermentacdo natural e ARC (Figura 3.1), com as seguintes caracteristicas: razao
volume reacional/headspace de 1,5:1; 200 mL de AR e volume total (AR +
suporte pré inoculado) de 350 mL; AR com pH 5,5 e concentracdo de aclUcares
entre 11,8 e 12,9 g L1 (ART), DQO entre 16,0 e 16,9 g Oz L e sélidos totais entre
17,1 e 20,2 mg L. Os frascos foram purgados com N2 por 3 min e incubados a 90
rom e 35°C por 7 dias, em triplicata; ensaios denominados ‘Branco’ foram
conduzidos da mesma forma, em duplicata, porém sem in6culo, com a finalidade
de identificar se a autofermentacao da propria ARC gera Ho.

Para todos o0s ensaios avaliou-se o0 volume de biogas produzido (por
deslocamento de &gua), a composi¢cdo do biogas, as caracteristicas da fracao
liquida (pH, ART), com intervalos de 24 horas até o 4° dia. No 7° dia além destas

analises realizou-se também DQO e sdlidos (ST, STF e STV).

Amostra gasosa

m ]Hﬁmstra liquida
S

C

Biogas

iy

Suporte-inéculo

+

& Substrato

J

Figura 3.1: Aparato experimental para os ensaios preliminares de pequena
escala.
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3.3 Reator anaerdbio operado em bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada (AnSBBR)

O reator AnSBBR empregado neste trabalho foi construido utilizando-se
jarro de vidro com capacidade total de 5,5 L (volume datil de 5,2 L e volume
residual de 0,2 L) com tampa de aco inox 316L adaptada com sistema de
agitacdo mecanica (20 -100 rpm) com rotor acoplado a impedidores do tipo pas
verticais (6 cm de diametro); a tampa possuia tubos para alimentacao, descarga,
amostragem liquida e gasosa, bem como saida de gas para sistema de medicao
de volume produzido (Figura 3.2).

Para contencdo da biomassa imobilizada foi utilizado cesto de aco inox
perfurado com 6 cm de altura e 8,5 cm e 18,5 cm de diametros interno e externo,
respectivamente. As etapas de alimentacéo e descarga do reator foram realizadas
através de bomba peristaltica DMC 100 (MS Tecnopon) com vazdo de 0,6 L min?,
de forma que o tempo de enchimento e de descarga (cerca de 5 min) foi
desprezivel em relacdo aos tempos de ciclo empregados. A quantificacdo do
volume de gas produzido se deu por sistema de deslocamento de liquido em
frasco Mariotte (saida com oliva) de 2 L.

O cesto para contencao da biomassa tinha capacidade para 500 g de argila
expandida (massa seca, antes da imobilizacdo do in6culo). O volume de agua
residuaria abastecido em cada batelada foi de 3,0 L e o volume residual (ndo
removido na descarga do reator) de 0,2 L, de modo que o volume do headspace foi
de 2,0 L; a velocidade de agitacdo empregada foi de 70 rpm e o reator permaneceu

em uma camara com temperatura controlada a 35 + 0,5 °C.
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Figura 3. 2: llustracédo do reator anaerdbio (AnSBBR) com agitacdo mecanica e
biomassa imobilizada. 1. Reator de Vidro; 2. Cesto para contencdo da
biomassa suportada; 3. Reservatério com afluente; 4. Bomba peristaltica de
alimentacdo do reator; 5. Descarte do efluente; 6. Bomba peristaltica de
descarga do reator; 7. Ponto de coleta do gas; 8. Sistema de agitacdo

mecanica; 9. Saida do biogas.

3.4 Suportes para imobilizacdo da biomassa

Os suportes avaliados para adeséo de indculo foram: argila expandida (Fig
3.3.a), que tem formato circular (1 — 2 cm de diametro), € leve, porosa, insolavel
em solucBes aquosas e termicamente estavel; midias biolégicas comercializadas
para filtragem biolégica em aquéarios ou tanques de peixes, constituidas de
superficie favoravel para colonizagdo de bactérias consumidoras de NHs,
apresentadas na forma esférica (Fig 3.3.b) que sdo material plastico atéxico de
cerca de 2 cm de diametro e anéis ceramicos, que apresentam elevada
porosidade, visando propiciar a colonizagdo de bactérias e dimensfes de cerca

de 1x1cm (Figura 3.3.c) com
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Figura 3.3: Suportes avaliados para adeséo de indculo; (a) argila expandida, (b)

‘Bioball’, (c) anéis ceramicos.

A caracterizacdo do suporte quanto a area superficial e porosidade foi
realizada por fisissorcdo de N2 em analisador automatico BET. As amostras
foram preparadas por secagem em estufa por 24 horas a 100°C e submetidas a
um pré tratamento a 150°C por 3 h, sob vacuo para retirar toda umidade e
espécies adsorvidas da superficie do material; as isotermas de
adsorcao/dessorcdo foram registradas na temperatura do nitrogénio liquido
utilizando o equipamento Nova 2000e, Quantachrome.

As caracteristicas morfolégicas foram observadas por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV): apds secagem da amostra a 100°C fragmentos da
amostra foram espalhados no porta amostra e metalizados com uma fina camada
(5 nm) de ouro na superficie ("sputtering”). As micrografias foram obtidas em
diversos aumentos em modulo “SE” com detector de elétrons secundarios, em
equipamento Tescan Vega 3 . Foi realizada também a medida da densidade
aparente média, por deslocamento de volume. Estas caracterizacbes foram
realizadas apenas para o suporte argila expandida.

Os métodos empregados para promover a adesdo dos microrganismos
provenientes da fermentacdo natural nos suportes foram divididos em dois tipos:
a) para 0s ensaios em pequenas escala e frascos agitados, ap6s decorrido o
tempo de fermentacdo natural para geracéo de inoculo, a suspenséo resultante foi
mantida em contato com os suportes escolhidos para adesdo da biomassa por 3
dias, sob temperatura ambiente, por meio da imersdo de cada suporte no meio
auto fermentado. Ao final deste periodo, o meio liquido foi descartado e os
suportes contendo a biomassa imobilizada seguiram para os ensaios de producgao
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de Hz; (b) para os ensaios em reator anaeroébio, 3,5 L do meio autofermentado foi
colocado em contato com 500g de argila expandida (massa seca) no reator, em
camara com temperatura controlada de 35 £ 0,5 °C, com agitacao intermitente de
20 rpm, por 3 dias. ApOs este tempo, a biomassa imobilizada (suporte + inéculo)
foi acomodada no cesto do reator e a fragéo liquida foi descartada.

3.5 In6culos

3.5.1 In6culo misto gerado por fermentacéo natural

Para a geracdo de indculo por fermentacéo natural utilizou-se dgua residuéaria
sintética a base de sacarose e composta por: 2 g L de sacarose, 125 -1 -5 —
0,5- 0,08 -47 -0,07 -85 — 21,7 — 33,4 mg L de ureia, NiSO4, FeSO4, FeCls, CoClz,
CaClz, SeO2, KH2PO4, K2HPO4 e Na2HPO4, respectivamente (LEITE et al., 2008).
Para cada preparo de in6culo foram formulados 10 L de meio em um balde e
expostos ao ambiente para contaminagao por 3 dias, cobrindo com uma tela para
prevencdo contra insetos. Ao final deste periodo foi determinado o pH, a
densidade optica (DOsoonm) € realizado Coloragdo de Gram do sobrenadante (kit

para coloracdo de Gram Laborclin®).

3.5.2 In6culo isolado (cultura pura)

O DNA do isolado previamente caracterizado como Klebsiella
pneumoniae (Estevam et al., 2018) foi extraido utilizando o kit FastDNA™
SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals), e a confirmacdo da espécie foi realizada
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento. Os
primers  utilizados na PCR foram Khe forward (5-
GATGAAACGACCTGATTGCATTC-3') e Khe reverse (5"-
CCGGGCTGTCGGGATAAG-3'), gerando um amplicon de 77pb (HARTMAN et
al., 2009). Como controle positivo foi utilizada a cepa ATCC 13883 de K.
pneumonia. As condigdes de amplificacdo foram: 5 min iniciais a 95°C, 30
ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 60°C e 45 segundos a 72°C,

como extensao final de 5 minutos a 72°C. Para o sequenciamento, a regiao
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rDNA 16S foi amplificada por PCR utilizando os primers Y1 forward (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3) (YOUNG; DOWNER; EARDLY,
1991) e Y3 reverse (5-TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3') (CRUZ et
al., 2001) produzindo um amplicon de aproximadamente 1500 pb. As condi¢des
de amplificacdo foram: 5 minutos iniciais a 94°C, e 30 ciclos de 45 segundos a
94°C, 45 segundos a 57°C e 45 segundos a 72°C, como extensdao final de 5
minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram purificados por eluicdo em gel de
agarose, usando o kit de extracdo Easypure e enviado para sequenciamento
usando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Os eletroferogramas foram analisados utilizando o software BioEdit Sequence
Alignment Editor (1997-2013) e os resultados de cada amostra foram
analisados utilizando o BLASTn (Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento
Local Bésico - verséo 2.215 do BLAST 2.0).

3.6 Métodos analiticos

Anélises fisico-quimicas de agua residuaria e efluente do reator AnSBBR:

foram realizados conforme metodologias estabelecidas em ‘Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater’ (APHA 2012): pH (potenciometria),
DQO e fésforo inorganico, PO4*—P (espectrofotometria), Soélidos Totais, totais
fixos e totais Volateis, ST, STF, STV (gravimetria) e alcalinidade a CaCOs3s
(titulometria condutimétrica). A determinagdo da concentracdo de Acucares
Redutores Totais (ART) foi ralizada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico e
espectrofotometria (MILLER, 1959); N- total foi determinado pelo método Kjeldah
(AOAC, 2012). Tanto amostras de &gua residuaria como de efluente dos reatores
foram armazenadas a -20 °C e descongeladas no momento da analise.

Andlise elementar de aqua de fabricacdo e aqua residuaria de cervejaria:

foram determinadas as concentracfes totais dos elementos Al, Ba, Ca, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Sb, Ti, V e Zn, em equipamento de
espectrometria de emissdo oOptica por plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
marca Thermo Scientific , modelo ICAP 6000 Series. Os analitos foram
determinados simultaneamente para as amostras (agua de producédo da cerveja e

aguas residuarias), curva analitica e os padrdes de conferéncia da curva analitica
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(QSC). Em todos os preparos de amostra e padrdes utilizou-se agua ultra pura
com resistividade minima de 18,2 MQ.cm (a 25°C). A curva analitica foi
preparada a partir do padrdo multi elementar Fluka — TraceCert Multielementar
Standard Solution for ICP nas concentracées 0,10; 0,50; 2,00; 5,00 e 10,00 mg L
(equivalente a ppm) em solucdo de HNOs. Para a conferéncia da precisao da
curva analitica foram preparados solucbes QSC (AccuStandard) nas
concentragées de 0,200 mg L' (Ba, Ca, Mg, Zn); 1,000 mg Lt (Al, Cu, Mn, Co,
Cr, Fe, Li, Mo, Na, Pb, Sbh, Ti, V); 5,000 mg L' (K, Ni) e 10,000 mg L* (P). Para
determinacdo da concentracdo dos elementos na agua de producado da cerveja foi
analisado uma amostra da agua in natura, sem procedimentos de digestdo. As
amostras de agua residuaria (lotes 3 e 6) foram filtradas e passaram por digestao
acida para eliminacdo de compostos organicos (interferentes). Para obtencdo de
uma solucéo de referéncia (branco) nas mesmas condicbes de preparo da
amostra, este mesmo procedimento foi aplicado a uma aliquota de agua de
producdo da cerveja, coletada na unidade produtora. Em todos 0s casos as
andlises foram realizadas em duplicata.

Andlise da composicdo do biogas: as amostras gasosas foram coletadas

em seringa de vidro (entre 5 e 20 mL) e transferidas para ampolas gasométricas
de 37 mL, dotadas de pistdo e valvula, até o momento da analise. A composicéo
do biogas foi determinada por cromatografia gasosa um Micro GC modelo C2V-
200, Thermo Scientific, com um nano detector TCD e colunas do tipo Plot - MS5A
(Molecular Sieve 5A) e do tipo Bond -U (divinylbenzene type U). Foi empregada
uma mistura padrdo contendo Hz, COz2, N2, CO, CHas, C2Hs € C2H2 e gas de
arraste Argonio; a metodologia de separacdo e identificagdo dos analitos foi
desenvolvida neste trabalho.

Andlise dos acidos organicos volateis e alcoois: amostras do afluente e

efluente dos reatores foram analisadas quanto a presenca e concentracdo dos
acidos organicos volateis e de alcoois, produzidos pelas rotas metabdlicas de
producdo e consumo de Hz. Foram investigados os acidos acético, propidnico,
butirico, isobutirico, valérico, isovalérico e capréico e os alcoois metanol, etanol,
n-propanol, isopropanol, n-butanol, isobutanol e alcool isoamilico. Para a

extracdo dos acidos e alcoois da fase aquosa de cada amostra, foi empregado
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procedimento de extracdo adaptado de PAVINI (2017), no qual os &cidos foram
extraidos com éter etilico e os alcoois com 1-octanol, separadamente.

As configuracdes de separacdo cromatografica também foram adaptadas
do método desenvolvido por Pavini: a programacédo do forno iniciou em 40°C (1
min), seguido de aquecimento a taxa de 20 °C mint até 60 °C (1 min), taxa de 50
°C mint até 115 °C (3 min), taxa de 10 °C mint até 140 °C (0 min) e taxa de 30
°C mint até 240 °C (5 min), perfazendo um tempo total de 17,93 min. Detector
FID a 245 °C. Foi utilizado um equipamento de cromatografia em fase gasosa da
Thermo Electron Corporation (Thermo Scientific), modelo Trace 1310, acoplado
com sistema de amostragem automatica TriPlus RSH (Thermo Scientific),
software Chromeleon verséo, e a coluna cromatogréfica foi ZB-WAX (30 m x 0,25
mm x 0,25 ym, Phenomenex). A injecao foi realizada no modo split (razédo 1:20),
injetor a 240 °C, com nitrogénio como gas de arraste a 1mL min?t (fluxo

constante).

3.7 Descrigao dos ensaios realizados

3.7.1 FASE I: Avaliacdo da fermentagcdo natural como fonte de in6culo

ApoOs os ensaios preliminares para avaliagdo do potencial do inéculo de
fermentacdo natural e da ARC para a producdo de bioH2, realizados em
frascos agitados conforme descrito na se¢ao 3.2, foram conduzidos 0s ensaios
em reator (AnSBBR) cujas condicdes experimentais sdo apresentadas na
Tabela 3.2. Estes ensaios tiveram como caracteristicas comuns: volume de
agua residuéria, Var, de 3,2 L, volume de headspace, Vheadspace, de 2,0 L,
massa de suporte (seco) de 500g, agitacdo mecanica fixa de 70 rpm,
temperatura de incubacédo de 35 £ 0,5 °C, pH inicial da agua residuéria de 5,5
(ajustado com NaOH ou HCI), tempo de ciclo de 24h e as caracteriza¢des que
foram feitas quanto a pH, volume e composicéo do biogas, [ART] e DQO, para
cada ciclo.

Apos 2 ensaios com ARC (R1 e R2) foi realizado um ensaio (R3) com
agua residuéria sintética, descrita em 3.5.1, para avaliagdo da performance do
indculo frente a um substrato a base de sacarose. Para cada ensaio foi gerado

um novo inoculo e o mesmo foi imobilizado em argila expandida limpa e seca.
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Tabela 3.2 : Condi¢des experimentais para os ensaios com inéculo obtido por

fermentacao natural em reator AnSBBR.

Agua [ART] DQO COVc COVo
Ensaio L ) .
Residuaria (gL?h (goz2 L) (g (L dia)™) (g (L dia)™)
R1 ARlce"gteS 58e28 74e4,7 54e2,6g 70 e44
R2 " ARC Lote 2 2,8 4,7 2,6 4,4
R3 ARS 2,0 25 1,9 23

* Sacarose 2 g L1

Os valores de carga organica volumétrica (COV) nos ensaios foram
estabelecidos de acordo com a concentracdo de matéria organica, em termos de
DQO, ou a concentracdo de carboidratos, em termos de ART, conforme as

Equacdes 17 el8.

Va * N) * DQO
€OV, (g DQO L~1d~1) = (Vy =1 ;x Q04 (Eq. 17)
R
Vi *N)*[AR
COV (g ARTL1a—1) = L2 }1:[ Mo (Eq. 18)
R

Em que:

COVp e COVc referem-se a Carga Organica Aplicada em termos de DQO e de
carboidratos, respectivamente; Va é o volume de agua residuaria alimentado ao
reator em cada ciclo; N é o numero de ciclos por dia; Vr € 0 volume de trabalho

do reator (fracdo liquida) e af refere-se ao afluente (agua residuaria).

3.7.2 FASE IlI: avaliacéo do indculo puro, Klebsiella pneumoniae

a) Ativacao, cultivo e imobilizacdo em suporte da cepa de K. pneumoniae

Ativacao e cultivo: cuturas estoque de K. pneumoniae foram preparadas

inoculando uma coldnia isolada para cada 10 mL de meio LB (Luria Bertani)

estéril e incubando 37+ 0,5 °C até fase exponencial de crescimento. Em

seguida, aliquotas de 0,85 mL da suspensao bacteriana foram adicionadas a
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0,15 mL de glicerol estéril e armazenadas a -20°C. Para a ativagdo da bactéria,
aliquotas de 0,1 mL de cultura estoque foram inoculadas em fracdes de 10 mL
de caldo LB estéril e incubados 37+ 0,5 °C; ao atingirem fase exponencial de
crescimento (cerca de 15 h) estas culturas foram reunidas de modo que um
volume de 50 mL foi inoculado em 200 mL de meio LB estéril. Apés nova
incubacédo (por 24 h), fracdes de 800 mL de in6culo foram empregadas para
inoculacdo de 4 L de meio LB estéril, o qual foi novamante incubado por 24 h
para seguir para fase de imobilizagdo em suporte (Figura 3.4). Toda esta

sequéncia foi feita assepticamente até a etapa de imobilizacao.

800 mL

Fl, 1 =]
50 mL /‘ﬂ [IT I i
( |
10 mL V=4L
T e
[ |
e

24h

Figura 3.4 : Ativacéo e cultivo de K. pneumoniae para posterior imobilizacdo em
suporte.

Imobilizacdo: 500 g de argila expandida previamente lavada, seca a 110 °C

e esterilizada (autoclave 121 °C e 1,1 atm por 20 min) foram submersas no reator

com 4L de cultura de K. pneumoniae sendo a cultura sob condi¢cdes assépticas

até este momento mas o reator ndo estéril. Suporte e cultura ficaram em contato

por 2 ou 3 dias, a 35 + 0,5°C , com agitacdo intermitente de 30 rpm. Apds este

periodo o sobrenadante foi descartado e o suporte com a biomassa imobilizada

foi acondicionado no cesto para montagem do reator e inicio de cada condicao

experimental.

b) Avaliagéo do reator AnSBBR inoculado com Klebsiella pneumoniae
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Todos os ensaios no reator AnSBBR tiveram como condi¢des comuns: Var =
3,2 L, Vheadspace = 2,0 L, massa de suporte (seco) de 5009, agitacdo mecanica fixa
de 70 rpm, temperatura de incubacdo de 35 + 0,5 °C e pH inicial da agua
residuéaria de 5,5. Os tempos de ciclo e dura¢do dos ensaios variaram. Para todos
eles foram avaliados em cada batelada volume e composi¢cao do biogas além de
pH, DQO, ART e teor de solidos (ST, STF e STV) do efluente. Para ensaios
selecionados (R5, R6 e R7) quantificou-se os acidos organicos volateis e alcoois
presentes no efluente.

Os ensaios inoculados com com Klebsiella pneumoniae foram identificados
de R4 a R7 e sdao listados na Tabela 3.3. O primeiro ensaio (R4) foi realizado com
agua residuaria sintética, a base de sacarose para fins de comparacdo de um
substrato ideal, a sacarose, com ARC. Os demais tiveram a finalidade de avaliar a
producdo de H2 em fungdo da concentracdo de substrato (concentracdo de
acucares e DQO), da carga organica volumétrica aplicada (COV) e do tempo de
ciclo. A carga organica volumétrica aplicada (COV) foi calculada tanto com base
na DQO, COVp, como na concentracdo de carboidratos (ART), COVc (Secao
3.7.1, Eq. 17 e 18).

Nos ensaios alguns parametros foram avaliados com menores intervalos de
tempo do que o tempo de ciclo total estabelecido para a reacao; isto se aplicou
aos parametros de producdo volumétrica de biogas e do Hz (Vbiogas, Qbiogas, %H2
no biogas) enquanto os parametros relacionados a caracterizagdo fisico-quimica

da fracédo liquida foram avaliados no tempo final do tempo de ciclo estabelecido.
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Tabela 3.3: Descricdo dos ensaios de producdo de bioH2 com indculo K.
pneumoniae em reator AnSBBR.

Condicdes experimentais

. Agua
LY (goeL?) (gL'dia®) (gLdia®) (h) CIcIoS
R4 ARS 5.0 53 47 5.0 24 09
R5 ARClote?2 28 4,7 2.6 4.4 24 10
R6 ARClote3 7.2 10,0 6.8 9,4 24 8
R7 ARClote6 67 9.9 12,6 18,6 12 16

Legenda: ARC, agua residuéria de cervejaria; ARS, &gua residuaria sintética;
[ART], concentracdo de acUcares redutores totais; DQO, demanda quimica de
oxigénio; COVc, carga organica volumétrica aplicada (carboidratos); COVp, carga

organica volumétrica aplicada (DQO); "sacarose 5,0 g L.

Para verificar a adesdo de bactérias a fragmentos da argila expandida,
tanto internamente como externamente a este suporte, uma analise por
microscopia eletronica de varredura foi realizada. Para tanto, amostras do
suporte (argila contendo a biomassa) coletadas ao final de reacdo (R5) foram
fixadas por 12h a 4°C, em tampéo fosfato 0,1M (pH 7,3) contendo 2,5% de
glutaraldeido; em seguida as amostras foram lavadas trés vezes com este
tampdao e desidratadas gradualmente por imersdes sucessivas em solucdes de
etanol com concentracdo crescente (50, 70, 80, 90 e 95%). Cada ciclo de
desidratacdo durou 10 min ao final do processo as amostras foram lavadas com
etanol 100% (metodologia adaptada de BARROS et al. (2010)). Apds secagem a
60°C por 2 horas as particulas foram espalhadas no porta amostra e metalizadas
com uma fina camada (5 nm) de ouro na superficie ("sputtering”). As
micrografias foram obtidas em diversos aumentos em modulo ‘SE’, em

equipamento Tescan Vega 3.
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3.8 Indicadores de producéo de bioHz

Os resultados obtidos nas medidas e determinacfes analiticas dos
ensaios de producdo de bioH2 em reator anaerdbio foram processados de forma
a se obter os indicadores de producédo de bioH2 por meio das Equacoes 19 - 28,

apresentadas a seguir:

e Vazao de biogas (Qq):

v (Eq. 19)
Q, [mL h™'] = ?""

Em que:

Vg € 0 volume de biogas (mL) medido durante o intervalo de tempo t (h).

e Volume de Hz (Vh2):
Viz [mL 1=V}, = Cy (Bq. 20)
Em que:

Vg € 0 volume de biogas (mL) e Chz2 é a concentracdo de Hz (%) no biogas,
determinada por cromatografia gasosa.

e Vazéo de H2 (QH2):

(Eq. 21)

VHE

Qs [mL h_l] =

Em que:

VH2 é 0 volume de Hz (mL) medido durante o intervalo de tempo tempo t (h).

e Quantidade de matéria de Hz (nH2):

PV, (Eq. 22)
RT

Ny, [mol] =
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Em que:

R é a constante universal dos gases (0,082 L atm KX mol?), T é a temperatura
absoluta (neste trabalho 35°C ou 308 K), P é a pressao de gas (1 atm) e V12 0

volume de Hz (L).

e Vazado molar de Hz (0H2):

(Eq. 23)

n -
—-17 _ H2
0, [mol k7] = &

Em que:

nH2 € a quantidade de matéria de Hz (mol) e t o intervalo de tempo avaliado

tempo t (h).

¢ Rendimento de Hidrogénio (YH2):

Mz (Eq. 24)

substrato

-1 —_
FHE [mﬂj’Hi mol 3:4!'.'3:?"&:0] -

Em que:

nH2 € a quantidade de matéria de Hz (mol) e nsubsrato € @ quantidade de
matéria da fonte de Carbono consumida (mol) (neste trabalho trata-se do

consumo de acgucares redutores totais, expressos em termos de glicose)

e Produtividade Volumetrica de H2 PVH (ou VHPR - Volumetric Hydrogen

Production Rate):

PVH[LH, L'd 1] = —
) t*Vyg

(Eq. 25)

Em que:

VH2 € Volume de H2 (L) produzido num intervalo de tempo t (dia) e Vur € 0

volume util do reator (L).

Taxa de conversdo do substrato:
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Reflete o % de conversdo do substrato em H2 em comparagdo com as
conversoes tedricas previstas para a glicose, pelas vias metabdlicas do acetato

e do butirato.

Ny, tedrico Eq. 26
Conversio (1) = —= — = 100 (Eg. 26)
Ny, produzido

Sendo que:
NnH2 tedrico (mol) — via do acetato = n giicose consumida * 4
nH2 tedrico (mol) — via do butirato = n giicose consumida * 2

E nh2 produzido é calculado pela Eq. 18

. Eficiéncia de remocao de DQO (ERbqo):

[DQDRJ‘ - DQDE_{' ] £ 100 (Eq 27)
DQDﬁf

ERpg, (%) =

Em que:

DQOar refere-se a concentracao de DQO no afluente e DQQOet a concentracao de

DQO no efluente do reator.

o Eficiéncia de remocéao de carboidratos (ERarT):

([4RT)o, —[ART)
[ART ], (Eq. 28)

ER,nr (%) =

Em que:

[ART]ar € a concentracdo de carboidratos no afluente e [ART]er é a

concentracdo de carboidratos no efluente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicdo da agua residuéaria de cervejaria e correlagdo com o
potencial para a producao de biohidrogénio

As analises fisico-quimicas, cromatografica e elementar dos diversos lotes
de ARC coletados na unidade produtora permitiram a identificacdo do perfil de

composicdo deste tipo de agua residuaria e sdo tratadas em detalhes a seguir.

4.1.1 Parametros determinados por andlises fisico-quimicas

No que se refere aos parametros avaliados por andlises fisico-quimicas,
na Tabela 4.1 sdo apresentados os valores encontrados para DQO, ART, N-
total, fésforo inorganico, solidos (totais, fixos e volateis), alcalinidade e pH, além
das relacdes C/N e C/P. Nota-se que as variaveis cujas faixas de variacdo sao
mais amplas sdo DQO, ART e N-total, sendo que a variacdo de DQO
acompanha a de ART e variacédo de N-Total acompanha a de DQO e ART. Em
geral, os valores observados encontram-se dentro das faixas de concentracao
relatadas na literatura para aguas residuéarias de cervejaria (se¢édo 2.4, Tabela
2.4).

A composicdo de ARC pode ser avaliada sob o ponto de vista do
potencial para producdo biolégica de hidrogénio, com destaque para 0s
seguintes aspectos:

- Demanda quimica de oxigénio: a DQO é proporcional a concentracéo de

ART na agua residuaria, de modo que para lotes com maiores concentracdes de
ART (lotes 3 e 6) foram observadas também os maiores valores de DQO,
chegando a 10 g O2 L%, o que indica a necessidade de tratamento deste tipo de
agua residuaria. Além dos acucares presentes na AR, sdo contabilizados como

DQO residuos de leveduras da fermentacéo, lupulo, etanol e outros aditivos.
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Tabela 4.1: Composicéo dos diferentes lotes de agua residuaria de cervejaria empregados neste trabalho.

DQOsover [ART] N -Total P-POs& ST STV STF_ CIN* C/IP* pH  Alcalinidade
ldentificagdo (g O2L?Y) (g L) (mgNamas LD (mg LY (mg mL) (CaCOs)
(mg L7
Lote 1 740+ 580+ nd 204 1758+ 1705t 052+ - 116 44 105
012 0,01 0,22 022 0,00
Lote 2 471+ 2,79+ 138 +5 80 38+ 367+ 018t 8 140 65 102
011 0,11 002 001
0,03
lote3 1001+ 7,22+ 230 + 2 162 952+ 934+ 018+ 13 181 57 191
0,14 001 008 001
0,09
Lote 4 851+ 6,35+ 198 + 2 148 868+ 850+ 018+ 13 171 6,6 246
028 002 0,19 018 0,02
Lote 5 719+ 455+ 150 + 5 121 598 575+ 023+ 12 153 62 174
0,10 0,03 £0,02 001 0,00
Lote 6 9,85+ 6,60+ 240 + 2 147 871 848t 023+ 11 181 50 292
0,10 001 £0,03 003 0,00

*C/N e C/P calculados de acordo com o percentual de C na glicose ([ART]=ggicose L) (adaptado de ANZOLA ROJAS, 2010).
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- Disponibilidade de carboidratos: A concentracdo de carboidratos nas aguas

residuarias de cervejaria, expressos aqui na forma de acucares redutores totais
(ART) é elevada, variando de 5,80 a 7,22 g L, o que sugere que esta agua
residuaria seja um Otimo substrato para a producdo de biohidrogénio, a
depender do carater fermentescivel destes acguUcares. A literatura consultada
neste trabalho ndo apresenta a carga organica das ARC em funcéo de acucares
mas somente de DQO, de modo que comparacbes sao dificultadas, mas em
trabalhos da area de quimica analitica é possivel encontrar o perfil de agucares
deste tipo de 4gua residuaria: ESTRACANHOLLI, S. (2012) identificou que apos
a mosturacao é usual obter entre 8-10% de glicose, 50-56% de maltose, 12-28%
de maltotriose sendo o restante dextrinas; logo na ARC é razoavel esperar que
estejam presentes estes mesmos acucares, porém em concentracdes diferentes
daquelas encontradas no mosto j& que a etapa de fermentacdo envolve o
consumo de acuUcares fermentesciveis (glicose, maltose, maltotrioses).

- Teor _de Nitrogénio: a quantificacdo do Nitrogenio amoniacal nos

diferentes lotes de ARC revelou a presenca de uma faixa de concentracao
variando entre 138 e 240 mgn-nH4+ Lt e conforme a variagdo da DQO (> DQO : >
N wtal). Os valores observados neste trabalho sdo compreendidos nas faixas
apresentadas para ARC na literatura onde relata-se concentracdes de N entre
25-80, 80-120, 50-100 e 320-450 mgN L (secdo 2.4, Tabela 2.4).

A importancia do Nitrogénio para a producdo biolégica de H: esta
relacionada com o crescimento celular, expressdo genética e atividade
enzimatica, com destaque para expressao e atividade das hidrogenases, 0 que
tem relacdo direta com a velocidade e rendimentos da producdo de Hz. Estas
enzimas atuam em fluxo bidirecional, tanto de reducdo de H* e formacéo de H:2
como de clivagem do Hz e este balanco pode ser favorecido ou prejudicado por
fatores nutricionais como a disponibilidade de N e de elementos traco (XIAO et
al., 2013). Em &guas residuarias, a referéncia ao teor de N é comumente feita na
forma de relacdo C/N, tanto para substratos ideais por meio de agua residuaria
sintética, como para AR reais e tem valores o6timos diferentes em cada caso,
variando para diferentes in6culos e aguas residuarias. Os valores de C/N
observados calculados para os diferentes lotes de AR deste trabalho ficaram

entre 8 e 13 e ndo é possivel afirmar com base na literatura se € uma faixa ideal,
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ja que a variacao apresentada nos trabalhos é muito grande: C/N de 21 para AR
de laticineos e indculo misto de biodigestor (GOMEZ-ROMERO et al., 2014);
C/N de 137 para ARS e inoculo de fermentacéao natural (ANZOLA-ROJAS et al.,
2015); C/N de 22,4 para ARS e inoculo puro Ethanoligenens harbinense YUAN-3
(ZHANG et al., 2015), dentre outros exemplos.

Especificamente para Klebsiella pneumoniae Liu e Fang (2007)
estudaram a otimizacédo de um meio de cultura e propuseram a adicdo de 3 g L
de extrato de levedura como fonte de N, além de 1,5 g L't de NH4ClI, com efeito
positivo sobre a producédo de H2; Costa e colaboradores (2011) identificaram
efeito negativo do extrato de levedura ao testar este composto, peptona e NH4Cl
como fontes de N enquanto que Xiao et al. (2013), propuseram um valor 6timo
de 2,78 g Lt de (NH4)2S0O4 em meio sintético contendo glicose e elementos trago
para a melhor produgédo de Hz. Logo, é possivel observar que trata-se de um
parametro empirico, que deve ser estudado para cada sistema in6culo-AR em
busca de valores 6timos e da elaboracdo de estratégias de suplementacao de N,
caso necessario.

- Teor de Fésforo: a concentracdo de fosforo nos diferentes lotes de AR

variou entre 8,0 e 20,4 mg L%, implicando em relagées C/P entre 116 e 181
(Tabela 4.1). O fésforo é importante para as rotas metabdlicas pois participa do
tamponamento do meio e da formagdo de ATP das enzimas, mas baixas
concentracbes sdo suficientes para efeitos positivos sobre a producdo de Ho,
como demonstrado por ARGUN et al. (2008) que apontaram C/P ideal de 1000,
ou seja, baixissima concentracdo de fésforo frente a de carboidrato para inéculo
de biodigestor e AR sintética. Em trabalho posterior, foi indicada a relacdo C/P
de 25,4 para AR de producéo de suco de péssego como substrato e inoculacao
natural (ARGUN e DAO, 2016). Espcificamente para ARC, uma baixa
concentracdo de fésforo, de 0,5 mg L2, foi apontada como possivel causa da
nao producdo de H2 a partir desta AR (SINBUATHONG; SOMJIT;
LEUNGPRASERT, 2015). Infere-se que nos lotes de ARC utilizados no presente
trabalho a concentracao de fésforo nédo seja limitante ja que foram encontrados
valores muito superiores a 0,5 mg L.

- Demais parametros: os valores de alcalinidade ndo sao relatados em

todos os trabalhos empregando ARC; na Tabela 2.4 apenas dois dos trabalhos
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consultados apresentam este parametro e o0s valores obtidos no presente
trabalho, entre 105 e 292 mgcacos L%, enquadram-se na faixa apresentada por
um deles. A alcalinidade da AR € um indicador da capacidade de tamponamento
natural da AR e pode ser ajustada no tempo zero (com NaHCOs3s por exemplo)
bem como monitorada ao longo do tempo para correlagcbes com a producao de
acidos organicos e Hz. A faixa de pH observada nos lotes de ARC coletados
(4,4 - 6,6) é tipica desta AR e facilmente ajustavel para o pH empregado nos
ensaios (5,5). As concentracdes de solidos totais sdo relativamente baixas em
todos os lotes (menor que 20 mg mL1) mas este parametro é muito dependente
do processos de decantacdo e separacdo empregados na industria e podem

variar amplamente como visto na Tabela 2.4.

4.1.2 Elementos quimicos determinados por ICP-OES na &gua de

producédo de cervejae em ARC

A determinacdo dos elementos quimicos presentes na agua de producao
de cerveja e em lotes de &gua residuaria levou a identificacdo dos metais nas
concentragbes expressas na Tabela 4.2. Dentre todos o0s elementos
investigados (Al, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Sb, Ti,
V, Zn), foram detectadas concentracbes em escala decrescente de Na, Ca, Mg,
K e Ba na agua de producéo de cerveja enquanto para a ARC esta sequéncia é
K, P, Mg e Na.

Os elementos Mn e V estavam presentes em baixissimas concentracées,
abaixo do limite de detecc¢éo (LD) tanto na agua de producdo como na ARC; ja o
Zn, abaixo do LD na agua de producao foi detectado nas aguas residuérias.

Estes resultados podem ser visualizados também na Figura 4.1 onde
percebe-se que a elevada concentracéo relativa de alguns elementos tem pouca
ligacdo com a composicdo da agua de producdo (K, Mg, P) enquanto outros
elementos presentes nesta 4gua encontram-se em menor concentracdo ou
ausentes nas aguas residuarias (Ca, Na). A concentracao de fosforo encontrada
pela analise por ICP-OES (lotes 3 e 6) foi maior do que a encontrada por método
espectrofotométrico que determina P- PO4%, 0 que é esperado jA que por ICP-

OES determina-se fésforo total.
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Tabela 4.2: Elementos quimicos determinados por ICP-OES na agua de

producdo e em lotes de agua residuaria de cervejaria.

Agua de producéo Agua Residuéria - Agua Residuéria - Lote

Lote 3 6
Elemento Média = Desvio Média + Desvio Média + Desvio
Padréao Padrao Padrao
(ppm) (ppm) (ppm)
Ba 0,18 +0,01 0 0
Ca 7,44 £ 0,23 0 0
K 1,19 £ 0,06 89,58 + 0,05 62,40 £ 0,03
Mg 3,63+0,01 13,25 + 0,08 0
Mn* <LD <LD <LD
Na 16,99 + 0,79 7,08 + 0,23 5,40 £ 0,28
P 0 41,64 + 0,15 31,68 + 0,07
\Vad <LD <LD <LD
Zn* <LD 0,36 £+ 0,01 0,81 +0,03
*LD: 0,10 ppm

As concentracfes de K e P nas aguas residuarias, muito superiores as
observadas na agua de producdo tem relacdo direta com as matérias primas
empregadas na producdo de cerveja. O malte por exemplo, principal matéria
prima na producdo de cerveja apresenta em sua COMPOSICA0 maiores
concentracbes dos elementos P (24,8 - 30,3 ppm) e K (22,4 - 33,1 ppm),
seguidos de Mg (6,7 - 9,7 ppm), Ca (2,7 - 3,7 ppm) e Na (0,35 - 1,1 ppm)
(composicéo da farinha de malte, USDA (2017) e TBCA (2017). Assim sendo, a
transferéncia destes elementos para a cerveja e consequentemente sua

deteccdo nas aguas residuarias esta intimamente ligado ao uso do malte.
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I /gua de producdo
| [JAgua residuaria - lote 3
70 [ Agua residuaria - lote 6

Concentragéo (ppm)

1 Jhln )

A Ba Ca CoCr CuFe K Li MgMnMoMNa Mi P Pb Sb Ti W Zn

Elernentos

Figura 4.1: Concentracdo de elementos quimicos na agua de producédo e em

dois lotes de 4gua residuéria de cervejaria.

Relacdo com a producdo de biohidrogénio: fésforo participa do

tamponamento e da formacdo de ATP das enzimas; Fe?* influencia na
atividade das hidrogenases e no transporte de elétrons na oxidacdo de
piruvato a acetil CoA e Hz; Mg?" Na* e Zn?* sdo cofatores de enzimas
(SINHA; PANDEY, 2011). De modo geral nota-se certas relagdes nutricionais,
envolvendo macro e micronutrientes podem ser estratégias para otimizacao
da producéo de H2 e devem ser estudadas para cada indculo e substrato, pois
variagdes principalmente na concentragdo ideal de um elemento sao
observadas: Sinha e Pandey (2011) identificaram que enquanto a
concentracdo 6tima de Fe?* para indculo lodo granular variou entre 150 e 350
mg L, para duas cepas puras de Clostridium sp este valor foi 25 mg L? ,
tendéncia observada também para o Mg?*. Sendo assim, embora se conheca
a importancia da presenca de alguns elementos, para cada tipo de inéculo e
condicdo de producdo deve ser avaliada a concentracdo ideal de cada um
deles.

Especificamente para a cepa pura Klebsiella pneumoniae, estudos

empregando glicerol como substrato identificaram os efeitos de alguns
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elementos sobre a producédo de bioH2: efeito positivo dos ions K*, Ca?* e do
fon NHa4* e efeito negativo para Fe?* (LIU; FANG, 2007) e efeito positivo de
NH4* e K* e negativo de Fe?* e Mg?>* (Costa et al.,, 2011). Em ambos os
estudos os valores de concentragdo dos ions ndo foram apresentados.
Posteriormente, XIAO e colaboradores (2013), buscando avaliar as
condi¢cbes otimizadas de meio de cultura, pH e temperatura para a atividade
das hidrogenases e producédo de bioHz identificaram que um meio otimizado
contendo 35,6 g L' de glicose, 2,8 g L de sulfato de aménio e as seguintes
concentracbes de elementos tragco favoreceram a producdo de bioH2 em
ensaios em frascos agitados mecanicamente,a 37°C e pH 6,0: 2,3 ppm de
Mn?*, Zn?*, Ca?*, APF* e Cu?*; 11,5 ppm de Zn?*; 23 ppm de Ni** e Mg?* e 46
ppm de Fe?*.

Particularmente para o fésforo, foi realizada no presente trabalho a
determinacdo da concentracdo de fosforo inorganico (P-PO4*) para todos os
ciclos (efluente do reator), de todos os ensaios com ARC e as concentracdes
obtidas foram muito proximas aquelas detectadas nos respectivos lotes de agua
residuaria (afluente do reator) empregados nos ensaios. As concentracdes
fésforo inorganico obtidas para os ensaios R5, R6 e R7 demosntram esta
afirmacéo: ensaio R5 — [P-PO4*] afluente entre 15 e 16 mg L e efluente entre 9
e 16 mg L; ensaio R6 - [P-PO4%] afluente entre 16 e 21 mg L™ e efluente entre
15 e 21 mg L; ensaio R7 - [P-PO4*] afluente entre 16 e 18 mg L e efluente
entre 9 e 16 mg L. Nota-se que ndo houve consumo significativo de fésforo do
inicio ao fim de cada ciclo, indicando que este fator ndo foi limitante para o

bioprocesso.

4.2 Resultados obtidos na FASE I. Avaliacdo da fermentacdo natural

como fonte de in6culo

4.2.1 Caracteristicas do in6culo

A metodologia de exposi¢cdo ao ambiente de um certo volume de agua
residuara sintética formulada com sacarose, uréia e micronutrientes, levou a
contaminacgéo da solucé&o por microrganismos do ambiente, de modo que ao

final de 3 dias observou-se sempre turvacao (Figura 4.2.a), odor e
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caracteristicas tipicas do crescimento de microrganismos. Foram avaliadas
amostras de 20 lotes de fermentac&o natural (FN) e o pH médio foi de 5,9 £
0,5, com densidade optica em 600 nm (DOeoo) de 0,3 £ 0,1. O valor de DOsoo
expressa a tubidez do meio que pode ser correlacionada com a densidade de
microrganismos em suspensao, ou seja, a baixa turvacao do meio (baixa DO
s00) identificada nos diferentes lotes de FN indicam uma baixa concentragéo
de microrganimos neste inoculo. Para alguns lotes de FN foram avaliadas
laminas de coloracdo de Gram, onde observou-se predominio de bacilos gram
negativos, em baixa concentracéo de bactérias (indculo bem diluido) (Figura
4.2.b).

A

Figura 4.2: A) Imagem da suspenséo obtida por FN (turvacdo do meio); B)
coloracdo de Gram tipica observada para alguns lotes de in6culos gerados

por FN.
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4.2.2 Caracteristicas do suporte selecionado para adesao da biomassa

A argila expandida, selecionada como suporte para adesdo da
biomassa com base nos resultados apresentados anteriormente, foi
caracterizada quanto a area superficial e porosidade bem como quanto a
morfologia. O material apresentou uma area superficial de 3,41 m? g!
(método multi-point BET) com baixo volume de poros, de 3,83 102 ¢ g!
(método BHJ) e diametro de poros de 15,58 A (método BHJ); esta area
superficial pode ser considerada adequada para este tipo de aplicacdo e
dentro das faixas apresentadas para este material suporte: 1,1 m? g?
(FERNANDES et al., 2013) e 4,2 m2 g?! (FERRAZ JUNIOR, ETCHEBEHERE
& ZAIAT, 2015) . A densidade, medida por deslocamento de volume foi de
1,06 g cm3, coincidente com o obtido por AMORIM et al. (2009) enquanto
alguns autores que empregaram este suporte relataram 1,50 g cm=3 (BARROS
et al., 2010; SHIDA et al., 2012), o que € normal devido aos diferentes tipos
de argila expandida comercial.

A andlise superficial de fragmentos de argila expandida por MEV
revelou uma superficie externa mais lisa e a presenca de poros na matriz
interna da argila, porém sem interconectividade entre eles (Figura 4.3 — a, b);
esta porosidade esta relacionada a bolhas de gases originados no processo
de fabricacdo da argila expandida, que envolve fusdo a altissimas
temperaturas. Apesar da baixa porosidade o material € propicio para a
colonizacdo de bactérias, como exibido na Figura 4.3 (c,d) em que no
presente trabalho uma enterobactéria foi cultivada na presenca de argila
expandida e as micrografias obtidas exibiram a colonizacdo de bactérias. Este
carater propicio para a colonizacao foi também identificado por BARROS et
al. (2010), para in6culo misto (lodo anaerébio), e por FERRAZ JUNIOR (2015)
para inéculo de fermentacéo natural de vinhaca.

Argila expandida foi empregada para producdo de biohidrogénio em
ensaios com as seguintes caracteristicas: indculo de fermentacdo natural da
vinhaca, aderido a argila por recirculagdo, com bons resultados de producéao
de H: para este suporte em comparacdo com carvao vegetal, ceramica
porosa e polietileno de baixa densidade ( FERRAZ JUNIOR, ETCHEBEHERE
& ZAIAT, 2015); in6culo de fermentacdo natural de ARS (sacarose) com
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resultados similares de producdo de Hz e de &cidos organicos volateis para
argila expandida, carvdo vegetal ou polietieno de baixa densidade
(FERNANDES et al., 2013); inoculo de reator UASB pré tratado e ARS
(glicose) obtendo producdo de biogas com 8-35 % e 16-52 % de H2, sem
metano, tendo os autores apontado a argila expandida como suporte
promissor para este tipo de bioprocesso (AMORIM et al., 2009; BARROS et
al., 2010).

SEM HV: 20.0 kV WD: 8.63 mm
SEM MAG: 7.00 kx Det: SE 10 pm
SEM MAG: 7.00 kx  Date(m/dly): 11/13/17 UFPR - Setor Palotina

ol | 2%
SEM HV: 20.0 kV 8.61 mm | VEGAS3 TESCAN|

SEM MAG: 7.00 kx Det: SE 10 pm

SEM MAG: 7.00 kx  Date(m/dly): 11/13/17 UFPR - Setor Palotina

of A4
SEM HV: 10.0 kV WD: 8.98 mm | VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 8.96 mm

SEM MAG: 7.12 kx Det: SE 10 ym SEM MAG: 7.13 kx Det: SE
SEM MAG: 7.12 kx  Date(m/dly): 10/18/17 UFPR - Setor Palotina SEM MAG: 7.13 kx  Date(m/dly): 10/18/17

(c)

Figura 4.3: Micrografias obtidas por MEV para argila expandida: superficies

antes da colonizagdo de bactérias (a, b) e colonizacdo de bactérias nas

superficies e poros (c, d).
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Neste trabalho a argila expandida mostrou-se um suporte viavel, tanto
por propiciar a adeséo de indculo e consequentemente a producdo de bioH:2
como também pelas caracteristicas de estabilidade fisica e quimica em

experimentos prolongados, além de baixo custo e simplicidade para o reuso.

4.2.3 Ensaios de producao de bioH2 em pequena escala

Estes ensaios tiveram o objetivo de verificar o potencial de producéo de
biohidrogénio pelo inoculo de fermentagdo natural de agua residuaria sintética
emregando como substrato ARC, bem como a funcionalidade dos suportes pré
selecionados em ensaios anteriores. Além disso avaliou-se se a fermentacéo da
prépria ARC em ensaio sem uso de indculo seria capaz de gerar Hz. A producao
volumétrica de Hz, variagdo do pH e da concentracdo de ART ao longo do tempo

séo apresentados na Figura 4.4.
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Figura 4.4: Producéo volumétrica de Hz, variacdo do pH e consumo de ART

para indculo de FN imobilizado em diferentes suportes.
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Para estes ensaios a andlise do biogés indicou a presenca de Hz e COg,
auséncia de CHa e as seguintes faixas de concentracdo de Hz: 34,0 +1,4 a 51,2
*+ 6.9% para argila expandida; 22,6 + 7,4 a 37,9 = 4,2% para ceramica e 41,7 +
3,2 a 45,9 + 1,3% para bioball, ou seja, em termos de % de H2 os suportes argila
e ceramica mostraram-se similares. No entanto este resultado isoladamente nao
€ conclusivo pois deve ser associado a producéo volumétrica de Hz que por sua
vez foi maior para argila expandida e similar para os outros dois suportes.

A concentracdo de aguUcares tornou-se baixa apd6s o 3° dia de ensaio,
quando a o volume de H:z produzido caiu e cessou; j& o pH, que teve uma queda
acentuada ja no 1° dia de reacao, permaneceu no restante do tempo entre 3,5 e
4,0 e pode ser explicado nos processos acidogénicos pela producédo de acidos
organicos volateis, que acompanham a producao de Ha.

O ensaio realizado com ARC e sem in6culo demonstrou que a
fermentacao natural dos acucares da AR, levaram a reducdo do pH e a um leve
consumo de acucares, porém gerando apenas CO2. Com isto, demonstrou-se a
ndo producdo de H: pela fermentacdo natural da propria ARC, corroborando
com outros experimentos de FN desta &gua residuaria (dados nao
apresentados) que haviam demonstrado a ndo producéo de Ha.

Com base nos resultados obtidos foi realizada a escolha da argila
expandida como suporte, fundamentado também nas descri¢cdes da literatura,
por autores que empregaram este material em reatores biolégicos para producao
de biohidrogénio a partir de diferentes aguas residuarias (AMORIM et al., 2009;
FERNANDES et al., 2013; FERRAZ JUNIOR, ETCHEBEHERE & ZAIAT, 2015).

4.2.4 Producdo de bio H2 em reator anaerébio com biomassa imobilizada

(AnSBBR) e agitacdo mecanica — Ensaios R1 a R3

Uma vez observado o potencial de producdo de H2 nos ensaios
inoculados com fermentacdo natural com biomassa suportada em argila
expandida, foram realizados ensaios em reator AnSBBR com planejamento
de duracdo por cerca de 15 dias. No entanto, os resultados obtidos na
primeira semana de cada ensaio ndo foram promissores e levaram ao
encerramento dos mesmos com 6 ou 9 dias de duracao (Figura 4.5). Os dois

primeiros ensaios (R1 e R2) foram realizados com ARC e para o ensaio R3 foi
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utilizada ARS a base de sacarose, que pode ser considerado um substrato
ideal e foi empregado em diversos trabalhos que utilizam inéculo de
fermentacao natural.

0,7

0,6 - —=—R1 e —®— R2 - AR cervejaria

0,5 —4A— R3 - AR sintética

-1 4. -1
PVH (L, L,, dia")

1600

1400 - It
12001
1000
800
600 -
400 -

Volume diario de H, (mL)

200

04

Tempo (dias)

Figura 4.5: Volume de H2 e produtividade volumétrica de Hz (PVH) para
ensaios empregando indculo de fermentacao natural (R1, R2 e R3) em reator
AnSBBR.

A Figura 4.5 apresenta trés ensaios selecionados dentre um nimero total
de oito tentativas com a mesma metodologia, visando de producdo de H2 com
ARC e inéculo obtido a partir de fermentacdo natural em reator AnNSBBR; em
todos os casos ndo foi possivel obter producdo de H2 ap6s 4 ou 5 ciclos. E
possivel notar na Figura 4.5 que os volumes de H2 produzidos foram baixos e
oscilaram bastante de um ciclo para outro, 0 que ocorreu também para o
parametro produtividade volumétrica (PVH).

Comparando-se os valores de PVH dos trés ensaios apresentados neste
trabalho com aqueles obtidos por autores que empregaram este mesmo inoculo
e aguas residuarias diferentes (Tabela 4.3) ¢é possivel constatar esta baixa

producdo. Na Tabela 4.3 séo apresentados alguns parametros de avaliacdo do
desempenho de reatores: vazdo de biogas (Qbiogas), Vazdo molar de Hz( Ow,),

73



produtividade volumétrica de Hz (PVH), rendimento de H2 (Yn2) e concentracao

de Hzno biogas.

Tabela 4.3: Indicadores da producédo de bioH2 em reator AnSBBR inoculado por

fermentacao natural (R1, R2 e R3) e comparagdes com a literatura

PVH YH2 Qbiogas H2 no UH2
Referéncia biogés
(LH2 (Ldia)t) (méaximo) (mL h?) (%) (mmolnz h1)
RL  004-030 2/3MOM2 46 147 22,47 040-2,57
mol glicose
Este
R2  001-045 —09MOIM2 54 134 3.50  0,10-1,86
R3  014-024 MO 59 93 2842  0,75-145
mol glicose
Perna et al. 0,67 mol nH2
0,06 — 1,00 B 5- 10 B
(2013) Mol lactose
Gomes et al. ] 0,60 mol H2
Max 1,47 35-78 60-72 1,87
(2015) MOl sacarose ~
Anzola-Rojas et 0,60 mol w2
131-423 49 -61 10,3

al. (2015)

MOl sacarose

Embora o planejamento para estes ensaios fosse de maior duracado, a

baixissima producao observada ou mesmo o fim da producédo apds alguns dias

de ensaio levaram a decisdo de interrupcdo dos experimentos. Mesmo para o

emprego de agua residuaria sintética como substrato (R3) foi obtido baixas

producdes de Hz2 (max 720 mL dia') o que levou a conclusédo de que o inéculo

autofermentado suportado em argila expandida nédo apresentava potencial para

producao biolégica de H2 em reator AnSBBR.
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A variacdo da concentracdo de acgUcares no inicio e fim de cada ciclo é
apresentada na Figura 4.6, juntamente com a eficiéncia de remocado de DQO
(ERDQO).
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Figura 4.6: Variacdo da concentracdo de acucares (ART) e eficiéncia de
remocdo de ART (ERarT) € de DQO (ERbqo) nos ensaios empregando inéculo
de fermentacdo natural em reator anaerobio (R1, R2 e R3). (*) indica a troca de
lote de ARC (Lote 1 para Lote 2), no ensaio R1.

Para a ARC, cujas concentracdes iniciais de ART eram cercade 3e 6 ¢

Lt (R2, R1) nota-se que o consumo de agucares nao foi total até o final de cada

ciclo, na maioria dos ciclos, e as eficiéncias de remocdo de DQO e de ART nao

foram reprodutiveis, entre os ciclos e entre 0s ensaios. Isto indica que embora os

acucares ndo estivessem exauridos, outros fatores atuaram na limitacdo da
producédo de H2 para o inoculo, suporte, reator e agua residuaria estudados.

Comparando os resultados observados nas Figuras 4.5 e 4.6 e as faixas de

valores obtidos no presente trabalho para os parametros da Tabela 4.3, é
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possivel perceber que os resultados obtidos no presente trabalho foram
compreendidos entre as faixas apresentadas mas indicam necessidade de
otimizacdes. O Unico parametro que mostrou valores superiores aos relatados
na literatura € Yu2, no entanto, isso ocorreu pelo fato de que o tempo de ciclo
ndo é considerado neste célculo, ou seja, 0 consumo de glicose para geragdo de
H2 ocorreu em 24 horas.

Considerando-se a baixa produgéo de Hz, a instabilidade da producgéo e o
curto periodo de atividade do in6culo (cerca de 1 semana apenas) pode-se dizer
que este indculo, suportado em argila expandida e empregado em reator
AnSBBR para fermentacdo de ARC nao foi apropriado para uma producéo viavel
de bioHz. Dentre as possiveis hipoteses para tais resultados podem ser citados a
baixa densidade de microrganismos no inoculo, indicando a necessidade de
uma fase de enriquecimento do in6culo antes do experimento de producdo
propriamente dito; o tempo de ciclo muito longo, podendo implicar no acumulo
de metabdlitos toxicos que atrapalham o bioprocesso; o desprendimento da
biomassa do suporte, de modo que na descarga do reator tenha ocorrido
também a lavagem do inéculo, implicando em resultados piores com o decorrer
dos dias de ensaio.

Com base nos resultados obtidos nesta fase do trabalho pode-se perceber
a importancia da avaliacdo performance do inéculo em reatores, em ensaios
prolongados, pois 0 potencial aparentemente promissor de um dado indculo,
com base em experimentos curtos em pequena escala (batelada) pode ndo ser
real para a aplicacdo no aumento de escala, que é o foco quando se pretende o
tratamento e aproveitamento de aguas residuarias.

Uma vez verificados estes aspectos optou-se pela ndo continuidade dos

trabalhos com inéculo obtido por fermentacéo natural.

4.3 Fase ll: utilizacdo de uma Klebsiella pneumoniae como inéculo para

producao de bioH2 com agua residuaria de cervejaria

Nesta fase do trabalho s&o apresentados os resultados obtidos para os
ensaios com a cepa isolada, Klebsiella pneumoniae, na forma de biofilme, ou

seja, imobilizada em argila expandida para adesédo de biomassa e avaliada em
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reator anaerébio operado em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada

(AnSBBR), com agua residuaria de cervejaria.

4.3.1 Confirmacao da espécie Klebsiella pneumoniae

A caracterizagdo molecular por PCR com primers para o gene da
hemolisina Khe foi realizada com base nos relatos da literatura de que este
gene, que codifica um unico peptideo de 20 KDa esta presente em todas as
cepas de K. pneumoniae, conforme apresentado por HARTMAN et al. (2009),
gue se baseou em estudos anteriores que detectaram este mesmo fato. O
resultado foi positivo e obteve-se o produto de PCR de 77 pb tanto para a

cepa controle de K. pneumoniae (ATCC) como para o isolado (Figura 4.7).

Figura 4.7: Produto de PCR de 77 pb da regido do gene da Hemolisina de (1)
K. pneumoniae ATCC 13883 (controle positivo) e (2) cepa utilizada neste
trabalho. Fragmentos separados por eletroforese em gel de agarose a 3%. M.
50 bp DNA Ladder (Ludwig Biotec).

A identidade do isolado também foi confirmada pelo sequenciamento
da regido rDNA 16s, permitindo a obtencdo de uma sequéncia de 676 pb
com o primer reverse e de 908 pb com o primer forward com similiaridades de
97% e 98% respectivamente com sequéncias depositadas no Genbank, com

menores E-values.
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4.3.2 Avaliacdo do in6culo frente a agua residuéria sintética — Ensaio R4

O reator AnSBBR, inoculado com Klebsiella pneumoniae suportada em
argila expandida foi alimentado com ARS com concentracdo de sacarose de 5,0
g L, de modo a se aproximar das concentracdes de acglicares observadas para
os lotes de ARC usados no trabalho. A carga organica volumétrica aplicada
(COV.) foi fixada em 4,7 g (L dia)* e o tempo de ciclo de 24 horas. Neste ensaio
foram avaliados somente parametros volume e vazdo de biogas, concentracao
de Hz no biogés, variagcdo do pH e da concentracdo de agucares (ART), cujos

principais resultados séo apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8: Volume de H: (Vh2), produtividade volumétrica de Hz (PVH),
variacdo do pH e teor de H2 no biogas (Ch2) para ensaio de producédo de H:

empregando K. pneumoniae e AR sintética.

Os volumes de H2 produzidos em cada ciclo podem ser considerados
baixos, o que se reflete nos valores de PVH que variaram entre 0,09 e 0,12 L (L
dia), com apenas um pico de 0,19 L (L dia)?. Estes resultados podem estar
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relacionados ao fato de ter sido empregado tempo de ciclo de 24h, que é um
tempo prolongado considerando-se que o0s substrato sacarose € facilmente
degradado. A avaliacdo de menores tempos de ciclo permitiria concluir acerca
desta hipétese.

No entanto, foi verificada uma estabilidade na producdo ap0s o primeiro
ciclo e até 0 momento em que o ensaio foi encerrado (9° ciclo) o que é um fator
positivo tendo em vista os resultados anteriores em que, além da instabilidade
na producdo, o in6culo tornava-se inativo precocemente (5 a 7 ciclos). A
concentragdo de Hz no biogas ficou entre 20 e 30% na maioria dos ciclos
enquanto o pH, que era inicialmente 7,0 (valor da propria ARS, sem ajuste)
oscilou entre 4,8 e 5,5 indicando uma leve acificagdo do meio.

Para fins de comparacao dos resultados com a literatura podem ser citados
estudos em que K. pneumoniae foi empregado como inéculo e agua residuaria
sintética como substrato, como por exemplo para ARS contendo glicose em que
obteve-se PVH de 482 mL (L h)%, equivalente a cerca de 0,02 L (L dia)? (NIU et
al., 2010), enquanto no presente trabalho obteve-se em geral 0,09 a 0,12 L (L d)

!, indicando que o inéculo K. pneumoniae.

4.3.3 Producao de bioH2 com agua residuaria de cervejaria: efeito da
concentracao de substrato, da carga organica volumétrica aplicada e do
tempo de ciclo

Neste estagio do trabalho foram avaliados diferentes lotes de ARC, com
diferentes concentracfes de matéria organica e de acucares. Com estes ensaios
foi possivel avaliar também a habilidade do inéculo em metabolizar os acucares
da ARC em comparacdo com ARS (sacarose) (ensaio R4 apresentado
anteriormente).

Foram avaliados os efeitos da concentracdo de carboidratos (Ccab) € da
carga organica volumétrica aplicada, em termos de carboidratos (COVc), sobre
a producdo de bioH2, por meio da variagcdo destes parametros com tempo de
ciclo fixo, de 24 horas. Nestes experimentos, identificados como R5 e R6, as
condi¢Oes de alimentacao variaram da seguinte forma: R5, Ccabe COVc de 2,8 g

L-te 2,6 g (L dia)?, respectivamente, e R6 com Ccabe COV: de7,2gL'e 6,8 g
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(L dia)?, respectivamente. Como a COVp acompanha a COVc (DQO aumenta
com o aumento de Ccarb), @ correlagdo da producéo biologica de H2 em funcéo
de um destes parametros é suficiente para a compreensdo do efeito. Em
seguida, para ARC com Ccarb proxima a de R6 (6,7 g L!) avaliou-se o efeito da
redugéo do tempo de ciclo de 24h para 12h e do aumento da COVc que neste
ensaio (R7) foi de 18,6 g (L dia)™.

Primeiramente serdo apresentados os resultados do ensaio R5, para
demonstrar os parametros de producdo de bioH2 em ARC; em seguida
comparacdes entre R5 e R4 (meio sintético) a fim de identificar a adaptacdo do
in6culo a ARC frente a um substrato ideal (sacarose) e por fim os ensaios R6 e
R7 com as devidas comparacdes com R5 e R6 para concluir acerca dos efeitos

de Ccab, COVc e tempo de ciclo sobre a producao de Ho.

4.3.3.1 Ensaio R5: Ccarb de 2,8 g L1, COVc de 2,6 g (L dia)?! e tempo de
ciclo de 24h

O ensaio R5 foi conduzido por 11 dias, de modo a completar 10 ciclos com
tempo de ciclo de 24 horas. Observou-se boa producdo de hidrogénio, com
volumes de cerca de 800 mL por dia e 2 picos de cerca de 1200 mL, com
concentracdes de H2 no biogas entre 36 e 47 %. A diminuicdo do pH para todos
0os ciclos manteve-se entre 3,5 e 4,0, decréscimo tipico da fermentacao
acidogénica com formacao de &cidos organicos além do fato de ndo ter sido
empregado suplementacdo de alcalinidade para tamponamento do meio . Os
valores de PVH observados ficaram entre 0,23 e 0,29 L (L dia)* com valores
maximos de em 0,35 L (L dia)* (Figura 4.9).
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variacdo do pH e teor de Hz no biogas (Chz), para ensaio R5 (Ccab 2,8 g L1e
COVc 2,6 g (L d)! e teiclo de 24 horas).

Neste ensaio notou-se também o aproveitamento dos acUcares disponiveis
na ARC (expressos na forma de ART) em sua quase totalidade j4 que na maioria
dos ciclos a [ART] chegou a zero. Com isto obteve-se uma alta eficiéncia de
remocdo de ART (ERarT), etre 95 e 100% nas maioria dos ciclos, que pode
também ser correlacionada com a producdo de H2 por meio do parametro
rendimento de Hz (Yn2) (Figura 4.10)

Os valores de rendimento de Hz para o ensaio R5 oscilaram entre 0,80 e
1,25 moli2 molgicose®, 0 que é um valor alto em comparacdo com Aaguas
residuéarias sintéticas, por exemplo (Tabela 4.3 da se¢édo 4.2.4). Esses valores
expressam um bom aproveitamento dos carboidratos presentes na agua
residuaria para formacao do produto de interesse. No entanto estes valores ndo

devem ser avaliados isoladamente mas sim em conjunto com o tempo de ciclo
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empregado; por exemplo, se com ciclos de 4 horas as bactérias metabolizam os
acgucares e produzem 0,60 molxz molgicose™, iSs0 pode ser mais vantajoso do que
um ciclo de 24 horas no qual o rendimento seja superior a 0,60 molx2 Molgiicose™,
uma vez que quanto maior o tempo de ciclo menor o niumero de bateladas por
dia de operagao.

De qualquer modo, os valores de Yn2 associados ao consumo total de ART
expressam uma boa adaptacdo deste inOculo aos acucares presentes na agua
residuaria, o que é um bom resultado. O fato de a agua residuaria conter desde
acucares prontamente disponiveis, como a glicose, até os aglUcares complexos
como maltotriose e dextrinas, pode propiciar a atividade metabdlica do in6culo
por um tempo mais prolongado, onde inicialmente sejam metabolizados os
acucares simples e posteriormente os demais. Esta possibildiade pode estar

associada ao bom desempenho do in6culo frente a ARC.
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COVc 2,69 (L d)l e teiclo de 24 horas).
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Com relacdo a variacdo da DQO neste ensaio sabe-se que para a agua
residudria de cervejaria o valor de DQO acompanha o de [ART], ou seja, quanto
maior a [ART] maior a DQO; no entanto o consumo de acgUcares em cada ciclo
ndo implica em reducéo drastica da DQO j& que embora ocorra variagdo deste
parametro, ainda resta uma elevada carga organica no final de todos os ciclos
(entre 3,0 e 3,8 goz L'). Este aspecto esta relacionado com producédo de acidos
organicos volateis (AOV) e até mesmo de solventes, que acompanham a
producéo biolégica de Hz, de acordo com as rotas metabdlicas desempenhadas
pelas bactérias.

Estes baixos valores de remocdo de DQO sdo comuns em reatores
acidogénicos e atribuiduos aos compostos intermediarios que permanecem no
efluente (MANSSOURI et al., 2013; GOMES et al., 2015; ANDREANI, 2017).
Para os ensaios R5 e seguintes (R6, R7) foram analisados o AOV e solventes
presentes em cada ciclo e os resultados serdo abordados no item 4.4. Assim, a
eficiéncia de remocdo de DQO neste ensaio oscilou entre 19 e 36% (Figura
4.11).
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Figura 4.11: Variacdo da DQO e eficiéncia de remog¢éo de DQO (ERbgo) para
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4.3.3.2 Ensaios R4 e R5: agua residuéria sintética X agua residuaria de

cervejaria

A comparacdo da desempenho do reator AnSBBR inoculado com K.
pneumoniae e alimentado ora com ARC ora com ARS, pode ser feita com base
nos indicadores produgéo volumétrica de Hz, teor de Hz no biogas, vazdo de Hg,
dentre outras respostas. Esta avaliacdo levou aos perfis de producdo de H:
apresentados na Figura 4.12 e revelou uma melhor adaptacao do in6culo a ARC
do que a sintética. Nota-se que tanto o teor de Hz no biogas como a producédo
volumétrica e consequentemente molar foram superiores quando o reator foi

alimentado com ARC.
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Tendo em vista que ha boa disponibilidade de estudos na literatura para a
producdo de bioHz a partir de agua residuaria a base de sacarose, em reator
anaerobio com biomassa imobilizada, e que nestes trabalhos os autores
apresentam a habilidade dos in6culos em fermentar este carboidrato e gerar
bioH2 esta AR foi escolhida no presente trabalho como substrato para fins de
comparacdo (FERNANDES et al., 2010; FONTES LIMA; ZAIAT, 2012,
PENTEADO et al., 2013; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; GOMES et al., 2015). No
entanto nestes estudos foram empregados como in6culos culturas mistas.

Especificamente para o in6culo K. pneumonia, avaliado na utilizacdo de
ARS como substrato, sdo relatados na literatura o uso de glicerol, glicose, xilose
e celobiose (Tabela 2.1, secdo 2.2.1) mas ndo foram localizados trabalhos com
sacarose. Nestes estudos K pneumonia foi produtora de H2 metabolizando todos
0s substratos testados, com melhores resultados para a glicose.

O fato de os resultados de producdo de H2 demonstrarem que 0s
carboidratos da ARC foram melhor aproveitados pelo inéculo em relagdo a
sacarose torna muito oportuno o uso de K. pneumoniae como inéculo para o
aproveitamento de agua residuaria de cervejaria, como proposto no presente
trabalho, motivando as proximas avaliacbes com o objetivo de otimizacdo do

processo e maior producao de Ho.

4.3.3.3 Ensaios R6 e R7: efeitos de Ccarb, COVc e do tempo de ciclo

A avaliacao do efeito da concentracdo de substrato sobre a producao
demonstrou que o aumento da concentracdo de acucares na ARC favoreceu
a producao de bioH2: ao empregar ARC com Ccarb de 7,2 g L (ensaio R6) os
parametros de avaliagcdo da producédo de H2 exibiram um favorecimento da
producdo volumétrica, quando comparado a ARC anterior com 2,8 g L*
(ensaio R5), implicando em aumento de produtividade volumétrica de H:2
(PVH) e vazao molar de Hz (uH2). O perfil obtido ao longo do ensaio pode ser
observado na Figura 4.13 (a) que compara a rodutividade volumétrica de H2
(PVH) e vazéao molar de H2 (vH2) para estas duas concentracdes de substrato,
Ccabde 2,8ede 7,2gL™
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carga organica volumétrica aplicada (COVc), R6 X R7 (c). Legenda: PVH (—);

OH2 (....).

Sendo a concentracdo de substrato e o tempo de ciclo variaveis
intrinsecas a COVc, 0 aumento de Ccab mantendo-se o tempo de ciclo em

24h, significou também o aumento da COV., de 2,6 para 6,8 g (L dia)?, de
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modo que o efeito positivo desta variavel pdde ser verificado, juntamente com
o efeito de Ccab. Empregando o mesmo inéculo do presente trabalho
(Klebsiella pneumoniae) porém em suspensao e ensaios em batelada com
adgua residudria sintética, alguns estudos apontaram o efeito positivo do
aumento da concentracdo da fonte carbono até valores méaximos, acima dos
quais ocorre inibicdo da producédo de Hz: maximo de 30 g L de glicose (NIU
et al., 2010) ou glicerol (COSTA et al., 2011). No presente trabalho, em que
Ccarb de cada um dos diferentes lotes de ARC foram proximos, a avaliacdo do
efeito de Ccab de 7,2 g L é representativa da dgua residuaria de cervejaria.

Os resultados obtidos nesta fase, apontando para efeito positivo de
COV., e a necessidade de redugdo do tempo de ciclo, identificada por
avaliacOes das vazles de biogas e H2 em funcdo do tempo no ensaio R6, que
foram maiores entre 6 e 12 horas aproximadamente, levaram a adocao da
estratégia de reducao do tempo de ciclo de 24h para 12h, empregando ARC
com Ccarb de 6,7 g L, 0 que corresponde a COV. de 12,6 g (L dia)?! (ensaio
R7). Desta forma foi possivel avaliar de forma combinada os efeitos de
reducdo do tempo de ciclo e do aumento de COV. sobre a producao de bioHz:
a Figura 4.13 (b) exibe a melhor performance do indculo frente ao aumento da
COV: e reducao do tempo de ciclo, o que além de incrementar a geragao de
bioH2 permitem o aproveitamento de maior volume de ARC em um dia.

A Tabela 4.4 exibe os parametros de avaliacdo da producéo de H2 e da
fermentacdo obtidos para as diferentes estratégias adotadas variando
concentracdo de carboidratos, tempo de ciclo e COV. onde efeitos positivos
de aumento de Ccarb (R5 X R6), aumento de COV. e reducdo de tempo de
ciclo (R6 X R7) sdo notados para vazdo molar de Hgz, produtividade
volumétrica de Hz, rendimento de H2 e teor de H2 no biogas.

Observa-se também que a conversdo de carboidratos se manteve alta
em todas as condi¢des (81 — 89%), indicando um bom aproveitamento dos
acucares da ARC pelo in6culo; estes valores indicam uma alta eficiéncia de
conversdo, de acordo com comparagfes com valores relatados para ARS
(sacarose), 67,2 — 79,2% (FONTES LIMA e ZAIAT, 2012); 62,8 — 73,8%
(GOMES et al., 2015); 88,4 — 92,7% (ANZOLA-ROJAS et al., 2015) ou para
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AR industrial (soro de queijo), 92 — 99%; 98% (PERNA et al., 2013; LIMA et
al., 2015); para ARC nao foram encontrados relatos deste parametro.

Ja a baixa remocédo de DQO, para qualquer condicao reacional (18-
23%) é tipica deste tipo de processo uma vez que a0 mesmo tempo em que
ocorre consumo de carboidratos, a producdo de H2 se dé& por vias metabdlicas
geradoras de acidos organicos e solventes, o que mantém a COD alta. Este
aspecto tem sido relatado como ponto comum na producao biolégica de H:2
em reatores para diferentes inéculos, com valores como 14-32% (PERNA et
al., 2013), 12,7-19,2% (GOMES et al., 2015) ou 30% (LIMA et al., 2015).

Tabela 4.4: Indicadores da producéo de bioH2 em reator AnSBBR inoculado

com Klebsiella pneumoniae, empregando ARC como substrato.

Indicadores de Ensaio
producao R5 R6 R7

DHzr (MmMolHz h'd) 2,75 4,30 10,80

PVH (Ln2 (L dia)?) 0,28+0,05  0,47+0,21 0,88 + 0,44
Yhz (Molkz mollgic) 0,950,415 0,58 0,22 0,70 + 0,37
ERbqo (%) 18 +7 18 + 6 23+8
ECecarb (%) 89 + 17 89 + 16 81+ 14

H2 no biogas (%) 24 - 47 11-35 18 - 42

LH2, vazdo molar de Hz; PVH, produtividade volumétrica de Hz ; Yhz,
rendimento de Hz; ERbqo , eficiéncia de remocdo de DQO; ECcam, €ficiéncia

de conversédo de carboidratos; glic, glicose; *valores maximos.

4.4 Avaliacdo dos metabolitos soluveis: correlagdes da producdo de H2

com as rotas metabolicas

Para os ensaios R5, R6 e R7, bem como para os lotes de agua
residudria usados em cada ensaio, foram caracterizados e quantificados os
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acidos acético, propibnico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico e
caproico e os alcoois metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol,
isobutanol e isoamilico.

As concentra¢des de cada acido identificado nos efluentes de cada ciclo
sao apresentadas na Figura 4.14 (d, e, f). Como pontos comuns para 0s trés
reatores tem-se que, nas amostras de agua residuaria dos lotes usados nos
ensaios (R5 lote 2; R6 lote 3; R7 lote 6) foram detectados somente acido butirico
e isobutirico; em todos os ensaios 0s Unicos &cidos produzidos foram propiénico,
butirico e acético, com predominio dos acidos acético e butirico, enquanto o
propidénico ocorreu em baixas concentracfes e sem oscilacao consideravel.

O acido isobutirico, detectado em todas os ciclos, foi detectado nas
mesmas concentracdes tanto na agua residuéaria (afluente do reator) como nas
amostras de efluente do reator. J4 nos gréficos de proporcédo entre os acidos
(Figura 4.14 a, b, c) é possivel identificar o predominio de cada acido, onde em
geral foram majoritarios acético e butirico, mas quando estes foram produzidos
em quantidades muito pequenas se sobressaiu 0 acido propiénico, como por
exemplo no 1° ciclo dos ensaios R5 e R6. Todas as andlises foram realizadas
em triplicata, permitindo o calculo de média e desvio padréo, que por ser muito
baixo nao é visualizado no grafico.

Ao associar-se a producdo volumétrica de hidrogénio (PVH) aos perfis de
concentracdo dos acidos (Figura 4.14 d, e, f) nota-se que ndo ha relagdo entre
os picos de PVH observados e as concentracdes de acido acético, o que seria
esperado ja que a rota acética leva a maiores rendimentos tedricos de Hz; em
alguns pontos hé relacdo entre aumento da PVH e aumento de concentracédo de
acido butirico, mas isso ndo ocorre sempre; sendo assim pode-se dizer que nao
ha uma relacdo estabelecida entre os valores maximos de PVH e as

concentracfes detectadas para algum dos acidos especificamente.
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A participagdo destes acidos no bioprocesso refere-se a rotas metabdlicas
estabelecidas pelas bactérias, conforme equacfes descritas na se¢éo 2.2.2, em
que podem ocorrer:

- rotas de producéo de Hz, pelas vias acética e butirica;

- rotas de competicdo por glicose, sem influéncia sobre o rendimento de Ho,
gerando acido propidnico, ou consumo glicose e de Hz, gerando este mesmo
acido e levando a baixos rendimentos de Hz.

Ja o acido isobutirico, detectado na agua residuaria, esta relacionado a
contaminacdo microbiologica da agua residuaria no ambiente, do momento da
coleta até o momento do uso, uma vez que trata-se de um meio propicio para
crescimento de microrganismos.

Na Figura 4.15 (a) sdo comparados 0s principais &cidos, acético e butirico,
gue sdo aqueles cuja concentracdo variou durante o processo, para 0s trés
ensaios, R5, R6 e R7. Em todos os casos a concentracdo de acido acético foi
préxima, na grande maioria dos ciclos, mesmo quando o tempo de ciclo
empregado foi menor (12h), indicando que apés as 12 horas de reagéo ndo ha
variagdo siginificativa destes metabdlitos. Ja para o &cido butirico nota-se maior
oscilacdo na concentracdo para alguns pontos, especialmente para o ensaio R6.

O interesse na deteccdo dos acidos acético e butirico deve-se ao
rendimento de hidrogénio associado a cada uma destas rotas, uma vez que se
apresenta a relacdo molar entre glicose e H2 de 1:4 na via do acetato e 1:2 na
via do butirato; assim autores discutem a producao biolodgica de H2 em reatores
acidogénicos apontando boa producdo de H2 para relagdes ButH/AcH menores
que 1,0 (PEIXOTO et al.,, 2012; GOMES et al.,, 2015) ou relacbes AcH/ButH
maiores que 1,0 (ANZOLA-ROJAS et al.,, 2015). No presente trabalho as
relacbes ButH/AcH foram superiores a 1,0 na maioria dos ciclos, para os ensaios

com maior carga organica , R6 e R7, como pode ser observado na Figura 4.15

(b) .
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Figura 4.15: Concentracdes dos 4cidos acético e butirico (a) e relagdo acido
butirico / acido acético (ButH/AcH) (b) para os ensaios R5, R6 (COVc: 2,6 e 6,8
g (L dia)? e tcico 24h) e R7 (COVc 12,6 g (L dia)™? teiclo 12h).

Para uma melhor correlacdo entre a producéo de bioH2 e os metabdlitos
soluveis detectados nos efluentes dos reatores, é importante agregar a esta
discusséao os perfis obtidos para producéo de alcoois nos reatores, uma vez que
os diferentes AOV e alcoois sdo indicativos tanto de producédo de Hz quanto de
competicdo por glicose ou consumo de H2 no brioprocesso. Para tanto sdo
introduzidos aqui os resultados da andlise de alcoois para os ensaios R5, R6 e
R7, primeiramente de forma isolada (Figura 4.16) e em seguida em correlacéo
com 0s AOV e com a producéo de bioH2 (Figura 4.17).

Observa-se na Figura 4.16 que, dos alcoois detectados nas amostras de
cada reator somente 0 etanol apresentou concentracdo expressiva, variando
entre 1,1 e 8,5 g L, e oscilagédo entre os ciclos (nos ensaios R6 e R7). Os
valores de concentracdo de metanol permaneceram iguais e/ou muito préximos
agueles encontrados na agua residuaria (afluente) de cada ensaio (2,8 a 3,1 mg
L) e sua presenca nos diferentes lotes de ARC é indicativo de acgéo
microbiolégica sobre estas amostras, principalmente pela acdo de enzimas
hidrolases sobre as pectinas. A concentracao do butanol variou entre 4 e 229 mg
L1 (R5),23 e 275 mg L (R6) e 3 e 53 mg L (R7), o que é muito menor que as
concentracdes de etanol detectadas.
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Figura 4.16:Concentracdo dos alcoois detectados nos efluentes dos ensaios

R5, R6 (tcico de 24h) e R7 (tcico de 12h). Metanol, MetOH; etanol, EtOH;
butanol, ButOH.

Os ensaios R6 e R7 sdo comparaveis entre si quanto a concentracdo de
carboidratos (concentracéo afluente), ja que o valor de Ccarb para cada um deles
foi préximo: 7,2 g L* (R6) e 6,7 g L' (R7). J4 a carga organica volumétrica
aplicada foi maior em R7 (12,6 g (L dia)?) do que em R6 (6,8 g (L dia)?) e esta
maior que em R5 (2,6 g (L dia)?!). Autores tem apontado que o aumento da
carga organica aplicada favorece a rota de fermentacédo etanélica com consumo

de glicose e producao de etanol e CO2 ( FERNANDES et al., 2013; ANZOLA-
ROJAS et al., 2015):

CeHy205 — 2CH;CH,COH + 2C€0,

Pode-se perceber que o uso de maior carga organica em R6 em relacéo ao
R5, combinado a tempo de ciclo de 24 h, foram os fatores que favoreceram a
producdo de etanol; de fato relata-se na literatura que a diminuicdo do tempo de
ciclo é uma estratégia para diminuicdo da rota etandlica (FERNANDES et al.,
2013), para in6culo misto, o que foi constatado no presente trabalho ja que com
a reducdo de 24h (R6) para 12h (R7) as concentracdes de etanol foram
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reduzidas significativamente, apesar do aumento de COV., e esta estratégia
levou a aumento na producgéo de H2 0 que se revela por meio do incremento nos

valores de PVH.

Na Figura 4.17 € possivel observar a correlagdo entre as concentracoes
de AOV e PVH (Figura 4.17 a, b, c) e as concentracdes de etanol (Figura 4.17 d,
e, f). E possivel notar que ao mesmo tempo que o aumento de COVc foi
favoravel para a producéo de Hz, a reducdo do tempo de ciclo também o foi, ja
gue ocorreu menor producéo de etanol nesta condicdo o que levou ao aumento

do PVH do ensaio R7 comparativamente ao ensaio R6.

Observa-se também na Figura 4.17 que os ciclos em que foram detectados
os valores maximos de concentracao de etanol em R6 (Figura 4.17 e) coincidem
com as maximas concentracdes de acido butirico (Figura 4.17 b). Este tipo de
ocorréncia pode estar relacionado com a mudanca de metabolismo das
bactérias de acidogénese para solvatogénese, sob estimulo do aumento da

concentracdo de acidos organicos volateis.
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Figura 4.17: Concentracao dos acidos organicos associado ao PVH (a, b, ¢) e concentracéo de etanol (d, e, f) nos ensaios R5 , R6
e R7 (5, 6 — tciclo 24h; 7 — teiclo 12h) € nas respectivas aguas residuarias (AR) empregadas em cada ensaio. Legenda: AcH, acido
acético; PropH, acido propidnico; IsobutH, acido isobutirico; ButH, acido butirico; PVH, produtividade volumétrica de Ha.
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A queda do pH poderia explicar o desvio da rota metabdlica: apoés
producao intensa de acidos, a acidificacdo do meio leva a adocao de rotas de
producado de etanol, butanol, acetona, enfim solventes. Mas no caso dos ensaios
R5, R6 e R7 os valores de pH foram similares, variando em uma faixa entre 3,4
e 4,1, e ndo séo observadas quedas bruscas, mesmo para agueles ciclos em
gue houve aumento da concentracdo de acido butirico (R6), como ser observado

na Figura 4.18.
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Figura 4. 18: Variacdo do pH nos ensaios R5, R6 e R7

Para o caso especifico de indculo Klebsiella pneumoniae um fator que
pode ser relacionado a mudanca de via metabdlica no sentido da producao de
etanol € a temperatura (Niu et al., 2011). No entanto, no presente trabalho a

temperatura empregada nos ensaios e entre os ciclos foi sempre a mesma.

Os metabdlitos solluveis detectados nos ensaios R5, R6 e R7 sao
condizentes com as rotas metabdlicas previstas para Klebsiella pneumoniae na
fermentacdo de substratos contendo glicose para geracdo de H2 e CO:2
(LEONHARTSBERGER, KORSA e BOCK, 2002; NIU et al., 2010; NIU et al.,
2011; XIAO et al.,, 2013), sob condi¢cdes fermentativas (anaerobiose total ou
facultativa). Como apresentado na sec¢éo 2.2.2, na metabolizacdo de glicose a

purivato e formato, este Ultimo ativa o sistema de expressdo de enzimas
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envolvidas na conversédo de formato a H2 e COz2, paralelamente com a rota de

oxidacdo de NADH, que também gera Hz:
Glicose — Piruvato — Formato — Ativacéao sist.FhIA/FHL = HCOOH— CO2 + H2
2NADH —2NAD* + H2

Além desta rotas principais sdo relatados também a producdo de
metabdlitos secundarios, dentre 0s quais destaca-se 0 etanol que por sua vez

prejudica a producéo de H2 ja que sua produgéo envolve consumo de NADH:
ACCOA + 2NADH — COA + 2NAD* + ETANOL

Assim, estratégias que reduzam o consumo de NADH para producéo de
etanol sédo favoraveis para este bioprocesso, como por exemplo o aumento da
temperatura numa faixa de 34 a 37°C (NIU et al.,, 2011). Como no presente
trabalho ja foi empregada temperatura nesta faixa (35°C) essa estratégia ja
estaria sendo aplicada.

4.5 Caracterizacdo da biomassa ao final dos ensaios

Ao final dos ensaios R5 e R7 os suportes contendo biomassa foram
inoculados em caldo LB e a cultura obtida apés incubacao foi semeada por
estrias em agar LB. As colbnias cresceram com caracteristicas uniformes de
coloracdo e formato, apresentando-se redondas e amareladas; nao foi
observado crescimento de fungos (Figura 4.19 a, b). A partir de coldnias
isoladas foi realizado PCR utilizando os primers especificos para K.
pneumoniae e ocorreu a amplificacdo do DNA para a maioria das colbnias,
gerando fragmentos de 126 pb, indicando a presenca de K. pneumoniae na
biomassa presente ao final dos ensaios (Figura 4.19 c,d).
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Figura 4.19: Colbnias obtidas ap0s inoculacdo ao final dos ensaios R5 e R7
(a, b) Produto de PCR de 126 pb, pertencente ao inicio da regiao rDNA 16S
de K. pneumoniae amplificado a partir de colonias isoladas (c, d). M: 50 bp

DNA Ladder (Ludwig Biotec); 1-7: colénias analisadas.

No ensaio R5 foi realizado também, ao final do experimento, a analise
por microscopia eletronica de varredura para verificar a adeséo da biomassa
a fragmentos da argila expandida, tanto internamente como externamente a
este suporte. As imagens obtidas revelaram a adesdo dos microrganismos a
argila expandida, compativeis com bacilos de Klebsiella pneumoniae (Figura
4.20).
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Figura 4.20: Imagens obtidas por Microsocopia Eletronica de Varredura para
fragmentos de argila expandida com inéculo aderido, bacilos de K.

pneumoniae, ao final do ensaio R5.

4.6 Comparagdes com a literatura

Existe uma limitacdo para se estabelecer comparacfes dos resultados
obtidos no presente trabalho, nos quais ARC foi empregada como substrato
para a producéo de bioH2, com aqueles relatados na literatura utilizando ARC,
uma vez que os estudos localizados referem-se a ensaios de producdo em
batelada, por meio de frascos agitados de pequeno volume, como
apresentado na secdo 2.6 (Tabela 2.7); nestes trabalhos sdo apresentadas
tendéncias para o0 bioprocesso mas os parametros de avaliacdo do
desempenho do bioprocesso séo diferentes daqueles usualmente utilizados
para biorreatores como vazao molar, produtividade volumétrica, rendimento
de Hz, dentre outros.

Assim, é possivel estabelecer comparagfes de duas formas: com o
trabalho anterior a este, em que Klebsiella pneumoniae foi empregada como
in6culo em suspensao, em bateladas de 72 h (ESTEVAM et al., 2018) ou

com trabalhos relevantes da literatura onde foram empregados aguas
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residudrias de diferentes origens, indculos mistos e reatores anaerébios com
configuracéo similar ao AnSBBR, utilizado no presente trabalho.

No primeiro caso os valores obtidos para ensaios em bateladas de 72h,
com inéculo puro de K. pneumoniae em suspensédo (ESTEVAM et al., 2018)
foram: teor de Hz no biogéas entre 30 e 40 %, vazdo molar de Hz (vH2) de 0,2 a
2,2 mmoli2 ht e rendimento de Hz (Yn2) de 0,8 a 1,7 molh2 Molgiicose™,
enquanto no presente trabalho em que se empregou reator AnSBBR
inoculado com K. pneumoniae suportada em argila expandida o perfil de
composicdo do biogads foi similar aquele obtido por ESTEVAM e
colaboradores (2018) mas a vazdo de Hz aumentou consideravelmente (2,8 a
10,8 mmol Hz ht) (Tabela 4.4), além da notavel otimizacdo do tempo ja que
ao invés de 72 horas o bioprocesso ocorreu em 24 ou até 12h.

No caso da comparacdo com outras aguas residuarias, na Tabela 4.5
estdo agrupados os principais parametros de avaliacdo deste trabalho,
obtidos para as melhores condicbes de operacdo (Ensaios R6 e R7) e
também de trabalhos comparéaveis a este (reator AnSBBR e diversas aguas
residuarias). Nota-se que os valores obtidos para os parametros de producéo
de bioH2 neste trabalho estdo compreendidos e sdo algumas vezes maiores
gue os relatados na literatura para diversas aguas residuarias. Pode-se
destacar ainda:

- Ponto comum entre os trabalhos € a baixa remocdo de DQO,
atribuida a geracédo de acidos organicos volateis e solventes nas rotas de
producgéo de Hz, que sdo mantidos no reator ja que o processo € interrompido
na fase acidogénica;

- Os trabalhos com in6culos mistos (lodo anaerdbio) tem em comum o
tempo reduzido de ciclo (baixos tempos de ciclo) o que € uma estratégia para
inibir producdo de CHg;

- A eficiéncia de remocao de acucares, ou de conversdo de carboidratos,
foi alta para todos os inoculos e aguas residuarias empregados;

- Na maioria dos casos o teor de H2 no biogas € relativamente baixo,
entre 20 e 40%;
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Tabela 4.5: Indicadores de producdo de bioH2 no presente trabalho (R6 e R7) e comparagdes com a literatura para reator
ANnSBBR e diferentes substratos.

Tempo H> no YH2 PVH OH2

A COV, . . . ERDQO ERarT
Agua Inéculo deciclo  biogas 1 Referéncia
residuéria (g Lidia™) (Mol (Liz L™ (mmol 1 (%) (%)
(h) (%) substrato?) dia®)  h?) (méax)
6,8 (ART) 33+1,1
24 11-35  mole Kg 00’25 . 43  18+6(8) 8918 16
Cultura pura ) 2 (8) (8)
ARC de K. Este trabalho
pneumoniae 12,6 (ART) 39%22 0,9+ 23+8 81+ 14
12 18 - 42 MOl 0,4 (16) 10,8 (16) (16)
KgART'l (16) ’
ARS +
Vinhaca + Lodo ¢4 cab) 3 39 2.9molke o nd 13 73 ALBANEZ et
anaerobio Kgcarb al., 2016
melacgo
Fermentacéo 12,0 4 35 49 mol_qz 0.9 2.0 747 79 - 99
AR de Natural (Carb) Kg cart ANDREANI,
fecularia 2017
Lodo 14,0 2,2 molyz
anaerohio (Carb) 4 31 Kgcas 2,4 6,4 17 - 35 81 - 94

Legenda: Valores entre parénteses = nimero de amostras considerados para o calculo da média; ART, acUcares redutores totais;
Sac, sacarose; Carb, carboidratos totais; DQO, demanda quimica de oxigénio; na, ndo se aplica; nd, ndo determinado. Obs:

algumas unidades originais descritas pelos autores foram convertidas para fins de comparagao
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Tabela 4.5: Continuacao

Agua In6culo COV. Tempo H> no YH2 PVH U2 ERbgo ERArT Referéncia
residuéria de ciclo biogas
(g L'*dia?) g (molw: (Lnz L1 (mmol 12 (%) (%)
(h) (%) substrato™) dia™) h1) (méax)
ARS (Sac) Lodo 16,0 5 25 2,3 molu2 0,9 5,8 18 83-97 MANSSOURI
anaerobio (Sac) Kgsac™ et al., 2013
ARS + Lodo 17,1 3 68 1,1 moly2 0,4 2,2 17 - 38 na (LOVATO et
Glicerol anaerobio (DQO) MOlgiiceror™ al., 2015
Soro de Lodo 11,6 3 36 0,6 molu2 0,4 2,9 nd nd LIMA et al.,
Queijo anaerdbio (Carb) mMOlcarn?® 2015

Legenda: Sac, sacarose; Carb, carboidratos toatais; DQO, demanda quimica de oxigénio; na, ndo se aplica; nd, ndo determinado.

Obs: algumas unidades originais descritas pelos autores foram convertidas para fins de comparacéo.
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- Em comparacdo com a ARC, as demais aguas residuarias
apresentavam maior carga organica em termos de carboidratos ou foram
formuladas deste modo (no caso das aguas residuarias sintéticas); mesmo
assim o desempenho da producdo de BioH2 no presente trabalho foi

comparavel a estes.
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5. CONCLUSAO

A 4agua residuaria de cervejaria apresentou potencial para a producao
biolégica de H2 sendo que dentre os seis lotes de AR coletados a
concentracdo de aclcares redutores totais variou de 2,8 a 7,2 g LY, o que
significa uma fonte de carbono apropriada para o bioprocesso.
Adicionalmente, sua composi¢cdo quimica revelou a presenca dos elementos

considerados importantes para a producdo bioldgica de Ha.

A fermentacdo natural como fonte de in6culo levou a baixa producéo
de Hz, instabilidade e curto periodo de atividade, quando submetida a ensaios
prolongados em bateladas sequenciais, de modo que foi considerada inviavel
para o bioprocesso neste trabalho. A autofermentacéo da agua residuaria de
cervejaria ndo levou a producdo de bioH2, indicando uma dificuldade de

geracado de indculo acidogénico produtor de bioH:z por esta metodologia.

O suporte argila expandida mostrou-se adequado para a adesédo de
microrganismos permitindo a realizacdo dos ensaios com biomassa
imobilizada, sendo ele inerte, estavel, de facil manipulacdo, acessivel e de

baixo custo.

A enterobactéria Klebsiella pneumoniae, sob a forma de biofilme,
imobilizada a argila expandida, apresentou boa habilidade de fermentar agua
residuaria de cervejaria, em experimentos prolongados (avaliagdo até 16
ciclos). O inéculo apresentou melhor performance na &gua residuaria,

comparativamente a um substrato sintético a base de sacarose.

Observou-se um efeito positivo do aumento da carga organica
volumétrica aplicada, na faixa de estudo de 2,6 a 12,6 g (L dia)‘e da reducéo
do tempo de ciclo de 24h para 12h, sobre a producdo de H2. Os melhores
resultados foram obtidos para COVc de 12,6 g (L dia)? e tempo de ciclo de
12h: produtividade volumétrica média de 0,9 Lw2 (L dia)?, vazdo molar
maxima de 10,8 mmolx2 h't, rendimento médio de 3,9 molh2 Kgartt, com teor
de Hz no biogas entre 18 e 42% e eficiéncia média de remocg&o de ART e de
DQO de 89% e 23%, respectivamente.
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A avaliagdo dos metabdlitos soluveis levou a conclusé@o de que as rotas
metabdlicas predominantes no bioprocesso, nas melhores condi¢cbes, foram a
acética e a butirica, que sao relacionadas a maiores rendimentos de Ho.
Ocorreu também aumento da producdo de etanol com o aumento da carga
organica volumétrica aplicada e o aumento de 4cidos organicos volateis, mas
a reducéo do tempo de ciclo permitiu manter os niveis de etanol sob controle,

influenciando positivamente a producao volumétrica de Ha.
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