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ATRIBUTOS DO REATOR ANAEBOBIO CONTINUO DE TUBOS MULTIPLOS NO
CONTROLE DA CARGA ORGANICA VOLUMEIRICA ESPECIFICA NA FASE
ACIDOGENICA VISANDO A PRODUCAO DE HIDROGENIO

RESUMO

O reator continuo de tubos multiplos (RCTM) é uma configuracdo proposta para a producao
de hidrogénio, com intuito de contribuir a sustentabilidade energética. Essa tecnologia foi
concebida com o objetivo de fornecer maior area de contato para a fixacdo da biomassa, sem
utilizagdo de material suporte e, a0 mesmo tempo, permitir o seu descarte continuo, evitando,
assim, acumulo no interior do reator. Dessa forma, esse reator tem se mostrado promissor
pela capacidade de garantir a manutencdo da carga organica volumétrica especifica (COVe),
por meio do descarte continuo de biomassa; no entanto, problemas estruturais e operacionais,
além do baixo desempenho na producao de hidrogénio, no uso do RCTM, foram relatados por
Gomes etal. (2015). Nesse contexto, a superficie interna dos tubos foi adaptada com ranhuras
no formato rosca sem fim, na tentativa de melhorar os aspectos relacionados ao balanco de
biomassa do reator. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do
RCTM no controle da COVe e na producdo de hidrogénio de forma continua e estavel. O
RCTM foi operado sob condi¢cdes mesofilicas de temperatura (25°C), inoculado por processo
de autofermentacgdo e alimentado com &gua residuéria sintética, a base de sacarose como
fonte de carbono. A influéncia da carga organica volumétrica aplicada (COVa) foi avaliada
variando-se a concentragdo de DQO em 2000, 4000, 6000, 8000, 12000 e 16000 mg DQO L-
! e utilizando tempo de detencéo hidraulica (TDH) de 2 e 4 horas. A partir dessas variacées,
foram realizadaos 8 ensaios, distribuidos em quatro condigfes de COVa, sendo elas: COVa
—24gDQO LI EleE5 COVa-48gDQO L' E2eE6, COVa-72gDQO L™ E3
e E7 e COVa - 96 g DQO L*d': E4 e E8. Os resultados revelaram que a producéo de
hidrogénio se manteve continua por longos periodos de operacéo (~90 dias), em todos os
ensaios, embora com sinais de instabilidade. O efeito estrutural da adapta¢éo de ranhuras a
superficie interna dos tubos foi eficaz na fixacdo da biomassa, sendo, ao mesmo tempo,
eficiente em evitar o seu acimulo excessivo no meio, 0 que contribuiu para as necessidades
de arraste natural do sistema. Desse modo, o balanco de biomassa foi favoravel a
manutencédo de valores de COVe apropriados para a producdo continua de hidrogénio. Os
resultados demonstraram que os ensaios, operados com menores valores de carga (E1, E2,
E5 e E6), foram superiores, considerando-se os parametros: conversao de sacarose, vazao
molar, produc&o volumétrica e rendimento de hidrogénio. As porcentagens de hidrogénio no
biogas desses ensaios se mantiveram acima de 63%. Os ensaios com maiores valores de
COVa (E3, E4, E7 e E8) apresentaram perda de desempenho quanto a produgdo de
hidrogénio, em razdo de possivel inibicdo da biomassa pelo substrato (condicdes de
sobrecarga). Os principais metabdlitos produzidos nos ensaios foram acidos acético, latico,
butirico e etanol; o0 melhor desempenho foi alcancado no ensaio E2 (1593,6 mL H> L' h; 0,5
mol Hz moltsac; 1,80 mmol Hz ht). O RCTM mostrou-se promissor para a producéo continua
de hidrogénio e dispensou a utilizacdo de estratégias adicionais de descarte de biomassa.

Palavras-chave: Fermentacdo escura. Sacarose. Acidogénese. Relagcdo A/M.
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CONTINUOUS MULTIPLE TUBE ANAEROBIC REACTOR ATTRIBUTES ON CONTROL
OF SPECIFIC ORGANIC LOADING RATE IN THE ACIDOGENIC PHASE FOR
BIOHYDROGEN PRODUCTION

ABSTRACT

The continuous multiple tube reactor (CMTR) is a configuration proposed to produce hydrogen
to contribute to energy sustainability. This technology has been shown to be promising due to
its ability to guarantee the maintenance of the specific organic loading rate (SOLR), through
the continuous disposal of biomass. In this context, the objective of this study was to evaluate
the performance of the CMTR in the control of SOLR and in the production of hydrogen in a
continuous and stable form. For this, the inner surface of tubes was adapted with grooves in
the shape of an endless screw to improve the aspects related to the biomass balance of the
reactor. The CMTR was operated under mesophilic temperature conditions (25°C), inoculated
by a natural fermentation process and fed with synthetic wastewater based on sucrose as the
carbon source. The influence of the organic loading rate (OLR) was evaluated by varying the
COD in 2000, 4000, 6000, 8000, 12000 and 16000 mg COD L and using a hydraulic retention
time (HTR) of 2 and 4 hours. From these variations, four OLR conditions were obtained: 24
(E1 and E5), 48 (E2 and E6), 72 (E3 and E7) and 96 (E4 and E8) g COD Ld™. The results
revealed that the hydrogen production remained continuous for long periods of operation (~
90 days) in all tests, although with signs of instability. The structural effect of adapting grooves
to the inner surface of the tubes was effective in fixing the biomass, while being efficient in
preventing its excessive accumulation in the medium, which contributed to the natural dragging
needs of the system. In this way, the biomass balance was favorable in maintaining SOLR
values appropriate for continuous hydrogen production. The results showed that the tests
operated with lower load values (E1, E2, E5 and E6) were superior considering the parameters:
sucrose conversion efficiency, molar hydrogen flow rate, volumetric hydrogen production rate
and hydrogen yield. The percentages of hydrogen in the biogas from these tests remained
above 63%. The tests with higher OLR values (E3, E4, E7 and E8) had a loss of performance
in terms of hydrogen production due to possible inhibition of biomass by the substrate
(overload conditions). The main metabolites produced in the tests were acetic, lactic, butyric
acids and ethanol and the best performance was achieved in the E2 test (1593.6 mL H, L2 h-
0.5 mol H, mol*sac; 1.80 mmol Hz ht). The CMTR proved to be promising for the continuous
production of hydrogen and dispensed with the use of additional biomass disposal strategies.

Keywords: Dark fermentation. Sucrose. Acidogenesis. Ratio F/M.
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1 INTRODUCAO

O prognostico realizado pelo Conselho Mundial de Energia afirma que o crescimento
da demanda energética da América Latina e Caribe ainda permanecerd em um nivel
relativamente alto até 2060, em compara¢do com a maioria das outras regiées do mundo.
Fontes de energias alternativas, como a edlica e solar, representam apenas cerca de 2% da
geracao de eletricidade da América Latina, enquanto a média mundial é de 4%. A demanda
por petréleo alcancara um platé entre os anos de 2030 e 2040 e a necessidade do setor de
transporte por biocombustiveis crescera cinco vezes entre 2014 e 2060. Dessa forma, os
riscos associados ao suprimento e aos impactos para 0 meio ambiente estdo fazendo crescer
0 interesse em combustiveis limpos.

Diante desse cenario, aspectos, como a seguranca energética e a reducdo dos
impactos ambientais, constituem-se nos principais motivadores para a mudanca de paradigma
do setor energético. E possivel constatar que existe uma forte tendéncia mundial de se
priorizar pesquisa e desenvolvimento na direcdo de tecnologias alternativas, que utilizem
fontes de energia renovaveis, com vistas a contribuir para a maior sustentabilidade ambiental.

Dentre as alternativas, as tecnologias de producdo do hidrogénio (H.) sé&o
consideradas como sucessoras aos combustiveis fosseis, por se tratar de um combustivel
com significativo valor energético em relacdo aos combustiveis convencionais (poder
calorifico do H, = 28.642 Kcal kg?; Diesel = 10.100 kcal kg). Somado a isso, além de ser o
elemento mais abundante no universo, o H, pertence a categoria dos combustiveis de menor
producdo de poluentes, sendo gerado apenas vapor d’agua como subproduto da sua
combustao.

Na ultima década, os processos biolégicos tém demonstrado potencial para a
geracdo de H; a partir de residuos, aliando geracdo de energia e reducéo de custos com o
tratamento. Dentre os sistemas bioldgicos para producdo de H,, a fermentacdo tem se
destacado, devido, principalmente, a maior producdo desse gas, quando comparada aos
outros processos bioldgicos e a possibilidade de utilizagcéo e digestdo de diferentes materiais
residuais como substrato.

A producédo de H; por processos fermentativos vem sendo abordada pela literatura
em diferentes configuracdes de reatores, tanto em processos continuos quanto em operagao
batelada.

Deve-se ressaltar que existem muitos fatores que influenciam a producéo biolégica
de Hg, incluindo o pH, tempo de detencdo hidraulica (TDH), tempo de retencédo de sélidos
(TRS), temperatura, fonte de carbono, carga organica aplicada, vias metabdlicas envolvidas

e a diversidade microbiana. Assim, a partir do conhecimento gerado, sabe-se que a producéo
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de hidrogénio é um processo muito sensivel, de modo a requerer um balanco cuidadoso
desses fatores que influenciam na sua produgao.

Diversas pesquisas tém reportado sobre a dificuldade da manutencéo de producdes
continuas e elevadas de H», por longos periodos de operacdo. Essa dificuldade tem sido,
muitas vezes, relacionada aos fatores bidticos do processo, como alteracdes na composicao
da comunidade microbiana, presenca de organismos que consomem hidrogénio e competem
pelo substrato e acimulo de produtos da fermentacéo.

Nesse sentido, os trabalhos que visam a estabilidade da producéo biolégica de H-
tém direcionado aten¢édo ao desenvolvimento de formas de controle da biomassa no reator.
As estratégias de controle séo focadas basicamente nos aspectos estruturais, por meio da
resolucdo de alguns problemas especificos, ligados a configuragcdo dos reatores, e
operacionais, 0s quais procuram criar condi¢cdes de selecdo das comunidades microbianas e
vias metabdlicas, adequadas a producédo de H..

A carga organica volumétrica especifica (COVe), também designada como relacdo
alimento/microrganismo (A/M), tem demonstrado influéncia nas mudan¢as da comunidade
microbiana e, assim, interfere na instabilidade da produgédo volumétrica e rendimento de
hidrogénio. Os resultados da literatura demonstram que valores relativamente elevados e a
constante diminuicdo da COVe podem causar mudangas negativas nas rotas metabolicas,
tais como o desenvolvimento de microrganismos consumidores de hidrogénio.

Portanto, aplicar valor adequado da COVe para a producao de hidrogénio pode ser
a chave para manter a continuidade na producdo. Dessa forma, o desafio em torno da
producdo biolégica de hidrogénio de forma continua e estavel exige o estudo e
desenvolvimento de estratégias de controle, principalmente, da COVe.

Diante disso, Gomes et al. (2015) propuseram o reator continuo de tubos multiplos
(RCTM) para a producéo biolégica de hidrogénio. No RCTM, a zona de reacao é constituida
por tubos paralelos de pequeno didmetro, que proporcionam alta relacdo
comprimento/diametro e, consequentemente, melhoram o controle sobre a velocidade
superficial do fluxo no leito. O objetivo da configuracdo proposta foi de fornecer maior
superficie de contato para a fixacdo da biomassa do que um reator de tubo convencional sem
material suporte e, a0 mesmo tempo, permitir a descarga continua da biomassa devido a alta
velocidade superficial. Sendo assim, evita-se o acumulo de biomassa no reator, o que
contribui para a manutencdo da concentracado apropriada de biomassa a producdo de
hidrogénio.

Porém, esses autores relataram problemas de ordem operacional e estrutural no uso
do RCTM, indicando que as estratégias utilizadas no referido trabalho foram insuficientes para

comprovar o desempenho da configuracdo proposta. A baixa fixacdo da biomassa, nas



19

paredes internas dos tubos, foi apontada como a principal causa do baixo desempenho na
producdo de hidrogénio, ja que resultou em valores altos de COVe, considerados
desfavoraveis ao processo. Gomes et al. (2015) sugeriram, entédo, o uso de tubos com maior
rugosidade interna, como forma de contornar os problemas vivenciados nessa primeira
tentativa de producao de biohidrogénio em RCTM.

Nesse sentido, como o RCTM se mostra promissor, € importante explorar novas
estratégias que alcancem condi¢des de lavagem controlada de biomassa e que mantenham
concentracdes adequadas de microrganismos ativos dentro do reator. No presente trabalho,
a estratégia para aprimorar a capacidade de controle de biomassa atuou em fornecer
rugosidade a parede interna dos tubos do RCTM, a fim de acompanhar o efeito dessa textura
sobre a producédo de hidrogénio, em diferentes condicdes operacionais de carga orgéanica

aplicada e variacao de TDH.

1.1 Hipoteses

Hipotese Central

O desenvolvimento do trabalho esteve orientado em uma hipotese central, na qual
se afirma que “o reator continuo de tubos multiplos (RCTM), com ranhuras no interior dos
tubos no formato rosca sem fim, permite manter a COVe em niveis favoraveis a produgéo
continua e estavel de biohidrogénio, sendo esta influenciada pelo TDH e pela concentragédo

do substrato”.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal é avaliar o desempenho do reator continuo de tubos maultiplos
(RCTM), com ranhuras no interior dos tubos no formato rosca sem fim, no controle da carga
orgéanica volumétrica especifica (COVe), para a produgdo continua e estavel de hidrogénio,

utilizando agua residuéria sintética a base de sacarose.

2.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar estratégias operacionais para o controle da COVe, com base na variacao
do TDH e da concentracéo de substrato, para producdo continua e estavel de hidrogénio;
¢ Identificar as vias metabdlicas da producdo de hidrogénio, em funcdo das

condicbes operacionais estabelecidas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo apresenta conteddo da literatura especializada a respeito dos
assuntos que estao relacionados ao eixo central dos objetivos, propostos na execucgao deste
trabalho. Os tépicos a seguir foram escolhidos como relevantes para a fundamentagcédo da
pesquisa, a qual deve cumprir a funcdo de servir de referéncia para a discussdo dos
resultados e formulagéo das conclusdes, bem como validacao da hip6tese. Portanto, a revisdo

bibliogréfica inclui:

i. Contextualizacao e importancia do hidrogénio na composicdo da matriz energética,
considerando os futuros cenéarios de demanda por energia no mundo. Além disso, sao
apresentadas as vantagens da producéo de hidrogénio, utilizando processos fermentativos e
o desafio de superar as limitacdes relacionadas a estabilidade da producédo, de modo a

incorporar efetivamente a tecnologia do biohidrogénio a cadeia produtiva de energia;

ii. Conceitos e fundamentos da digestdo anaerdbia, destacando o uso e as
potencialidades da sacarose na producdo de hidrogénio, bem como a relagdo de rotas
metabdlicas com os rendimentos observados nas reacdes de geracdo e consumo de

hidrogénio pelos microrganismos;

iii. Fatores que exercem influéncia na producéo de hidrogénio e suas relagdes com 0s

aspectos operacionais e estruturais, com énfase a estabilidade e rendimento da producao.

3.1 Importancia do hidrogénio como vetor energético

Diante do constante aumento da demanda energética e do aquecimento global,
esforgos consideraveis vém sendo realizados para explorar fontes alternativas de energia, em
substituicdo aos combustiveis fésseis, como o petroleo, carvdo e gas natural. Dentre essas
fontes, encontra-se o hidrogénio, considerado uma fonte limpa, de maneira que pode ser
obtido a partir de matéria-prima renovavel e sua combustdo ndo é agressiva ao ambiente, pois
libera apenas energia e vapor d’agua (HAWKES et al., 2007).

O hidrogénio é considerado um carreador de energia eficiente, uma vez que
apresenta elevada densidade energética (da ordem de 122 kJ g1), sendo 2,75 vezes superior
guando comparado aos combustiveis a base de hidrocarbonetos pesados (ARGUN et al.,
2008). Sua utilizagdo pode ser realizada diretamente como combustivel em motores de
combustéo ou em células a combustivel (DAS; VEZIROGLU, 2008).
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Geralmente, s@o quatro os processos bésicos para a producédo do gas hidrogénio, a
partir de fontes primarias de energias ndo-fésseis: (i) eletrolise da agua; (i) processos
termoquimicos; (iii) processos radioliticos e (iv) processos biol6gicos (DAS; VEZIROGLU,
2008). Apesar de vérios processos para a producao de H;, a maneira econdmica e promissora
de produzir esse gas, de acordo com Preethi et al. (2019), é usar microrganismos sob métodos
de fermentacao, sendo chamado biohidrogénio.

A producéo de biohidrogénio pode envolver a utilizagédo de residuos e contribuir para
a reducdo de gases de efeito estufa. No entanto, a sua aplicacdo industrial em larga escala
ainda nao foi implementada devido a inUmeros desafios em sua producdo, armazenamento e
transporte. A producdo de biohidrogénio é potencialmente uma alternativa viavel, devido a
possibilidade de reduzir os impactos ambientais e os custos de obtencdo. Além disso, a
dependéncia dos sistemas de combustiveis fésseis no futuro pode ser minimizada quando a
producao de biohidrogénio for praticavel com base em fontes de energias renovaveis (KHAN
etal., 2018).

Entretanto, existem alguns motivos pelos quais a producdo industrial de
biohidrogénio ainda ndo é viavel, ambiental e economicamente. Alguns desses desafios
incluem os problemas de instabilidade na producdo, a partir de diferentes substratos; a
identificacdo das condi¢des de inibicdo do processo e a busca de alternativas para evita-las;
otimizacdo dos parametros comuns do processo; finalmente, os desafios econémicos e de
seguranga envolvidos na criagdo de um sistema de armazenamento de hidrogénio (KHAN et
al., 2018).

Segundo Eroglu et al. (2006), uma maneira de superar as restricbes econémicas da
producao do biohidrogénio € associar esse processo ao tratamento de residuos, pois, nas
aplicacdes praticas de residuos bioldgicos a producdo de hidrogénio, ndo se deve utilizar
meios de cultura sintéticos caros. Como consequéncia, na literatura, sdo encontrados varios
trabalhos que abordam a utilizag&o de substratos organicos para a produc¢éo de biohidrogénio,
como residuos da industria alimentar e agricola ou aguas residuarias com altos niveis de
compostos organicos.

Em termos de tecnologias de producdo de hidrogénio, o processo biolégico é a
melhor opcdo para obter altos rendimentos de hidrogénio, quando comparado a outras
tecnologias de producéo desse géas. Essa tecnologia pode fornecer hidrogénio suficiente para
alimentar células a combustivel de grandes capacidades portateis e estacionarias, com alta
eficiéncia de geracdo de energia, usando, para isso, um sistema adequado de purificacéo do
biohidrogénio. Dentro desse contexto, membrana polimérica ndo porosa (NPPM), contactores

com membranas (MC) e membrana suportada em liquido i6nico (SILM) sao tecnologias
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possiveis para a separacao e purificacdo de hidrogénio, a partir de impurezas como CO- e
H.S (RAHMAN et al., 2016).

Pesquisas e desenvolvimento sdo necessarios para aumentar as taxas e 0S
rendimentos da producdo de biohidrogénio e otimizar o dimensionamento de biorreatores.
Assim, a producédo de biohidrogénio podera substituir as fontes de energia ndo renovaveis,
como os combustiveis fosseis, e também manter o suprimento de energia do mundo
(RAHMAN et al., 2016).

Além disso, os autores notaram gue é essencial estudar e pesquisar extensivamente
a tecnologia de membranas para a separacéo de hidrogénio, juntamente com o processo de
fermentacéo, para determinar a possibilidade de uma aplicacdo integrada. Por conseguinte,
seria benéfico criar um aprovisionamento energético sustentavel, minimizar os residuos e a
poluicéo, por meio de sua utilizacdo como recurso, além de usar o hidrogénio gerado como o

combustivel na tecnologia de células a combustivel para gerar eletricidade.

3.2 Vias de producéo de biohidrogénio

O biohidrogénio pode ser gerado por diferentes vias que podem ser amplamente
categorizadas em dois grupos distintos: processos fermentativos escuros e dependentes da
luz. Os processos dependentes da luz incluem biofotélise e fotofermentacdo, enquanto a

fermentag&o escura é o principal processo independente da luz (Figura 1).

Biofotolise
12H,0 - 12H, + 60,(alga verde)

CO + H,0 - H, + CO, (bactéria
fotossintética)

— Dependentes de luz

Fotofermentacgéo

Ce¢H15,06 + 6H,0 - 6C0, + 12H, (bactérica
fototrofica)

Biohidrogénio
(Hy)

Fermentacéo escura

™= C¢Hq,06 + 2H,0 — 2CH;COOH + 2C0, +
4H,(bactérica heterotréfica)

— Independentesde Uz =

Célula de eletrélise microbiana
Ce¢Hy,04 + 2H,0 — 2CH3COOH + 2C0, + 4H,
Anodo: CH;COOH + 2H,0 — 2C0, +8e~ + 8H*
Cétodo: 8e™ + 8H* — 4H,

Figura 1 Caminhos bioldgicos para produzir hidrogénio.Fonte: Ghimire et al. (2015).
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Nas conversdes autotréficas (também conhecidas como biofotélise direta ou
indireta), a energia solar é diretamente convertida em hidrogénio, por meio de reacdes
fotossintéticas mediadas por microrganismos fotossintéticos, isto €, microalgas, protistas e
bactérias fotossintéticas. Sob condi¢cdes heterotroficas, os substratos organicos séo
transformados em compostos orgénicos mais simples, com producdo simultinea de
hidrogénio molecular. Existem dois tipos de conversfes heterotroficas: a fotofermentagéo,
realizada por bactérias fotossintéticas, e a fermentacdo escura, realizada por bactérias
anaerobias, que convertem carboidratos em biohidrogénio (GHIMIRE et al., 2015)

A fermentacédo escura é a tecnologia mais estudada e promissora para a producao
de biohidrogénio, devido as suas maiores taxas de producao e capacidade de tratamento de
residuos organicos. Varios substratos ricos em carboidratos também s&o utilizaveis, como
culturas de combustivel de primeira geracdo (por exemplo, cana-de-agucar, trigo, milho e
beterraba sacarina), bem como biomassa de segunda geracdo, como residuos agricolas,
assim como residuos industriais e aguas residuais.

A Tabela 1 apresenta um panorama geral de vantagens e desvantagens de cada

tecnologia de produc¢éo de biohidrogénio.

Tabela 1 Comparacéo dos diferentes processos de producéo de biohidrogénio.

Taxas de Perspectivas
Processo producio Rend. Vantagens Desvantagens futuras
-Substrato abundante -Necejzldade A criagao de
?égﬁigﬁgaﬁgﬁgeun% fotobiorreatores uma
. . 2,5-13 mols : de baixo custo; hidrogenase
Biofotdlise 1 <0,1% independente do : .
H2L*h carbono: -Baixa resistente ao
) eficiéncia de oxigénio seria
-Produtos simples, ~
. . G conversao um avanco.
hidrogénio e oxigénio. o
fotossintética.
-Converséo de -Baixas taxas - Melhoria da
substrato quase volumétricas de potencial
completa; producéo; P
- - <0,19 . .
Fotofermentacdo 12 83_1”‘3'5 <0,1%, -Pode extrair -Baixa eletpco
H2L™h 80% : ~ . e através da
hidrogénio adicional eficiéncia de engenharia
de efluentes de conversao megt]ab()lica
fermentacéo escura. fotossintética. '
L -Avanco nas
-Tecnologia simples limitaces
de rigfgsigrgilsgoes -Baixaremogdo  metabdlicas;
~ 10-15x 10° RN de DQO; -Sistemas de
Fermentacgéo 1 aceitaveis, ) .
mols Hz L 33% -Grande dois estagios
escura 1 altas taxas . .
h guantidade de  podem extrair
alcancadas com .
: subprodutos. energia
culturas mistas adicional e
imobilizadas. reduzir DQO

Fonte: Hallenbeck et al. (2012).
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Dentre os sistemas apresentados na Tabela 1, de acordo com S4 et al. (2014), a
producdo de hidrogénio por fermentacéo escura tem despertado grande interesse, devido,
principalmente, a uma maior producdo de hidrogénio, quando comparada aos outros
processos biolégicos. A producao de hidrogénio, por meio de bactérias fermentativas, permite
uma geracao continua e em ritmo sustentado, uma vez que nao ha inibicao pela auséncia de
iluminag&o. Além disso, os microrganismos fermentativos sdo mais eficazes na producéo de
hidrogénio, em um curto intervalo de tempo, quando comparados aos microrganismos

responsaveis pelos processos dependentes de luz.

3.2.1 Producdao bioldgica via fermentacéo escura

As abordagens biolégicas de producao de hidrogénio sdo consideradas mais viaveis
economicamente, especialmente, se o hidrogénio é produzido pela fermentacdo de materiais
organicos renovaveis, como os residuos agroindustriais, que contém carboidratos em sua
composicado (WANG & WAN, 2009).

O processo de fermentacdo anaerdbia é desenvolvido em quatro etapas principais:
hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Na primeira fase do processo
fermentativo, bactérias hidroliticas produzem enzimas extracelulares, que promovem a
degradacdo dos materiais particulados complexos em materiais dissolvidos mais simples, os
guais sdo permeaveis as membranas celulares das bactérias fermentativas. Na fase
acidogénica, os produtos sollveis, oriundos da etapa anterior, sdo metabolizados no interior
das células das bactérias, sendo convertidos em compostos mais simples.

Os compostos produzidos incluem &cidos orgéanicos volateis, alcoois, CO», Hy, além
de novas células bacterianas. As bactérias acetogénicas sédo responsaveis pela oxidacéo dos
produtos gerados na fase acidogénica, em substrato apropriado (H: e acido acético), para as
arqueias metanogénicas. Nessa etapa do processo, o H, pode também ser convertido em
acido acético pelas bactérias homoacetogénicas. Na Ultima etapa do processo, as arqueias
metanogénicas convertem o H e o 4cido acético em CH,4 e CO,. Em funcéo de sua afnidade
pelo substrato, as arqueias metanogénicas podem ser divididas em metanogénicas
acetoclasticas (arqueias que utilizam o acido acético como substrato) e metanogénicas
hidrogenotréficas (arqueias que utilizam o hidrogénio como substrato). Na presenca de sulfato
e nitrato no meio fermentativo, as bactérias nitrato-redutoras e as bactérias sulfato-redutoras
s&o capazes de utilizar o H, para formac&o de amonia e sulfeto, respectivamente (SA et al.,
2014). Uma representacdo esquematica das principais etapas do processo fermentativo

anaerdbio é apresentada na Figura 2.
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Figura 2 Fluxo esquematico das principais etapas do processo de digestdo anaerdbia. Fonte: Adaptado
S4 et al. (2014).

Uma grande variedade de materiais ricos em carboidratos, lipidios e/ou proteinas
pode ser utilizada como substratos na producéo de H; por via bioldgica. No entanto, conforme
descrito por Sa et al. (2014), os carboidratos constituem a fonte preferida de carbono organico
no processo fermentativo. Disponibilidade, custo e biodegradabilidade constituem os
principais critérios para sele¢cdo de substratos adequados a produgédo de H, fermentativo.
Carboidratos simples, como sacarose, sao facilmente biodegradaveis, sendo, por esse
motivo, utilizados como substratos modelo para a producéo de hidrogénio biolégico.

No caso da sacarose, as seguintes vias de degradacdo podem ocorrer em processos
fermentativos de producdo de gas hidrogénio: (i) consumo de sacarose e geracao de &cido
acético e (ii) consumo de sacarose e geragdo de acido butirico, conforme descrito nas

Equacbes 1 e 2:

C1,H,,04; + 5H,0 — 4CH3COOH + 4CO, + 8H,
Acido acético

(1)
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Cy,H,,04; + H,0 - 2CH5CH,CH,COOH + 4CO, + 4H, )

Acido butirico

A converséo tedrica maxima de sacarose em hidrogénio é igual a 1 mol de sacarose,
gue gera 8 moles de gas hidrogénio na producao do acido acético. No entanto, a geracao de
4 moles de hidrogénio por mole de sacarose consumida ocorre se a sacarose for convertida
em &cido butirico. Entéo, a principal producéo tedrica de hidrogénio visualiza o0 acetato como
o0 produto final da fermentagao.

Por outro lado, na prética, a alta producao de hidrogénio esta relacionada a mistura
de produtos de fermentac&o, como acidos acético e butirico; e a baixa producéo de hidrogénio
esti associada a formacao de acido propiénico e produtos finais menos reduzidos, como
alcoois e 4cido latico.

A fermentacéo da sacarose pode assumir a rota de producéo de etanol, conforme a
Equacéo (3), na qual ndo ocorre producdo de hidrogénio; a rota de producdo de etanol e
hidrogénio, concomitantemente, apresentada na Equacéo (4), com rendimento maximo de

producdo de 4 mol H, mol?! sacarose.

C42,H,,0471 + H,0 - 4CH;CH,0H + 4CO, 3)
Etanol
Cy,H,,04; + 3H,0 - 2CH3;CH,0H + 2CH;COOH + 4CO, + 4H, 4)

A capacidade dos microrganismos atuarem na decomposicdo de um determinado
substrato em H; esta relacionada a presenca de enzimas especificas, tais como as
hidrogenases. Segundo Sa et al. (2014), essas enzimas séo responsaveis pela catélise da

reagdo reversivel de oxidacao do hidrogénio (Equagéo 5).
2H* +2e” & H, (5)
3.3 Fatores que influenciam a producéao de biohidrogénio
Muitos fatores influenciam a producdo de hidrogénio, tais como fonte de carbono,
indculo, tipo de reator, temperatura, pH e as condigfes operacionais dos reatores, que sdo

parametros determinantes a evolucao de comunidades produtoras de hidrogénio (WANG &
WAN, 2009; HUNG et al., 2011).
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3.3.1 Importancia do Potencial Hidrogeniénico (pH)

O pH é um fator importante que influencia a sintese de hidrogénio em sistemas
biol6gicos. Estudos mostraram que variacdes no pH tém efeito sobre o metabolismo
microbiano, por exemplo, na eficiéncia de degradacéo do substrato, na sintese de proteinas,
na liberacdo de metabolitos pela célula, na atividade das enzimas hidrogenases e nas rotas
metabolicas envolvidas no processo (KARADAG & PUHAKKA, 2010; LEANO & BABEL,
2012).

O potencial hidrogeniénico, em uma faixa apropriada entre 4,0 e 7,0, pode aumentar
a capacidade das bactérias produtoras de hidrogénio durante a producao fermentativa; mas,
em niveis muito mais altos, entre 10 e 14, pode diminuir a produ¢do (WANG & WAN, 2009).

Estudos mostram que o pH 6timo, em termos de producéo de hidrogénio, se encontra
na faixa de 5 a 7, sendo o pH em torno de 5,5 relacionado aos melhores rendimentos de
producédo de hidrogénio (GINKEL et al., 2001; KHANAL et al., 2004). O pH dentro da faixa
supracitada favorece a atividade das enzimas envolvidas no processo de producédo do
hidrogénio, bem como permite a inibicdo dos microrganismos consumidores de hidrogénio,
presentes no meio fermentativo (LI & FANG, 2007; VALDEZ-VAZQUEZ & POGGI-VARALDO
2009).

Como mostra a Tabela 2, existe certa discordancia quanto ao pH inicial ideal para a
producédo fermentativa de hidrogénio. De acordo com Wang & Wan (2009), € possivel que a
razao para essa divergéncia esteja na diferenca entre esses estudos, principalmente, nas

condi¢cBes de inéculo, substrato e faixa inicial de pH estudada.

Tabela 2 Resumo dos valores de pH estudados pela literatura e a sua influéncia na producéo de Hz a
partir de substrato de sacarose.

H T
In6culo P _ Rend. méax. Referéncia
Intervalo Otimo (°C)
) Chen et al.
Lodo anaerébio 49a6,7 4.9 39 2,5 mol H2 mol sacarose™
(2009)
Lodo anaerébio de Mu et al.
34a6,3 4,2 40 1,6 mol Hz mol sacarose™
UASB (2006)
Lodo anaerébio de Zhao & Yu
6,1a9,5 7,0 39 1,6 mol H2 mol sacarose™
UASB (2008)
Lodo anaerébio de Wang et al.
4,7a6,3 5,5 33 3,7 mol H2 mol sacarose™

UASB (2005)
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Conforme apresentado na Tabela 2, os valores étimos de pH convergem para
aproximadamente 5,5. Esses resultados da literatura estdo alinhados com o que
Sivagurunathan et al. (2016) apontam em relagédo as bactérias do género Clostridium spp.,
notaveis produtores de H;, as quais possuem varias rotas metabdlicas, que sdo acopladas a
hidrogénese e favorecem a faixa de pH acido, principalmente 5,5 + 1, enquanto que reacdes

nao hidrogénicas, geralmente, sdo desencadeadas fora desse intervalo.

3.3.2 Efeito da Temperatura

A temperatura é um dos fatores mais importantes que exerce influéncia na producao
de hidrogénio via fermentagdo anaerdbia. Demonstra-se que o acréscimo da temperatura
pode aumentar a capacidade das bactérias produtoras de hidrogénio, pois influencia
significativamente a taxa de biodegradacao do substrato, a atividade das enzimas produtoras
de hidrogénio (por exemplo, hidrogenases) e o metabolismo dos produtores de Hz. No entanto,
guando a temperatura se encontra em niveis muito altos, pode ocorrer um decréscimo na
producéo, pois temperaturas extremamente altas (por exemplo, > 60°C) podem inibir os
produtores de H; via inativacdo de enzimas essenciais para o crescimento celular, bem como
desnaturacdo de proteinas celulares (WANG & WAN, 2008; ELBESHBISHY et al., 2017).

A temperatura de operacdo pode até mudar as vias metabdlicas, a medida que
diferentes bactérias se tornam predominantes em diferentes temperaturas. Verificou-se que o
aumento da temperatura dos reatores de fermentagéo escura, dentro de uma faixa adequada,
pode aumentar significativamente a producdo de H», uma vez que a alta temperatura de
operacédo pode suprimir a atividade dos consumidores de H», como bactérias metanogénicas
e homoacetogénicas (ELBESHBISHY et al., 2017).

As reagcfes de fermentacdo, visando & producdo de biohidrogénio, podem ser
conduzidas em faixas de temperaturas mesofilicas (25-40°C), termofilicas (40-65°C),
termofilicas extremas (65-80°C) e hipertermofilicas (>80°C) (ELBESHBISHY et al., 2017).
Entretanto, em diversos trabalhos, que apresentam a maior diversidade de microrganismos

produtores de hidrogénio, séo utilizadas temperaturas mesofilicas (LEVIN et al., 2004).

3.3.3 Influéncia do tempo de detencé&o hidraulica (TDH)

A influéncia da TDH na producéo de H, vem sendo extensivamente investigada na
literatura. Sua influéncia nos diferentes processos que afetam a producdo de H, tem sido
avaliada, considerando principalmente a capacidade de induzir um balanco de biomassa

favoravel a producéo de H..
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Nesse contexto, segundo Show et al. (2011), o TDH é um fator operacional que pode
ser usado como uma ferramenta para selecionar populacdes microbianas, cujas taxas de
crescimento sdo capazes de acompanhar a diluicdo mecanica criada pela vazéo continua.
Nesse sentido, para manter a producdo especifica de hidrogénio, a partir das bactérias
anaerdbias, e inibir a atividade metanogénica, é importante operacao em baixos valores de
TDH, pois contribui para a lavagem das arqueas metanogénicas dos reatores (CHANG et al.,
2002; LEE et al., 2003; CHEN et al., 2004; BARROS et al., 2010).

A lavagem de bactérias produtoras de metano para fora dos reatores pode se efetivar
devido a sua velocidade especifica de crescimento (u) - cerca de 0,4 dia™® (ou 0,0167 h't) - ser
muito inferior a das bactérias acidogénicas, que é de aproximadamente 0,083 h1. Dessa
forma, a sua taxa especifica de crescimento pode provocar o arraste completo das arqueas
metanogénicas, enquanto que a populacdo de produtoras de hidrogénio permanece no
sistema (CHEN et al.,, 2001). Para Lo et al. (2009), o valor encontrado para a taxa de
crescimento especifico, tipica de bactérias produtoras de metano, foi de cerca de 0,0167 a
0,02 h't, muito mais baixa que a de bactérias produtoras de hidrogénio, de cerca de 0,172 h-
!, Portanto, isso significa que o TDH é capaz de inibir a metanogénese na producdo de
hidrogénio por digestdo anaerdébia.

Do ponto de vista da influéncia do TDH na formac&do de metabdlitos, Zhang et al.
(2006) descobriram gque a diminuicdo do TDH reduziria a diversidade microbiana associada a
inibicdo da producédo de acido propiénico, sem afetar a existéncia de espécies dominantes,
levando a um aumento no rendimento de hidrogénio.

Dessa forma, os mesmos autores afirmam que o rendimento de hidrogénio pode ser
considerado uma funcéo das populacdes microbianas da cultura; nesse contexto, 0 TDH é um
fator que afeta a comunidade microbiana em certa medida e, por sua vez, representa um
impacto ao rendimento da producdo de hidrogénio. Com base nos resultados experimentais
obtidos, os autores concluiram que o TDH desempenha uma funcao de sele¢éo hidrodindmica
significativa nas populagBes microbianas mistas. Uma populacdo microbiana estavel foi
alcancada lavando as bactérias produtoras de acido propiénico, a medida que a TDH foi
reduzida para 6 h. Um aumento no rendimento de hidrogénio de 1,6 para 1,9 mol H, mol?
glicose foi medido quando a TDH foi diminuida de 8 para 6 h.

Em outro estudo, que evidencia a relacdo do TDH e a produgéo de Hy, ilustrado por
Salem et al. (2018), os autores conseguiram mostrar que a producdo de H; a partir de agua
residuaria de sacarose e batata foi significativamente influenciada pela reducdo do TDH nos
intervalos de 24, 18 e 12 h. Os resultados indicaram que a taxa de produc¢do de hidrogénio
aumentou com a diminuicdo do TDH. Valores 6timos de rendimento de hidrogénio de 320 mL

H, g SV (sacarose) e 150 mL H, g* SV (batata) foram alcancados para TDH de 18 h.
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3.3.4 Influéncia do Substrato

A fonte de carbono organico selecionada para a producédo de hidrogénio é de
fundamental importancia, uma vez que sua composi¢cao define o rendimento do processo.
Segundo estudo realizado por Dong et al. (2009), podem ser utilizados materiais ricos em
carboidratos, proteinas, lipidios e materiais biodegradaveis, no entanto, os carboidratos
constituem a fonte preferida de carbono orgéanico no processo fermentativo.

O teor de carbono, em diferentes tipos de agua residuaria, difere amplamente, assim
como o rendimento e a taxa de producao de biohidrogénio. Taxa e rendimento variaveis ndo
podem necessariamente garantir a sustentabilidade a producdo de biohidrogénio. Aguas
residudrias ricas em carbono sao requisitos necessarios para a sustentabilidade do processo
de producao de hidrogénio (LUCAS et al., 2015; KAN, 2013).

Disponibilidade, custo e biodegradabilidade constituem os principais critérios para a
selecdo de substratos adequados para a producéo de hidrogénio por processos fermentativos
(HAWKES et al., 2002). Carboidratos simples, como sacarose e glicose, séo utilizados como
modelo para a producdo do biohidrogénio (GINKEL et al., 2005; KIM et al.,, 2006;
SREETHAWONG et al.,, 2010). No entanto, fontes puras de carboidratos representam
matérias-primas caras para a producdo de hidrogénio em grande escala, sendo viaveis
apenas quando baseadas em fontes renovaveis e de baixo custo (DAS; VEZIROGLU, 2008).
Porém, vale ressaltar a importancia da utilizacdo de fontes puras nas investigacdes de
fermentagdo biolégica, que possibilita maior controle sobre o processo, com intuito de
estabelecer referenciais tedricos que auxiliardo na aplicacdo das tecnologias em efluentes
reais.

Alguns substratos complexos, como residuos industriais ricos em matéria organica,
ndo sdo ideais para a producgéo fermentativa de hidrogénio, devido a sua complexidade. No
entanto, depois de serem pré-tratados por alguns métodos, eles podem ser facilmente usados
por bactérias produtoras de hidrogénio. O ultrassom, acidificacdo, congelamento e
descongelamento, esterilizacdo e inibicdo da atividade metanogénica e micro-ondas sao
métodos de pré-tratamento comumente usados para tal fim (WANG & WAN, 2009).

Além dos aspectos qualitativos a serem considerados para um melhor
aproveitamento do substrato, com o objetivo de produzir H,, a quantidade de substrato deve
ser objeto de estudo, pois a literatura tem evidenciado limitacbes da carga de substrato
aplicada em reatores anaeroébios.

Os resultados da literatura, em geral, mostram que 0 aumento das concentracdes de
substrato dentro de uma faixa ideal geralmente melhora a producdo de H; na fermentacéo

escura. No entanto, altas concentracfes de substrato podem ser desfavoraveis a produgéo
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de H,, uma vez que a atividade dos microrganismos produtores de hidrogénio pode ser inibida
de véarias maneiras, incluindo o acumulo de acidos graxos volateis, menor pH intracelular e
alta presséo parcial de H». Portanto, a otimizagéo da concentragéo de substrato ou da razéo
alimento/microrganismo é critica para evitar a inibicdo da producdo de H, pelo substrato
(ELBESHBISHY et al., 2017).

A Tabela 3 apresenta um resumo das concentragdes inibitérias de substrato

relatadas na literatura.

Tabela 3 Revisdo da literatura relacionada a influéncia da concentracdo de sacarose como substrato
para producéo de hidrogénio.

Concentracédo do Substrato

T
Inéculo (g DQO LY cC) Oper. Rend. max. Ref.
Intervalo  Otimo  Inibic&o
4,9 mol H2 mol  Ginkel et al.
Composto 15a45 7,5 45 37 Batelada
sacarose™ (2001)
Lodo ]
) 1,2 mol H2 mol Kim et al.
anaerdbio de 10a 60 30 35 35 Continuo
sacarose™ (2006)
esgoto
Clostridium 2,8 mol H2 mol  Chen et al.
) 5a30 20 30 37 Batelada
butyricum sacarose™ (2004)
i 0,6 mol H2 mol ~ Gomes et
Autofermentacéo 2a4 2 4 25  Continuo
sacarose™ al. (2015)
Anzola-
i 2,2 mol Hz mol i
Autofermentacéo lal6 16 2 30 Continuo Rojas et al.

sacarose?
(2016)

A Tabela 3 evidencia que a maioria dos trabalhos que avaliou a influéncia da carga
de substrato sobre producéo de H, aponta que as concentracdes mais extremas das faixas
estudadas representam fator inibitorio na geragéo de Ho.

Essas conclusdes também sédo encontradas por Maintinguer et al. (2008). No referido
trabalho, os autores, ao estudarem diferentes condi¢bes de concentragcdo de sacarose (630 a
4128 mg LY), identificaram que as condicdes 630 e 1184 mg L apresentaram geracdo de H»
nas primeiras horas de operac¢éo, indicando que as concentracdes do substrato ndo eram
inibidoras. A condicdo com concentracdo de 4128 mg L' apresentou taxas reduzidas de
producdo de H.. Portanto, o estudo concluiu que as condicbes impostas de altas
concentracdes de substrato tornaram-se toxicas para os consorcios purificados, causando

lentiddo ao processo de geragdo de H..
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Além disso, os mesmos autores verificaram que o substrato também influenciou o
rendimento da producdo molar de H.. A melhor eficiéncia da conversdo da sacarose em Hj
foi obtida na condicdo 1184 mg L. A atividade especifica maxima da producéo de H; foi

observada na condicdo 1816 mg L™ de sacarose.

3.3.5 Efeito do In6culo

A producéo biolégica de hidrogénio pode ser realizada por meio de culturas puras,
selecionadas a partir de bactérias produtoras de hidrogénio, ou através de culturas
microbianas mistas derivadas de ambientes naturais. No ambiente natural, as bactérias
produtoras de hidrogénio podem ser encontradas no solo e em lodos de estacbes de
tratamento de aguas residuérias, que utilizam a tecnologia anaerdbia (WANG & WAN, 2009).

Os processos fermentativos que utilizam culturas mistas apresentam vantagens do
ponto de vista econbmico e operacional, quando comparados com processos operados com
culturas puras. Além disso, apresentam como vantagem a possibilidade de utilizagdo de uma
ampla variedade de substratos (WANG & WAN, 2009). A desvantagem na utilizacdo de
culturas mistas esta relacionada a presenca, sempre provavel, de arqueas metanogénicas,
bactérias homoacetogénicas e as bactérias redutoras de sulfato e nitrato, que consomem o
hidrogénio produzido pelas bactérias fermentativas acidogénicas (SHOW et al., 2012).

Como ja mencionado, 0 metano é uma causa comum de instabilidade e baixo
desempenho em reatores produtores de H,. Os organismos metanogénicos hidrogenotréficos,
relacionados aos géneros Methanobrevibacter e Methanobacterium, foram identificados nos
sistemas produtores de H;, consumindo H; como doador de elétrons para reduzir o CO; ao
metano. Nesse sentido, na reacdo estequiométrica para a producdo de metano, 4 moles de
H, s&o consumidos para produzir 1 mol de metano, dificultando significativamente a producéo

de H; (Equagéo 6).

CO, + 4H, > CH, + 2H,0 (6)

Baseado nessas informacdes, Castell6 et al. (2020) concluiram que a instabilidade
na producdo de hidrogénio pode estar principalmente ligada aos aspectos bidticos do
processo (ou seja, alteragcbes na composicdo da comunidade microbiana, presenca de
organismos que consomem hidrogénio e competem pelo substrato e acumulo de produtos de
fermentacéo), independentemente da configuracéo do reator. No entanto, alguns problemas,
como crescimento excessivo de microrganismos e presenca de biomassa metanogénica,

foram relatados principalmente em reatores de leito fixo.
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3.3.6 Tipo de reator

Embora a maioria dos estudos de fermentacdo escura venha sendo realizada por
operacdo em batelada, também sao relatadas, de forma expressiva, operacdes continuas
usando diferentes substratos e consorcios microbianos. A operacéo em sistemas de reatores
continuos fornece qualidade constante do produto, taxa de produg&o e rendimento com altas
produtividades no estado estacionario, em comparacdo com a fermentacao em reatores por
batelada (ARGUN & KARGI, 2011).

A maioria dos estudos tem focado em batelada principalmente pelo motivo facilidade
e flexibilidade, gerando uma série de trabalhos com diferentes residuos a producéo de
hidrogénio (GUO et al., 2010; WANG & WAN, 2009). No entanto, para opera¢gdes em grande
escala, sdo requeridos processos de producao continua por razdes praticas de engenharia
(WANG & WAN, 2009).

Por essa razao, a configuracao do reator é considerada imprescindivel ao rendimento
do processo fermentativo de producdo de hidrogénio, visto que influencia a retencdo da
biomassa, o comportamento hidrodinAmico, a populagdo microbiana e a efetividade do
contato substrato/biomassa (BABU; MOHAN; SARMA, 2009; REN et al., 2011).

Entre os reatores continuos, os mais utilizados sdo 0 CSTR (continuously stirred-tank
reactor), o UASB (upflow anaerobic sludge blanket reactor), o EGSB (expanded granular
sludge-bed reactor), 0 AFBR (anaerabic fluidized-bed reactor) e 0 RCTM (reator continuo de
tubos mudltiplos), que apresenta uma configuragdo inovadora. A Tabela 4 apresenta as
principais vantagens e desvantagens de cada configuracdo, com énfase sobre a producao de
hidrogénio.

As principais desvantagens de cada tipo de reator, apontadas na Tabela 4, séo
direcionadas ao balanco de biomassa. De fato, o crescimento e acumulo de biomassa
representam aspectos fundamentais a producéo de H,. De acordo com Castell6 et al. (2020),
a diversidade de comunidades microbianas pode ser afetada pela tecnologia do reator.
Reatores do grupo, que operam com retencdo de biomassa em granulos, como € o caso do
UASB, EGSB e AFBR, apresentaram uma diversidade maior em comparacdo ao observado
em reatores com biomassa suspensa, como o0s reatores CSTR. No entanto, ainda ndo esta
claro na literatura se € mais conveniente ter uma alta diversidade ou ter comunidades

altamente especializadas, que possam garantir elevada produtividade.
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Tabela 4 Resumo das caracteristicas operacionais de cada tipo de reator continuo na producado de

hidrogénio.
Tipo de A . .
Vantagens Desvantagens Parametros operacionais
Reator
-Valores pequenos de TDH
limitam a concentracdo de
biomassa no interior do
- Fécil projeto e reator  (instabilidade na COVa=10a99gDQO L!d*
CSTR operacao; operacao); TDH=6ha35d
- Fécil controle de pH -Crescimento e acimulo de PVH=0,5a13,7 LH>L'd?
e TDH. organismos metanogénicos; pH=4,5a6

-Falta de controle no
surgimento de reacdes de
homoacetogénese.
-Alta capacidade de
fixagdo de biomassa; -Apresenta limitagdo na COVa=12a96gDQO L*d?

AFBR -Evita lavagem de transferéncia de massa gas- TDH=2a?24h
biomassa (< TDH). liquido; PVH=0,1a210,6 L H2 L1 d?
-Crescimento excessivo de pH=5a6,5
microrganismos.
UASB COVa=2,4a240gDQO Ltd?
ou -Maior  estabilidade - Crescimento e acimulo de TDH=1,5a24h
na producéo. organismos metanogénicos PVH=0,7a56,8LH,Ltd?
EGSB
pH=44a6,6
- = -1 -1
Melhor 'controle _Baixo TDH: COVa=24gDQO L*d
RCTM* sobre a velocidade de Altas cargas podem TDH=2a4h
escoamento PVH=05a1,05LHzL1d?

superficial no “leito”

prejudicar a producao de Ho.

pH=6,5

Fonte: Adaptado Castell6 et al. (2020).
*Gomes et al. (2015).

Ainda nesse contexto, em torno da capacidade de retencdo de biomassa no interior
de cada reator, Show et al. (2011) destacam que o CSTR é incapaz de manter altos niveis de
biomassa fermentativa, por causa do padrao operacional rapidamente agitado. A lavagem da
biomassa pode ocorrer em curtos TDH, portanto, as taxas de producdo de hidrogénio séo
consideravelmente restritas.

Castell6 et al. (2020) tentam explicar isso de maneira mais clara, ao afirmar que, nos
reatores CSTR, o TDH € igual a TRS, o que implica que apenas a biomassa com um tempo
duas vezes menor que o TDH sera retida no reator. Em reatores com retencéo de biomassa,
como UASB, EGSB, AFBR e RCTM, o TDH também afeta a comunidade microbiana; o TDH
ideal depende principalmente dos substratos utilizados estarem entre 4 e 24h na maioria dos
casos.

Apesar das inimeras pesquisas na area, em todos o0s casos, as producbes de
hidrogénio apresentaram-se inferiores a producéo teérica. Essa baixa eficiéncia de conversao,

gue gira em torno de 50%, deve estar associada tanto ao consumo de hidrogénio pelas
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arqueas metanogénicas (devido ao alto valor do pH), quanto a sintese de acetato via
homoacetogénese e a sintese de etanol. Essa constatacdo sugere que muitas alteracdes
ainda devem ser feitas nas configuragbes dos reatores, a fim de otimizar os processos de
producao de hidrogénio (FERNANDES, 2008).

Dentre as configuracdes de reatores citadas, o emprego do reator anaerébio de leito
fixo na producé@o de hidrogénio tem sido objeto de vérios estudos. Nessa configuragcdo, a
literatura tem direcionado esforcos as investigacfes de fatores como material suporte,
porosidade do leito, TDH (FERNANDES, 2008; ANDREANI et al., 2015), condi¢cdo de mistura
(LIMA e ZAIAT, 2012), origem e formas de pré-tratamento do in6culo (PENTEADO et al.,
2013), concentracao de célcio (CARMINATO, 2013), relacao carbono/nitrogénio e controle da
carga organica volumétrica especifica (COVe) (ANZOLA-ROJAS et al., 2015). Nesse ultimo
trabalho, os autores obtiveram rendimento maximo de 2,3+0,2 mol mol! sac (sacarose
consumida), operado em fluxo ascendente, TDH de 2h, concentragdo do substrato de
2 g DQO L?1, perfazendo uma carga organica volumétrica (COVa) de 24 g DQO L1dt e
controlando a COVe média em 4,4+0,8 g sacarose g SSV d*.

A partir da averiguacdo dos resultados obtidos por Anzola-Rojas et al. (2015), na
operagcdo do reator anaerdbio de leito fixo, em diferentes condi¢bes, foram identificadas
anomalias hidrodinamicas (curtos circuitos e zonas mortas), devido ao acimulo de biomassa
gue pode ter dificultado a liberacdo do biogas produzido (FERNANDES, 2008; CARMINATO,
2013) e provocado a diminuicdo constante da COVe (ANZOLA-ROJAS, 2014). Reduzidos
valores de COVe resultam na baixa disponibilidade de substrato para os organismos, sendo
gue alguns, que possuem a capacidade de viver heterotréfica e autotroficamente, podem
potencializar a rota autotrofica, com consequente consumo de H, e CO, (DRAKE; KUSEL;
MATTHIES, 2002; DRAKE; GOBNER; DANIEL, 2008). Além disso, a utilizacdo da energia
pode ser redirecionada para o crescimento e manutengao celular, ao invés da producéo de
biogas. Diante disso, os autores verificam a necessidade de descarte da biomassa acumulada
em quantidades adequadas, pois a retirada excessiva de lodo pode causar a desestabilizacédo

do sistema.

3.4 Carga orgéanica volumétrica especifica (COVe)

O relato feito pela literatura de problemas de instabilidade da producdo de Hy,
associados ao crescimento excessivo de biomassa, pode ser considerado um dos principais
argumentos para explicar o insucesso na tentativa de se impedir a tendéncia de decréscimo
na producédo de H; e, por conseguinte, na manutenc¢éo de producdes a longo prazo. Anzola-

Rojas (2014) exemplifica que, na condicdo de acumulo excessivo de microrganismos no
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reator, isso poderd ocasionar baixa disponibilidade de compostos organicos para 0S
organismos, sendo que alguns que possuem a capacidade de viver heterotroficamente e
autotroficamente passam a potencializar a rota autotrofica, com consequente consumo de H-
e CO.. Portanto, o controle da relacao alimento/microrganismo (A/M), ou também denominada
COVe (carga organica volumétrica especifica), é fundamental para a producédo de H; em
condi¢cbes de maior tempo de operagéo.

Em operacgdes de longo prazo, de acordo com Ferraz Jr. et al. (2015), o crescimento
natural de biomassa pode reduzir a COVe, afetando negativamente a producgéo de hidrogénio.
Isso quer dizer que, assumindo uma constante concentracdo inicial do substrato, a sua
disponibilidade pode diminuir devido ao crescimento natural da biomassa, resultando em
diminuicdo na quantidade de hidrogénio liberado na fase gasosa. Portanto, a COVe
representa um parametro extremamente importante, pois os valores obtidos da relagdo A/M
podem induzir mudancas microbianas, levando a aumentos no rendimento de biomassa,;
porém, esse aumento ndo esté relacionado necessariamente aos produtores de hidrogénio.

Dessa forma, a COVe, determinada como a quantidade de substrato aplicada por
microrganismo, em funcdo do tempo (g Sac gt SSV d?), ainda pouco discutida na literatura,
tem sido evidenciada como um importante fator de influéncia a produgéo continua e estavel
de biohidrogénio. A sobrecarga em temos de COVe pode apresentar influéncia direta na
conversao do substrato, inibicAo e mudancas nas rotas metabdlicas dos microrganismos
(ANZOLA-ROJAS, 2014). Os valores 6timos de COVe dependem de varios fatores, como pH,
tipo e concentragdo do substrato e do in6culo, temperatura e tipo de reator (ARIMI et al.,
2015).

As investigacdes mencionadas corroboraram para uma nova abordagem de controle
do processo, direcionada em funcdo da COVe, evidenciando uma nova linha de pesquisa,
diferente dos trabalhos anteriores, que indicaram que a COVa era o principal fator de
influéncia sobre o rendimento e a producédo estavel do hidrogénio (KIM; HAN; SHIN, 2006;
SHEN; BAGLEY; LISS, 2009; AMORIM et al., 2009; HAFEZ et al., 2010).

De modo geral, o pardmetro da COVe pode atingir valores desfavoraveis para a
producao de hidrogénio em concentracfes excessivamente baixas e altas de biomassa no
reator (HAFEZ et al., 2010; ANZOLA-ROJAS et al., 2015).

Hafez et al. (2010) relataram taxas de producéo de hidrogénio para valores de COVe,
variando de 4,4 a 6,4 g DQO g*SSV d*, usando glicose como fonte de carbono. Os autores
mencionados também observaram uma diminuicdo no desempenho do sistema, quando
aplicado uma COVe de 85 e 12,1 g DQO g! SSV d!. Resultados semelhantes foram
observados por Anzola-Rojas et al. (2015) e melhores respostas, com relacdo a producao de

hidrogénio, foram obtidas com uma COVe de 6,0 g de sacarose g* SSV d? (6,72 g DQO g*
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SSV d?). Nesse caso, as condicdes testadas incluiram valores de COVe de 3,9, 4,7, 6,0, 8,5
e 12,4 g de sacarose g* SSV d.

Diante dessas evidéncias, diferentes estratégias operacionais de controle da COVe
e das caracteristicas hidrodindmicas devem ser estabelecidas para obtencdo da producéo
continua e estavel de hidrogénio. A manipulacao desses fatores esta vinculada a parametros
como a direcdo do escoamento, a COVa, o TDH, a concentracdo do substrato e a
configuracao do reator.

Considerando as dificuldades de manter os valores de COVe na faixa recomendada
pela literatura, configurac8es inovadoras de reatores devem ser propostas para fornecer
simultaneamente uma lavagem controlada de biomassa e manter uma concentracdo
adequada de microrganismos ativos dentro do reator. Dentro desse contexto, uma nova
configuracdo de reator em tubos mdltiplos foi investigada para a producao de hidrogénio, a
partir de processo fermentativo de meio sintético e agua residuaria de farinheira de mandioca.
Essa configuracdo, apresentada por Gomes et al. (2015), tem como diferencial a descarga
continua da biomassa, devido a alta velocidade superficial no interior dos tubos, que pode
evitar o acumulo de biomassa e auxiliar na manutencao da COVe. Além disso, a disposicao
em tubos disponibiliza maior superficie de contato para a fixagdo da biomassa, dispensando
a necessidade de meio suporte.

Nessa configuracdo, os fatores de influéncia investigados foram: TDH, material
suporte na camara de saida, diferentes concentracdes do meio sintético, em termos de DQO
(GOMES et al., 2015), tratamento térmico do substrato, estratégias de alimentacdo e
suplementacao de nutrientes (GOMES et al., 2016). Apesar do reator em tubos multiplos
demonstrar grande potencial, devido a possibilidade de controle da concentracao de biomassa
no sistema, as producdes foram caracterizadas por instabilidade e curtos periodos; além
disso, os rendimentos maximos observados nédo superaram 0,6 mol H, mol*sacarose.

Os autores atribuiram o baixo desempenho do reator as caracteristicas da superficie
interna dos tubos, que ndo atenderam as condi¢cdes adequadas para a imobilizacdo da
biomassa e que devem ser melhoradas. A aplicacdo de COVa de 24 g DQO L*d?, em ensaios
com meio sintético, resultou em valores de COVe em intervalo de 39,74 a 3,15 g sacarose g
1 S8V d?, sendo que, na maior parte dos ensaios, os valores encontravam-se acima do
recomendado, 0 que pode ter implicado em baixo rendimento de hidrogénio por excesso de
substrato.

Hafez et al. (2010) e Dhar et al. (2015) relataram, em estudos com reatores, operados
em regime de batelada, que as taxas de alimento/microrganismo (F/M, g DQO g SSV d?),
superiores a 6,0, podem diminuir substancialmente o rendimento de H; na fermentacdo de

culturas mistas, em ambos os substratos sintéticos e residuos organicos reais.
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De acordo com Aquino et al. (2017), a COVe é um parametro ideal para comparar
reatores com condi¢cdes operacionais equivalentes, pois fornece um entendimento mais
preciso da capacidade de tratamento dos sistemas, refletindo a eficacia real da biomassa ao
lidar com as diferentes cargas de substrato.

Como mostrado na Tabela 5, existe certa variacdo quanto aos valores de COVe,
encontrados na literatura, para a produgdo de hidrogénio. Dependendo do tipo de agua
residuéria, COVe de 10 a 100 g DQO g* SSV d?, podem estar associadas a condicdes
operacionais estaveis em sistemas acidogénicos (ANZOLA-ROJAS et al., 2015; FUESS et al.,
2016; BLANCO et al., 2017).

Tabela 5 Resumo dos valores de COVe encontrados na literatura e a sua influéncia na producdo de

Ho.

Tioo de COVaou
P In6culo Concentracéo TDH Reator COVe Ref.
Substrato
de Substrato
44-6,4¢9 Hafez et
Glicose Lodo anaerébio 6'5'28? 3_1DQO 8h CSTR DQO g* al.
SSv d? (2010)
Anzola-
~ 1 489gSacg! Rojase
Sacarose Autofermentacgéo 29gDQO L 2h ASTBR SSV gt Zaiat
(2015)
Anzola-
38-6,29 ;
Sacarose Autofermentacgéo 12- E? gP QO 2-4h  ASTBR Sacg!SSVv ROJ:IS et
_1 .
d (2016)
Vinhaca de 842 6,3-64 Fuess et
cana-de- Autofermentacgéo K DQO’ m gt 7,5h APBR gCHg? al.
aclcar 9 SSV d! (2016)
24 k 4,2-69¢g Blanco
Sacarose Autofermentacgéo DQO m% NEl 2h ASTBR DQO g* et al.
Ssv d? (2017)
Vinhaca de 40 - 120 kg 20-709g Fuesset
cana-de- Autofermentacéo DQO m? dt 24-4h  ASTBR DQO gt al.
acucar SSv d? (2019)
AR de - 1 0,6-5,3 Corbari
fecularia de I"A?ng:rnr?s;?:'%g 10- 20dglCH L 2-4h AFBR g Sac g* et al.
mandioca & SSV d! (2019)

3.5 Consideracgdes Finais — Reviséo de Literatura

A partir das fundamentac6es em torno da producédo de biohidrogénio até aqui
apresentadas, € importante reforcar os principais pontos com 0s quais a presente pesquisa
visa contribuir, que sao: [i] a obtencao de producdes continuas de H», por meio do efeito da
mudanca estrutural na parede interna dos tubos do RCTM,; [ii] o papel da carga de substrato

e TDH no crescimento e acumulo de biomassa e nos valores de producdo de Hy; e [iii] a
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aplicabilidade da COVe como parametro-chave para uma operacao estavel e eficiente no

processo de producéo de H..
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados os materiais utilizados e os procedimentos
metodoldgicos, que auxiliaram no atendimento dos objetivos e verificacdo da hip6tese central,
estabelecida na origem do trabalho.

Nos proximos tépicos, segue a descri¢cdo das etapas metodoldgicas, conduzidas no

trabalho, conforme inclui:

i. Preparacdo de amostras de substrato a base de sacarose;

ii. Obtencdo do indculo por processo autofermentativo;

iii. Montagem do aparato experimental para aplicacdo do substrato e inéculo no RCTM,;
iv. Definicdo e estabelecimento das condicBes experimentais e operacionais do RCTM,;

v. Sele¢do dos parametros de desempenho e analise dos dados de producgédo de H.
4.1 Substrato
O substrato utilizado na operacao do reator foi agua residuaria sintética (ARS), a

base de sacarose, como fonte de carbono, e solu¢éo de nutrientes, proposta por Lima e Zaiat

(2012), adaptada por Penteado et al. (2013), conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6 Composicao da ARS utilizada como substrato.

Composicéo Concentracdo (mg L)
Sacarose (Ci2H2011) 1781,24

Uréia (CH4N20) 11,51
Oxido de selénio (Se0y) 0,036
Fosfato de potassio monobasico (KH2PO.,) 5,36
Fosfato de potéssio dibasico (K:HPO.,) 1,30
Fosfato de s6dio dibasico (Na;HPO4.2H,0) 2,70
Cloreto de célcio (CaCl,.6H.0) 2,06
Sulfato de niquel (NiSO4.6H,0) 0,50
Sulfato ferroso (FeS04.7H,0) 2,50
Cloreto férrico (FeCls.6H20) 0,25
Cloreto de cobalto (CoCl».2H,0) 0,04

Fonte: Lima e Zaiat (2012), adaptado por Penteado et al. (2013).
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Na composicao apresentada na Tabela 6, a ARS apresenta valor de DQO préximo
de 2000 mg L*. Para todos os ensaios, o pH foi ajustado para 6,5 pela adicdo de 0,25 mL L
de solucéo de &cido cloridrico (HCI) 12mol L'* e 500mg L de bicarbonato de s6dio (NaHCO3).
Em todas as condicBes experimentais, a relagcdo carbono/nitrogénio (C/N) se
manteve em 140 mediante a adicdo de Ureia, conforme Anzola-Rojas (2010). O calculo dessa
relacéo foi baseado na quantidade de massa de carbono e nitrogénio, presentes na sacarose

(C12H220411) e ureia (CH4N20), respectivamente.

4.2 In6culo

O in6culo foi obtido por processo de fermentacdo natural, de acordo com a
metodologia descrita por Leite et al. (2008). O procedimento de obtencdo consistiu na
producao de 15 L de substrato sintético, sendo esse volume mantido a temperatura ambiente
(~25 °C), em recipiente aberto por trés dias. Decorrido o periodo de fermentac¢éo, o substrato
fermentado foi entdo introduzido no RCTM e recirculado por cinco dias, com o objetivo de
induzir a adesédo da biomassa nas paredes dos tubos do reator.

O inéculo continha DQO préxima de 2000 mg L e relagdo C/N de 140 (Anzola-Rojas,
2010), conforme apresentado na Tabela 6. Todos os ensaios foram inoculados com a mesma

composicao e concentracdo de meio.

4.3 Reator continuo de tubos multiplos e condi¢cBes experimentais

O aparato experimental foi composto basicamente de: (1) sistema de alimentacéo da
ARS, composto de recipiente para acondicionar a ARS e (2) bomba peristaltica (Grundfos®,
100-240 V, 50/60 Hz, com presséo de 10 bar e vazdo maxima de 6 L h'), para alimentar o
RCTM com a ARS afluente; (3) Reator continuo de tubos multiplos (RCTM); (4) sistema de
descarga, constituido por um recipiente para acondicionamento da ARS efluente ao RCTM; e
(5) sistema de medicéo volumétrica de biogas, composto por um selo hidrico e (6) gasémetro
(Ritter® MilliGascounter MGC-1 PMMA). O aparato experimental utilizado esta ilustrado na

Figura 3.
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Figura 3 Representacdo esquematica do aparato experimental. Legenda: 1- reservatério de efluente
sintético; 2- bomba peristéltica; 3- reator de tubos mdltiplos; 4- coleta de efluente; 5- selo hidrico; 6-
gasbmetro (Ritter®). Fonte: Adaptado de Gomes et al. 2015.

O RCTM é dividido em trés partes: camaras de entrada e saida, confeccionadas em
acrilico, e regido intermediaria, composta por um conjunto de 12 tubos de PVC, com diametro
externo e altura de 12 e 680 mm, respectivamente, caracteristicas mantidas de acordo com
Gomes et al. (2015).

A superficie interna dos tubos recebeu ranhuras no formato de rosca sem fim, com o
intuito de melhorar a adeséo da biomassa. As ranhuras foram realizadas com espagcamento
de aproximadamente 0,5 cm e 0,1mm de profundidade.

O volume util total do reator compreende 1065,5 mL, sendo: 80 mL (camara de
entrada) 545,5 mL (regido intermediaria dos tubos) + 440 mL (camara de saida). As
caracteristicas construtivas do reator e a indicagdo das ranhuras confeccionadas s&o

apresentadas nas Figuras 4 e 5, respectivamente.
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Figura 4 Dimensdes e caracteristicas construtivas do reator. Legenda: 1- descarga do efluente; 2- tubos
de PVC; 3- camara de saida do efluente; 4- saida do biogas; 5- dreno do efluente. Fonte: Elaboracao
prépria.

146 mm

-~

Y A e

-

Hlﬂ lIl“llllIllg,lﬂ I”ﬂ'"'l””[

“m“iﬁm kA

Figura 5 Representacéo das ranhuras confeccionadas nas paredes internas dos tubos no formato rosca
sem fim. Fonte: Elaboracao propria.
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A Figura 6 representa o aparato montado e em funcionamento, sob condi¢des
controladas no laboratério. Simultaneamente, a cada inicio de condi¢do, eram operados dois

ensaios distintos por periodos iguais.

Figura 6 Detalhes do aparato experimental utilizado: (a) aparato experimental em funcionamento; (b)
distribuicdo dos tubos no RCTM. Legenda: 1- RCTM, 2- camara de temperatura, (3) mangueiras de
alimentacdo, (4) coleta da agua residuaria acidificada (descarga), (5-6-7) sistema de medicao
volumétrica de biogas (mangueiras Tygon®, selos hidricos e gasdmetros e (8) termostato para controle
da temperatura. Fonte: Elaboragao prdpria.
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O RCTM foi operado em condigBes anaerobias, fluxo ascendente continuo e mantido
em camara climatizada, a temperatura de 25°C.

Diante do histérico dos ensaios realizados com a configuracdo do RCTM, utilizado
por Gomes et al. (2015), e indica¢cBes propostas pela literatura (Anzola-Rojas et al., 2015), os
fatores selecionados para a investigacdo foram tempo de detencdo hidraulica (horas) e
concentracdo da ARS de alimentacdo (em mg L de DQO). Esses fatores foram escolhidos
com o intuito de controlar a COVe em valores adequados a producgdo e estabilidade da
producdo de H», a fim de proporcionar maior dindmica ao sistema para evitar anomalias
hidrodindmicas.

Para isso, 8 ensaios foram conduzidos e diferenciados por meio da variacdo do TDH
e concentracdo de ARS, conforme descrito na Tabela 7. Os valores de COVa de cada ensaio
(24; 48; 72 e 96 g DQO L*d?) foram calculados em funcdo da concentracdo do substrato
afluente (2000; 4000; 6000; 8000; 12000 e 16000 mg DQO L) e do tempo de detencéo
hidraulica (2 e 4 h).

Tabela 7 Resumo das condi¢8es operacionais de cada ensaio utilizando RCTM.

Ensaio TDH (h) bQo cova
(mg L) (g DQOL*dY)
El 2 2000 24
E2 2 4000 48
E3 2 6000 72
E4 2 8000 96
E5 4 4000 24
E6 4 8000 48
E7 4 12000 72
E8 4 16000 96

Na conclusao de cada um dos ensaios (E1 a E8), o reator foi esvaziado e o sistema,
0 qual inclui o reator, mangueiras, reservatérios e bombas, foi devidamente lavado. Essa
limpeza foi realizada antes de cada novo ensaio, cujo inicio de operagdo correspondeu ao
procedimento de adi¢cdo de novo inéculo autofermentado ao reator. Esse procedimento teve
como objetivo eliminar interferéncias de eventuais cargas residuais dos ensaios anteriores.

Nos ensaios de maior COVa, 72 e 96 g DQO L d?, foi adicionado bicarbonato de
sodio (NaHCOs3) a concentracdo de 500 mg L ao afluente, para fornecer alcalinidade ao

sistema, tendo em vista que foram observados problemas preliminares na produgéo de H.
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4.4 Avaliagdo do Desempenho do reator: Métodos Analiticos

A avaliacdo do desempenho do RCTM foi baseada no monitoramento analitico
regular de amostras do afluente (ARS) e efluente (ARS acidificada), que constituem a fracéo
liquida do sistema; de amostras do biogas, que constituem a fracdo gasosa; e de amostras
de biomassa, que constituem a fragdo soélida. Em termos da fase liquida, os parametros
avaliados foram: pH, demanda quimica de oxigénio total (DQOt) e sollvel (DQOs); teor de
sélidos suspensos volateis (SSV); concentracéo de sacarose (Sac) e concentracdo de acidos
organicos e alcoois. As metodologias e a frequéncia amostral das analises, empregadas no

monitoramento do reator, sdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 Métodos analiticos e frequéncia de andlises empregadas no monitoramento do reator

Parametro Frequéncia de analises Método Referéncia

(na semana)

Afluente e Efluente

Temperatura Diaria Potenciométrico APHA (2005)
pH 2-3x Potenciométrico APHA (2005)
Digestéo/
DQO:, DQOs 2-3x ) APHA (2005)
Espectrofotometria
) Dubois et al.
Sacarose 2-3x Espectrofotometria
(1956)
Acidos organicos + o
i . 2-3x Cromatografia Liquida Penteado (2012)
alcoois
SSV 2-3x Gravimétrico/Calcinagao APHA (2005)
Biomassa
SV Final de cada ensaio Gravimétrico/Calcinagéo APHA (2005)
Biogas
Vazéo de biogéas Diaria Volumétrico -
Composic¢éo do )
2-3x Cromatografia Gasosa  Perna et al. (2013)

biogéas

As analises de DQO:, DQOs e SSV foram realizadas segundo os protocolos descritos
no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). As
amostras foram coletadas na entrada (afluente) e saida do reator (efluente), as quais foram
filtradas em membrana de 1,22 um antes de cada andlise.

A determinacao da sacarose foi conduzida pelo método fenol-sulftrico, proposto por

Dubois et al. (1956), por meio da desidratacao do acucar com o acido sulfurico, complexacéo
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dos produtos formados com adicdo do fenol e leitura da absorbéncia da solucdo medida na
regido visivel (488 nm). As leituras foram substituidas na equacao gerada a partir da curva
padrdo de sacarose de intervalo de 5 a 50 mgsac L.

As andlises de acidos organicos (latico, acético, propidnico e butirico) e &lcoois
(etanol e butanol) foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
utilizando aparelho da marca Shimadzu®, equipado com uma coluna Aminex® HPX-87H (300
mm x 7,8 mm Bio-Rad), forno CTO-20A a temperatura de 64°C, bomba LC-20AT, controlador
CBM-20A e dois detectores ligados em série: um detector de ultravioleta (UV — SDP-20A),
com arranjo de diodo para andlise de acidos, e um detector por indice de refracdo (RID-10A),
para analise de alcoois. As amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose,
com poro de 0,2 um e acidificadas com solucdo de &cido sulfurico (H2SO.) (2 M),
acondicionadas em frasco- padrao de vidro, com capacidade de 2,0 mL, tampa rosqueéavel e
septo de silicone. A fase mével foi composta por agua ultrapura Milli-Q (Millipore®), acidificada
com 0,005 M de H,SO, em fluxo de 0,5 mL min e volume de inje¢do de 20uL (VONACH et
al., 1998; LAZARO et al., 2012; PENTEADO et al., 2013).

A vazao de biogas foi monitorada continuamente por gasémetro modelo MGC-1
(Ritter®), conectado ao headspace da camara de saida do reator. As aliquotas do gas foram
coletadas em seringa, com dispositivo de trava (Sigma®), diretamente da mangueira que liga
a saida de gas do reator ao gasémetro. A composicdo do biogas (Hz, N2, CO, e CHy,) foi
analisada por Cromatografia Gasosa (sistema da marca Shimadzu®), equipada com coluna
capilar Supelco Carboxen® 1010 Plot (30 m, x 0,53 mm x 0,30 um) e detector de condutividade
térmica (TCD), utilizando arg6nio como gas de arraste (8,0 mL min?). As temperaturas do
injetor e do detector foram de 220°C e 230°C, respectivamente. A rampa de aquecimento da
coluna foi de 130°C a 135°C, a uma taxa de 46°C min't, com tempo de corrida aproximado de
6 min; o volume de amostra injetado foi de 500 uL (PENTEADO et al., 2013; PERNA et al.,
2013).

As variaveis-respostas, usadas para avaliar o desempenho do reator, foram: pH,
eficiéncia de remocéo de DQO: e DQOs (ERpgo, €m %); eficiéncia de converséo de sacarose
(ECsac, €m %); vazao de biogas (VBG, em mL d1); producéo volumétrica de hidrogénio (PVH,
em mL H,L'*d?); vazdo molar de hidrogénio (VMH, em mmol Hz h'); rendimento de hidrogénio
(HY, em mol H, mol?! sacarose); contetido de hidrogénio no biogas (%H2, em %); e relacdo
acido butirico/acido acético (BuH/AcH). No final dos ensaios, foram calculados os valores do
rendimento celular de biomassa (Yxs, em g SSV g? sacarose); quantidade de biomassa
acumulada no interior do reator (Xn, em gSSV L (eaor); € 0 perfil de variacdo temporal da

carga organica volumétrica especifica (COVe, em gS. g SSV d?).
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4.5 Desempenho do reator: Calculos da Produc¢éo de Hidrogénio

Neste tépico, sdo apresentadas as principais fundamenta¢des associadas aos
procedimentos de quantificacdo dos parametros de determinacéo e avaliacdo do desempenho
do RCTM.

A vazdo da ARS alimentada no RCTM (Q), em L h?, foi calculada conforme a
Equacéo (7), na qual, V, corresponde ao volume util do reator (1,0655 L) e TDH ao tempo de
detencdo hidraulica tedrico aplicado em horas (h).

Qar = TDH (7)

A determinacéo da eficiéncia de conversao de sacarose (ECsac), em %, € dada pela
Equacéo (8), em que os termos Csa € Cser COrrespondem, respectivamente, a concentragcao
de sacarose afluente ao RCTM (mg Sac L™?) e a concentracdo de sacarose efluente ao RCTM
(Mg Sac LY.

ECsac = (S2=) x 100 ®)

Por meio da Equacéo (9), calculou-se a eficiéncia de remog¢éo de DQO (ERpqo), em
%. Na Equacdo (9), tem-se que DQOq corresponde a DQO, afluente ao RCTM (mg L?), e
DQOe, é a DQO, efluente do RCTM (mg L™?).

DQO,¢ — DQO,
ERpqo = (qu—off) X 100 )

A vazdo de biogas (VBG), em mL d?, foi calculada por meio da Equacéo (10), em
gue Vgasometro € t CcOrrespondem, respectivamente, ao volume de gas medido no gasémetro

(mL) e ao tempo de medicéo (d).
VBG = m (10)

Nas Equacdes (11) e (12), sédo apresentados os calculos da distribuicdo percentual
de hidrogénio (%H,) e diéxido de carbono (%CO,) no biogas, sendo os termos nH, 0 nimero
de mols de H2 (moal), nCO2, o nimero de mols de CO; (mol) e n o nimero de mols totais na

amostra de gas injetado (mol).
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nH,
%H, = (11)
N¢otal
nCo,
%CO; = — 1 (12)
tota

A determinacdo da vazdo molar de hidrogénio (VMH), em mmol H; h?, foi calculada
de acordo com a Equacéo (13), em que, VBG corresponde a vazao de biogas (mL d?) , nH, é
0 numero de mols de H; (mol) e Vi é o volume de gas injetado no cromatdgrafo
(0,5mL).

VBG - nH, 1000
> X (13)

VMH = (
Vi 24

Na Equacéo (14), é apresentado o célculo da velocidade de converséao de sacarose

(Vs), em mmol S, h't, sendo os termos Q, Csaf, Csef € MMsacarose, FeSpectivamente, a vazao de
ARS alimentada ao RCTM (L h?), a concentracdo de sacarose afluente ao RCTM (mg Sac LY,
a concentracéo de sacarose efluente ao RCTM (mg Sa L) e a massa molar da sacarose (342

g mol?).

_ Q (Csaf - Csef)

Vs
MMSaCarOSe

(14)

O rendimento de hidrogénio (HY), em mol H, mol? Sac, foi definido pela razéo entre
a vazao molar de hidrogénio (VMH, mmol Hz h?) e a velocidade de conversdo de sacarose

(Vs, em mmol h1), conforme apresentado na Equacéo (15).

_ VMH

HY
Vs

(15)

A producéo volumeétrica de hidrogénio (PVH) em mL H, L d! foi baseada na Equac&o
(16), na qual os termos VBG, %H- e V, representam, respectivamente, a vazao de biogas (mL

d?), o contetido de hidrogénio no biogas (%) e o volume util do RCTM (L).

VBG - %H,
PVH= ——2 (16)
Vu
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4.6 Célculo da Carga Orgéanica Volumétrica Especifica (COVe)

A determinagcdo da COVe foi baseada na metodologia previamente descrita por
Anzola Rojas et al. (2015). Primeiramente, foi calculado o coeficiente de rendimento celular

da biomassa acidogénica (YX/S), em g SSV g! sac (sacarose consumida), conforme

apresentado na Equacdo (17). Os termos X, Xs € Xe representam, respectivamente, a
guantidade de biomassa aderida a parede do RCTM, ao final da operagdo (gSSV); a
guantidade de biomassa do liquido drenado do RCTM, ao final da operacdo (g); e a
guantidade total de biomassa lavada do RCTM, na corrente efluente, ao longo do periodo de
operacéo (g). O termo S representa a massa total de substrato consumida durante o periodo

operacional (g sacarose).

Xa + Xs + Xe (17)
Yej = =
S Sc

Para obtencéo de X,, ao final de cada operacdo do RCTM e apés a sua drenagem
completa, suas paredes foram lavadas com um volume conhecido de agua destilada para
remocdo da biomassa aderida. Da solucao final de lavagem, foram retiradas aliquotas que
foram filtradas, secas em estufa por 24h a 105°C e, posteriormente, calcinadas em mufla por
30 min a 550°C, para determinacdo da concentracdo de SSV, sendo, entdo, X, obtido pela
multiplicacdo dessa concentracdo pelo volume da lavagem. A determinacdo de Xs seguiu o
mesmo protocolo, sendo retiradas as aliquotas do volume drenado ao final da operagéo, as
guais foram submetidas a filtracdo, secagem e calcinagao.

A determinacdo de X. foi baseada no célculo da integral da vazdo massica da
biomassa, eliminada na corrente efluente ao RCTM, ao longo do periodo operacional,
segundo a Equacao 18. Os termos SSVe, Q e trepresentam, respectivamente, a concentracao
de sélidos suspensos volateis no efluente (gSSV L?), a vazdo de ARS alimentada ao RCTM
(L dY) e o tempo de operacdo do sistema (d). Para a resolucdo das equacdes integrais,

utilizou-se o software OriginPro 8 (OriginLab Corporation).

t

Xe = f (SSV, - Q) dt (18)
0

O termo S foi determinado a partir da equacgéo integral da vazdo massica de
substrato consumido em funcdo do tempo, isto €, a massa total de sacarose consumida ao

longo da operacédo. A Equacao (19) apresenta o célculo da referida equacéo integral.
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t
S¢ = f Q- (Csaf — Csep) dt (19)
0

Apés o calculo do YX/S (Eqg. 17), foi possivel determinar a produgéo de biomassa pelo

consumo de substrato em um determinado intervalo de tempo (Px) (gSSV d?), por meio da
Equacéo (20). Com base na Equacéo (21), calculou-se a quantidade de biomassa acumulada
no interior do RCTM, em um determinado tempo (X,, gSSV L?). Na Eq. (21), V. corresponde
ao volume util do reator (1,0655 L), X; é a quantidade de biomassa total produzida durante o
tempo de operacdo do RCTM (Xa + Xs + Xe, em gSSV); X, € a quantidade total de biomassa
no interior do RCTM no tempo n (gSSV L7 reator) € Xn1 € @ quantidade total de biomassa no
interior do RCTM no tempo n-1 (gSSV L7 eator).

Py = Q- (Csar — Csep) Yx/S (20)

+ X,q (21)

n

_ fr?—l P dt (Xa + XS)
- Vu Xt

No tempo t = 0, a quantidade de biomassa, no interior do RCTM (Xo, gSSV L? reator),
foi estimada a partir da Equacéo (22), em que Vi, corresponde ao volume de substrato utilizado

para a inoculacdo (autofermentac&o); no caso deste trabalho, utilizado 15 L.

X = CSO 'YX/S ' Vin
0 Vu

(22)
Desse modo, a COVe, em um determinado tempo n de operacao (gSa g*SSV d?),
foi calculada pela relac&o entre a carga organica volumétrica de sacarose, aplicada ao RCTM
(COVa, gSc Lteaor d 1), € a quantidade de biomassa retida neste (Xn, gSSV Lt reator), cOnforme
apresentado na Equacéao (23). Na Eqg. (23), os termos Csax e Q correspondem a concentracao
de afluente ao reator (gSac L) e a vazéo afluente ao reator no tempo n (L d?).
Csar .Q

COV, _ v, (23)
Xn Xn

CoV, =
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4.7 Andlise dos resultados

A andlise da producdo de H. a partir das diferentes condi¢cdes operacionais foi
baseada nas seguintes varidveis-resposta: [i] producéo volumétrica de hidrogénio (PVH); [ii]
vazdo de biogas (VBG); [iii] vazdo molar de hidrogénio (VMH); [iv] rendimento molar de
hidrogénio (HY) e [v] potencial hidrogenidnico (pH), fornecidas diretamente pelas medi¢des
do analisador Ritter® e pelas anélises cromatogréficas.

Os aspectos de geracdo e acumulo de biomassa foram analisados, principalmente,
pelas seguintes variaveis-resposta: [i] carga organica volumétrica especifica (COVe); [ii]
biomassa arrastada; [iii] biomassa dentro do reator, fornecidas pelas analises gravimétricas.

As variaveis-resposta, relacionadas a producéo de H; e geracédo de biomassa, foram
utilizadas para interpretacdes vinculadas as variaveis independentes: [i] carga orgéanica
volumétrica aplicada (COVa); [ii] tempo de detencdo hidraulica (TDH); [iii] concentracdo de
sacarose. O obijetivo foi identificar os possiveis efeitos das diferentes condi¢cdes operacionais
(variaveis independentes) sobre as varidveis-resposta e determinar comportamentos padrées
gue auxiliem os prognosticos de melhoria do rendimento e eficiéncia do processo de producgéo
de Hy, utilizando o RCTM.

Com os valores médios de rendimento de hidrogénio em cada COVa estudada, foi
feita a analise matematica, utilizando o programa Microsoft Excel, no intuito de encontrar qual
o valor de COVa mais adequado para a producéo de hidrogénio em RCTM. Os valores foram

ajustados a uma funcdo polinomial de segunda ordem e, em seguida, essa equacao foi

, " d HY
derivada para encontrar o valor maximo (d cov. = 0).
a
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados e discussao referentes aos objetivos
propostos no presente trabalho. O estudo da producéo de hidrogénio, a partir de &gua sintética
a base de sacarose, em um reator continuo de tubos multiplos (RCTM), constituiu-se de duas
etapas, divididas com o intuito de tornar a compreensdao dos resultados mais didatica.
Inicialmente, foram analisados os resultados dos Ensaios E1, E2, E3 e E4 (24; 48; 72 e 96
g DQO L*d?), operados no TDH de 2h; na segunda etapa, apresentam-se os dados da
operacdo dos Ensaios E5, E6, E7 e E8 (24; 48; 72 e 96 g DQO L*d?), com TDH de 4h.

Nesses ensaios, foi avaliada a influéncia da carga orgéanica volumétrica aplicada, do
TDH e da concentracdo de matéria organica, em termos de DQO afluente. O desempenho
dos ensaios foi comparado a diferentes estudos, com sistemas biolégicos anaerdbios de

producéo de hidrogénio, visando discutir as potencialidades da configuragéo estudada.

5.1 Tempo de Detencdo Hidraulica de 2h: Avaliagdo da Estabilidade Operacional,

Converséo de Matéria Organica e Producgao de hidrogénio

Esta fase do estudo compreendeu os ensaios E1 a E4 e teve como objetivo verificar
o comportamento do RCTM, quando submetido as diferentes concentracdes de COVa (24;
48; 72 e 96 g DQO L1d?). Os ensaios E1 a E4 foram monitorados diariamente, sendo os dois
primeiros por um periodo de aproximadamente 96 dias (E1 e E2) e os dois ultimos durante 85

dias (E3 e E4), totalizando um tempo de operacgéo de 362 dias.

5.1.1 Desempenho do RCTM na producao de hidrogénio

Na Tabela 9, sdo apresentados os dados de desempenho do RCTM, referentes a
pH, remocao de DQO total e sollvel, conversao de carboidratos, concentracao de sélidos
suspensos volateis no efluente, proporcdo de hidrogénio e vazdo de biogéas, producéo
volumétrica, vazado molar e rendimento de hidrogénio.

A VBG e a propor¢do dos gases, que compdem o biogas, foram semelhantes para
todos os ensaios, com valores médios de 2158,5mL, 2438,2mL, 2550,3mL e 2541,1mL de
biogas, respectivamente, nos ensaios de E1 a E4. As porcentagens médias de hidrogénio
atingiram valores iguais a 63,2, 71,4, 63,5 e 64,4%, respectivamente (Tabela 9), mostrando
gue a concentracdo de hidrogénio foi superior & concentracéo de diéxido de carbono, durante
todo o periodo de operacdo. O gas metano néo foi detectado em nenhum dos ensaios, mesmo

durante longo periodo de operagéo do reator.



Tabela 9 Desempenho do RCTM nos ensaios realizados com TDH de 2h.
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Variavel- =nsaios
(E1) (E2) (E3) (E4)
resposta 24gDQOL*d? 48gDQOL*d? 72gDQOL*d? 96 g DQO L*d™
4,3+0,5 3,6+0,4 4,7+ 0,7 4,6+0,7
PH 5,6 (23) 4,1 (21) 5,9 (16) 5,8 (16)
ERboot 19,0+9,4 17,5+£7,9 9,949,0 21,6+14,2
(%) 47,2 (38) 33,7 (25) 32,9 (13) 47,9 (12)
ERDbqos 22,2+11,2 20,1+14,1 14,4+10,3 16,2+13,7
(%) 54,1 (41) 60,2 (25) 40,8 (17) 51,4 (15)
ECsac 77,6x10,0 63,8+13,8 38,6+12,6 69,7+10,4
(%) 95,1 (28) 89,3 (29) 63,7 (21) 82,7 (21)
SSVe 0,05+0,04 0,05+0,04 0,10+0,04 0,12+0,06
(gL 0,22 (43) 0,19 (27) 0,21 (21) 0,29 (20)
63,2+9,5 71,445,1 63,65,2 64,4+6,5
H2 (biogas) (%)
77,7 (28) 89,3 (29) 73,0 (21) 76,9 (21)
VBG 2158,5+1904,5 2438,2+1194,7 2550,3+ 1969,3 2541,1+1254,6
(mL d?) 7783,2 (28) 4963,0 (29) 7738,9 (21) 5373,9 (21)
PVH 1158,8+889,8 1593,6+751,7 1516,9+1131,8 1511,0+£722,4
(mLHz2 Lt dY 4103,7 (28) 3151,6 (29) 4488,3 (21) 3124,2 (21)
VMH 0,99+0,7 1,80+1,0 1,54+1,3 1,55+0,8
(mmol Hz h?) 2,8 (28) 3,9 (29) 5,2 (21) 3,7 (21)
HY 0,40+0,3 0,50+0,3 0,48+0,4 0,15+0,1
(mol Hz mol Sac) 1,3 (28) 1,2 (29) 1,6 (21) 0,3 (21)

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao nimero de amostras, considerado no célculo da
média. Valores em italico correspondem aos maximos observados no referido periodo operacional.

Variaveis-resposta: pH = pH de saida; ERbqot= eficiéncia de remog¢&o de DQO total; ERpqos = eficiéncia
de remocéo de DQO soluvel; ECsac = eficiéncia de conversdo de sacarose; SSVe = concentragdo de
sélidos suspensos volateis no efluente do reator; Hz (biogas) = proporcao de hidrogénio no biogés; VBG
= vazdo de biogéas; PVH = produc¢éo volumétrica de hidrogénio; VMH = vazdo molar de hidrogénio; HY
= rendimento de hidrogénio.

Em relacdo aos resultados dos parametros de PVH e VMH (Tabela 9), nos quatro
ensaios realizados, € possivel afirmar que os valores encontrados ndo apresentaram
diferencas expressivas, ao considerar a variacdo da carga organica volumétrica aplicada
(COVa), com excecdo do E1 (COVa =24 g DQO Lt d?), cujos resultados foram PVH = 1158,8
mL H, L d* e VMH = 0,99 mmol H; h'1. O valor maximo alcancado para a PVH e VMH foi de
1593,6 mmolH; h* e 1,80 mmolH; h'' para o0 E2 (COVa = 48 g DQO L* d?).
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Os valores de HY, nos ensaios E1, E2, E3 e E4, foram, respectivamente, de 0,40,
0,50, 048 e 0,15 mol H, mol? sac. O HY alcancou valores mais altos no E2, embora a
conversdo de sacarose tenha sido menor que nos ensaios E1 e E4 (77,6 e 69,7%).
Comparando os quatro ensaios, as eficiéncias maximas de conversdo de sacarose foram
95,1, 89,3, 63,7 e 82,7%, respectivamente.

Os dados de SSVe utilizados para monitorar o balango de biomassa no efluente do
RCTM néo sofreram grandes varia¢des ao longo do tempo de operacdo, porém, aumentam
suas concentragcbes com o aumento da COVa, a partir do ensaio E2 (SSVe, E1 e E2 =
0,05+0,04 g L, E3 = 0,10+0,04 e E4 = 0,12+0,06).

Na Figura 7, sdo apresentados os perfis temporais da producdo volumétrica de
hidrogénio e vazao de biogas, composi¢éo do biogés (H. e CO,), vazao molar, rendimento de
hidrogénio e a carga organica aplicada ao reator, obtidos ao longo de cada um dos ensaios.

Os resultados da Figura 7 demonstram que o sistema apresentou capacidade para
recuperar a producéo de Hz ao longo do periodo de operacao, o que indica a possibilidade da
manutencgédo de produg¢des continuas de hidrogénio, durante longos periodos. Ressalta-se que
o tempo total de producdo indicado néo significa que, ao final do respectivo periodo, houve
perda da capacidade da producao, e sim, que houve interrupc¢ao induzida pelo operador, de
modo que, na suspensdo da operacdo, foi constatado que o sistema ainda estava em
producao. Tal fato deve ser enfatizado, uma vez que a literatura é escassa em relatos de
sistemas acidogénicos operados com estabilidade por periodos superiores a 30 dias. Os
trabalhos tém reportado picos de produgcdo e, posteriormente, decréscimos até atingir
completa estagnacéo. Os periodos maximos de producédo de H, séo relatados com 22 dias
(GOMES et al., 2015), 25 dias (GOMES et al., 2016), 30 dias (CASTELLO et al., 2017), 30
dias (ANZOLA-RQOJAS et al., 2016), 20 dias (KYAZZE et al., 2006) e 30 dias (MANSSOURI
et al., 2013).

Gomes et al. (2015), operando um RCTM na producéo de H, com &gua residuéria
sintética a base de sacarose, obtiveram aumento da produgéo até o 10° dia, a partir do qual
a producéo foi diminuindo e cessou. As condicdes avaliadas pelos autores foram 2g L em
TDH de 2h, com e sem meio suporte na camara de saida do reator, e 4 g L1, em TDH de 4h,
também com meio suporte na cAmara de saida, todas compreendendo uma COVa de 249
DQO L*! d! No entanto, para as trés condicdes, o RCTM apresentou o mesmo
comportamento, havendo a producéo de H, somente até o 30° dia de operacado. Os autores
justificaram a perda da capacidade de producéao ao longo do tempo, pelo fato do reator néo
ter cumprido eficientemente a funcéo de controlar a COVe em faixas de valores adequados a

producéo de Hy.
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Figura 7 Producéo de biogas e hidrogénio nos ensaios E1 (-e-; -0-) (24 gDQO L1d-1), E2 (-¢-; -0-) (48
gDQO L1d?), E3 (-A-; -A-) (72 gDQO L1dY) e E4 (-m-; -o-) (96 gDQO L1 d?) no TDH de 2h: (a)
producéo volumétrica de hidrogénio (PVH, -e-; -¢-; - A-; -m-) € vazao de biogas (VBG, -o-; -0-; -A-; -0-),
(b) vazdo molar de hidrogénio (VMH, -e-; -¢-; - A-; -m-) e carga organica volumétrica aplicada (COVa,
-o-; -0-; -A-; -0-), (c) composicdo do biogas (hidrogénio, -e-; -¢-; - A-; -m-; gas carbobnico, -o-; -0-; -A-;-o-)

e (d) rendimento de hidrogénio (HY). Legenda: Ensaios (E1-E4).
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Diante da necessidade de superar as limitacées de estabilidade e os significativos
decréscimos de producéo de hidrogénio, impostos pelas dificuldades de controle da COVe, o
presente trabalho optou por adaptar, a superficie interna dos tubos, uma textura com ranhuras
no formato rosca sem fim. Com esse procedimento, buscou-se fornecer condicbes adequadas
ao aumento de adesdo de biomassa as paredes dos tubos, propiciando um melhor controle
sobre a COVe no sistema, a partir de um descarte continuo (e controlado) da biomassa
acidogénica.

A modificacdo nas paredes internas dos tubos demonstrou efeito positivo, visto que,
em todas as condi¢Bes de cargas organicas avaliadas, a producao de hidrogénio permaneceu
durante todo o periodo de cada ensaio (~ 90 dias). Assim, pode-se considerar que o RCTM
compreende uma configuracao intermediaria entre um reator tubular de crescimento suspenso
e um reator de leito fixo empacotado, uma vez que as paredes dos tubos de pequeno diametro
cumprem a funcdo de favorecer a adesao microbiana a superficie.

A producao volumétrica de hidrogénio (PVH), nos ensaios E1 e E2, apresentou
oscilagéo relativamente constante ap6s o 15° (E1) e 14° (E2) dia de operacdo (Figura 7a).
Assume-se, entao, que, apos esse periodo, a biomassa ja estava estabelecida e aclimatada
para a producdo de H,. Essa fase de aclimatacédo também foi observada por Anzola-Rojas et
al. (2016), que dividiram o periodo experimental em fase transiente e fase de estabilidade.
Nesse estudo, os autores utilizaram as mesmas condi¢des do E1 (COVa = 24 g DQO L1 d?)
e observaram aumento da produgéo de hidrogénio, a partir do 41° dia de operagéo para o
reator anaerdbio de leito ordenado com polietileno e espuma; e, a partir do 21° dia, no reator
com leito de ceramica.

Os fatores relacionados a maior producao volumétrica sdo discutidos também por
Gavala, Skiadas & Ahring (2006) e Lo et al. (2008). Esses autores mostram ocorrer maior
producéo de H, com o aumento de concentragdo de carboidratos. Contudo, existe um limite
em que o metabolismo bacteriano é alterado, passando a produzir alcoois, o que acarreta
diminuicédo da producéo.

Comparando os valores obtidos para o rendimento de hidrogénio, no inicio e no final
da operacao (Figura 7d), nota-se que maiores rendimentos foram observados no periodo
inicial dos ensaios. Segundo Fuess et al. (2016), esse resultado sugere o estabelecimento de
condicBes mais favoraveis as bactérias produtoras de hidrogénio, no inicio da operacgéao, tendo
em vista um aproveitamento mais eficiente do substrato em termos de extracdo de energia
(maiores valores de HY). Os autores também atribuem o resultado do melhor rendimento, no
inicio da operacao, devido ao menor acimulo de biomassa no reator, nesse periodo.

Os resultados de HY, dos ensaios E1 a E3, apresentaram valores muito préximos

entre si (HY iguais a 0,40; 0,50 e 0,48 mol H, mol* sac, respectivamente). Por outro lado, o
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incremento da DQO de E3 para E4 afetou negativamente o valor de HY. O rendimento molar
sofreu reducéo de 0,48 para 0,15 mol H, mol* sac (Figura 7d), conforme a COVa aumentou
de 72 para 96 g DQO L* d.

Esse efeito negativo do aumento da DQO sobre a producdo de H, também foi
observado por Gorgec e Karapinar (2018), em reator APBR, no qual a variacdo da
concentracdo de substrato entre 10 e 35 g L resultou na diminuicdo de todos os critérios de
desempenho (PVH, VBG, %H, e HY). Andreani et al. (2019), utilizando agua residuéria de
fecularia de mandioca como substrato, também identificaram que o aumento da carga de
substrato de 12 a 18 g L'* d*! diminuiu a PVH de 0,45 para 0,30 L H, L* d* e do HY de 1,5

para 0,20 mol Hz kgt CH, respectivamente.

5.1.2 Comportamento do RCTM e conversao do substrato

Na Figura 8, sdo apresentados os perfis temporais dos ensaios E1 a E4, relacionados
aos parametros de pH, eficiéncia de conversao de sacarose (ECsac) e eficiéncia de remogéo
de DQO, total e soltvel (ERpgot € ERpgos).-

O pH medido no efluente atingiu valores médios de 4,3, 3,6, 4,7 e 4,6 para 0S ensaios
El, E2, E3 e E4, respectivamente (Tabela 9). Apesar das variacdes verificadas em torno
desses valores médios, a producéo de hidrogénio permaneceu durante o periodo de avaliacédo
de todos os ensaios (~90 dias).

Em geral, foi observado que os maiores valores encontrados de PVH coincidiram
com valores de pH abaixo dos valores médios de cada ensaio. Por exemplo, os valores
maximos de PVH de 4103 (E1), 3151 (E2), 4488 (E3) e 3124 mL H, L' d?! (E4)
corresponderam, respectivamente, a valores de pH de 4,1, 3,3, 3,8 e 3,7. Essas alteracdes
nos valores de pH estéo, principalmente, relacionadas a acidificacdo do meio pela a¢do dos
metabdlitos, produzidos durante a fermentacgéo.

Em todos os ensaios, observou-se uma sucessdo de ocorréncias relativamente
padrdo, sendo ela: diminuicdo do pH, aumento da PVH, aumento na concentracdo dos
produtos intermediarios e aumento do pH (Figuras 7a e 8a). Em contrapartida, as menores
producdes de H, (PVH), em todos os ensaios, estiveram associadas ao aumento do pH no
efluente ao reator. Estevam et al. (2018) observaram comportamento semelhante quando
utilizaram um reator anaerébio agitado mecanicamente (AnBBR), para a producédo de H, a

partir de aguas residuarias de cervejaria.
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Figura 8 Monitoramento da fase liquida do reator RCTM nos ensaios E1 (-e-; -o0-) (24 gDQO L' d-1), E2
(-#-; -0-) (48 gDQO L1 d ), E3 (-A-; -A-) (72 gDQO L1 d?) e E4 (-m-; -o-) (96 gDQO Ld™) no TDH de
2h: (a) o pH de saida do reator, (b) eficiéncia de conversédo de sacarose (ECsac) e (c) eficiéncia de
remoc¢éo de DQO (ERpqo; total -e-; -¢-; - A-; -m-, solGvel -o-; -0-; -A-; -0-). Legenda: Ensaios (E1-E4).

Na conversédo de sacarose (Figura 8b), foram obtidas eficiéncias de 77,6, 63,8, 38,6
e 69,7%, para os ensaios E1, E2, E3 e E4, respectivamente. Esses valores percentuais foram

calculados com base nas concentragdes iniciais de 2076,7, 3701,6, 6281,3 e 8993,8 mg DQO L7,
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0S quais representam, respectivamente, E1, E2, E3 e E4. A partir desses valores, é possivel
observar que o aumento da COVa resultou em menores eficiéncias de conversdo, com 0s
valores reduzindo de 77,6% (E1) para 38,6% (E3). Portanto, considerando esse efeito, pode-
se concluir que a utilizacdo de elevados valores de COVa, em reatores acidogénicos, pode
conduzir a menores eficiéncias de conversdo de sacarose. Inoue et al. (2014) encontraram
resultados similares a respeito do efeito da concentracdo afluente de sacarose (3,5 e 5,25 g
DQO L) sobre a eficiéncia de conversdo. Tais autores demonstraram que o aumento da DQO
ocasionou reducéo da remocao de sacarose de 99 para 86%, para o tempo de 2h.

Em relacdo a eficiéncia de remoc¢do de matéria organica (ERpoot € ERpgos) (Figura
8c¢), pode-se notar que, embora exista diferenca nas concentracdes de matéria organica na
ARS, as eficiéncias de remocgédo foram proximas entre os ensaios E1, E2 e E4 (19,0, 17,5 e
21,6%, respectivamente, Tabela 9), ndo ultrapassando o valor de 23%. O E3 obteve um menor
valor de ERpgot, quando comparado aos outros ensaios (ERpgoi=9,9%). Essa baixa eficiéncia
na remocao de DQO, em todos 0s ensaios, era esperada, pois esses baixos valores estdo
ligados somente a fragdo da matéria organica afluente, que é captada para formacao de CO
e biomassa. Uma grande parcela é convertida a outros intermediarios, como acidos e alcoois
(LOVATO et al., 2015).

Lovato et al. (2015) relataram remocdo de DQO méxima de 38% e minima de 17%,
valores minimos proximos aos obtidos nos quatros ensaios (E1, E2, E3 e E4). Os resultados
de Gomes et al. (2015) também convergem com os resultados obtidos neste trabalho, pois os
autores reportaram eficiéncias médias de remocdo de matéria organica na faixa de 12,7 a
19,2%.

5.1.3 Producao de biomassa e dindmica da COVe

Na Figura 9, sdo apresentados os valores de biomassa acumulada nos reatores (g
SSV L reator) e de COVe (g Sac g* SSV d?) para cada ensaio, ao longo do tempo de
operacao.

A liberacdo de biomassa nos ensaios E1 e E2 foi menor que nos ensaios E3 e E4. O
ensaio E2 acumulou a maior quantidade de biomassa (Figura 9a) e apresentou o melhor
desempenho quanto aos parametros relacionados a producao de hidrogénio (PVH, VHM e
HY). Nessa condicdo (carga= 48g DQO L* d*?; DQO= 4000mg L*; TDH= 2h), pode-se
considerar que a quantidade de biomassa no reator se manteve na faixa adequada a producéo
de Hy, visto que a concentracdo de biomassa é um importante parametro operacional, que

afeta a estabilidade do sistema e o rendimento de hidrogénio.
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Figura 9 Performance da retencéo de biomassa no reator RCTM nos ensaios E1 (-e-) (24 g DQO L'd?),
E2 (-0-) (48 gDQO L1d?), E3 (-A-) (72 gDQO L1d?) e E4 (-o-) (96 gDQO L*d?1) no TDH de 2h: (a)
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COVe a partir do periodo de aclimatagdo da biomassa. Legenda: Ensaios (E1-E4).

Os perfis temporais, relativos & COVe de cada ensaio, estdo apresentados nas Figuras

9b e 9c; ambas possuem os mesmos dados, no entanto, a 9b mostra o periodo completo e a
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9c mostra ap0s a aclimatacdo da biomassa. Os valores variaram de 27,0 a 3,88; 14,7 a 2,51;
65,4 a9,43 e 111,0 a 8,79 g sacarose g SSV d! em E1, E2, E3 e E4, respectivamente.

Em todos os ensaios, o comportamento temporal da COVe, apés o periodo de
aclimatacdo da biomassa, considerado posterior ao 15° dia de operacéo (Figura 9¢), teve uma
menor variacdo em relacao ao inicio. Os valores de COVe dos ensaios E1 e E2, ao longo do
periodo experimental, apresentaram um melhor equilibrio na relacao alimento/microrganismo
do que nos ensaios E3 e E4; nesses ensaios, os valores de COVe ficaram sempre acima dos
recomendados pela literatura.

O valor médio da COVe, no E1, foi de 7,99 DQO g*SSV d?; o E2 apresentou COVe
de 5,69, sacarose g SSV d?, valores proximos ao reportado por Anzola-Rojas et al. (2015)
como sendo o que proporciona condicdo ideal de estabilidade a producgéo de hidrogénio. Tais
autores sugerem gue um sistema, que apresente valor da COVe préximo de 6g sacarose g
SSV d?, possui capacidade de manter continuamente a producéo de hidrogénio.

Similarmente, Hafez et al. (2010), em estudo avaliando o efeito da carga organica
volumétrica (6,5; 25,7; 51,4; 103; 154 e 206 g DQO L*d?') na producdo de hidrogénio,
obtiveram valores de COVe, respectivamente, iguais a 4,4; 6,2; 5,8; 6,4; 8,5 e 12,1 g DQO g
1SSV d*. Para os valores de COVe de 4,4 a 6,49 DQO g'SSV d?, os autores supracitados
obtiveram os maiores valores de HY e valores de Yxs proximos a 0,1 g SSV glsac, que é
caracteristico de microrganismos produtores de H,. A partir da COVe de 8,59 DQO g*SSV d?,
o valor de Yxs praticamente dobrou e os valores de HY diminuiram consideravelmente. Diante
disso, os autores concluiram que o parametro que mais influenciou a produgéo de hidrogénio
nao foi a COVa, mas sim, a COVe, a qual desencadeia mudancas a composicdo das
popula¢des microbianas.

Para Anzola-Rojas et al. (2016), as melhores condi¢des para producao de hidrogénio
foram associadas a valores de COVe na faixa de 4,3 a 6,99 DQO g'SSV d*. Essas no¢des
sdo também corroboradas nos resultados encontrados por Anzola-Rojas e Zaiat (2015); os
autores reportaram um valor de 4,8g Sac g'SSV d?, para condicdes relativamente estaveis
de producdo de hidrogénio em um reator de leito ordenado e escoamento descendente
operado com descartes de biomassa.

Nos ensaios E3 e E4, os valores médios de COVe encontram-se na faixa de 24,37 e
30,33g DQO g'SSV d?, respectivamente. De acordo com a literatura (HAFEZ et al., 2010;
ANZOLA-ROJAS et al., 2015), esses valores estdo bem acima do recomendado para a
producao de hidrogénio, indicando quantidade insuficiente de biomassa em relacédo a matéria
organica aplicada.

Dessa forma, Gomes et al. (2015) citam a importancia de estudos adicionais,

considerando alternativas para aumentar a quantidade de biomassa retida no RCTM, por
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exemplo, reduzindo as velocidades superficiais com aplicacdes de valores de TDH maiores
elou reduzindo a razdo C/N das &guas residuarias para estimular o crescimento celular.
Assim, quaisquer esforgcos nesse sentido sédo de grande interesse, na tentativa de melhorar o
desempenho do sistema, principalmente, acerca dos aspectos de controle do arraste de
biomassa, garantindo um contato adequado de biomassa-substrato.

Por outro lado, é importante ressaltar que o crescimento demasiado da biomassa
tende a afetar o padrao de escoamento no reator, limitando a transferéncia de massa liquido-
gas; também, pode propiciar o estabelecimento de microrganismos consumidores de
hidrogénio no meio, em especifico, as bactérias homoacetogénicas, levando a producbes
decrescentes de hidrogénio (HAFEZ et al., 2010; PEIXOTO et al., 2011; ANZOLA-ROJAS et
al., 2015, FUESS et al., 2016). Além desse efeito adverso, Seifert et al. (2009) e Phowan &
Danvirutai (2014) ponderam que as elevadas concentragfes de biomassa também podem
fazer com que o H; produzido venha a ser consumido e desencadeie a formagéo de outros
subprodutos, o que influenciaria diretamente o rendimento da fermentacgéao.

Os resultados obtidos de COVe, ao final da operacdo dos ensaios E3 e E4 (11,5 e
10,8, respectivamente), apontam para faixa de valores que a literatura tem considerado como
desfavoravel a manutencao das producdes de H,. Contudo, mesmo assim, nesses ensaios,
foi verificada a producdo continua de hidrogénio, demonstrando que a introducao de ranhuras
na parte interna dos tubos foi efetiva para essa resposta.

O obijetivo das ranhuras foi de fornecer rugosidade as paredes internas dos tubos, os
quais representam o0s elementos estruturais designados a cumprir o papel de induzir a
fixacao/retencdo de biomassa, sem promover um acumulo excessivo. Silva (2017), em seu
trabalho, identificou que as estratégias que buscam evitar o acimulo excessivo de biomassa
sdo fundamentais para assegurar maior estabilidade a producdo de H,. O autor supracitado
utilizou como estratégia o controle sobre o tempo de retengdo celular, conseguindo, assim,
controlar a remocao/descarga regular de biomassa do reator, 0 que impactou diretamente
sobre o valor da COVe.

Na Tabela 10, sdo apresentados os dados de biomassa gerada, discriminada entre
aderida, suspensa e arrastada, para os ensaios E1 a E4, com TDH de 2h.

Os ensaios E1, E3 e E4 apresentaram comportamento similar em relagdo a
porcentagem de biomassa arrastada e mantida no interior do reator. A fracdo de biomassa,
aderida as paredes dos tubos do reator, correspondeu a 2,82%, 10,56%, 2,90% e 2,54% da
biomassa total gerada, nos ensaios E1, E2, E3 e E4, respectivamente.

Nos ensaios E1, E3 e E4, o arraste natural da biomassa foi superior a 90%, enquanto
que, no E2, chegou a 72% do total de biomassa produzida. Embora os valores de

porcentagem de biomassa arrastada em E1, E3 e E4 tenham sido diferentes, ao obtido em
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E2, a producao continua de Hz, por longos periodos, foi alcancada no RCTM, demonstrando
assim que a forma como a biomassa fica distribuida no reator € um fator de grande influéncia

ao comportamento da producao de Ho.

Tabela 10 Balanc¢o de biomassa no RCTM com TDH de 2h.

Ensaios

Biomassa/Substrato (E1) 24 ¢ (E2) 48 ¢ (E3)72¢ (E4) 96 g
DQOL*d? DQOL*d* DQOL*d! DQOL?*d*?

Biomassa dentro do reator (g) 5,73 18,44 6,48 10,41
Biomassa aderida (g) 1,72 7,14 3,05 3,75
Biomassa suspensa (g) 4,01 11,30 3,42 6,66
Biomassa arrastada naturalmente (g) 55,42 49,13 98,76 137,14
Total biomassa gerada (g) 61,16 67,57 105,23 147,55
Total sacarose consumida (g) 1844,02 2915,69 2682,42 6988,71
Coeficiente de rendimento celular da
biomassa Yxs (g SSV glsac) 0,033 0,023 0,039 0,021
Biomassa arrastada (%) 90,6 72,7 93,8 92,9
Biomassa dentro do reator (%) 9,4 27,3 6,2 7,1
COVe (g Sac g™ SSV d 7,53;:;1,4 56;2;:)35 243;)14’2 30,356:)25,8

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao nlimero de amostras considerado no calculo da
média.

Os episddios de maiores arrastes de biomassa, associados as cargas de 72 (E3) e
96 g L d?! (E4), podem ser decorrentes do excesso de matéria organica, que, entdo,
promoveu aumento a geracado de biomassa. Esse crescimento da biomassa, provavelmente,
ocasionou aumento da espessura do filme biolégico nas paredes dos tubos e,
consequentemente, diminuiu a forca de atracdo entre as moléculas, tornando a biomassa
mais susceptivel a lavagem. Esse comportamento pode justificar o fato de terem sido
observados maiores teores de SSV no efluente desses ensaios.

O coeficiente de rendimento celular da biomassa acidogénica (Yxs, g SSV glsac),
estimado conforme o item 4.6.1, apresentou valores nos ensaios E1, E2, E3 e E4 de 0,033;
0,023; 0,039 e 0,021 g SSV g*sac, respectivamente (Tabela 10), caracterizados como tipicos
de microrganismos produtores de hidrogénio (ANZOLA-ROJAS et al., 2013; CHEN et al.,
2001). Esses valores foram menores do que encontrados por Gomes et al. (2015) de ~0,07g

SSV g sac, no qual a producédo de hidrogénio diminuiu continuamente até o 22° dia e
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praticamente cessou. De acordo com Hafez et al. (2009), aumentos nos valores de Yxs em
reatores acidogénicos indicam alteragdo na microbiota, com aumento da populacdo de
microrganismos n&o produtores de hidrogénio ou mesmo de seus consumidores.

Para Blanco et al. (2017), quando a biomassa é submetida a condi¢Ges de retencdo
desfavoraveis, isto é, quando o arraste é favorecido, o0 metabolismo das células é direcionado
para o crescimento, em um esfor¢o para manter uma alta densidade celular dentro do sistema.
Por outro lado, quando a adeséo € favorecida, a energia metabdlica é utilizada principalmente
em diferentes vias, ao invés da sintese celular. Nesse sentido, os maiores valores de Yx;snos
ensaios E1 e E3 (0,033 e 0,039 g SSV glsac) podem estar associados ao maior arraste de
biomassa. No E4, ao atingir valor inferior (0,021 g SSV gsac), pode estar relacionado a uma
possivel inibicdo do crescimento das bactérias produtoras de hidrogénio pelo substrato, ja que
o valor da DQO estava em 8 g L™

Com valores médios de rendimento de hidrogénio de cada COVa, estudada no TDH
de 2h, encontrou-se o valor 6timo para COVa de 48g DQO L* d?, que resultaria em
rendimento de H. de 0,5 mol H, mol?* sac, valor igual ao alcancado no ensaio E2 (COVa de
48 g DQO L*d?) (Figura 10).

T 01 } HY=-0,0002(COVa)? + 0,0192(COVa) + 0,0375
Rz =0,9768

0,0 1 1
0 20 40 60 80 100 120

COVa (g DQO L d?)

Figura 10 Influéncia da carga organica volumétrica aplicada (COVa) sobre o rendimento de hidrogénio
(HY). Legenda: Pontos experimentais (o), curva polinomial ajustada aos pontos experimentais (—).

No presente trabalho, ndo foi necesséria a utilizacdo de estratégias adicionais de
descarte de biomassa, para controlar a competicdo entre microrganismos produtores e nao
produtores e/ou consumidores de hidrogénio, como adotadas por Anzola-Rojas e Zaiat (2015),
Anzola-Rojas et al. (2016) e Fuess et al. (2016), visto que a producédo de hidrogénio se
manteve durante todo o periodo de operagdo nos quatro ensaios estudados, conforme

comprovado pelos resultados de PVH, VMH e HY (Figura 7).
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Essa vantagem operacional pode estar associada ao TDH utilizado e as ranhuras
produzidas na parede interna dos tubos, as quais contribuiram para o controle do balango de
biomassa no meio e, assim, para o controle efetivo da COVe. Desse modo, estratégias
operacionais, tais como frequéncia e formas de descarte, por retrolavagem ou gravidade, ndo
precisaram ser realizadas no RCTM para cargas aplicadas até 96g DQO L1 d?, a partir de
ensaios conduzidos com ARS, tendo em vista que a producédo de H, se manteve por longo

periodo.

5.1.4 Avaliacdo da Producéo de Metabdlitos da Fermentacéo

Os principais produtos intermediarios, identificados e caracterizados durante o
processo fermentativo da sacarose, compreenderam os &cidos latico (HLa), acético (HAc),
butirico (HBu) e etanol (EtOH), conforme indicado na Tabela 11. Ocasionalmente, observou-
se a producdo de tracos do &cido formico (HFo) e propiénico (HPr), sendo este ultimo
relacionado com o consumo de hidrogénio. As concentracdes (mg L) de todos os metabélitos

foram crescentes com aumento da COVa.

Tabela 11 Producdo média dos produtos intermediarios da fermentacéo no TDH de 2h.

Metabdlitos
: Acido Acido Acido Acido Acido
Ensaios Latico Foérmico Acético Propibnico Butirico (Eéfgﬁl)
(HLa) (HFo) (HAc) (HPr) (HBuU) (mg L)
(mglh (mgly) (mgLh)  (mgLh)  (mgL? 9

El 171,2+£110 21,515 121,476 29,51£29 70,9155 99,9+t14
24gDQOL1d? 462,6(30) 28,7(6) 311,7(30) 139,9(22) 228,7(30) 116,2 (9)
E2 233,0+107 20,47 376,1+188 50,418 137,281 171,2492
48gDQOL*d? 4833(28) 33,4(9)  854,4(28) 71,7 (28) 333,9(28) 387,8 (14)
E3 264,5+102 38,916 567,4+214 58,1+22 190,9+112 338,7+114
729 DQOLd? 473,9(20) 49,0 (12) 1030,7(20) 101,1(19) 389,9 (20) 642,7 (17)
E4 302,1£152 37,315 517,9£202 75,729 201,089 340,4+108

96 g DQOL*d? 605,7(20) 44,5(9)  912,2(20) 124,5(18) 343,5(20) 621,4(12)

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao nimero de amostras considerado no calculo da
média. Valores em itélico correspondem aos maximos observados no referido periodo operacional.

Os resultados da Tabela 11 mostram que a formagdo do HAc foi predominante
durante a fermentacdo anaerdbia, com concentracdes meédias de 121,4+76, 376,1+188,
567,4+214 e 517,8+202 mg L em E1, E2, E3 e E4, respectivamente. O aumento da PVH

apresentou relacdo com o aumento da concentracédo de HAc até o final da operacéo do reator
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(Figuras 7a e 11). De fato, as maiores producdes de hidrogénio, a partir da fermentacdo de
substratos ricos em carboidratos, estdo associadas a via fermentativa acética, com a
formacdao de acido acético — Equacéo (1) — que leva, teoricamente, a maiores rendimentos de
H2, em comparacdo a rota associada a producéo de 4cido butirico — Equacéo (2).

As Figuras 1la-d evidenciam aumento dos produtos da fermentacdo em funcao do
aumento da carga de substrato aplicada aos ensaios. Alguns pesquisadores sugerem que
altas concentracdes de produtos de fermentagcdo, os quais estdo relacionados aos altos
valores de DQO afluente, podem inibir a atividade da hidrogenase, enzima gerada pelas
bactérias produtoras de Hz, a qual desempenha um papel central na producdo desse gas
(REIS & SILVA, 2011). A hidrogenase catalisa a reducdo reversivel do ion hidrogénio (H")
para formar H, molecular, como mostrado na Equacéao (5).

Os resultados da Figura 12 mostram que a presenca de HPr foi de aproximadamente
5%, para os quatro ensaios, durante todo o periodo experimental, o que é desfavoravel para
a producéo de hidrogénio. Entretanto, essa presenca de HPr deve ser minimizada, pois néo
foi observado um aumento consideravel nas propor¢des de HPr, em relacdo ao aumento da
COVa.

Nos ensaios E3 e E4, foram observadas as maiores producdes de etanol (23 e 21%,
respectivamente). Tais resultados sdo coerentes com alguns autores, que apontam que o
aumento da COVa também favorece a rota de fermentacdo etandlica, com consumo de
carboidratos, producdo de etanol e CO, (FERNANDES et al., 2013; ANZOLA-ROJAS et al.,
2015; ARANTES et al., 2017), além de consequente redugéo na producédo de H..

Para os quatro ensaios, os valores de pH final variaram entre 3,6 e 4,7. Portanto,
essas reducBes do pH, cujos valores iniciais correspondiam a 6,5, estdo relacionadas a
formacédo intensa de acidos organicos. Tais condicdes podem afetar as rotas metabdlicas,
pois € de conhecimento que a acidificagdo do meio induz rotas de producdo de solventes
(etanol e butanol).

No E1, foi observada a ocorréncia de elevada concentragéo de HLa (42%), na ARS
fermentada, principalmente, no 15°, 22°, 27° e 28° dia de operacédo (Figura 11a, com picos de
387,7, 417,9, 462,6 e 419,6 mg L2, respectivamente), o que coincidiu com a reducéo da
producéo de hidrogénio (Figura 7a). Essa reducdo pode ser atribuida a presenca de bactérias
produtoras de HLa, denominadas pela literatura como LAB (lactic acid bacteria). De acordo
com Castell6 et al. (2020), LAB séo consideradas inibidoras do processo de producao de Ho,
uma vez que suprimem as bactérias produtoras de H;, tanto ha competicdo com o substrato
guanto na producdo de acido latico e metabdlitos tdéxicos. Em termos praticos, sobre a
producéo de Hy, Guo et al. (2010) explicam que o HLa, assim como o etanol, estdo envolvidos

em uma via de equilibrio zero de hidrogénio.
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Diferentemente do ocorrido em E1, o efeito negativo de HLa sobre a producéo de H»,
durante o periodo de operacao dos demais ensaios (E2, E3 e E4), ndo foi predominante, pois
0 monitoramento evidenciou uma diminuicdo da propor¢céao de HLa presente nesses ensaios
(28, 19 e 22%, respectivamente), a0 mesmo tempo em que a propor¢do do acido acético
aumentou (Figura 12). Tal comportamento pode indicar a rea¢ao de consumo de HLa e sua
respectiva conversdo em outros produtos da fermentacdo, por exemplo, o HAc, conforme
reacao apresentada na Equacéo (24) (ANZOLA-ROJAS, 2014).

C3HgO03 + H,0 —» C,H,0, + CO, + 2H, (24)
Ac. latico Ac. Acético

Apesar da interacdo pouco clara entre HLa com as bactérias produtoras de
hidrogénio, na literatura, ha trabalhos que associam a presenca simultdnea de bactérias do
acido lactico e Clostridium (KAWANO et al., 2004; ETCHEBEHERE et al., 2016), bem como
a producao de hidrogénio por algumas espécies do género Lactobacillus (YANG et al., 2007).
Em Castell6 et al. (2017), a operacdo de um CSTR, a partir de soro de queijo, indicou producéo
de H; e nédo foi evidente a inibigédo total por acido latico ou bacteriocinas na fermentacéo de
Clostridium. Andreani et al. (2019), também, observaram producédo de hidrogénio com
propor¢des de acido latico no meio de 44 e 57%, em dois dos seus ensaios com COVa de 12
e 14g DQO L1d?, respectivamente.

Resultados da literatura tém demonstrado que as maiores producdes de Ha,
geralmente, estao ligadas a valores da razdo HBu/HAc menores que 1,0, ou, de outra forma,
expressa por razbes HAc/HBu maiores que 1,0 (KHANAL et al., 2004; HAFEZ et al., 2010;
PEIXOTO et al., 2012; FERRAZ Jr. et al., 2014; ANZOLA-ROJAS et al., 2015; GOMES et al.,
2015). No presente trabalho, os valores das razbes HBu/HAc foram inferiores a 1,0, mais
especificamente, com valores médios iguais a 0,64, 0,40, 0,41 e 0,45 no E1, E2, E3 e E4,
respectivamente. Portanto, esse comportamento sugere que a rota fermentativa acética foi a
via dominante, associada a producao de Ha.

Durante praticamente todo o periodo de operacao dos ensaios no RCTM, os valores
da razdo HBuU/HAc foram menores que 1,0 (Figuras 13a e b), sendo efetivamente possivel
associar que os periodos de producéo crescente de H, coincidiram com os menores valores
dessa razao. Mariakakis et al. (2011) também associaram valores menores que 1,0 a razdo
HBu/HAc, em condicbes de operacdo em que obtiveram os melhores resultados em
rendimento de H,. Hafez et al. (2010) observaram, para as cargas organicas em que houve
os melhores rendimentos de H», valores de HBu/HAc entre 0,33 e 0,50. A ocorréncia de

valores superiores a 1,0 de HBu/HAc foi pontual e esteve associada aos ensaios E1 (48°, 63°,
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64°, 69° e 96° dia) e E3 (3° e 15° dia), os quais apresentam os valores de PVH e HY inferiores
aos obtidos em E2 — que teve os melhores resultados, relacionados a producédo de Hz, no

presente estudo no TDH de 2h.
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Figura 13 Razdo HBuU/HAc na ARS fermentada (-e-; -¢-; -A-; -m-) e (a) producdo volumétrica de
hidrogénio (PVH, , -o-; -0-; -A-; -a-) e (b) rendimento de hidrogénio (HY, -o-; -0-; -A-; -0-) n0S ensaios
El (-e-; -0-) (24 gDQO L1dY), E2 (-¢-; -0-) (48 gDQO L1d?), E3 (-A-; -A-) (72 gDQO L1d?) e E4 (-m-;
-0-) (96 gDQO L1d?) no TDH (2h). Legenda: Ensaios (E1-E4).

Os resultados observados nessa etapa validaram a hipétese central do trabalho, no
gue tange a producdao continua de H, no RCTM, durante logos periodos de operacdo. No TDH
de 2h, em todos 0s ensaios, a producao foi continua, independentemente do valor da COVe
estar préximo ou superior aos valores indicados na literatura como adequados para a
producéo de Hy.

Do ponto de vista da estabilidade da producéo de H,, observou-se que esta néo foi
atingida em nenhuma das condicdes avaliadas, indicando, possivelmente, ser uma
caracteristica inerente ao processo acidogénico. Dessa forma, a parte da hipétese que se

refere a producao estavel de H, nao foi atendida.
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Embora a producéo continua de H- tenha sido registrada, para todos os ensaios, no
TDH de 2h, os melhores desempenhos na producédo foram obtidos nos ensaios com menores
valores de COVa, indicando que a concentracdo do substrato (agUcares) influenciou o
desempenho. Dessa forma, a hipdtese foi atendida, no que se refere a influéncia da

concentracao do substrato.

5.2 Tempo de Detencdo Hidraulica de 4h: Avaliagdo da Estabilidade Operacional,

Conversao de Matéria Organica e Producao de hidrogénio

Nesta fase, o RCTM foi operado nas cargas organicas (COVa) de 24, 48, 72 e 969
DQO Ld?e TDH, de 4h referentes, respectivamente, aos ensaios E5, E6, E7 e E8. Destaca-
se que sdo 0s mesmos valores de COVa dos ensaios E1, E2, E3 e E4, porém, com TDH maior
(4h). Assim, o objetivo deste capitulo foi avaliar o comportamento do reator em razdo do
aumento do TDH de 2h para 4h, mediante a variacdo da COVa.

O periodo de operacéo nos ensaios E5 e E6 foi de 98 dias cada e, nos ensaios E7 e
E8, foi de aproximadamente 80 e 85 dias, respectivamente, totalizando um tempo de operagéo
de 361 dias. Assim como nos ensaios E1 a E4, o tempo de operacdo dos ensaios E5 a E8 foi
interrompido, mesmo havendo producéo de diaria de H,. Cada fase consistiu em operar o
reator sob uma COVa diferente. As concentracfes de substrato nos ensaios E5, E6, E7 e E8
foram de 4, 8, 12 e 16g DQO L%, perfazendo COVa de 24, 48, 72 e 96g DQO L* d?,

respectivamente.

5.2.1 Desempenho do RCTM na producéo de hidrogénio

Os resultados dos parametros operacionais e seus respectivos valores médios e
maximos (pH, VBG, PVH, VMH e HY), eficiéncia na remog¢éo de DQO soluvel e total, eficiéncia
de conversao de carboidratos, concentracdo de sélidos suspensos volateis da ARS de saida
e proporcéo de Hz, no biogas, nos ensaios E5, E6, E7 e E8, estdo apresentados na Tabela
12.

Na Tabela 12, observa-se que os valores das varidveis PVH, VBG, VMH e HY foram
influenciados pela variagdo da COVa. Os maiores valores foram obtidos nos ensaios E5 e E6.
Para os ensaios E7 e E8, essas variaveis apresentaram valores muito reduzidos, indicando
gue a quantidade de substrato (12 e 16g DQO L%, respectivamente) desses ensaios pode ter
causado inibicdo aos microrganismos presentes no meio.

No presente estudo, ndo houve controle do pH (durando o periodo de operagéo) e

descarte de biomassa. A concentracdo média de SSV no efluente dos ensaios E5, E6, E7 e
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E8 foram de 0,05 + 0,03, 0,11 + 004, 0,18 + 0,12 e 0,16 + 0,05, g L™}, respectivamente. Essas
concentracdes foram maiores do que as obtidas nos ensaios E1 a E4, provavelmente, devido

ao aumento da concentracdo do substrato.

Tabela 12 Desempenho do RCTM nos ensaios realizados com TDH de 4h.

Variavel- Ensalos
(E5) (E6) (E7) (E8)
resposta 24gDQOL*d? 48gDQOL*'d' 72gDQOL'd! 96gDQOL*d?
3,7+0,4 3,60,5 4,00,4 4,2+0,5
PH 4,4 (18) 4,4 (18) 4,7 (9) 5,2 (8)
ERboot 23,2+16,1 27,1+18,5 19,8+ 17,2 13,4+11,4
(%) 56,8 (20) 57,1 (15) 52,9 (13) 40,8 (12)
ERbqos 27,1+16,0 26,9+21,0 15,8+16,4 12,1+12,9
(%) 62,6 (21) 68,3 (16) 63,7 (14) 50,4 (17)
ECsac 55,1+11,6 41,8+8,9 18,3+10,1 21,9+12,1
(%) 77,9 (25) 62,0 (25) 35,7 (24) 50,4 (25)
SSVe 0,05+0,03 0,11+0,04 0,18+0,12 0,1620,05 (26)
(gL?h 0,11 (27) 0,21(26) 0,54 (26) 0,29 (26)
Ha (biogds) (36) 63,0+47,8 64,1+10,3 58,7+23,0 48,8+21,0
81,1 (25) 75,9 (25) 88,3 (23) 74,6 (25)
VBG 1716,5+917,3 2439,7+1440,8 347,4+295,9 471,6+230,7
(mL d%) 4917,1 (25) 4839,2 (25) 1323,7 (24) 1053,2 (25)
PVH 958,2+407,9 1444,6+881,5 166,7+140,1 209,3+130,6
(mL Hz Lt d?) 2053,9 (25) 2921,0 (25) 620,3 (25) 453,8 (25)
VMH 0,85+0,4 1,53+0,88 0,110,1 0,17+0,1
(mmol Hz h't) 2,0 (25) 2,9 (25) 0,5 (24) 0,4 (25)
HY 0,63+0,4 0,70+0,5 0,13%0,2 0,10+0,1
(mol Hz mol* Sac) 1,7 (25) 1,8 (25) 0,9 (24) 0,4 (25)

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao numero de amostras considerado no calculo da
média. Valores em itélico correspondem aos maximos observados no referido periodo operacional.

Varidveis-resposta: pH = pH de saida; ERpqot= eficiéncia de remocao de DQO total; ERpgos = eficiéncia
de remocéo de DQO soluvel; ECsac = eficiéncia de converséo de sacarose; SSVe = concentragdo de
sélidos suspensos volateis na agua residuaria da saida (efluente); Hz (biogas) = proporcdo de
hidrogénio no biogas; VBG = vazéo de biogas; PVH = producéo volumétrica de hidrogénio; VMH =
vazao molar de hidrogénio; HY = rendimento de hidrogénio.

Nos ensaios E5 a E7, o biogas foi constituido por fracdo de H, maior que de CO;
(63,0, 64,1 e 58,7%, respectivamente), porém, no ensaio E8, o teor médio de H, foi menor

gue do CO,. Em nenhum dos ensaios, houve a producdo de metano (CH4). O aumento da
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COVa, no TDH de 4h, afetou negativamente a producéo de H;, sendo observada redugcéo no
teor de H, de 22,5%, conforme a COVa aumentou de 24 para 96g DQO L d! (E5 a E8). Cabe
mencionar que, durante os ensaios com TDH de 2h (E1 a E4), o teor de H; praticamente ndo
sofreu alteracdo com o aumento da COVa.

Durante os ensaios E5 e E6, a vazao de biogas aumentou de 1716,5 para 2439,7 mL
d?, quando a carga organica passou de 24 para 48g DQO L d?! Entretanto, quando houve o
aumento da COVa de 48 para 72 e 96g DQO L d?, a VBG diminuiu em 85,7% e 80,6%,
respectivamente. No TDH de 2h, a vazéo de biogas e a composi¢ao foram semelhantes, ndo
havendo diminuicdo dessas variaveis com o aumento da COVa de 24 para 96g DQO Lt d™.

Na Figura 14, sdo apresentados os perfis temporais da producdo volumétrica de
hidrogénio e vazao de biogas, composi¢éo do biogéas (H- e CO,), vazado molar, rendimento de
hidrogénio e a carga organica aplicada ao reator, ao longo dos ensaios.

Os comportamentos observados para os parametros PVH e VMH (Figuras 14a-b)
assemelham-se aos observados para o HY (Figura 14d), em especial, ap4s o aumento da
COVa para 72 e 96g Lt d* (E7 e E8), em que foram obtidos valores extremamente baixos.
Tais comportamentos podem estar associados as limitagdes impostas pelos altos valores de
DQO, aplicados nos ensaios E7 e ES.

Nesse contexto, considerando estudos como os de Hafez et al. (2010) e Anzola-
Rojas et al. (2016), que avaliaram a resposta da biomassa nos sistemas acidogénicos, em
condi¢gBes de excesso de substrato ou elevados valores de COVe (reduzidas concentragdes
de biomassa), pode-se entender que a perda de desempenho, quanto a producdo de
hidrogénio, nos ensaios E7 e E8, tende a ocorrer em razédo da inibicdo da biomassa pelo
substrato (condic8es de sobrecarga).

Nos ensaios E5 a E8, observa-se que as taxas de producdo de H, foram baixas no
periodo inicial dos experimentos (Figura 14a), pois o consumo de substrato foi usado,
principalmente, para a proliferagdo microbiana. Esses resultados corroboram a afirmacgéo de
Ning et al. (2013), indicando que o primeiro estagio (1-15 dias) foi utilizado para o processo
de crescimento microbiano, em ambiente anaerdbio, com baixo desempenho na producéo de
H.. Somente ap6s o 9° e 15° dia de operacgéo, o desempenho da producédo de H, aumentou
gradualmente nos ensaios E5 e EB6, respectivamente, devido, provavelmente, a diminuicao da
taxa de crescimento da biomassa. Os ensaios E7 e E8 também apresentaram até o0 17° e 16°
dia, respectivamente, um periodo de fase transiente, porém, ap0s essa fase, os valores de

PVH, VBG, VMH e HY permaneceram baixos até o final do periodo de operacéo.
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Figura 14 Produgao de biogas e hidrogénio nos ensaios E5 (-e-; -0-) (24 gDQO Ld-1), E6 (-#-; -0-) (48
gDQO L1d?), E7 (-A-; -A-) (72 gDQO L*d?) e E8 (-m-; -0-) (96 gDQO L1 d?) no TDH de 4h: (a)
producao volumétrica de hidrogénio (PVH, -e-; -¢-; - A-; -m-) e vazao de biogéas (VBG, -o-; -0-; -A-; -0-),
(b) vazao molar de hidrogénio (VMH, -e-; -¢-; - A-; -m-) e carga organica volumétrica aplicada (COVa,
-0 -0-; -AA-; -0-), (c) composi¢do do biogas (hidrogénio, -e-; -4-; - A-; -m-, gas carbdnico, -o-; -0-; -A-;-1)
e (d) rendimento de hidrogénio (HY). Legenda: Ensaios (E5-EB8).
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Na Figura 15, sdo apresentados os valores de pH, eficiéncia de converséo da (ECsac)

e eficiéncia de remoc¢éo de DQO total e sollivel (ERpgot € ERpgos), durante os ensaios E5 a

ES8.
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Figura 15 Monitoramento da fase liquida do reator RCTM nos ensaios E5 (-e-; -0-) (24 gDQO L*d1),
E6 (-#-; -0-) (48 gDQO L1d?), E7 (-A-; -A-) (72 gDQO L1d?) e E8 (-m-; -0-) (96 gDQO Ld?) no TDH
de 4h: (a) o pH de saida do reator, (b) eficiéncia de conversao de sacarose (ECsac) e (c) eficiéncia de
remocéo de DQO (ERpqo; total -e-; -¢-; - A-; -m-, solGvel -o-; -0-; -A-; -0-). Legenda: Ensaios (E5-EB8).
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Os valores médios de pH afluente ao RCTM foram ajustados em torno de 6,5. Como
mostrado na Figura 15a, no final da fermentacdo da sacarose, o pH nos ensaios E5 e E6
esteve abaixo de 4,0 e, nos ensaios E7 e E8, em média de 4,1, abaixo do pH adequado de
sistemas fermentativos aplicados a producdo de H; (pH=5,5) (OLIVEIRA et al., 2020). Os
resultados mostram que, apesar do aumento daDQO (4al1l6gLt)edaCOva(24a96gL?
d?), nos ensaios E5 a E8, os valores médios do pH efluente foram similares.

Na Figura 14, pode-se observar que os melhores resultados de PVH, VMH e HY
foram antecedidos da reducdo do pH (Figura 15a). Nos ensaios do TDH de 2h (E1 a E4),
também foi observada essa relacdo com o pH ao longo do processo. No 21° e 22° dia de
operacdo do ensaio E5, o valor do pH foi reduzido a 3,1, sendo observado aumento nos
valores de PVH, VMH e HY, a partir do 23° dia. Comportamento parecido foi observado nos
demais ensaios (E6, E7 e E8), destacando o E6, que apresentou as maiores reducdes de pH,
entre 3,0 e 2,6, no 21° e 79° dia de operacdo, respectivamente. Constatou-se, portanto, que
apos essas reducdes de pH, os valores de PVH, VMH e HY foram maximos, considerando o
intervalo de tempo analisado (Figura 14). Ferchichi et al. (2005) analisaram a influéncia do pH
em reator batelada, utilizando soro de queijo como substrato, 0os quais encontraram 0s
melhores resultados de HY e PVH nas faixas que apresentaram tendéncias de diminui¢cdo do
pH.

Os comportamentos observados, referentes a conversao de sacarose, apresentados
na Figura 15b, foram similares para a condi¢cdo de TDH de 2h, em que as menores eficiéncias
foram evidenciadas nos ensaios E3 e E7, quando a COVa apresentou valores de 72g DQO L-
tdt,

O ensaio E5 apresentou as melhores eficiéncias, variando entre 35 e 78% (Figura
15b). Com o0 aumento das concentracdes de DQO (12 e 16 g L?), as eficiéncias de converséo,
nos ensaios E7 e E8, foram reduzidas, chegando a valores préximos de 5%. Os percentuais
de conversédo da sacarose, atingidos no TDH de 4h, s&o menores do que os dos ensaios com
TDH de 2h. Por esses resultados, pode parecer que existe uma tendéncia de que o aumento
do TDH tenha influenciado negativamente a conversdo de sacarose, no entanto, as
conclusdes de Manssouri et al. (2013), Inoue et al. (2014) e Anzola-Rojas et al. (2016) indicam
nao haver tendéncia de que o TDH afete a conversédo de sacarose. Portanto, as menores
conversoes, obtidas nos ensaios de 4h, estao relacionadas ao aumento da concentracdo de
substrato, em termos de DQO.

Considerando a remoc¢éao de DQOt e DQOs, os resultados indicam que o aumento
da COVa ocasionou a diminuicdo da eficiéncia de remocéo de DQO (Figura 15c). A remocao
de DQOt apresentou valores superiores em comparagdo a DQOs, exceto no ensaio ES5,

porém, a diferenca ndo atingiu 4%. A remocdo de matéria organica nesse sistema foi
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compativel com as expectativas para sistemas acidogénicos (FERNANDES et al., 2010), que
se caracterizam pela formagédo e acumulacao da maioria dos metabdlitos do processo de

digestdo anaerobia.

5.2.3 Produgao de biomassa e dindmica da COVe

Para acompanhamento do desenvolvimento de biomassa nos reatores, andlises de
SSV dos efluentes acidificados foram realizadas semanalmente. As determinagdes de COVe
foram realizadas ao final de cada ensaio. Os resultados da Figura 16a retratam a dinamica da
retencao de biomassa no RCTM e os das Figuras 16b-c apresentam a variacdo da COVe ao
longo do tempo de operacéo.

A partir dos resultados da Figura 16a, verifica-se diminuicdo da concentracdo de
biomassa acumulada nos reatores, nos ensaios E7 e E8, quando comparados com 0s ensaios
E5 e E6. Esses resultados corroboram os apresentados na Tabela 12, em que o E6
apresentou o melhor desempenho na producéo de H», provavelmente, em funcéo da melhor
retencdo de biomassa no sistema.

Comparando-se os ensaios de igual COVa (24 g DQO L*d?),E1 (2h)e E5 (4 h), a
retencdo de biomassa foi superior no E5, porém, os maiores valores de PVH, VBG e VMH
foram obtidos em E1. Cabe mencionar que, embora E5 tenha apresentado maior retencéo de
biomassa do que E1, as relagfes de geracao de H, e consumo do substrato acabaram sendo
afetadas negativamente por cargas organicas mais elevadas, devido ao acumulo de
biomassa, conforme indicou Manssouri et al. (2013). Esses autores justificaram que a geragéo
de H: foi afetada pela maior retencdo de biomassa, em fungdo do consumo de substrato
provavelmente ter privilegiado rotas metabdlicas desfavoraveis a producéo de H,. Os autores
chegaram a essa conclusao, pois foi observado, por meio de monitoramento dos metabdlitos,
gue, nos ensaios de maior concentragdo de substrato, a formacdo de etanol se mostrou
significativa desde o inicio do ciclo, o que fez com que reduzisse a producao.

Em termos de COVe, os valores obtidos nos ensaios E5, E6, E7 e E8 variaram entre
18,3 a 1,3; 21,2 a 2,5; 31,2 a 58 e 61,0 a 11,99 sacarose g SSV d?, respectivamente.
Observa-se, na Figural6b, que a diminuicdo dos valores de COVe ocorreu para todos os
ensaios ao longo do tempo. Nos ensaios E5 e E6, os valores de COVe, a partir do 16° dia,
foram muito similares até o final da operacdo, destacando as melhores producdes de

hidrogénio para esses ensaios (Figura 16c).
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Figura 16 Performance da retencédo de biomassa no reator RCTM nos ensaios E5 (-e-) (24 gDQO L*
d%), E6 (-0-) (48 gDQO L1 d™Y), E7 (-A-) (72 gDQO L1d?Y) e E8 (-o-) (96 gDQO L1d™Y) no TDH de 4h:
(a) concentracé@o de biomassa retida no reator, (b) carga organica volumétrica especifica (COVe) e (c)
COVe a partir do periodo de aclimatagdo da biomassa. Legenda: Ensaios (E5-ES8).

Os dados da producéo e retencdo de biomassa para cada ensaio estdo resumidos
na Tabela 13.

Os valores médios de COVe, para os ensaios E5, E6, E7 e E8, equivalem a 4,39,
6,13, 13,42 e 19,269 Sac g SSV d?, respectivamente (Tabela 13). Os resultados de COVe,

para os ensaios E5 e E6, correspondem aos valores recomendados pela literatura para a
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producéo de hidrogénio em reatores acidogénicos. Hafez et al. (2010) associaram os maiores
valores de HY para valores de COVe entre 4,4 a 6,4g DQOg™ SSV d!. Semelhantemente a
esses valores, Anzola-Rojas et al. (2016) relataram que as melhores producdes de hidrogénio
coincidiram com valores de COVe na faixa de 4,3 a 6,9g DQOg™* SSV d1. Da mesma maneira,
Anzola-Rojas e Zaiat (2015) justificaram o valor de 4,8g Sac g SSV d* como condicéo ideal
para estabilidade na producéo de H,. Por suavez, os resultados de Anzolas-Rojas et al. (2015)
mostraram que os maiores valores de HY foram observados para uma COVe de 6,0g Sac g*
SSvdt

Tabela 13 Balanc¢o de biomassa no RCTM com TDH de 4h.

Ensaios

Biomassa/Substrato (E5) 24 ¢ (E6) 48 g (E7)72¢ (E8) 96 g
DQOL?*d? DQOL?*d? DQOL?*d?* DQOL*d?

Biomassa dentro do reator (g) 15,48 18,53 8,36 7,73
Biomassa aderida (g) 2,84 4,64 4,40 3,59
Biomassa suspensa (g) 12,63 13,89 3,96 4,14
Biomassa arrastada naturalmente (g) 33,99 64,86 89,65 87,86
Total biomassa gerada (g) 49,47 83,39 98,01 95,59
Total sacarose consumida (g) 1128,53 1784,61 1153,43 1777,22
Coeficiente de rendimento celular da
biomassa Yxs (g SSV gsac) 0,044 0,047 0,085 0,054
Biomassa arrastada (%) 68,7% 77,8% 91,5% 91,9%
Biomassa dentro do reator (%) 31,3% 22,2% 8,5% 8,1%

4,39+4,7 6,13+5,3 13,42+7,6 19,26+12,3
(27) (26) (26) (26)

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao numero de amostras considerado no calculo da
média.

COVe (g Sac g*SsSvd?)

Blanco et al. (2017) atribuiram que os maiores niveis de producdo de H; obtidos
foram associados a manutencdo do COVe dentro da faixa ideal (4,3 e 6,6 g DQO g SSV d?),
indicando o estabelecimento de condi¢cbes equilibradas em termos de disponibilidade de
substrato e retencdo de biomassa no ASTBR de fluxo ascendente alimentado com glicose.
Por outro lado, Gomes et al. (2015) associaram baixos niveis de producdo de H. a altos
valores de COVe (> 10 g de DQO g*SSV d?!) no RCTM. Esses autores sugeriram que 0s

prejuizos na producao foram acarretados pelo excesso de biomassa arrastada (lavagem
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celular) do reator, causando desequilibrio na relacdo das quantidades de alimento e
microrganismo.

Os ensaios E7 e E8 atingiram valores de COVe (13,42 e 19,26 g Sac g* SSV d?,
respectivamente) superiores aos recomendados pela literatura (HAFEZ et al., 2010; ANZOLA-
ROJAS et al., 2015; GOMES et al., 2015). Os resultados desses ensaios mostram que a
producéo continua e constante de H, ndo € alcancada eficientemente, devido, provavelmente,
aos valores de COVe néo se situarem em faixas adequadas.

Na Figura 17, sdo apresentados os valores de biomassa total gerada nos ensaios E1

a E4 e E5 a E8, em funcéo da variacdo da COVa.
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Figura 17 Biomassa total gerada em funcdo da variagdo da COVa para os ensaios realizados no TDH
de 2h (E1 aE4) e de 4 h (E5 a E8).Legenda: E1, E2, E3 e E4 (-x-) e E5, E6, E7 e E8 (--x--).

Nos ensaios E1 a E4, a quantidade de biomassa gerada elevou-se com o0 aumento
da carga organica (de 24 para 96g DQO L1 d ') e da DQO do substrato (2, 4, 6 e 8g L?) (Figura
17). J4 nos ensaios E5 a E8, o incremento da COVa nao favoreceu a geracdo de biomassa
em todos os ensaios. O aumento da DQO do substrato de 4 para 12g DQO L* (COVa de 24
para 72g DQO L* d*) manteve a tendéncia de crescimento da biomassa (ensaios E5, E6 e
E7). No entanto, da COVa 72 para 96g DQO L* d?, o crescimento da biomassa nao
respondeu, atingindo uma regido de platd no grafico. Tal comportamento deve ser decorrente
da elevada concentracéo do substrato (16 g DQO L), que pode inibir a biomassa.

Nos ensaios E3 e E4, que foram operados nas mesmas cargas orgéanicas (72 e 969
DQO L? d?1), a biomassa respondeu ao aumento da COVa, pois, nesses ensaios, as
concentracdes de DQO no substrato foram de 6 e 8g DQO L, correspondendo a 50% do
valor dos ensaios E7 e E8 (12 e 16g DQO L™1).
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O acumulo de biomassa, aderida as paredes dos tubos do reator, correspondeu a
5,74%, 5,56%, 4,48% e 3,75% da biomassa total gerada (Tabela 13), respectivamente, nos
ensaios E5, E6, E7 e E8. Os ensaios E5 e E6 apresentam um comportamento similar em
relagdo a porcentagem de biomassa aderida ao reator, obtendo melhores resultados de
producao de H, do que os observados nos E7 e E8.

Além disso, a liberacdo natural de biomassa nos ensaios E7 e E8 foi superior a 90%.
Por outro lado, os ensaios E5 e EG6 tiveram apenas 68,7 e 77,8%, respectivamente, da sua
biomassa arrastada. Apesar da diferenca, em termos de COVa, nos E7 e E8, a biomassa
dentro do reator nesses ensaios foi semelhante, correspondendo a menos de 9% da biomassa
total, enquanto, nos ensaios E1 e E2, chegou a 31,3% e 22,2%, respectivamente. Os
diferentes resultados, em relacé@o a retencdo de biomassa nos sistemas, afetaram diretamente
os valores de COVe, como mostrado na Figura 16b.

As melhores producdes de H; podem estar associadas ao melhor controle da
biomassa, que ocorreu nos E5 e E6, assim como também foi observado nos ensaios em E1
e E2. O desempenho inferior de PVH, VMH e HY (Figura 14), observados nos ensaios E7 e
E8, também pode estar relacionado ao expressivo arraste de biomassa. O arraste em elevado
grau tem sido caracteristico de sistemas que apresentam as condi¢cdes menos adequadas ao
controle e crescimento de biomassa.

Os coeficientes de rendimento celular (Yxs), obtidos neste trabalho, correspondem a
0,044, 0,047, 0,085 e 0,054 g SSV ¢! sac para os ensaios E5, E6, E7 e ES8, respectivamente,
e sdo considerados caracteristicos de microrganismos produtores de hidrogénio. As menores
concentracdes de DQO, aplicadas aos ensaios E5 e E6, ndo prejudicaram o arraste de
biomassa nos reatores (Tabela 13, E5= 68,7% e E6= 77,8%), logo, foram mantidas maiores
densidades celulares dentro do reator. Consequentemente, menos energia foi empregada
para o crescimento celular, 0 que explica os menores valores de Yxs nesses ensaios. Por
outro lado, as maiores concentra¢des de matéria organica, aplicadas aos ensaios E7 e E8 (12
e 16mg L), favoreceram maior arraste de biomassa do reator (Tabela 13, E7= 91,5% e E8=
91,9%), levando a uma producao celular mais alta, ou seja, 0s maiores Yxs corresponderam
a uma resposta direta dos microrganismos para compensar a perda continua de atividade
biol6gica com base no arraste.

Nesse sentido, os valores obtidos para o Yxs, neste estudo, estdo de acordo com a
literatura que descreve sistemas acidogénicos alimentados com sacarose. Para Hafez et al.
(2009), rendimentos muito altos de biomassa em reatores acidogénicos sdo geralmente
atribuidos a microrganismos que ndo produzem hidrogénio. Em Hafez et al. (2010), as
melhores condi¢gBes para producdo de H, foram observadas para um coeficiente Yxs igual a

0,1g SSV g CH, engquanto menores rendimentos foram associados a valores de Yxs de 0,2
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e 0,3g SSV g! CH. Blanco et al. (2017) associaram maior Yxs (0,077g SSV ¢! sac) a
condi¢cdes menos favoraveis a retencao de biomassa e menores valores de Yyxs (0,048g SSV
g! sac) a maior retencdo de biomassa em reatores de leito estruturado, alimentados com
sacarose e submetidos a dosagem de calcio. Aquino et al. (2017), tratando aguas residuarias
ricas em solidos, relataram que os maiores valores de Yxs (0,095 SSV g?! sac)
corresponderam a menor retencdo de biomassa (13,2%), observada no reator de leito
estruturado, e os menores valores Yxs = 0,067g SSV g* sac foram associados ao reator de
leito compacto convencional, que, com menor porosidade (72,3%), favoreceu a retencao de
biomassa (36,4%) nos intersticios do seu material suporte.

Os valores de Yys relatados por Anzola-Rojas et al. (2015) (0,03 e 0,04g de SSVg?
sac), para reator anaerébico de leito fixo e fluxo ascendente (alta adesdo celular), sé&o
semelhantes aos encontrados nos ensaios E5 e E6, além de menores em comparacao aos
valores obtidos por Gomes et al. (2015) (0,06-0,08g de SSVg* de sac), com o RCTM, no qual

a adesdo celular foi minima, o que coincide com os valores de Yxss nos ensaios E7 e ES8.
5.2.4 Avaliacéo da Producédo de Metabdélitos da Fermentacédo
Como mostrado na Tabela 14, os principais metabolitos formados nos ensaios E5,

E6, E7 e E8 foram acetato, etanol, lactato e butirato. As concentracdes de acido férmico foram

muito baixas e o propionato ndo se mostrou presente em todos 0s ensaios.

Tabela 14 Producdo média dos produtos intermediarios da fermentacéo no TDH de 4h.

Metabdlitos

_ Acido Acido Acido Acido Acido Etanol

Ensaios Latico Férmico Acético Propidnico Butirico (EtOH)
(HLa) (HFo) (HAc) (HPr) (HBu) (mg L)

(mgL?) (mgL?) (mglL? (mg L™) (mg L™)

E5 139,6+43,1 381,890 84,015 231,1+80 478,273

249 DQOLd? 2314 (25) 572,5(27) 108,7 (15) 4453 (27) 5786 (8)
E6 477,2+159 569,1+196 183,277 269,2+119 474,0£95
48 gDQOL*d? 6892 (24) 935,4 (26) 294,0(18) 508,5(26) 594,2 (12)
E7 462,8+142 83,625 347,2+£70 - 138,8+101 292,6+132
72gDQOL'd? 652,8(26) 112,5(3) 465,0 (26) 548,4 (26) 579,5 (10)
E8 476,1+131 48,8120 336,457 86,3159 62,9124 402,2+89

96 g DQOL'd? 709,7 (27) 1098(27) 511,4(27) 192,1 (5) 146,4 (23) 544,8 (13)

Notas: Valores entre parénteses correspondem ao numero de amostras considerado no calculo da
média. Valores em itélico correspondem aos maximos observados no referido periodo operacional.
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Para o ensaio E5, os principais produtos foram o acido acético, o &cido butirico e o
etanol. Essa mesma resposta foi encontrada por Anzola-Rojas et al. (2015), operando reator
anaerdbio de leito, ordenado com sacarose e COVa de 2g DQO L, em TDH de 2 e 4h. Por
sua vez, para os ensaios E6, E7 e E8, observou-se, principalmente, a producdo de acido
acético, acido latico e etanol. Os autores supracitados também encontram essa sequéncia de
propor¢cédo de metabolitos, devido ao aumento da concentracdo do substrato de 4g para 16g
DQO L%, em TDH de 4h.

A concentragdo maxima de HAc foi de 569,1+196 mg L™ no E6. Nos ensaios E7 e
E8, o HLa foi o principal metabdlito produzido em concentracdes médias de 462,8+142 e
476,1+131, respectivamente. Por outro lado, no E5, embora a COVe permaneceu dentro da
faixa ideal (Tabela 13), uma mudanca na via metabodlica para a fermentacdo do EtOH
(478,2+73 g L) pode ter prejudicado severamente a producéo de H.

A inibicdo do crescimento da biomassa, pela elevada concentracdo do substrato,
observado na Figura 17, para os ensaios E7 e E8, pode ser decorrente do aumento da
concentracao de acidos organicos, gerados na conversdo dos agucares. Dessa forma, como,
nos ensaios E7 e E8, foram aplicadas maiores cargas de DQO, isso implicou em maior
geracdo e acumulo de acidos organicos, principalmente, os acidos acético, butirico e latico
(Tabela 14).

Os valores de pKa dos 4cidos acético, butirico e latico equivalem a 4,75, 4,8 e 3,86,
respectivamente. Considerando que todos os ensaios apresentaram pH na faixa de 3,6 a 4,7,
significa que esses acidos se apresentam na forma néo dissociada, pois esses valores de pH
sdo menores do pKa dos referidos acidos. Castell6 et al. (2020) explicam que, na forma néo
dissociada, esses acidos séo lipofilicos, consequentemente, podem atravessar a membrana
celular microbiana. No citoplasma, esses acidos podem se dissociar e liberar prétons que
acidificam o meio. A necessidade de energia € aumentada para manter o pH interno,
resultando em um efeito adverso no metabolismo e crescimento microbiano. Portanto,
assumindo que os acidos acético, butirico e latico sao os principais acidos da fermentagéo do
substrato, o acumulo significativo desses acidos pode ter inibido a atividade metabdlica da
biomassa.

Na Figura 18, s&o apresentados os perfis temporais das concentra¢gdes dos produtos
da fermentacao e, na Figura 19, a distribuicdo percentual.

Os valores baixos de PVH, VMH e HY, observados nos ensaios E7 e E8 (Figura 14),
associados as porcentagens mais altas de HLa (Figura 18b-c, 43% em ambos 0s ensaios),
corroboram essa tendéncia, ou seja, 0s impactos na producdo de H,, devido a formacao de
HLa, podem resultar da competigcdo entre as bactérias produtoras de acido latico (LAB) e as

produtoras de H;, pelo substrato (Equacédo 25). Além disso, a presenca do EtOH nesses
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ensaios (Figura 19c-d) pode indicar que o substrato foi convertido diretamente em etanol (Eq.

3), levando a taxas de producéo nulas de H».

Cy,H,,04, + H,0 - 4CH;CH(OH)COOH (25)

Acido latico

A literatura também indica que a producéo de EtOH em sistemas fermentativos tem
sido associada com a preferéncia dos microrganismos produtores de H, para produzir
solventes em condi¢des de baixos valores de pH, corroborando o comportamento observado
neste trabalho (Tabela 12). Ren et al. (2007) informam que a faixa adequada para a
fermentagdo do etanol estd entre 4,0-5,0. Algumas espécies de Clostridium geralmente
produzem etanol apds a producéo de hidrogénio (ANZOLA-ROJAS & ZAIAT, 2015).

A maior porcentagem de HAc, obtida em E6 (38%), e o valor de COVe ideal (6,13 g
Sac g SSV d?) coincidem com o melhor desempenho em termos de PVH, VMH e HY, durante
todo o tempo de operacao. Neste ensaio, a producéo de HPr foi detectada em alguns periodos
(Figura 19b), com um valor médio de 183,2+77 (11%), durante o periodo operacional. Porém,
a via fermentativa propibnica, provavelmente, ndo impactou a producgéo de H» neste ensaio,
pois 0s niveis mais altos de producgéo de H, foram provavelmente associados a fermentacao
pela via do acido acético. Destaca-se que foi observado aumento nas concentragdes de HPr

nos outros ensaios (~6-8%).
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Em todos os ensaios com TDH de 4h, os valores da razdo HBu/HAc, ao longo da
operacéo, foram menores do que 1,0 (Figura 20). Esse comportamento sugere que a principal
rota fermentativa, associada a producao de hidrogénio, neste trabalho, compreendeu a do tipo
aceética.

Os valores médios dessa razéo para os ensaios E5, E6, E7 e E8 foram 0,61, 0,56,
0,47 e 0,20, respectivamente, correspondendo os menores valores aos ensaios com as
menores producdes de H, (E7 e E8). Nos ensaios E5 e E6, os periodos de producao crescente
de hidrogénio estiveram associados aos menores valores da razdo HBu/HAc (<1,0).

A literatura atribui maiores producdes de hidrogénio, a partir de aguas residuarias,
ricas em carboidratos, a baixos valores da razdo HBu/HAc (0,3-0,9) (KHANAL et al., 2004;
HAFEZ et al., 2010; PEIXOTO et al., 2012; ANZOLA-ROJAS et al., 2015). A ocorréncia de
valores superiores a 1,0 de HBu/HAc foi pontual e esteve presente nos ensaios E5, apenas
no 14° e 15° dia, e E6, no 8°, 9°, 15° e 16° dia de operacao, os quais correspondem aos dias

de aclimatacéo da biomassa em ambos 0s ensaios.
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Figura 20 Razdo HBuU/HAc na ARS fermentada (-e-; -¢-; -A-; -m-) e (a) producdo volumétrica de
hidrogénio (PVH, -o-; -0-; -A-; -o0-) e (b) rendimento de hidrogénio (HY, -o-; -0-; -A-; -0-) nos ensaios E5
(-e-; -0-) (24 gDQO L1d-1), E6 (-¢-; -0-) (48 gDQO L1 d™?), E7 (-A-; -A-) (72 gDQO L*d™?) e E8 (-m-;-)
(96 gDQO L*d™Y) no TDH (4h). Legenda: Ensaios (E5-ES).
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Nas condi¢cbes operadas no TDH de 4h (E5 a E8), néo foi possivel ajustar um modelo
matematico que indicasse o valor de COVa, o qual permitisse atingir o valor 6timo de HY,
tendo em vista que, nas condicbes das duas maiores cargas (72 e 96 g DQO L' d?), a
producao de H; foi praticamente nula.

Os resultados dessa etapa validaram parcialmente a hipétese central. A operacao
com o RCTM permitiu evidenciar que a COVe se manteve em faixa adequada a producéo de
hidrogénio, nos ensaios E5 e E6. Dessa forma, foi possivel manter a producéo por longos
periodos de operacdo, embora com instabilidade.

O TDH néo afetou o desempenho do reator continuo de tubos multiplos, invalidando,
em parte, a hipétese proposta. No entanto, o excesso de substrato prejudicou a manutencgao
da COVe em niveis adequados; nos ensaios E7 e E8, os resultados permitem observar que
a producao de hidrogénio, em RCTM, aplicando altas cargas (E7 e E8), é inviavel, uma vez
gue o desempenho é muito baixo. Dessa forma, a hipétese central foi atendida parcialmente,

no que se refere a influéncia da concentracéo do substrato.
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6 CONCLUSOES

O RCTM, com ranhuras no interior dos tubos, no formato rosca sem fim, atingiu a
producao continua de Hz por longos periodos, sem a necessidade de utilizacédo de estratégias
operacionais para o descarte da biomassa.

A producéo de Hz, no RCTM, foi continua, durante longos periodos de operagéo (~
90 dias), mesmo em condi¢c6es de faixa de valores médios de COVe, entre 4,39 e 19,89
sacarose g SSV dl.

A producédo de H, se mostrou dependente da concentracdo do substrato, indicando
inibicdo do processo, a partir da DQO afluente de 12g Lt (COVa=72 g DQO L1d?; TDH=4h).

O melhor desempenho do RCTM, na producéo de H, (PVH=1593,6 mL H, L d?;
HY=0,50 mol H, mol? sac), foi obtido na condicdo E2, COVa = 48g DQO L*d*(DQO 4000mg
DQO L; TDH 2h).

Os principais metabdlitos, produzidos durante a operacéo dos ensaios, foram: acido
acético, acido latico, etanol e acido butirico.

A estabilidade da producdo de H» ndo foi atingida em nenhuma das condi¢cbes
avaliadas, indicando, possivelmente, ser uma caracteristica inerente ao processo
acidogénico.

O RCTM se mostrou promissor para a producdo continua de hidrogénio, mantendo
a biomassa adequada no reator, desde que a COVa nao atinja 72g DQO L* d?, com TDH de
4h.
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7 CONSIDERACOES E RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir da avaliacdo do reator RCTM, na producdo de hidrogénio e controle da

COVe, algumas recomendacdes e sugestbes sdo propostas:

e A exploracdo de diferentes cargas organicas volumétricas aplicadas: visto que, no
TDH de 4h, houve uma possivel inibicdo da producdo de H. pelo excesso de
substrato (12 e 16g DQO L1); sugere-se avaliar cargas intermediarias a 48 e 72g
DQO L*d?, para evidenciar uma melhor producéo de hidrogénio;

e Caracterizacdo das comunidades microbianas: investigar a dindmica de colonizagéo
presente no RCTM, frente a identificar os microrganismos que proliferam sob
diferentes COVa e TDH, atribuindo importantes consideraces sobre possiveis
estratégias operacionais do sistema;

o Diferentes estratégias de inoculacdo: considerando que o0 processo de
autofermentacdo possui menor variedade de microrganismos e pode ser mais
vulneravel as variagcdes externas, testar outros indculos, visando aumentar a
capacidade de producédo de Hzno RCTM;

e Aplicagdo de aguas residuarias reais ao RCTM: tendo em vista a importancia do
aproveitamento de efluentes, para fins econémicos, e levando em consideracéo que,
apos as modificacdes realizadas, na parte interna dos tubos, o reator ainda nao foi
operado com aguas residuarias reais, tal estudo forneceria informacfes sobre o
comportamento do RCTM, a partir de efluentes com maiores quantidades de sélidos
Suspensos;

¢ Aumento do nimero de tubos: avaliada a relevancia que a concentracéo de biomassa
tem para a producdo de hidrogénio, recomenda-se a execucao de um RCTM com
maior nimero de tubos, visando aumentar a area de contato para maior adesao da

biomassa.
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